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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 0 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 proporcéo 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 propor¢do 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.



Lista de Figuras

Capitulo 1

Figura 1. Alinhamento da regido do gene ddx4 de Astyanax mexicanus e Brycon orbignyanus..............c.cceeeue... 16
Figura 2. Alinhamento da regido do gene ddx20 de Colossoma macropomum e Brycon orbignyanus................ 16
Figura 3. Alinhamento da regido do gene dmrtl de Astyanax mexicanus e Brycon orbignyanus. ...........c..c........ 17
Figura 4. Alinhamento da regido do gene sox9 de Colossoma macropomum e Brycon orbignyanus. ................. 17
Figura 5. Expressdo dos genes em musculo (M), rim (R), figado (F), cérebro (C) e gbnada (G) em adultos
machos e fémeas de BryCon OrDIGNYANUS........c.coerieiririiineree ettt sttt 18
Capitulo 2

Figura 1. Esquema ilustrativo do sistema de cultivo para 0S tratamentos L € 2........cccvevveeiereeneereeseesesee e 22
Figura 2. Expresséo dos genes em larvas de Brycon orbignyanus com 7 dias pos ecloso...........cccevevveerreniencnn 26
Figura 3. Desenvolvimento gonadal em individuos de 6 meses de idade.........ccceeeverieeneeievienene e 27
Figura 4. Desenvolvimento gonadal em individuos de 7 meses de idade............ccveveririnenineneneenereeeeseene 28
Figura 5. Desenvolvimento gonadal em individuos de 8 meses de idade. ........ccecevererereeievienene e 29
Figura 6. Desenvolvimento gonadal em individuos de 9 meses de idade. ..........cccoeveririneninieneneieneseeeeeene 30
Figura 7. Desenvolvimento gonadal em individuos de 10 meses de idade..........cccovevieereeievienene s 31
Figura 8. Desenvolvimento gonadal em individuos de 11 meses de idade.........ccververirinenineneneeneneeeeseeene 32
Figura 9. Desenvolvimento gonadal em individuos de 12 meses de idade..........cccerveeereeievieneneseeeeeeeeeenas 34

Figura 10. Individuos com células de linhagem espermatogdnial e 00CItaria. .........coccoeverenirinennienereceeeene 35



Lista de Tabelas
Capitulo 1

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos dos primers UtIliZados. ..........coeeeirieeierieininieenreeee e 14
Capitulo 2
Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos dos primers ULIlIZAdOs. ..........ccccveieievievenise e 24

Tabela 2. Genes expressos em juvenis durante o periodo de 7 a 12 meses de idade. ........cccoeveevereeirierieenieneenens 37



SUMARIO

S | N 21015 1007\ PP 7
N O = | 1 Y@ SRS 12
2.1, GEIAL iRt R £ R Rt R R E Rt Rt R Rt R b bRt et b R b b ne et 12
2.2, ESPECITICOS: 1. vttt ettt bbb £ bR bR e b £ bR bkt R bRt b bRtk et e 12
CAPITULO oottt ettt s et n e 13
Avaliacdo da expressao tecido especifica de genes relacionados ao mecanismo de diferenciacéo sexual e
desenvolvimento gonadal em adultos de piracanjuba Brycon orbignyanus............c.ccceeoveneinencinenecnnen, 13
3. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt sttt 13
3.1. Avaliacdo da expressao de genes relacionados a diferenciagdo sexual em tecidos de adultos ..................... 13
3.1.1. (D1 ol g Lol e (oL o] ] 1T SRR 13
3.1.2. Extraco de RNA € SINESE 0 CDNA ......oiiiiii bbb 14
3.1.3. Avaliacao de primers e confirmacao das SEQUENCIAS .......cvevvrevrirerieiresieese e es 14
3.1.4. Andlise da expressao A0S GENES & INTEIESSE.......c.uiviviireieiirteieie sttt 15
4. RESUITATOS. ...ecv ettt ettt b bbbt s e e bbbt e b b e R £ e R e e b e bR e R e Rt R e b e e R e e b b e b nae b e ne e 15
4.1. Confirmaco das sequéncias dos genes de pPiraCanjuba ..........ccccoveiriiiiiieieiineie e 15
4.2. Analise da expressdo dos genes de interesse nos tecidos de adultos de piracanjuba ...........c.ccoceeveviiveiienns 17
LT B 1ot U Lo ISP 18
CAPITULO 2 .ttt ettt sttt st an e 21
Influéncia do canibalismo na proporg¢éo sexual e caracterizagdo da diferenciacdo sexual da piracanjuba
BIYCON OFDIGNYANUS ...ttt ettt b e bbb bbb bbb bbb b e bbb e st et bt et nb st 21
1. MATERIAL E METODOS .....cooiieieteieteeiet et ee ettt st s st sasss s s naanenes 21
1.1. ReproduGdo da PIrACANJUDA..........ciiiiiriieicrte bbb bbb 21
1.2. Desenho experimental e Coleta de @MOSIIAS .......cocveiuieieiieiie ettt re e nns 22
1.2.1. I 1Y L O O TP PRV PP OPPPUPPRPPRPIR 22
1.2.2. JUVENIS: TTAtAMENTOS 1 € 2.ttt ettt b bbbt be bt e e bbbt e s 23
1.2.3. Juvenis: Acompanhamento da diferenciaGio SeXual ..........cococoveiiiiiiiiiiei e 23
1.3. Avaliacdo da expressdo de genes relacionados a diferenciacdo sexual em ovo, larvas e juvenis................. 23
1.3.1. Extracdo de RNA, sintese de CDNA e analise de eXpreSSao G8NICA.........ceovvvreieererieesenieesesieneeeens 24
I S o 11 ] (o TP 25
ST - 1] 1 o7 F TSRS 25
R o (-1 | 7= Uo [0S 25
2.0 LLAIVAES ettt ettt bkt b bR bR e e R e e eEe e Rt 4R b e SRR e eR b e eE £ e R e e b e e ARt eR b e eRe e eRe e ehe e bt e nbeenbeene e 25
2.1.1. Tratamentos de individuos criados em grupo e individualizados ..........ccocoovviviiiineininencne s 26
2.2. Diferenciago SEXUAI BIM JUVENIS ..ottt ettt sb et se e bbbt e s e ene e e e b e sbesbesbeene e 26
2.2.1. LT 0] (0T T OSSPSR 26
2.2.2. (o] (= (oI [=] o1 o VOSSP ROR PR 35
R 0 {01075 X @ PR 38
A, CONCLUSAO .......oiieieeeeee ettt ettt et en et n et n st s st en s s s taneenans 42
5. REFERENCIAS ...ttt sttt 43

MATERIAL SUPLEMENTAR .....oottiiii e sn e 54



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 sométicas 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 formacéo 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¢fes a serem aplicadas

na conservagdo desta espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

Geral:

Caracterizar o periodo de diferenciacdo sexual e a expressdo de genes que possam estar
relacionados a este mecanismo em piracanjuba Brycon orbignyanus.

Especificos:

Avaliar a expressdo tecido especifica de genes relacionadas ao mecanismo de
diferenciacdo sexual em machos e fémeas e identificar genes diferencialmente
expressos em ambos 0s sexos;

Avaliar o canibalismo como possivel fator de desvio da proporc¢éo sexual;

Avaliar a expressdo de genes relacionados ao mecanismo de diferenciagdo sexual em
odcito, larva (8 dpf) e gbnadas em desenvolvimento de juvenis e identificar possiveis
genes a serem utilizados para defini¢cdo precoce do sexo;

Estabelecer o tempo para a diferencia¢do gonadal em Brycon orbignyanus;

Identificar possiveis genes envolvidos na diferenciacao sexual da espécie.
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CAPITULO |

Avaliacao da expressao tecido especifica de genes relacionados ao mecanismo de
diferenciacao sexual e desenvolvimento gonadal em adultos de piracanjuba Brycon

orbignyanus

Este capitulo aborda os experimentos realizados para a avaliacdo da expressdo de genes,
identificados na literatura, envolvidos na diferenciacéo sexual de machos e fémeas. Foi avaliada
a expressdo tecido especifica dos genes dmrtl, foxI2, sox9, ddx4, cypl9a e ddx20, utilizando
varios tecidos diferentes e gbnadas de macho e fémea de adultos de Brycon orbignyanus.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Avaliacdo da expressdo de genes relacionados a diferenciagdo sexual em tecidos de

adultos

Amostras provenientes dos tecidos de cérebro, hipdfise, masculo, rim, figado e gbnada
foram coletadas de duas fémeas e quatro machos, para identificar genes que Sa0 expressos
diferencialmente em gbénadas, bem como a especificidade da expressdo nos tecidos.

Os genes ddx4, ddx20, dmtrl, sox9, cypl9a e foxI2 sdo genes envolvidos na manutencao
e modulacdo da gametogénese e foram avaliados quanto a expressdo em adultos de piracanjuba.

O gene p-actina foi utilizado como controle enddgeno em todas as analises.

3.1.1. Desenho dos primers

Uma vez que ndo existem sequencias depositadas em banco de dados para o0s genes de
piracanjuba, os primers para cypl9a, dmrtl, foxl2, sox9, ddx4, ddx20 e pg-actina foram
desenhados a partir do alinhamento das sequéncias de cDNA oriundas de diferentes espécies
de peixes depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI). Inicialmente,
foi realizada a busca dos genes de interesse depositados para a espécie Astyanax mexicanus,
que € um representante da ordem Characiformes. As sequéncias obtidas foram utilizadas como

entrada para o programa Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e

encontradas as sequéncias de maior identidade, sendo selecionadas prioritariamente aquelas da
ordem Characiformes e depois de outras ordens tais como dos Siluriformes e Cypriniformes.

