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Resumo

Estima-se que aproximadamente 50% das espécies de aves ndo podem ter 0 Sexo
identificado por meio de caracteristicas externas. A capacidade de identificar de maneira
correta 0 sexo das aves é fundamental para o sucesso de estudos comportamentais,
ecologicos, como também programas de reproducdo em cativeiro com espécies
ameacadas de extincdo. A identificacdo do gene CHD1 (Chromodomain Helicase DNA
Binding Protein 1) possibilitou inimeros avangos na sexagem molecular de aves. Este
gene esta presente nos cromossomos sexuais Z e W, as fémeas possuem duas copias
diferentes, CHD1-Z e CHD1-W, enquanto os machos possuem duas copias iguais do gene
CHD1-Z. Recentemente, foi descrito um novo marcador associado a um loco que também
apresenta homologos nos cromossomos Z e W do gene Spindlin. Adicionalmente alguns
autores também sugerem explorar diferencgas epigenéticas entre machos e fémeas com o
intuito de identificar o sexo dos mesmos. No presente trabalho foram testados marcadores
que exploram diferencas de tamanhos entre alelos dos genes CHD1 (P2/P8) e Spindlin
(SPIN12/SPIN13), de genes especificos ao cromossomo W (ASW e Xhol) e também de
um locus que apresenta diferengas de metilagdo de DNA entre machos e fémeas de
membros da superordem Galloanserae (MHM). Os marcadores relacionados ao
cromossomo W ndo apresentaram resultados positivos, em contraposicdo 0s primers
P2/P8 mostraram-se efetivos na sexagem molecular de individuos das ordens Piciformes
e Psitaciformes, ja amplicagdes com os marcadores SPIN12/SPIN13 apresentaram
padrdes sexo-especificos facilmente observaveis em géis de agarose em espécies das
ordens Galliformes, Apodiformes e em exemplares de Corujinha-orelhuda. Nossos
resultados demonstram que a escolha de um marcador molecular adequado para a
identificacdo do sexo em aves esta diretamente ligada a espécie em estudo e ao modo de
visualizagdo dos fragmentos gerados. Enquanto em algumas espécies 0s padrdes sexo-
especificos podem ser facilmente observaveis em agarose, outros dependem de métodos

mais resolutivos, como poliacrilamida ou ainda, eletroforese capilar.

Palavras-chave: sexagem molecular, aves, CHD, Spindlin, MHM



Abstract

It is estimated that approximately 50% of bird species cannot have their sex identified by
means of external characteristics. The ability to correctly identify the sex of birds is
fundamental to the success of behavioral, ecological studies, as well as captive breeding
programs with endangered species. The identification of the CHD1 gene (Chromodomain
Helicase DNA Binding Protein 1) has enabled numerous advances in the molecular
sexing of birds. This gene is located on the sex chromosomes Z and W, females have two
different copies, CHD1-Z and CHD1-W, while males have two equal copies of the CHD1-
Z gene. Recently, a new genetic marker associated with a locus that also has homologues
copies on the Z and W chromosomes of the Spindlin gene has been described.
Additionally, some authors also suggest exploring epigenetic differences between males
and females in order to identify the sex. In the present work, molecular markers that
explore size differences between alleles of the CHD1 (P2 / P8) and Spindlin (SPIN12 /
SPIN13) genes, W-specific markers (ASW and Xhol) and also of a locus that presents
epigenetic differences of DNA between males and females of members of the superorder
Galloanserae (MHM) were tested. The molecular markers related to the W chromosome
did not show positive results, in contrast, the P2 / P8 primers were effective in the
molecular sexing of individuals of Piciform and Psitaciform orders, whereas
amplifications with the SPIN12 / SPIN13 markers showed sex-specific patterns easily
observed in agarose gels in species of the orders Galliformes, Apodiformes and stripd owl
(Asio clamator). Our results demonstrate that the choice of a suitable molecular marker
for the identification of sex in birds is directly linked to the species under study and to the
method of visualization of the generated fragments. While in some species sex-specific
patterns can be easily observed in agarose, others depend on more sensitive methods, such

as polyacrylamide or capillary electrophoresis.