Apos a selecdo, as sequéncias foram analisadas utilizando o programa Open Reading Frame

Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) para selecdo apenas da regido codante. Estas


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
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regides codantes foram entdo alinhadas utilizando o programa  MultAlin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). As regides conservadas foram selecionadas para

desenho de primers especificos para estes genes (Tab.1), utilizando o programa Primer- BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), sendo as sequéncias de MRNA de

Astyanax mexicanus utilizadas como referéncia.

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados.

Gene Tamanho dos Forward (5°-3") Reverse (5-3")
amplicons em
pb

ddx4 118 AAGACCACAGGAACTGAGCG CCCGGTCTCCATGAATGCTT
ddx20 715 AGTGCCATGTGTTCATTGGT CGACCAATCCTGTGCATGTA
sox9 621 AGGTGCTGAAGGGCTACGAC ATGTTGGAGATGACGTCGCTG
foxI2 198 AGACCGAGAGCTTCACCAAAG TCTCGTAGAAGGGGAACTTGTTG
dmrtl 167 GCAGTTTGTGGATGTCTCGG TCAGTTTGCACTTCTGGCAC
p-actina 86 CGTGCTGTCTTCCCATCCA TCACCAACGTAGCTGTCCTTCTG
cypl9a 176 GGCACGGCCAGCAACTACTA TCGTGCATGCCGAGGCACTG

3.1.2. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para a analise da expressao génica, as amostras foram coletadas e armazenadas a -80°C.
O RNA total foi extraido com o uso de Trizol (Ambion) de acordo com as instrucdes do
fabricante e quantificado através do espectrofotdmetro QlAxpert (Qiagen).

Foi utilizado 1 pg de RNA de cada amostra para a sintese da primeira fita de DNA
codante (cDNA), este foi tratado com DNAse | (Sigma -Aldrich) e foi utilizando o kit comercial
de transcricdo reversa High Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit (Thermo Fisher
Scientific), seguindo as orientac¢des do fabricante.

Os cDNAs gerados foram utilizados para a avaliacdo semi-quantitativa da expresséo dos
genes envolvidos na diferenciagdo do sexo, citados acima, em relacdo ao gene endogeno -
actina.

Os genes de interesse foram amplificados, usando como molde o cDNA das amostras
de piracanjuba. Para as amplificagcbes foram utilizados os primers desenhados, com as

sequéncias listadas na Tabela 1.

3.1.3. Avaliagéo de primers e confirmagéo das sequéncias

Os produtos da amplificacdo foram visualizados em gel de agarose a 2% e
fotodocumetados para posteriores analises de expressdo génica. Para a confirmacdo das
sequéncias génicas, os produtos das amplificagdes foram recuperados do gel com uso do kit


http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), quantificados a 260 nm no
espectrofotometro QIAxpert (QIAGEN) e clonados no vetor de clonagem pGEM —T easy
(Promega). Para a ligacdo foi utilizada a razdo de 6:1 (inserto:vetor) e o uso da enzima T4 DNA
ligase, sendo esta etapa realizada a temperatura ambiente por cerca de trés horas.

Células de Escherichia coli DH-5a. competentes foram preparadas pelo método de
CaCl; e usadas para transformacgdo com os produtos de ligacéo, através de choque térmico a
42°C durante 90 segundos. Apds o choque térmico, as células foram incubadas a 37°C durante
uma hora, com a adicdo de 800 pL do meio de cultura LB (Luria-Bertani), sem antibidtico.
Posteriormente, as células foram plaqueadas em LB sélido contendo 50 pg. mL™ de ampicilina,
0,5 mM de IPTG e 125 pg. mL* do substrato cromogénico X-gal e incubadas a 37°C durante
toda a noite. A selecdo das coldnias positivas foi realizada através da coloracdo branca.

Os clones positivos foram crescidos durante toda noite a 37°C em 250 rpm e realizadas
mini preparagdes dos vetores com o uso do kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega). Os clones
positivos foram confirmados através de PCR utilizando os primers SP6 e T7. Os vetores foram
enviados para sequenciamento e confirmagdo das sequencias foram avaliadas utilizando o

programa Nucleotide BLAST e Multalin.

3.1.4. Analise da expressao dos genes de interesse

Os cDNAs provenientes das amostras coletadas foram utilizados para a avaliagdo semi-
quantitativa dos genes de interesse. A PCR foi realizada em volume final de 30 pul, usando 2
unidades de tag DNA polimerase recombinante (Thermo Fisher Scientific). Foram utilizados
0s seguintes parametros de ciclagem: 94°C por 5 min, seguidas de 35 ciclos a 94°C por 45 s,
55°C por 30 s e 72°C por 30 s, seguidos de 10 min a 72°C. A reacdo foi realizada utilizando o
termociclador MULTIGENE (Labnet International, Inc.). O produto da amplificacdo foi
analisado em gel de agarose (Start BioScience) a 2%, por eletroforese, sendo utilizado 25 pl de

reacdo de PCR para a corrida de eletroforese.

4. RESULTADOS

4.1. Confirmacéo das sequéncias dos genes de piracanjuba

Até o momento foram realizadas as confirmacfes das regides amplificadas de
piracanjuba para os cDNA de ddx4, ddx20, dmtrl e sox9, os outros produtos de amplificacéo
para 0s genes cypl9a e foxl2 foram enviados para sequenciamento, no entanto, ndo chegaram

os resultados ainda.
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No sequenciamento da regido amplificada pelos primers desenhados para ddx4 de B.
orbignyanus, foi verificado um total de 118 pares de bases que apresentou 92,37% de identidade
(Blastn) com a mesma regido depositada do RNA mensageiro do gene ddx4 de Astyanax
mexicanus (NCBI Reference Sequence: XM _022681259.1). Na figura 1 é apresentado o

alinhamento das regides do gene ddx4 de A. mexicanus e B. orbignyanus.

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 118

I I

Piaracanjuba ARGACCACAGGAACTGAGCGAACARTGGTTTTTGTTGARACCARARGAAGTGCAGATTTTATTGCARCGTTTTTGTGTCAGGAGARAGTACCARCTACAAGCATTCATGGAGACCGGG
Astyanax AAGACCACAGGARCTGAGCGAACARTGGTTTTTGTCGARACCARRAGARGTGCAGATTTCATTGCAACATTTCTTTGCCARGAGAAGGTTCCARCTACARGCATTCATGGAGACCGGG
Consensus AAGACCACAGGRAACTGAGCGARCARTGGTTTTTGTcGARACCARARGARGTGCAGATTTcATTGCAACATTTeTgTGeCAaGAGAAAGTaCCARCTACARGCATTCATGGAGACCGGG

Figura 1. Alinhamento da regido do gene ddx4 de Astyanax mexicanus e Brycon orbignyanus.

Para o gene ddx20, o sequenciamento obtido foi de 551 pares de bases com 92,27% de
identidade (Blastn) com a mesma regido do RNA de ddx20 de Colossoma macropomum (NCBI
Reference Sequence: XM_036578722.1). Neste sequenciamento a analise so foi realizada com
SP6 pois 0 sequenciamento de T7 ndo foi bem-sucedido, por conta disso o tamanho da
sequéncia apresentou diferenca. A figura 2 mostra o alinhamento entre as sequencias de B.

orbignyanus e C. macropomum.

651 66O 670 680 690 200 1o 720 730 740 750 760 7 780

I I

Colossomna GCACTTGTGCAGATACATGCGAGARCCARCATTCGTGCGGCTGARTCCCACTGACCCCGGACTCATCGGCCTGARGCAGTACTATAAGCTGETGCACTCRCATGCTCTGCCCCATARGGTCTTTGAGGAA
sph CTGACCCCGGACTCATCGGCCCGARGCAGTATTATARGC TGGTACACTCACATGCTCTGCCGCATARGATCTT TGAGGAR
CONSBNSUS  t.iiiiisiiissesssesssessnssansosssssssssssssssssnsal CTGACCCCGGACTCATCGGCCCGARGCAGTACTATARGC TGGTaCACTCACATGCTCTGCCcCATARGATCTTTGAGGAR
781 730 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

I I

Colossona ARGGTGCAGAATCTTCTGGAACTGTTCAGTARRATTCCCTTTARCCAGGCACTGGTTTTCTCCAATCTGCACACARGAGCGCAGCATCTGGCTGATGTTCTTTCCTCCARAGGCCTGCCCTCAGTCTGEA
spb  ARAGTGCAGARTCTTCTAGAGCTCTTCAGTARARTTCCCTTTARCCAGGCACTGGTCTTCTCCARTCTGCACACAAGAGCGCAGCACCTGGCTGATGTTCTTTCCTCCARAGGCCTGCCCTCAGTCTGEA
Consensus  ARaGTGCAGAATCTTCTaGAACTeTTCAGTARAATTCCCTTTARCCAGGCACTGGTe TTCTCCARTCTGCACACARGAGCGCAGCAcCTGGCTGATGTTCTTTCCTCCARAGGCCTGCCCTCAGTCTGCA

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
I

I
Colossona TCTCTGGCAGCCTGAGTCAGGAACAGAGGC TAGAGGCGATGTCTARGC TARAGCAGTATCAGTGTAGAGTTCTTATCTCCACTGACTTARCCTCTCGAGGTATAGATGCAGAGARAGTGARTTTGGTGAT
spb  TTTCTGGGAGTTTGAGTCAGGAACAGAGGTTGEAGGLGATGTCGARGC TGARACAGTATCAGTGTAGAGTTCTCATCTCCACTGATCTGACCTCCCGAGGTATAGATGC TGAGARAGTGARTTTGGTGAT
Consensus TeTCTGGeAGecTGAGTCAGGAACAGAGGE: TaGAGGCGATGTCgARGCTaAAaCAGTATCAGTGTAGAGTTCTeATCTCCACTGAceTaACCTCeCGAGGTATAGATGCaGAGARAGTGARTTTGGTGAT

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
I I

Colossona TAARTCTGGACGTTCCTCAGGACTGGGAGACATACATGCACAGGAT TGGACGTGCAGGACGCTTCGGCACTCTGGGGATTGCAGTGACCTACTGTTGTCATGGAGARGARGAGARCARAATGATGGCCATC
spb TAACCTGGATGTTCCTCAGGACTGGGAGACGTACATGCACAGGATTGGTCG
Consensus TARCCTGGACGTTCCTCAGGAC TGGGAGACATACATECACAGGATTGEACG  sesssssrassseasssssssssosssssesssesosssssssssstasetssssstatssstastssassssetss

Figura 2. Alinhamento da regido do gene ddx20 de Colossoma macropomum e Brycon orbignyanus (sp6).

Para o0 gene dmtrl, a regido sequenciada foi de 167 pares de bases com 93,41% de
identidade (Blastn) com a mesma regido dos transcritos variantes 1 e 2 de dmtrl de A.
mexicanus (NCBI Reference Sequence: XM_022664878.1 e XM _015607990.2,
respectivamente). A figura 3, mostra o alinhamento com o transcrito variante 1 de A. mexicanus

e a regido amplificada de Brycon orbignyanus.
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1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130

I |

Piracanjuba GCAGTTTGTGGATGTCTCGGCACCGCTGTSCCCTTCACCGGGCGGCARGAAGCASCLCCGCATGLCGARGTGLTCCCGCTGCAGARACCACGGCTTCGTCTCGCCTCTGAAGGGCCACARGCGLTTCTGT
Astyanax GCAGTTTGTGGATGTCTCRGCCCCGLTRTCCLCCGLACCGRGLGGCAGGAGGEAGCCCCGCATGLCGARGTGLTCLCGCTGLCGEARCCACGGLTTCGTCTCCCCGLTGARGGGCCACARGCGCTTCTGT
Consensus  GCAGTTTGTGGATGTCTCGGCACCGLTGTeLLCegCACCGGGCGGCAaGAAGLAECCCCGCATGCCGARGTGLTCLCGCTGLaGaARCCACGRLTTCGTCTCeCCgC TGARGGGCCACARGCGCTTCTGT

131 140 150 160 167

I |

Piracanjuba AACTGGAGGGACTGCCAGTGCCAGARGTGCARACTGA
Astyanax AACTGGAGGGACTGCCAGTGCCAGARGTGCARACTGA
Consensus ARCTGGAGGGACTGCCAGTGCCAGAAGTGCARACTGA

Figura 3. Alinhamento da regido do gene dmrtl de Astyanax mexicanus e Brycon orbignyanus.

Para 0 gene sox9, o sequenciamento obtido foi de 621 pares de bases com 91,14% de
identidade (Blastn) com a mesma regido do RNA de sox9 de Colossoma macropomum (NCBI
Reference Sequence: XM_036589748.1). A figura 4 mostra o alinhamento entre as sequencias
de B. orbignyanus e C. macropomum.

R z % " 5 = N 5 S S S SR
Piracanjuba AGGTGCTGAAGGECTACGACTGGACGCTCGTGCCCATGCCCGTGCGCGTCARCGGLTCGAGCARGARCARGCCGCACGTGAAGAGGCCCATGARCGCGTTTATGGTGTGGGCGCAGGCGGCGCGGAGGAR

Colossona AGGTGCTCAAGGGCTACGACTGGACGCTCGTGCCCATGCCCGTGCGCGTGARCGEE TCGAGCARGAGCARGCCGCACGTGARGAGGCCCATGARCGCGTTTATGGTTTGEGCGCAGGCGGCGCGGAGGAR
Conzensus AGGTGCTcARGGGCTACGACTGGACGCTCGTGCCCATGCCCGTGCGLGTcARCGGL TCGAGCARGRaCARGCCGCACGTGARGAGGCCCATGARCGCGTTTATGGTg TEGGCGCAGGCGGLGCGGAGGAR

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

| I

Piracanjuba GCTCGCGGACCAGTATCCCCATCTGCACARCGCAGAGCTCAGCARARCCCTGGGCARACTGTGGAGGCTGCTGARTGAAGGCGAGARGCGTCCGTTTGTGGAGGAGGCCGAGCGCCTGLGGGTGCAGCAL
Colossona GCTCGCGGACCAGTATCCCCATCTGCACARCGCAGAGCTCAGCARARCCCTGGGCARACTGTGGAGGTTGCTGARCGARGGTGAGARGCGTCCGTTTGTGGAGGAGGCCGAGCGCT TGAGGGTGCAGCAC
Consensus GCTCGCGGACCAGTATCCCCATCTGCACARCGCAGAGCTCAGCAAARCCCTGEGCARACTGTGGAGG:TGCTGARCGARGGCGAGARGCGTCCGTTTGTGGAGGAGGCCGAGCGLeTGaGGGTGCAGCAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I

Piracanjuba AAGARGGACCACCCTGACTACARGTACCAGCCGAGGCGGAGAAAGTCAGTGARGARCGGGCAGACGGAGTCAGAGGAGGGCGAGCARACCCACHTCTCGCCCARTGCCATCTTCARAGCCCTGCAKCARG
Colossona ARGARGGACCACCCTGACTACARGTACCAGCCCAGACGGAGAAAGTCGGTGARGARCGGGCAGGCAGAGGCAGAGGAGGGTGAGCAGACCCATATCTCACCCARCGCCATCTTCARAGCCCTGCAGCARG
Consensus ARGAAGGACCACCCTGACTACARGTACCAGCCcAGACGGAGAAAGTCaGTGARGARCGGGECAGACaGAG2CAGAGGAGGGEGAGCAAACCCAcaTCTCaCCCARCGCCATCTTCARAGCCCTGCAZCARG

391 400 q10 420 430 440 450 460 q70 480 490 500 510 520

| I

Piracanjuba CCGACTCGGCAGCCTCCATCTATGGGCGARSTGCACTCGCCCYCASATCATTCATGCSAGTTGGGAGGGGCCTCCGECGCCACRCACARCCCCCARARCAGACCTGCCTGRCAGCARGCCGGACCTGARG
Colossona CCGACTCTCCAGCCTCCAGC-ATGGGCGARGTGCACTCTCCCTCAGACCATTCAGGCCAGTCCC-AGGGTCCTCCARCGCCGCCTACGACCCCCARAACAGACCTGCCAGGTGGTARGCCAGACC TGARG
Consensus CCGACTCgeCAGCCTCCAgC ,ATGGGCGARTGCACTCgCCCLCAgACCATTCAgGCcAGTcee . AGGEECCTCCaaCGCCalrcACAACCCCCARRACAGACCTGLC AGGeabeARGCCAGACCTGARG

521 530 540 550 560 570 580 590 B00 610 621
1 1
Piracanjuba CGCGAGGGCCGCCCCCTGCAGGAGGGTGCTGGCCGACAGCTCAACATCGACTTCCGGGACGTAGACATTGGCGAGC TGAGCAGCGACGTCATCTCCARCAT
Colossona CGCGARGGCCGCCCCCTGCAGGAGGGAGCCGGCCGGCAGCTCARCATCGACTTCCGGGACGTGGACATTGGCGAGC TGAGCAGCGATGTCATCTCCARCAT
Consensus CHBCGAaGGCCGCCCCCTGCAGGAGGGAGLcGGLCGaCAGCTCARCATCGACTTCCGGGACGTaGACATTGGCGAGC TGAGCAGCGACGTCATCTCCARCAT

Figura 4. Alinhamento da regido do gene sox9 de Colossoma macropomum e Brycon orbignyanus.

4.2. Analise da expressao dos genes de interesse nos tecidos de adultos de piracanjuba

De todos os genes analisados, ddx4 e dmrtl mostraram ser expressos especificamente
nas gonadas, sendo o dmrtl expresso apenas em macho. Os demais genes Sa0 expressos em
outros tecidos de machos e fémeas além das gonadas. Os genes f-actina, cypl9a e foxI2 foram
expressos em todos os tecidos, sendo que para cypl9a as expressdes em cérebro e gdnada foram
mais intensas que nos demais tecidos, e para foxI2 foi observada maior expressao na génada
feminina que na masculina. Para o gene ddx20 foi verificada baixa expressdo em musculo e rim
em relacdo aos demais tecidos. Para sox9 ndo foi verificada a expressdo em rim de macho e
fémea, além disso a expressdo na gbnada de macho € visualmente superior a vista em fémeas
(Figura 5- Em alguns individuos a amplificacdo foi muito baixa, desta forma ndo sendo

visualizada na imagem, apenas quando observada diretamente no gel).
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Figura 5. Expresséo dos genes em musculo (M), rim (R), figado (F), cérebro (C) e génada (G) em adultos machos e fémeas
de Brycon orbignyanus.

5. DISCUSSAO

A partir da andlise de expressao génica tecido especifica em adultos foi possivel
identificar que todos os genes aqui avaliados sdo expressos nas gonadas e possivelmente estéo
envolvidos e possuem funcdo importante no processo de diferenciacéo sexual.

Os genes ddx4 e dmrtl apresentaram expressdo apenas em gbnada, mostrando assim
especificidade no desenvolvimento gonadal da espécie. A expressdo de ddx4 foi observada em
ambas as gbnadas de macho e fémea, sendo que na analise semi-quantitativa realizada, ndo foi
possivel distinguir se existe diferencas na expressdo deste gene nas gbnadas de macho e fémea.
O gene ddx4 é essencial para o desenvolvimento gonadal, ele esta diretamente relacionado as
células primordiais germinativas (PGCs) (CLARKSON et al., 2019). Tem sido reportado que
a expressao desse gene em godnada aumenta conforme o numero de células germinativas,
podendo ser maior em fémeas se estas tiverem o desenvolvimento mais rapido (TIAN et al.,
2017). Em Dicentrarchus labrax, ddx4 é mais expresso em fémeas até 0s estagios iniciais da
diferenciacio gonadal, sugerindo assim importancia para a formagao dos ovérios (BLAZQUEZ
et al., 2011), aqui, no entanto, se faz necessario uma analise quantitativa para demonstrar se o
gene é mais expresso em macho ou fémea.