Key words: molecular sexing, birds, CHD, Spindlin, MHM
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1. Introducéo
1.1. Processos de determinacao sexual com énfase no grupo das aves

Os mecanismos de diferenciacdo e determinacdo sexual sdo bastante variaveis
entre 0s organismos, mesmo em espécies intimamente relacionadas. Sistemas bem
conhecidos como os encontrados em mamiferos, nas moscas Drosophila melanogaster e
no nematelminto Caenorhabditis elegans, podem levar a falsa impressdo de que o0s
mecanismos de determinacdo sexual s&o bem conservados e de que a presenca de
Cromososmos sexuais € uma regra entre os eucariotos. Além disso, diferentes tipos
celulares podem iniciar o processo de determinacdo sexual - em mamiferos, as células
somaticas sdo parte fundamental neste processo, ja nos peixes esta funcdo pertence as

celulas germinativas (Capel, 2017).

A determinacdo do sexo em diferentes grupos de animais pode seguir algum dos

seguintes mecanismos:

- Environmental Sex Determination — ESD, neste tipo de determinacdo ndo existem
diferencas genéticas consistentes entre 0s sexos e este é determinado apos a fertilizacéo,
em resposta a algum fator ambiental, como temperatura e pH (Manolakou et al., 2006;
Bachtrog et al., 2014). Este mecanismo € observado principalmente em répteis e peixes e
0 momento onde o sexo do animal é determinado é chamado de periodo termossensivel
(TSP).

- Genetic Sex Determination — GSD, neste caso um ou mais genes sdo responsaveis pela
determinacdo do fenotipo sexual e estes podem estar localizados especificamente nos
Cromossomos sexuais ou dispersos nos autossomos ou em ambos os tipos cromossémicos.
Esse mecanismo estd presente em diversos grupos, incluindo invertebrados (insetos,

nematelmintos), anfibios, aves e mamiferos.

A determinagdo sexual configura-se como uma caracteristica que evolui
rapidamente em muitos grupos animais e, as vezes, até mesmo entre espécies
estreitamente relacionadas ou populagdes da mesma espécie (Bull, 1983; Charlesworth,
1996; Ming & Renner, 2011). As moscas domésticas, por exemplo, normalmente tém
cromossomos sexuais XY, mas em algumas populacbes podem existir alelos
masculinizantes e feminilizantes dominantes em cromossomos autossomos gque anulam a

determinacéo do sexo pelos cromossomos X e Y (Dubendorfer et al., 2002).



O processo de determinacéo e diferenciacdo sexual em aves € muito peculiar,
porém envolve mecanismos semelhantes aos encontrados em peixes e mamiferos. O
desenvolvimento do sistema urogenital de galinha doméstica (Gallus gallus) assemelha-
se ao dos mamiferos, enquanto os efeitos dos hormdénios sexuais sdo similares aos
observados em peixes. Apesar das diferencas quanto a origem autossomica e
heterogamética, os cromossomos sexuais de mamiferos e aves evoluiram de maneira
similar, porém, independentemente (Graves 2016; Bellott et al. 2017). Nestes grupos, sao
encontrados dois tipos de cromossomos sexuais - X e Y em mamiferos e, Z e W em aves.
Outra diferenca diz respeito ao fato de que nas aves as fémeas constituem o sexo
heterogamético (ZW), ao contrario dos mamiferos, onde os machos possuem dois

cromossomos sexuais distintos.