Em relacdo a dmtrl, verificou-se maior expressao nos testiculos em relacdo aos ovarios,
indicando que sua nas gbnadas pode ser um bom marcador para identificacdo do sexo e que deve
estar relacionado ao mecanismo de diferenciagdo sexual em piracanjuba. dmrtl é um dos genes
mais conservados entre as especies (SMITH et al.,, 2009; RAYMOND et al., 2000;
KETTLEWELL et al., 2000; RAYMOND et al., 1998), sendo caracteristico de testiculo,

embora possa ser expresso em niveis baixos em ovarios como € o caso de Astyanax altiparanae
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que apresenta expressao no ovario, no entanto a expressao em testiculo é considerada 200x
maior que em ovario (ADOLFI et al., 2015).

Os genes sox9, ddx20, cypl9a e foxl2 foram expressos em outros tecidos alem da
gbnada. A expressdo do gene sox9 foi verificada em musculo, figado, cérebro de macho e de
fémea. A expressdo de sox9 nas gdnadas de macho e fémea ocorre de forma dimorfica, sendo
a expressao na gbnada de macho maior que a observada em fémea pela analise semi-
quantitativa. Esse tipo de padréo ja foi visto em cynoglossus semilaevis (DONG et al., 2011)
em Astyanax altiparanae (ADOLFI et al., 2015). Esse gene, além da sua relacdo com a
diferenciacdo sexual, € importante na formacao da cartilagem, podendo gerar malformacédo da
mesma na auséncia deste (HEALY et al., 1999; Bl et al., 1999).

foxI2 foi expresso em todos os tecidos de adulto de macho e fémea, entretanto, pela
analise semi-quantitativa, a expressao em testiculo foi de menor intensidade que em ovario,
padrdo esse visto entre as espécies de peixes (CASTRO et al., 2019; WANG et al., 2004;
BARON et al., 2004). Em humanos, sabe-se que a auséncia de foxI2 causa a Sindrome de
Blefarofimose (CRISPONI et al., 2001), mostrando a importancia desse gene em outras fungdes
além da diferenciacdo sexual. foxl2 também é responsavel pela ativacdo da aromatase P450
(cypl9al) em mamiferos (PANNETIER et al., 2006). Em camundongos o gene é considerado
um regulador precoce da odgenese e 0 seu nocaute provoca a perda total dos foliculos e a atresia
de odcitos, além de impedir a diferenciacdo das células da granulosa (OTHOLENGHI et al.,
2005; LOFFLER et al., 2003; SCHMIDT et al., 2004). Em caprinos foxI2 atua como um
regulador positivo para cypl9a, podendo indicar uma relacdo com a producdo de estradiol
(PANNETIER et al., 2008).

Em peixes ndo se sabe ao certo a sua funcdo ou nivel de importancia no processo de
diferenciacdo sexual, isso porque esses dados podem variar de uma espécie para outra. Como
por exemplo em Til&pia Oreochromis niloticus a interrupcéo de foxl2 em individuos XX gera
reversdo sexual e a superexpresséao leva a degeneracéo testicular de individuos XY, bem como
0 aumento na producdo de estrogénio (WANG et al., 2007). Em Acanthopagrus schlegeli o
aumento de estradiol conduz ao aumentou do nivel de transcri¢do de foxI2, e foxI2 associado a
cypl9a agem como reguladores do desenvolvimento ovariano na espécie (WU et al., 2008). Em
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a administracdo de estradiol faz com que ocorra uma
regulacao positiva da expressdo de foxl2 em machos, sugerindo que esse gene é importante para
0 desenvolvimento ovariano durante a reversdo do sexo (BARON et al., 2004). Em medaka,
foxI2 é considerado importante para o desenvolvimento das células ovarianas, mas ndo é
considerado um determinante (NAKAMOTO et al., 2006).
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O gene cypl19a foi expresso em quase todos os tecidos, no entanto ha uma diferenca de
intensidade em relacdo a hipofise, cérebro e gbnada, podendo indicar maior atividade do gene
nesse eixo. cypl9a é um dos genes mais citados na literatura como determinante sexual de
fémeas (SARIDA et al., 2019; HINFRAY et al., 2018; ROMANO et al., 2020; YAN et al.,
2019), isso porque ele atua na producdo de estradiol que é considerado o principal hormonio na
formacédo do ovario (GUIGUEN et al., 2010; CHESHENKO et al., 2007). No entanto, em B.
orbignyanus a expressao desse gene ocorreu em ambos 0s sexos incluindo os tecidos analisados
e as gbnadas. Aparentemente a expressdo em testiculo tem uma intensidade menor que em
ovarios, mas para analisar se ha diferenca ou ndo na expressdo, se faz necessario quantificar
esses dados em gPCR.

O gene ddx20 foi expresso em varios tecidos incluindo gbnadas de macho e fémea.
Assim como em genes citados anteriormente, é necessaria uma analise quantitativa para
determinar o dimorfismo desse gene, no entanto, com a anélise semi-quantitativa é possivel ver
diferenca na expressdo do ovario e do testiculo, sendo verificado em ovario maior expressdo
deste gene. ddx20 é um gene importante para o desenvolvimento embrionario e na formacéo
das gbnadas em mamiferos, sendo também considerado essencial para o desenvolvimento dos
ovarios (MOUILLET et al., 2008).

Com isso é possivel elencar os genes dmrtl, sox9, foxI2 e ddx20 como bons marcadores
sexuais em adultos de piracanjuba, no entanto, isso sé pode ser afirmado com certeza apds uma
analise quantitativa dos mesmos. Como citado anteriormente, por meio da eletroforese é
possivel identificar diferenca na intensidade de expressdo, como por exemplo para 0s genes
dmrtl, ddx20, sox9 e foxI2, por mais que expresso em génadas de ambos 0s sexo0s, a expressao
em machos de sox9 e dmrtl é mais intensa que em fémeas, e em fémeas a expressdo de ddx20
e foxI2 é mais intensa que em machos, entretanto, se faz necessario a quantificagdo desses dados

por meio de gPCR.
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CAPITULO 2

Influéncia do canibalismo na proporc¢ao sexual e caracterizacdo da diferenciacao sexual

da piracanjuba Brycon orbignyanus

Os experimentos apresentados neste capitulo séo referentes a avaliagdo do canibalismo
como um fator do desvio da proporcao sexual em piracanjuba, e analise do desenvolvimento
gonadal em machos e fémeas durante o processo de diferenciacdo sexual, visando a
caracterizacdo dos estagios iniciais até o fim do processo de diferenciacdo, quando pode ser
realizada a identificacdo do sexo.

1. MATERIAL E METODOS

1.1. Reproducéo da piracanjuba

As matrizes de piracanjuba utilizadas na reproducdo foram capturadas nos viveiros de
banco genético do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade Aquatica
Continental/Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (CEPTA/ICMBIo,
Pirassununga, SP). Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o "Comité
de Etica e Experimentagdo Animal" (CEUA/CEPTA - N° 5450270517).

A selecdo dos reprodutores foi feita com base nos caracteres sexuais secundarios em
fémeas, como papila genital avermelhada e ventre abaulado nas fémeas, e a liberacdo de
esperma utilizando leve pressdo abdominal em machos. Apds a selecdo, os individuos foram
acondicionados em tanques de alvenaria retangulares com aproximadamente 3000 L de agua,
em sistema de fluxo continuo de 4&gua. Fémeas e machos foram mantidos separados.

As fémeas receberam uma dose preparatoria de 0,5 mg/kg de extrato bruto de hipofise
de carpa (EBHC) sucedida por uma dose final de 5,0 mg/kg apds um intervalo de 10 horas. Os
machos ndo receberam dosagem devido ao estado de preparacdo. A extrusdo dos odcitos foi
realizada manualmente, e a fertilizacdo realizada pelo método a seco. A resposta a inducéo
ocorreu 7 horas apés a segunda dose, com temperatura da dgua de 27°C.

Os odcitos extrusados foram coletados em uma bacia plastica. Em seguida adicionou-se
0 sémen e agua para a fertilizacdo, sendo estes homogeneizados por movimentos leves. Feito
isso, os ovos fecundados foram alocados em incubadoras com renovacéo de agua constante.

Apos a eclosdo, as larvas foram submetidas as condi¢Oes experimentais.
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1.2. Desenho experimental e coleta de amostras
1.2.1. Larvas
As larvas foram divididas em 2 tratamentos distintos, um com larvas criadas

isoladamente e outro com larvas agrupadas (Fig.1).

Tratamento 1, larvas de piracanjuba criadas individualmente:

Foram utilizadas 100 larvas de piracanjuba no periodo de desenvolvimento de um dia
apos eclosao (2 dias pos fertilizacdo). Estas larvas foram criadas individualmente em recipiente
plasticos, com capacidade de 1 litro cada, alocados em tanque de fibra de vidro com cerca de
3000 L de agua, em sistema fechado, com filtragem e temperatura controlada em 27°C. As
larvas de piracanjuba foram alimentadas com larvas forrageiras de curimbata Prochilodus
lineatus por um periodo de cinco dias. No sexto dia (8 dpf), 10 larvas foram coletadas e
armazenadas individualmente em microtubo de 1,5 ml a -80°C para andlises de expressao

génica.

Tratamento 2, larvas de piracanjuba criadas em grupo:

Este tratamento foi considerado como controle, pois na rotina de psiculturas as larvas séo
criadas em grupo, possibilitando a ocorréncia de canibalismo. Neste tratamento foram utilizadas
cerca de 400 larvas, mantidas em dois recipientes de 10 L, com idade e alimentag&o similar ao
tratamento 1. No sexto dia (8 dpf) de experimento 10 larvas foram coletadas e armazenadas
individualmente em microtubo de 1,5 ml a -80°C para realizacdo de analises de expressao
génica. Neste tratamento as condic¢des de criagdo em ambiente artificial foram mimetizadas,

onde o desvio da proporc¢éo sexual é observado.

| ~400 larvae ]

Figura 1. Esquema ilustrativo do sistema de criacdo para os tratamentos 1 e 2.



23

1.2.2. Juvenis: Tratamentos 1 e 2

As larvas provenientes dos tratamentos 1 e 2, no sétimo dia pds-eclosdo (8 dpf), foram
transferidas para tanques de alvenaria de cerca de 8000 L de agua. Nesta fase de
desenvolvimento, o periodo mais critico de canibalismo na espécie é finalizado, permitindo o
agrupamento das larvas criadas individualmente. Os animais foram entdo alimentados com
racdo comercial (28% de proteina bruta), até atingirem cerca de 18 cm, com cinco meses de
idade. Neste periodo, os animais foram marcados individualmente, de acordo com o tratamento,
através de implante de microchip e os dois grupos foram transferidos para um Unico viveiro
escavado com cerca de 350 m2.

No décimo segundo més de idade, os animais foram coletados, eutanasiados e as

gbnadas foram coletadas e utilizadas para as analises histoldgica e de expressdo génica.

1.2.3. Juvenis: Acompanhamento da diferenciacdo sexual

Larvas provenientes da mesma desova daquelas utilizadas nos tratamentos 1 e 2, foram
colocadas em tanques de alvenaria e alimentadas como descrito para o0 experimento de
canibalismo, sendo inicialmente com larvas de curimbatéd e posteriormente com racdo. Ao
atingirem 18 cm em média foram transferidos para um viveiro escavado de aproximadamente
350 m2, para acompanhamento da diferenciagdo sexual.

As coletas de gbnadas foram iniciadas no sexto més de idade, sendo amostrados
mensalmente de 4 a 6 individuos por coletada, até o 12° més. Uma das gbnadas coletadas em
cada peixe era destinada para analises histoldgicas e a outra génada para as analises de
expressdo génica. Esse procedimento foi realizado visando a caracterizacdo do periodo de
diferenciacdo das gbnadas nos diferentes tempos de coleta, até a identificacdo de machos e

fémeas diferenciados.

1.3. Avaliacdo da expressdo de genes relacionados a diferenciacao sexual em ovo, larvas
e juvenis

Os genes ddx4, ddx20, dmtrl, sox9, cypl9a e foxl2 s&o genes envolvidos na
diferenciacdo sexual e/ou no desenvolvimento gonadal e foram avaliados quanto a expressao
em odcito, larvas (8 dpf) e juvenis de piracanjuba. O gene S-actina foi utilizado como controle
enddgeno em todas as analises.

A anélise em larvas e o0cito teve o intuito de avaliar a expressdo de genes provenientes
de heranga materna e/ou sintetizados pela propria larva. A analise em juvenis foi realizada a

fim de verificar o sexo por meio de histologia e comparar com a expressao dos genes obtidos
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em gbnadas de machos e fémeas adultos (Capitulo 1), visando compreender quando 0s genes
relacionados a diferenciacdo sexual iniciam sua expressdo nas gonadas durante o

desenvolvimento.

1.3.1. Extracdo de RNA, sintese de cDNA e analise de expressdo génica

Para a anélise da expressdo génica, as amostras foram coletadas e armazenadas a -80°C.
O RNA total foi extraido com o uso de Trizol (Ambion) de acordo com as instrucdes do
fabricante e quantificado através do espectrofotdmetro QIlAxpert (Qiagen).

Cerca de 1 pg de RNA de cada amostra foi tratado com DNAse | (Sigma -Aldrich) e
utilizado para a sintese da primeira fita de DNA codante (cDNA), utilizando-se uma mistura de
Random primer, dNTP e transcripitase reversa (High-Capacity — Thermo Fisher Scientific),
seguindo as orientacdes do fabricante.

Os cDNAs gerados foram utilizados para a avaliagdo semi-quantitativa da expresséo dos
genes envolvidos na diferenciagdo sexual, citados acima, em relagdo ao gene enddgeno -
actina. Os genes de interesse foram amplificados, usando como molde o cDNA das amostras
de piracanjuba. Para as amplificacGes foram utilizados os primers desenhados a partir do
alinhamento das sequéncias génicas codantes oriundas de outros peixes, depositadas no
GeneBank, sendo as sequencias dos primers mostrados na Tabela 1 (Procedimentos detalhados
no capitulo 1 deste trabalho).

O PCR foi realizado usando taqg DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific) (0,3 pl por
30 pl de reacdo), e submetidas a 94°C por 5 min, seguidas de 35 ciclos a 94°C por 45s, 55°C
por 30 s e 72°C por 30s, seguidos de 10 min a 72°C. O produto da amplificacéo foi analisado
em gel de agarose (Start BioScience) a 2%, por eletroforese (25 pl por poco).

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados.

Gene Tamanho dos Forward (5°-3") Reverse (5-3")
amplicons em pb

ddx4 118 AAGACCACAGGAACTGAGCG CCCGGTCTCCATGAATGCTT
ddx20 715 AGTGCCATGTGTTCATTGGT CGACCAATCCTGTGCATGTA
sox9 621 AGGTGCTGAAGGGCTACGAC ATGTTGGAGATGACGTCGCTG
foxI2 198 AGACCGAGAGCTTCACCAAAG TCTCGTAGAAGGGGAACTTGTTG
dmrtl 167 GCAGTTTGTGGATGTCTCGG TCAGTTTGCACTTCTGGCAC
p-actina 86 CGTGCTGTCTTCCCATCCA TCACCAACGTAGCTGTCCTTCG

cypl9a 176 GGCACGGCCAGCAACTACTA TCGTGCATGCCGAGGCACTG
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1.4. Histologia

O processamento do material para histologia seguiu os protocolos corriqueiros para
analise em microscopia de luz. Em suma, as gonadas fixadas em Bouin, passaram pelos
processos de desidratacdo e diafanizagdo e foram incluidas em paraplast. O material foi cortado
em 5 um em micrétomo (leica RM2235) manual equipado com navalha de aco. Ao final as
laminas foram coradas com hematoxilina e eosina. As analises foram realizadas em
microscopio optico (eclipse Ci - Nikon) e fotodocumentacdo utilizando-se uma camera Digital
Sight DS-Fil (Nikon corporation).

1.5. Estatistica
Foi utilizado o teste qui-quadrado para analisar a proporcdo sexual entre machos e
fémeas dos individuos de 12 meses dos tratamentos de criagdo de larvas agrupadas e

individualizadas.

2. RESULTADOS

2.1. Larvas

As taxas de sobrevivéncia das larvas provenientes dos tratamentos 1 e 2 foram de 52%
(52 larvas) e 12,7% (51 larvas), respectivamente, para o tratamento com larvas individualizadas
e agrupadas.

A andlise de expressdo génica semi-quantitativa mostrou que com excecao de dmrtl os
demais genes séo todos expressos na fase larval da piracanjuba. Os genes f-actina, ddx20, ddx4,
cypl9a e foxl2 apresentaram expressdo em todas as larvas. Somente o gene sox9 que foi
expresso em algumas larvas e em outras ndo (Possivel falha na reacdo, ja que o gene expressa
em odcito e em outros tecidos). Na anélise da expressao em o6citos (dados ndo mostrados),
apenas dmtrl ndo foi expresso, indicando que o RNA mensageiro deste gene ndo estaria
presente nas amostras. Todos 0s outros genes possuem heranca citoplasmatica (Figura 2 - Em
alguns individuos a amplificacdo foi muito baixa, desta forma ndo sendo visualizada na
imagem, apenas quando observada diretamente no gel). Importante ressaltar que esses dados
sdo referentes apenas a larvas com 8 dias ap0s a fertilizacdo, a expressdo desses genes pode ser

diferente anterior ou posterior a esta idade.
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GM GF L1 L2 L3 L4 L5 Le6

P-actina
dmrtl

cypl9al
sox9

ddx20

ddx4

foxlI2

Figura 2. Expressdo dos genes em larvas de Brycon orbignyanus com 7 dias p6s eclosdo. Abreviacdes: gbnada
de macho (GM); gbnada de fémea (GF); larva 1 (L1); larva 2 (L2); larva 3 (L3); larva (L4); larva 5 (L5); larva 6
(L6).
2.1.1. Tratamentos de individuos criados em grupo e individualizados

Foram marcados no total 37 individuos do tratamento 1 (individualizados) e 37 do
tratamento 2 (agrupados). Ao 12° més, quando os individuos foram coletados para a
amostragem gonadal, apenas 15 individuos do tratamento 1 e 16 do tratamento 2 foram
capturados. Foram identificados nove machos e seis fémeas no tratamento 1 e oito machos e
oito fémeas no tratamento 2. Com base nesses dados a analise de propor¢do sexual mostrou que
ndo houve diferenca significativa entre os sexos, sendo assim considerada a proporcdo de 1:1

(Qui- quadrado = 0.3145, valor de p = 0.8545) entre machos e fémeas em ambos os tratamentos.

2.2. Diferenciacdo sexual em juvenis

O acompanhamento mensal dos juvenis foi realizado do 6° até o 12° més de idade,
periodo em que foi possivel identificar fémeas e machos em desenvolvimento por meio da
histologia. O reduzido tamanho das gonadas dificultou a coleta durante esses meses. Em alguns
casos, onde a génada ndo foi encontrada, os dados dos individuos ndo foram considerados.
Além disso a coleta dos individuos de seis meses foi feita apenas para a analise histoldgica,

tendo em vista o tamanho reduzido da génada.