As teorias da evolugdo dos cromossomos sexuais heteromarficos sugerem que eles
evoluiram a partir autossomos que adquiriram um locus de determinacdo sexual (Figura
1) e a regido proxima a este locus entdo passa a sofrer mutacGes vantajosas para a
determinacdo sexual divergindo de seu ancestral autossdmico. Em alguns casos, a
recombinacéo foi suprimida ao longo da maior parte do comprimento dos cromossomos
sexuais, levando a uma perda de genes ativos nos elementos Y e W (Charlesworth et al.,
2005; Bachtrog et al., 2011), resultando em grandes diferencas de tamanho, com um
cromossomo grande e rico em contetdo génico (cromossomo X ou Z) e um cromossomo

menor, com poucos genes (cromossomo Y ou W).
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Figura 1. Etapas da evolucdo dos cromossomos sexuais em aves. (Adaptado de Zhou et
al., 2014).

No grupo das aves, 0 cromossomo Z é altamente conservado entre as espécies
(Nanda et al., 2000). Em contraposicdo, embora mostre-se altamente diferenciado do Z
na maioria das espécies, o cromossomo W é quase idéntico em nivel citolégico entre as
espécies, desde as consideradas mais basais, pertencentes ao grupo das Ratitas (avestruz,
ema e emu), indicando que este pode ter sido o padrdo ancestral do sistema de
Cromossomos sexuais em aves, a partir do qual os cromossomos Z e W das demais

espécies deste grupo de vertebrados evoluiram (Graves, 2016).

Assim como o cromossomo X dos mamiferos, o cromossomo Z da galinha
doméstica é rico em contetido génico, possui um tamanho de aproximadamente 82.36Mb,

tendo cerca de 1.140 genes identificados, enquanto o cromossomo W é menor e altamente



heterocroméatico (Nanda et al., 2000; International Chicken Genome Sequencing
Consortium, 2011).

Tanto em mamiferos como em aves, a diferenca no ndmero de cépias dos
cromossomos X ou Z resultaria em uma maior expressao de determinados genes no sexo
homogamético (Melamed & Arnold, 2007). Por este motivo, surgiram diversos
mecanismos para compensar a diferenca entre a dose génica existente entre machos e
fémeas (Dementyeva & Zakian, 2010). Embora tenha sido assumido que a compensagéo
de dose completa estaria sempre associada a evolucdo dos cromossomos sexuais (Ohno,
1967), ha consideravel variacdo no mecanismo e na abrangéncia da compensacéo de dose
entre diferentes espécies. Em mamiferos, na mosca Drosophila melanogaster e no
nematelminto Caenorhabditis elegans, a compensacéo de dose é realizada por meio de
mecanismos regulatdrios que inativam totalmente ou quase totalmente o cromossomo X
(Straub & Becker, 2007; Meyer, 2010; Conrad & Akhtar, 2012). Porém, em muitos
organismos, a inativacdo completa de um cromossomo é excecdo - em mamiferos
monotrematas, aves, réepteis e peixes, a compensacao de dose parece ser gene-especifica

e parcial (Graves, 2016).

A regulacédo de dosagem global emprega mecanismos que modificam grande parte
dos genes do cromossomo; ja a parcial atua em genes individuais (Disteche, 2016). Em
mamiferos, ocorre a compensacdo de dose global - um dos cromossomos X das fémeas
é inativado por meio de eventos epigenéticos, fazendo com que a expressdo dos genes
presentes neste cromossomo seja igual nos dois sexos (Straub & Becker, 2007; Mank et
al., 2011). Por outro lado, analises de microarray associadas aos niveis de transcricdo em
machos e fémeas de Gallus gallus demonstraram que a expressdo dos genes do
cromossomo Z é cerca de 30-40% maior em machos do que em fémeas. Portanto,
enquanto alguns genes séo completamente compensados, outros ndo apresentam nenhum
grau de compensacdo, e a maioria dos genes se encontra entre estes dois limites (Itoh et
al., 2007; Ellegren & Parsch, 2007).