2.2.1. Histologia

A identificacdo do sexo e das fases de desenvolvimento em que se encontravam oS
individuos foi feita com base nos estudos de Brown-Peterson et al. (2011), Grier e Taylor
(1998), Mazzoni et al. (2010) e Cordeiro et al. (2019).
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6° més de idade

Foram coletados cinco individuos com média de comprimento padréo e peso de 20,26
+ 1,16 cm e 134 + 22,74 g, respectivamente. Foram identificadas duas fémeas no inicio do
desenvolvimento primario, com poucos odcitos perinucleolares nos ovarios e muitas o6gonias
e odcitos em dipldteno | (Fig. 3a). Nos outros trés individuos, as gbnadas ainda estavam
indiferenciadas. N&o foram identificados machos. No entanto, em uma das fémeas observaram-
se alguns cistos de espermatocitos e alguns espermatozoides pelas génadas (Fig. 3b). Essas

gbnadas tinham a estrutura de filamento fino e de aparéncia flacida (Fig. 3d-f).

Figura 3. Desenvolvimento gonadal em individuos de 6 meses de idade. A-C. Ovario com odcitos em
crescimento primario (OP), odgonias (og) em diferentes fases e cistos de espermatécitos (sc); D-G. Gdnadas
indiferenciadas com a presenca de células germinativas indiferenciadas (CGI); H e 1. Ovario em desenvolvimento
inicial, presenca de oogdnias (0g) e odcitos perinucleolares (OP). Abreviagdes: odcito em leptéteno (OL); odcito
em diploteno (OD); células somaticas (cs); vaso sanguineo (vs). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Barras de
escala: 50 um.
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7° més de idade

Foram capturados e analisados quatro individuos, a meédia de comprimento padréo foi
de 19,6 + 1,22 cm e de peso foi 128,75 + 28,68 g. Dois foram identificados como fémeas, um
como macho e outro estava indiferenciado (Fig. 4C). O macho ndo estava bem definido, foi
assim identificado pela presenca poucos cistos de espermatocitos encontrados em algumas
partes da gbnada, entretanto sua maior parte tinha caracteristicas de indiferenciada (Fig. 4D).
As células vistas no ovario foram oogonias e oocitos perinucleolares que sdo caracteristicos do
desenvolvimento primario (Fig. 4A-B). O formato das lamelas ainda ndo estava evidente, € a

gbnada estava no inicio da proliferacdo de células germinativas.

Figura 4. Desenvolvimento gonadal em individuos de 7 meses de idade. A. e B. Ovérios com odcitos em
crescimento primario (OP) e odgonias em diferentes fases; C. Gonada indiferenciada; D. Testiculo com cisto de
espermatocitos (spc) e células germinativas indiferenciadas (CGl); AbreviacBes: oogdnias B (OgB); oogbnia
diferenciada (OgD); odcito em paquiteno (Opq); célula pré-folicular (pf). Coloracdo: Hematoxilina e Eosina.
Barras de escala: 50 pm (A, C, D); 100 pm (B).

8° més de idade

Na terceira coleta foram capturados 3 individuos, a média de comprimento padrao foi
18,3 + 0,84 cm e de peso foi 88,75 + 9,12 g. Os individuos 2 e 3 foram identificados como
fémeas e o individuo 1 indiferenciado. Os ovérios estavam em desenvolvimento inicial, com a
presenca de oogdnias e odcitos perinucleolares, sendo que uma das gdnadas estava com maior

formacéo de odcitos (Fig. 5).




29

Figura 5. Desenvolvimento gonadal em individuos de 8 meses de idade. A. Ovario com o6citos em crescimento
primario (OP), odcitos em paquiteno (Opq); B e C. Ovério com alguns oécitos primarios (OP) e oogdnias em
diferentes fases distribuidas por toda a gbnada. Abreviag¢des: oogonia indiferenciada (Ogl); o6cito em paquiteno
(OpQ). Coloracéo: Hematoxilina e Eosina. Barras de escala: 50 um (B); 100 um (A, C).

9° més de idade

Na quarta coleta foram coletados quatro individuos, a média de comprimento padréo foi
de 20,4 £ 1,63 cm e de peso foi 125 * 33,16 g. Todos foram identificados como fémeas pois
havia presenca de odcitos em desenvolvimento primario, assim como nas demais coletas (Fig.
6). Neste momento as gbnadas estavam estruturalmente mais desenvolvidas, com as lamelas
ovigeras ja formadas (Fig. 6). Em uma delas foram vistos alguns poucos o6citos aleatoriamente
distribuidos pela génada, a maior parte das células eram indiferenciadas. A gbnada era fina e
aparentava flacidez. Apesar de apresentarem espermatozoides, a quantidade de espermatocitos

era superior, considerado assim como um ovario. (Fig. 6G-I)
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Figura 6. Desenvolvimento gonadal em individuos de 9 meses de idade. A-D. Individuo 1 com od6citos em
crescimento primario (OP) e células germinativas indiferenciadas (CGl); E. Individuo 3, com oécitos em
crescimento primarios (OP) e odcitos em paquiteno (Opq); F. Individuo 2, ovario com muitos o6citos em
crescimento primario (OP); G-l. Individuo 4, obcitos em crescimento primario (OP), células germinativas
indiferenciadas (CGI) e espermatozoides (Spz). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Barras de escala: 50 um (C-
E, G-I); 100 um (A, B, F).

10° més de idade

Na quinta coleta foram coletados cinco individuos, a media de comprimento padrao foi
de 20,4 + 2,44 cm e a de peso foi 112 + 45,35 g. Trés foram identificados como fémeas, um
como macho e outro ainda indiferenciado. Das fémeas, duas estavam mais desenvolvidas, com
odcitos em crescimento primario e em profase 1, havia também muitas oogénias (Fig. 7A-B, K-
L). O outro ovério estava com apenas alguns odcitos espalhados pela gbnada e muitas oogénias
(Fig. 7C-E). O macho estava em desenvolvimento inicial, sendo possivel identificar alguns
cistos de espermatdcitos e espermatides, assim como espermatozoides, no entanto, a maioria
das células germinativas presentes eram espermatogénias (Fig. 7F-H). No individuo
indiferenciado a maioria das células eram células germinativas indiferenciadas ndo sendo

possivel identificar se eram odgonias ou espermatogoénias (Fig. 71-J).
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Figura 7. Desenvolvimento gonadal em individuos de 10 meses de idade. A e B. Individuo 1, com oécitos em
crescimento primario (OP), o6citos em paquiteno (Opq) e oogbnias B (OgB); C-E. Individuo 2, com odcitos em
crescimento primarios (OP) e células germinativas indiferenciadas (CGI); F-H. Individuo 3, testiculo com
espermatogonias (sg), cistos de espermatdcitos (sc), espermatides (st) e espermatozoides (sz) no Iimen; | e J.
Individuo 4, individuo indiferenciado com células germinativas indiferenciadas (CGl); K e L. Individuo 5, ovario
com presenca de oogonias e odcitos primarios. Abreviagdes: vaso sanguineo (vs); oogdnia diferenciada (OgD);
oogodnia (Og). Coloracao: Hematoxilina e Eosina. Barras de escala: 50 pum (A-J, L); 100 um (K).
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11° més de idade

Na sexta coleta foram coletados quatro individuos, sendo a media de comprimento
padrdo 21,7 £ 0,78 cm e de peso 170 + 21,79 g. Foram identificados uma fémea e trés machos.
A fémea estava em desenvolvimento inicial, havia muitas o6gonias, oocitos em proéfase |, e
predominancia de odcitos em crescimento primario (Fig. 8A-C). Um dos machos estava em
desenvolvimento inicial com muitas espermatogonias (Fig. 8D-E) e os demais apresentavam
cistos de espermatocitos, espermatides, espermatozoides no lumen, assim como varias

espermatogonias (Fig. 8F-I).

Figura 8. Desenvolvimento gonadal em individuos de 11 meses de idade. A-C. Individuo 1, ovario com
odcitos em crescimento primario (OP), oocitos em paquiteno (Opq) e oogdnias (Og) ocupando as lamelas ovigeras
(LO); D e E. Individuo 2, testiculo com a presenga de espermatogdnias (sg); F e G. Individuo 3, testiculo com
espermatogdnias (sg), cistos de espermatdcitos (sc), espermatides (st) e espermatozoides (sz) no limen; H e I.
Individuo 4, Testiculo com espermatogbnias (sg), cistos de espermatécitos (sc), espermatides (st) e
espermatozoides (sz) no limen. Abreviacfes: vaso sanguineo (vs). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Barras
de escala: 50 um (C, E, G-1); 100 um 7(A, B, D, F).
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12° més de idade

Para essa analise foram utilizados individuos provenientes dos tratamentos 1 e 2 do
experimento realizado com larvas. Foram analisados 31 individuos, sendo 17 machos e 14
fémeas. A média do comprimento padrao e peso dos individuos foi de 21,1 + 1,43 cm e 151,1
* 29,22 g, respectivamente.

A partir da anélise histologica foi possivel identificar as fases de desenvolvimento dos
individuos. A maioria das fémeas estava em desenvolvimento primario, com a presenca de
odcitos primarios, odgonias, e oocitos em fase de diploteno I. Alguns ovarios tinham uma
conformacdo diferente, cuja quantidade de odcitos vistos era menor que nas demais, sendo a
maioria das celulas, oogdnias (Fig. 9J-L).

Os machos foram identificados, principalmente, pela presenca de espermatozoides.
Mesmo em individuos com poucos cistos formados, foi possivel visualizar alguns
espermatozoides. Foram identificadas duas diferentes fases de desenvolvimento testicular, o
desenvolvimento inicial (Fig. 9A-B) e intermediario (Fig. 9C-E). Os individuos cujos testiculos
foram caracterizados como em desenvolvimento inicial tinham pouca formacédo de cistos de
espermatocitos e de espermatides, e mesmo que fosse possivel visualizar espermatozoides,
esses eram escassos ao longo da génada. Os individuos com maior formacdo de cistos de
espermatdcitos, espermatides e presenca de espermatozoides foram considerados como em
desenvolvimento intermediério. Muitos dos individuos caracterizados nessa fase, apresentavam
descontinuidade avancada em vérias regides do epitélio germinativo, contendo assim, grande

volume de espermatozoides no limen (Fig. 9D-F).



34

Figura 9. Desenvolvimento gonadal em individuos de 12 meses de idade. A-B. Testiculos em desenvolvimento
inicial, com muitas espermatogdnias (sg), alguns cistos de espermatdcitos (sc) e espermatides (st) além de alguns
espermatozoides (sz) no limen; C-F. Testiculos em desenvolvimento intermediario, muitos cistos de
espermatdcitos (sc), espermaétides (st) e muitos espermatozoides (sz) no limen, assim como muitas
espermatogonias (sg) por toda a génada; G-L. Ovarios em desenvolvimento inicial com odcitos perinucleolares
(OP) e muitas oogonias (Og). Abreviacdes: vaso sanguineo (vs). Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Barras de
escala: 20 um (F); 50 um (A-C, E, G-L); 100 um (D).

Dos 31 individuos analisados, trés apresentaram gbnadas com células das linhagens

germinativas feminina e masculina. Nelas havia grande volume de espermatozoides e células
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da linhagem espermatogénica, além de alguns odcitos em crescimento primario. Algo
semelhante foi visto em um dos individuos com 6 e 9 meses, no entanto, ndo estava tdo evidente,

pois a quantidade de o0citos e espermatozoides era pequena (Fig. 10).

LEC22, o VTN A g7 v . : \ - i
Figura 9. Individuos com células de linhagem espermatogbnial e odcitaria. S&o observados Cistos de
espermatocitos (sc) e espermatides (st), grande volume de espermatozoides (sz) no limen e, ao longo da gonada,
alguns odcitos primarios (OP). Abreviacfes: vaso sanguineo (vs); espermatogonia (sg); flagelo (f). Coloragao:
Hematoxilina e Eosina. Barras de escala: 20 um (I); 50 um (A, C, D, F-H); 100 um (B, E).

2.2.2. Expresséo génica

A expressao dos genes observadas nas gonadas durante o desenvolvimento gonadal, de
acordo com idade e sexo, foram tabuladas (Tabela 2) para a andlise. As figuras dos géis sdo
mostradas no Adendol.

Nos individuos de 7 meses 0s genes S-actina, cypl19a e ddx20 foram expressos em todos

0s juvenis, sendo que as fémeas aparentemente apresentaram maior nivel de expressao de ddx20
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que machos. Para sox9, ndo foi observada a expressdo em nenhum dos juvenis. Para foxI2 foi
observada a expressao nas fémeas e ndo em machos e a expresséo de ddx4 néo foi detectada no
individuo 3 (possivel falha na reacdo). Para dmrtl foi observada uma baixa intensidade da
banda apenas na fémea 4 e ndo foi detectada a expressdo em nenhum dos machos.

Na coleta do 8° més ndo foi observado nenhum macho. A expressdo de dmrtl e sox9
n&o foi observada em nenhum dos juvenis. p-actina, cypl9a, foxI2 e ddx4 foram expressos em
todos os individuos. N&o foi detectada a expressdo de ddx20 na fémea 2 (possivel falha de
reacdo). Nos individuos de nove meses 0s genes f-actina, ddx20, cypl9a e ddx4 foram
expressos em todos os individuos. Para dmrtl, baixa intensidade da banda foi detectada nas
fémeas 1 e 2, enquanto sox9 e foxl2 ndo foram expressos na fémea 3.

Nos individuos de dez meses 0s genes de S-actina, ddx20, ddx4 e sox9 foram expressos
em todos os individuos, sendo observado em sox9 uma banda fraca de expressdo na fémea 4.
cypl9a e foxl2 ndo foram expressos no macho 3 e a expressao de sox9 e foxI2 foi detectada em
baixo nivel no macho 4. A expressdo de ddx20 foi bem evidente nas fémeas 1 e 5. dmrtl foi
expresso nas fémeas 1 e 2 e no macho 3, sendo bem mais evidente no macho.

Nos individuos de onze meses, 0s genes f-actina, ddx20 e ddx4 apresentaram expressao
em todos os individuos. Os genes cyp19a, sox9 e foxI2 ndo apresentaram expressao no macho
3 e dmrtl foi expresso apenas na fémea 1 e no macho 3. A expressdo de ddx20 na fémea 1
mostrou-se mais intensa que nos demais, semelhante a expressao de ovario de adulto. Em sox9,
a expressdo na fémea 1 e no macho 4 foram mais intensas, semelhante a expressdo mostrada
em testiculo de adulto.

Nas analises com os individuos de 12 meses, selecionou-se seis animais, trés machos e
trés fémeas, identificados por meio da histologia. f-actina e ddx4 foram expressos em todos 0s
individuos, sem apresentar diferenca na intensidade de expressao. ddx20 também foi expresso
em todos os individuos, no entanto, a expressdo foi mais intensa em fémeas que em machos.
Ao contrario, cypl9a que foi expresso em todos os individuos, no entanto a expressao foi
visualmente mais intensa em machos. foxl2 teve expressdo mais intensa em fémeas e em dois

dos machos ndo houve expresséo.



Tabela 2. Genes expressos em juvenis durante o periodo de 7 a 12 meses de idade.

Idade | Peixe Sexo dmrtl sox9 foxI2 ddx20 ddx4 | cypl9a
1 3 - - - + - + +
g 2 Q - - + + + +
@
e 3 * - - - + - - +
N~
4 Q + 2 + + + +
1 * - - + ++ + +
B
522 | @ | - | - |+ | -] + |+
(S
@ 3 Q = = + + + +
1 Q +- ++ + ++ + +
8 2 Q +- +- + +- + +
()
£ _ _ i _
= 3 Q + + +
4 /3 - + + + + +
1 Q + + ++ ++ + +
. 2 Q + + + ++ + +
é 3 3 + + - + - + +-
o
= 4 * - + - + - + - + +
5 Q - + - + + + + +
1 Q +- + + + + ++ + +
3 2 3 - + - + + + + +
(¢B]
(S
— 3 6\ + - - = 4L + +-
—
4 3 - ++ + + + +
1 Q - + ++ + +-
2 @ - + ++ + +-
% 3 Q - ++ ++ + +-
E 4 3 + - + + T
—
5 3 ++ +- + + ++
6 3 + £ +- + +
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Legenda: (*) indiferenciado; (Q) fémea; (&) macho; (-) sem expresséo; (+) expressio; (++) expressdo intensa;
(+-) expressao baixa. O nivel de expressédo é baseado na expressao encontrada em adultos.

3. DISCUSSAO

As andlises de expressdo génica realizadas em odcitos, larvas e juvenis foram
importantes para se obter informagdes da ocorréncia das expressdes em diferentes fases do
desenvolvimento, que antecedem a maturidade sexual em piracanjuba. Sendo assim, as analises
em larvas e odcitos foram realizadas visando a identificacdo de quais desses genes seriam
expressos desde o inicio da vida desses individuos. Nos juvenis, as analises de expressao génica,
juntamente com as anélises histoldgicas, permitiram esclarecer a forma em que esses genes se
comportam durante a fase de diferenciagao sexual.

As analises realizadas em larvas, demonstraram que, com exce¢do de dmrtl, todos os
genes sdo expressos em machos e fémeas. Como visto no capitulo 1, a maioria dos genes
avaliados também sdo expressos em outros tecidos além das gbnadas. Dessa forma a
identificacdo do sexo precoce no periodo larval aparenta ser dificil em piracanjuba,
principalmente quando a larva inteira é utilizada para extracdo de RNA, uma vez que a
expressao avaliada pode ser proveniente de outros tecidos que ndo a génada. No entanto, alguns
genes, como o ddx4, ddx20 e sox9, apresentaram expressdes variadas podendo ser potenciais
alvos de estudo da expressdo em larvas, utilizando-se 0 método quantitativo. O gene dmtrl ndo
poderia ser utilizado uma vez que ndo é expresso em larva (8dpf).

O gene ddx4 é o Unico expresso em larvas gque € exclusivamente encontrado em gonada,
no entanto € um gene expresso em células germinativas de forma geral, sejam elas PGCs,
oogodnias ou espermatog6nias (CLARKSON et al., 2019; RAZ, 2000). O gene é de heranca
materna apresentando expressdo também em oocitos. Esse resultado é semelhante aos obtidos
para zebrafish em outros trabalhos (KNAUT et al., 2000; YOON et al., 1997). Esse gene possui
diferentes variantes que atuam de forma diferente durante todo o desenvolvimento do individuo,
sendo que alguns deles podem ser mais expressos em fémea e outros em macho (KROVEL &
OLSEN, 2004). Em relacéo ao canibalismo e a proporc¢do sexual, ndo foi observado influéncia
direta, até porque a proporgéo entre os tratamentos ndo apresentou diferencga.