As vias gque controlam o desenvolvimento sexual foram bem caracterizadas a nivel
molecular em D. melanogaster, C. elegans e em mamiferos, grupos que possuem um gene
que € o principal responsavel pela determinacao sexual. Os mecanismos responsaveis pela
determinacéo sexual em aves ainda sdo desconhecidos (Bachtrog et al., 2014) e, por este
motivo, foram formuladas duas hipoteses para explica-los. Segundo a hipotese conhecida

como Z Dosage Model, existe uma associacdo entre 0 cromossomo Z e mecanismos de



compensacao de dose de alguns genes, enquanto a hipotese W Domination Model sugere
a presenca de genes associados ao desenvolvimento sexual feminino no cromossomo W,
assim como o gene SRY de mamiferos desencadeia a diferenciacdo dos testiculos.
Também foi proposto que fatores no cromossomo W possam neutralizar a expressao de

genes presentes no cromossomo Z (Graves 2000).

Estudos mais recentes apontam a primeira hipdtese como sendo a mais provavel.
Através da técnica de RNAseq, genes candidatos a serem sexo determinantes foram
identificados em galinha doméstica, mas, embora tenham sido isolados 26 genes ligados
ao cromossomo W, a grande maioria destes mostrou-se homdloga a suas copias no
cromossomo Z. Apenas 0s genes HINTW (Histidine Triad Nucleotide Binding Protein
W), FET1 (Female Expressed Transcript 1) e FAF (Female Associated Factor)
mostraram-se promissores, uma vez que sao especificos do cromossomo W e sdo
transcritos durante toda a embriogénese. No entanto, ao analisar a expressao destes genes
em animais que passaram por reversao sexual experimental, a hip6tese de que HINTW,
FET1 ou FAF desempenhem papéis decisivos no desenvolvimento ovariano de aves foi
descartada, uma vez que seus padrdes de expressdo nao se alteraram durante o

desenvolvimento testicular em fémeas ZW (Hirst et al., 2017).

Apesar das grandes diferencas no modo de determinacdo sexual entre o0s
organismos, os genes da familia doublesex-mab3 (DM) sdo expressos nas gonadas em
desenvolvimento de quase todos os animais - vertebrados e invertebrados. O gene
DMRT1 (Doublesex and Mab-3-Related Transcription Factor 1) pertence a essa familia
génica e, em mamiferos, o produto de DMRT1 faz parte da via de formacéo dos testiculos
e sao necessarias duas copias para o desenvolvimento normal das gbnadas masculinas,
mesmo na presenca do gene SRY (Hake & O’Connor, 2008). Em aves, o gene DMRT1
encontra-se no cromossomo Z e ndo apresenta nenhum gene ort6logo no cromossomo W
(Raymond et al., 1999; Smith et al., 1999; Nanda et al., 2000). Quando presente em dose
dupla, favorece o desenvolvimento de génadas masculinas (Zhao et al., 2010). A inibicao
da aromatase - uma das principais enzimas envolvidas na sintese de estrogénio e na
inducdo do desenvolvimento ovariano em embrides ZW (Elbrecht & Smith, 1992;
Vaillant et al., 2001) - com o farmaco fadrozol também causa a masculinizacdo de
gbnadas em embriGes ZW de G. gallus, caracterizada por regulacéo positiva da expressao
de DMRT1 e organizacgéo do corddo seminifero (Smith et al., 2003). Smith et al. (2009),
ao utilizarem um RNA de interferéncia (RNAI) para nocautear o gene DMRT1 em



embrides de galinha, verificaram uma reducdo da expressao da proteina DMRTL, o que

levou a feminilizacdo das gbnadas em embribes geneticamente masculinos (ZZ).

Recentemente, o gene HEMGN (Hemogen) também foi identificado como atuante
na diferenciacdo testicular de embrides de galinha. Este gene, localizado no cromossomo
Z, codifica um fator de transcri¢do que é expresso em células hematopoiéticas (sangue) e
é regulado positivamente nas génadas masculinas. A expressdao gonadal de HEMGN
parece ocorrer apos o inicio da expressdo de DMRT1 e sua superexpressdo em gonadas
embrionarias de fémeas provoca aumento da expressdo de DMRT1 e masculinizacao das
gbnadas, sugerindo uma possivel interacdo entre os dois genes (Nakata et al., 2013;
Lambeth et al., 2014).