Como foi citado acima, dmrtl ndo € expresso em larvas e em o00citos. Ndo se sabe ao
certo quando este comeca a ser expresso, se antes ou depois da formacédo e diferenciacdo
gonadal, pois as analises de expressdo génica realizadas em juvenis iniciaram aos sete meses
de idade dos individuos e nesse periodo dmrtl foi expresso em um dos ovarios identificados,

dessa forma seria necessario a realizacdo de analises antes do sétimo més de idade. Porém, a
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expressao deste gene foi se tornando mais evidente a partir do 9° més de desenvolvimento e
apresentando os padrdes observados em macho e fémea de adultos no 12° més. Antes disso, a
expressao de dmtrl foi variada entre os individuos, sendo a expressdo com grande ocorréncia
em gobnadas classificadas como fémeas.

Em juvenis a andlise foi realizada por meio de duas ferramentas, a expressdo génica e a
histologia, o que permitiu a comparacdo dos dados em relacéo ao sexo dos individuos e a fase
de desenvolvimento.

Nos juvenis de 7 e 8 meses 0s genes expressos foram principalmente relacionados ao
desenvolvimento ovariano e genes que sao expressos em ambos os sexos (foxI2, ddx20 e ddx4).
No entanto, as gbnadas nestas fases de desenvolvimento ndo expressaram outros genes
caracteristicos de diferenciacdo sexual, como o sox9 e dmtrl, sendo o Ultimo observado em
apenas um individuo (fémea) até o oitavo més. Estes dados indicam que estas gonadas ainda
poderiam estar em processo de diferencial sexual, mesmo com a classificagdo histologica em
fémea ou macho. Apesar de apenas um individuo macho ser encontrado no 7° e 8° més, foxI2
foi expresso em todas as fémeas identificadas pela histologia, podendo ser um potencial
indicador da diferenciacdo gonadal neste periodo. Na expressdo de foxl2 em génadas de adultos
foi verificado dimorfismo de expressdo entre machos e fémeas, sendo observado maior nivel
de expressdo nas fémeas. Nestas coletas foram obtidos dois individuos indiferenciados, sendo
observada a expressdo em um deles. Este resultado, pode ser um indicativo que nesta fase a
expressao de foxl2 poderia conduzir a diferenciacdo de gbnada feminina. No entanto, um
nimero maior de individuos precisaria ser avaliado nesta fase

No més 9, sox9 passou a ser expresso nos individuos, e dmrtl passou a ser expresso
com mais frequéncia que nos meses anteriores. Eles estavam em ovarios e na génada que
apresentou células das linhagens germinativas feminina e masculina. Nesta todos 0s genes
foram expressos. Somente a partir do més 10 foram identificados testiculos bem definidos, estes
também apresentaram expressao de genes relacionados a ambos 0s sexos, no entanto, verificou-
se maior nivel de expressédo de foxl2 e ddx20 em fémeas, como em gbnadas de adulto.

Durante 0 més 11 a maioria dos individuos foram identificados como machos, estes
expressaram genes referentes ao sexo masculino e ao sexo feminino. A expressao de ddx20 e
foxI2 foi mais intensa em ovarios que em testiculos, assim como no més anterior. Nesta fase,
foram observadas a expressdo de sox9 e dmrtl em ovario. Do 9° ao 11° més, apesar das gonadas
serem classificadas como masculina e feminina, a expressdo de genes relacionados ao sexo

parece ndo ser tdo especifica quanto a dmtrl. Porém, ja pode ser verificado um padrédo similar
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entre gonadas de fémeas juvenis e de fémea adulta, para as expressdes de foxI2 e ddx20, com
maior nivel de expressdo em fémeas.

Na ultima coleta realizada ao 12° més, foram comparadas as expressdes dos genes em
gbnadas provenientes de machos e fémeas. Neste periodo, foi verificado que machos e fémeas
ja apresentam um padrdo de expressdo dos genes avaliados de acordo com aqueles observados
nas gbnadas de machos e fémeas adultos. O gene dmtrl sé foi expresso em testiculos e néo
ovarios. Os genes foxI2 e ddx20 apresentaram maior expressao nos ovarios que testiculos. Ainda
falta a avaliacdo da expressao de sox9 nesta fase para comparar com o adulto.

Corroborando com os dados de expressdo génica que ocorreram em ambos 0s sexos
vindos do 7° ao 11° més, que eram bem distintos das expressfes em adultos, uma outra
caracteristica importante foi encontrada durante o desenvolvimento de juvenis de piracanjuba,
a presenca de células germinativas masculinas e femininas em uma mesma gbénada. Algumas
gbnadas aparentavam ser ovarios e tinham cistos espermatogoniais ou espermatozoides em
algumas regides. Em outras, as gbnadas eram semelhantes a testiculos bem desenvolvidos e
alguns odcitos eram vistos ao longo e sua extensdo. Essa caracteristica pode estar relacionada
a diferentes fatores, e pode justificar o padréo de expressao diferente do encontrado em adultos.

Uma hipotese que justifica esse padrédo € de que a espécie pode ser hermafrodita juvenil,
sendo assim as gonadas encontradas com as duas linhagens celulares poderiam estar em
transicdo sexual, onde a gbnada passa de ovario para testiculo. Esse tipo de desenvolvimento é
visto em zebrafish, onde incialmente os individuos desenvolvem ovérios em desenvolvimento
inicial e posteriormente parte dos individuos passam pelo processo de transformacao gonadal,
formando assim um testiculo (RODRIGUEZ-MARI et al., 2010; WANG et al., 2007).

A falta de padrdo durante os meses estudados e entre os individuos é semelhante a
ocorrida em zebrafish durante o periodo de diferenciacéo sexual. No inicio do desenvolvimento
em zebrafish, quando as gbnadas ainda ndo passaram de ovario para testiculo, a expressdo de
dmrtl é observada, assim como verificado em juvenis de Piracanjuba. Esse padrao pode indicar
que dmrtl € um gene responsavel pela diferenciacdo dos testiculos nas espécies (JORGENSEN
et al., 2008). Além disso o padrdo de desenvolvimento gonadal entre as espécies é semelhante,
visto que a formagdo dos testiculos tem inicio em gdnadas que ainda apresentam odcitos, por
conta disso sdo conhecidas como gbnadas intersexuais (WANG et al., 2007).

Além da presenca de odcitos e células espermatogoniais na mesma goénada, outras
caracteristicas que podem indicar essa transi¢do sdo vistas, como por exemplo o formato das
gbnadas e a quantidade odcitos que diminui a partir do 9° més, quando comparado aos ovarios

coletados no 7° més. A sequéncia de aparecimento das células de linhagem espermatogénica
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também demonstram um certo padrdo, inicialmente essas células eram minoria em relacdo aos
oocitos, e nos individuos de 12 meses de idade os odcitos eram minoria, aparecendo em
testiculos bem desenvolvidos.

Outra caracteristica € que durante todo o acompanhamento, até o décimo segundo més,
todos os ovéarios encontrados continham apenas 06citos primarios, ou seja, o desenvolvimento
destes estava limitado apenas ao desenvolvimento inicial. No entanto, essa caracteristica pode
ndo estar relacionada a transicdo gonadal, pode ser que nessa espécie as fémeas levem tempo
até que o desenvolvimento secundario se inicie.

Para analisar esta hipétese, seria necessario acompanhar o desenvolvimento por um
periodo mais longo, até que o desenvolvimento gonadal fosse estabelecido de forma dimorfica,
assim como em adultos, e que na analise morfolégica fosse encontrado odcitos em
desenvolvimento secundario ou formacdo de alvéolos corticais. Dessa forma seria possivel
também analisar a proporg¢éo sexual dos individuos com maior confiabilidade

Outra possivel hipotese seria que, estes individuos poderiam estar apresentando génadas
intersexo ocasionada possivelmente pelas condi¢Ges de criacdo dos mesmos, envolvendo
fatores ambientais e fisico-quimicos da agua (WEDEKIND, 2014; LI et al., 2019), até mesmo
contaminantes enddcrinos (WOODLING et al., 2006).

Alguns trabalhos abordam esse acontecimento em algumas populacfes, como é o caso
de Catostomos commersoni (WOODLING et al., 2006) e oryzias latipes (GRIM et al., 2007),
no entanto a causa do aparecimento de intersexo ainda é incerta pois muitos sdo 0s paramentros
gue podem interferir. Em lambari (Astyanax altiparanae) foi demonstrado que a administracdo
de doses de estradiol pode levar ao intersexo nos individuos, alterando também a expressao de
genes como dmrtl, que mesmo sendo considerado um gene ligado a diferenciacao testicular,
apresentou expressao em fémeas como um possivel regulador de cypl9ala (MARTINEZ-
BENGOCHEA et al., 2020). Em Clarias gariepinus, tratados com metiltestosterona houve a
formagéo de ovario e testiculo na mesma génada. Nesses individuos foi identificado a expresséo
de genes determinantes de ambos 0s sexos, como sox9, dmrtl e foxI2, isso porque esses genes
estdo  diretamente  relacionados as células germinativas (RAGHUVER &
SENTHILKUMARAN, 2009). Sendo assim, se existem células dos dois sexos, a expressao
desses genes vai ocorrer por conta da presenca dessas células. No presente trabalho, essa
possibilidade foi cogitada devido ao trabalho recém-publicado, cujo a andlise do
desenvolvimento sexual de piracanjuba foi realizada, e demonstra que a diferenciacdo gonadal

de machos e fémeas ocorreram no mesmo periodo e a espécie foi caracterizada como
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gonocorista diferenciado (ZARDO et al., 2021) apresentando assim resultados diferentes dos
obtidos aqui.

Para que essas hipoteses sejam melhores analisadas, se faz necessario a continuacao do
estudo, com analises em individuos a partir de 12 meses de idade, até que 0s sexos sejam

estabelecidos e a expressao dos genes ocorra como é demonstrado em adultos.

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 analise quantitativa (QPCR).

Nesse estudo, os individuos de piracanjuba apresentaram diferenciacdo 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 0s 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 diferenca
na expressdo entre os individuos.

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

bons marcadores sexuais na espécie.
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