Apesar do importante papel do gene DMRT1 na diferenciacdo sexual gonadal em
aves, seu mecanismo exato de atuacdo ainda ndo é completamente compreendido. H4,
ainda, a possibilidade de que um ou mais genes ainda ndo identificados, ligados ao
cromossomo W, possam ter um papel antagénico ao do gene DMRT1 e serem 0sS
responsaveis pela determinagio sexual em fémeas (Teranish et al., 2001). E importante
ressaltar que apesar de ser altamente heterocromatico, o cromossomo W ¢é
transcricionalmente ativo. Além disso, ndo existe registro de nenhuma espécie de ave que
ndo possuisse o cromossomo W, 0 mesmo nédo sendo valido para mamiferos, uma vez que
algumas espécies raras de roedores perderam totalmente o cromossomo Y. Estes dados
sugerem que o cromossomo W provavelmente contém uma funcdo integrante na

determinacéo sexual ou em algum mecanismo de compensacéo de dose (Graves, 2008).

O processo de diferenciacao sexual em aves parece ser mais complexo e dinamico
do que se imaginava. Segundo Smirnov e Trukhina (2019), o esquema moderno de
determinacéo sexual em aves inclui um mecanismo epigenético responsavel por desligar
a copia do gene DMRT1 em fémeas por meio de hipermetilacdo e da acdo do IncRNA
MHM (Hirst, Major, Smith, 2018; Caetano LC et al., 2014). Como j& demonstrado em
algumas espécies, fatores epigenéticos também podem estar envolvidos em mecanismos
de determinacgéo sexual - Dicentrarchus labrax (robalo) apresenta determinacdo sexual
dependente de temperatura e foi demonstrado que 0s machos possuem o dobro dos niveis
de metilacdo das fémeas no promotor da aromatase, enzima que converte andrégenos em

estrégenos (Navarro- Martin, 2011).



Assim, a determinacdo sexual de aves parece ser mais complexa do que a
observada em outros grupos e, apesar de diversos estudos focarem nas duas principais
hipoteses (Z dosage e W domination), as duas ndo séo excludentes e ambas podem ser

necessarias.

1.2. Identificacdo de machos e fémeas de aves sem dimorfismo sexual aparente

Em oposigdo ao padrdo encontrado em mamiferos, onde a maioria das espécies
apresenta dimorfismo sexual aparente, aproximadamente 50% das espécies de aves ndo
podem ter o sexo identificado por meio de caracteristicas externas (Jensen et al., 2003;
Ong & Vellayan, 2008). Entre as espécies monomorficas, onde as diferencas
morfoldgicas entre machos e fémeas sdo muito sutis, a identificagdo sexual baseada no
fenotipo se torna extremamente dificil ou até impossivel, mesmo para ornitdlogos
experientes (Dubiec & Neubauer, 2006). A capacidade de identificar de maneira correta
0 sexo das aves é fundamental para o sucesso de diversos estudos, sejam eles
comportamentais, ecolégicos, evolutivos como também em programas de reproducdo em
cativeiro com espécies ameacadas de extincdo (Ghorpade et al. 2012; Morinha et al.
2012). Em estudos populacionais, a determinacdo do sexo dos individuos também é
crucial, uma vez que a capacidade de dispersdo, taxa de mortalidade e aquisicdo de
territorio podem ser caracterizadas por padrdes que sdo influenciados pelo sexo do
individuo (Rodrigues et al., 2019; Donald, 2007).

Por muito tempo, a identificagdo de machos e fémeas de aves foi realizada
principalmente por meio de observagdes comportamentais, investigacdes cariotipicas ou
métodos cirargicos. Entretanto, tais metodologias apresentam diversas desvantagens e
podem levar a resultados insatisfatérios. A identificacdo do sexo baseada na observacao
comportamental sé pode ser realizada durante o periodo reprodutivo. A analise cariotipica
é extremamente trabalhosa e ndo pode ser realizada em espécies cujos Cromossomos
sexuais sejam idénticos em tamanho e morfologia, como €é o caso das ratitas (Miyaki et
al., 1998; Griffiths & Phil, 2000). A laparoscopia € invasiva, pois trata-se de um método
cirurgico, envolvendo riscos de contaminacdo e reacfes a anestesia, também sendo
estressante para os animais (Griffiths & Phil, 2000; Grando, 2002).

A fim de superar estas limitagdes, em meados dos anos 90, técnicas moleculares

baseadas na amplificacdo de segmentos de DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction)



comecaram a ser implementadas na sexagem de diferentes espécies de aves (Ellegren,
1996; Griffiths et al., 1996). A sexagem molecular necessita de uma pequena quantidade
de DNA, que pode ser extraido a partir de sangue, penas, fezes ou saliva (Jensen et al.
2003; Brubaker et al. 2011), diminuindo assim o estresse causado pelo manuseamento

dos animais.

A identificacdo do gene Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 1 (CHD1)
possibilitou inUmeros avangos na sexagem molecular de aves. Este gene, apesar de nao
estar diretamente envolvido em nenhum processo de determinacao e diferenciacdo sexual,
estd presente nos cromossomos sexuais Z e W (Kahn et al., 1998). As fémeas possuem
duas copias diferentes deste gene, CHD1-Z e CHD1-W, enquanto 0os machos possuem
duas copias do gene CHD1-Z. Portanto, um padréo de produto de PCR bem-sucedida sera
diferente entre machos e fémeas, com machos apresentando uma Unica banda
correspondente aos dois alelos do cromossomos Z e fémeas apresentando duas bandas de
tamanhos distintos, referentes aos alelos dos cromomossos Z e W (Rodrigues et al., 2019;
Vucicevic et al.,, 2013). Assim, foram desenvolvidos diferentes conjuntos de
oligonucleotideos para uso em PCR com o objetivo de explorar esta diferenca de tamanho
de fragmentos de DNA entre machos e fémeas. Dentre tais oligos, destacam-se 0s primers
2550F/2718R e P2/P8, por ndo dependerem de digestbes de restricdo po6s-PCR. Embora
anelem-se em diferentes sitios, estes amplificam o mesmo intron do gene CHD1 (Griffiths
et al., 1996; Ellegren, 1996; Griffiths et al., 1998; Fridolfsson & Ellegren, 1999; Jensen
et al., 2003). Embora os primers 1237L/1272H também sejam utilizados na sexagem
molecular de aves, estes tendem a gerar mais bandas inespecificas devido a degeneracao
em sua regido de anelamento, o0 que ndo acontece com os oligonucleotideos P2 e P8 que
se anelam a regides altamente conservadas de éxons dos genes CHD1 (Jensen et al.,
2003).

Apesar do alto grau de confiabilidade da sexagem molecular com o uso dos
primers P2 e P8, estes possuem algumas limitagcdes e podem gerar resultados
inconsistentes. O problema mais frequente refere-se a fémeas sendo erroneamente
identificadas como machos (Dawson et al., 2001). Como o tamanho do produto de PCR
do alelo W é geralmente maior do que o do alelo Z, pode ocorrer amplificagdo
preferencial do fragmento de DNA de menor tamanho, levando a incorreta identificagdo
do sexo em fémeas. O segundo erro mais comum ocorre quando o método escolhido para

a visualizacdo dos fragmentos gerados pela PCR ndo possui uma resolugdo adequada a



especie em estudo. Geralmente, a diferenca de tamanho entre os fragmentos dos genes
CHD1-Z e CHD1-W amplificados com o conjunto de primers P2 e P8 varia de 10 a 120
pares de bases (Fridolfsson & Ellegren, 1999; Jensen et al., 2003; Robertson & Gemmell,
2006) e, assim, fragmentos mais similares em tamanho ndo podem ser separados em gel
de agarose, sendo necessaria a utilizacdo de uma metodologia mais resolutiva, como

eletroforese em gel de poliacrilamida, por exemplo.

Além disso, para algumas aves, como as das familias Struthionidae e Rheidae
(aves ratitas), ndo € possivel realizar a identificacdo do sexo com o uso dos primers P2 e
P8, uma vez que ndo foram observadas diferencas entre os introns dos genes CHD1-Z e
CHD1-W dessas espécies (Ellegren, 1996; Fridolfsson & Ellegren, 1999; Huynen et al.,
2006; Chang et al., 2008; Wang et al., 2008). Assim, diversas alternativas tém sido
utilizadas visando a sexagem molecular das espécies destas familias, como a aplicacdo de
enzimas de restricdo por meio da técnica RFLP (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Bermudez-Humaran et al., 2002; Mine, 2002; Hinckley et al., 2005) e, mais
recentemente, a aplicacdo da técnica HRM (High-resolution melting) (Morinha et al.,
2015). Embora tenham gerado resultados satisfatorios, estas técnicas envolvem a
necessidade do desenvolvimento de primers espécie-especificos, 0 que ndo é vantajoso
em estudos que englobem um grande numero de espécies de aves. Desta maneira, €
necessario o desenvolvimento de marcadores moleculares ndo somente capazes de
identificar o sexo das aves com seguranga, mas que também possuam uma aplicacao mais

ampla, e ndo restrita a apenas algumas espécies.

Recentemente, foi descrito um novo marcador associados a um loco que apresenta
homologos nos cromossomos Z e W (regido UTR (untranslated region) do gene spindlin
das aves). Embora este marcador ndo tenha se mostrado eficiente para sexagem molecular
de aves ratitas, foi possivel identificar diferengas entre machos e fémeas de espécies de
10 ordens diferentes (Dawson, 2016). Dado que este marcador apresenta sequéncias
nucleotidicas altamente conservadas entre espécies pertencentes ao grupo Neognathae, é

potencialmente aplicavel em diversas familias.

Uma alternativa interessante para a sexagem molecular em aves seria utilizar um
marcador que amplificasse um gene especifico do cromossomo W. Alguns genes ou
sequéncias do cromossomo W sdo conhecidos e parecem ser amplamente conservados
entre as espécies, como CHD1W (Ellegren, 1996), ATP5A1W (Nanda et al., 2000), EE0.6
(pseudogene; Ogawa et al., 1997), SPINW (Itoh et al., 2001) e ASW / Wpkci / HINT1W
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(Hori et al., 2000; O'Neill et al., 2000). Entretanto, a maioria deles possui copias

altamente homdlogas no cromossomo Z, como é o caso dos genes CHD1-W e SPIN-W.

1.3. Fatores epigenéticos associados a regido MHM (Male Hypermethylated)

Segundo Chen et al (2017), a epigenética pode ser definida como o “estudo dos
mecanismos pelos quais a cromatina é alterada quimicamente (através de modificacdes
de DNA e histonas) ou estruturalmente (via remodelagdo da cromatina)”. Ou seja,
epigenética € o estudo das modificacBes no DNA e nas histonas que alteram a expressdo

génica sem afetar a sequéncia de bases do DNA.

Os eventos epigenéticos possuem um papel proeminente durante o
desenvolvimento dos mamiferos, sendo fundamentais para o desenvolvimento celular,
regulacdo do ciclo celular e também na manutencédo de genes housekeeping (Russo, 1996;
Xing, 2007, Chen et al., 2017). As principais modificacGes epigenéticas compreendem
alteracfes quimicas nas caudas N-terminais das histonas e nas citosinas do DNA, além

da presenca de RNAs ndo-codificantes (nCRNAS).

As histonas sdo proteinas que, junto com o DNA cromossomal, compdem 0s
nucleossomos. Estas importantes proteinas possuem caudas que estdo sujeitas a mais de
130 modificacBes pds-traducionais (PTMSs), seja por meio do controle da acessibilidade
ao DNA ou servindo de substrato de ligacdo a proteinas (Kouzarides, 2007). Estas
modificacfes podem levar a ativacao ou a repressdo génica, uma vez que sua ocorréncia
altera a conformacédo dos nucleossomos e a acessibilidade do DNA a RNA polimerase.
As alteracGes mais estudadas sao: acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo. A
metilacdo pode estar associada tanto a repressdo génica como a ativacdo, ja as demais
estdo normalmente associadas a genes ativos. A fosforilagdo também apresenta um papel
importante no processo de divisdo celular. (Tan et al., 2011; Tian et al., 2012).

Apesar de grande parte do genoma humano ser transcrito, apenas uma pequena
porc¢éo destes genes sao traduzidos em proteinas (Djebali et al., 2012). Por sua vez, uma
importante fragdo dos transcritos possui funcdo regulatoria, os chamados RNAs ndo
codificadores (ncRNAs). Os ncRNAs podem ser classificados de acordo com seu
tamanho em: pequenos ncRNAS (pequenos RNAs de interferéncia (SiRNASs), microRNAS
(miRNAs), Piwi-interacting RNAs (piRNAs), RNAs de transferéncia, pequenos RNAS
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nucleolares (SNnRNAs)) e ncRNAs longos (INcRNAs) (Chen et al., 2017). Além disso,
varias outras classes de ncRNAs vém sendo caracterizadas a medida que a pesquisa nesse
campo avanca. Segundo Carthew (2009), essa regulacdo pode ocorrer em niveis
indispensaveis a funcdo do genoma, incluindo estrutura da cromatina, segregacao

cromossémica, transcricdo, processamento e estabilidade de RNA e traducéo.

A alteracdo epigenética mais bem caracterizada é a metilagdo do DNA, que ocorre
por meio da adi¢do de um grupo metil (CH3) ao carbono 5 de citosinas em dinucleotideos
CpG. Estes dinucleotideos podem estar dispersos no genoma ou agrupados nas chamadas
ilhas CpG, que correspondem a regides do genoma com um contetdo elevado de
dinucleotideos CpG e normalmente associadas a regiGes promotoras ou regulatorias.
Alteracdes nos niveis de metilacdo destas regides estdo associadas com a regulacdo da
expressao génica (Piferrer, 2013). Hipermetilacdo de ilhas CpG de promotores génicos
promove silenciamento génico, enquanto que hipermetilacdo dessas regides estd
associada com ativacdo dos genes (Chen et al., 2017).Em 2001, foi descrita uma regido
que sofre importantes modificacbes epigenéticas — metilacdo de DNA, presenca de
InNcRNAs e acetilacdo de histonas. Trata-se de uma regido repetitiva localizada no brago
curto do cromossomo Z composta por repeticdes de uma sequéncia de 2,2Kb que aparece
hipometilada e transcrita somente no Unico cromossomo Z das fémeas. Por outro lado,
esta regido é altamente metilada e reprimida em ambos cromossomos Z de machos e,
assim, transcricionalmente silenciada. Devido a esta caracteristica, esta regido foi
denominada de MHM (Male Hypermethylated) (Teranishi et al., 2001). Em fémeas de
galinha doméstica, o loco MHM codifica um IncRNA especifico que se acumula no sitio
de transcricdo, podendo desempenhar funcdo regulatéria nos genes adjacentes. Foi
demonstrado também que o status MHM estabelece-se durante o desenvolvimento inicial,

logo apos a fertilizagdo (Teranishi et al., 2001).

A expressdo do loco MHM e seu acimulo proximo ao sitio de transcri¢cdo pode
ser importante para o desenvolvimento das fémeas, desempenhando um mecanismo
regulatério similar ao RNA Xist dos mamiferos, sendo parte crucial do mecanismo de
compensacéo de dose neste grupo de vertebrados (Caetano et al., 2014). A despeito disso,
em galinhas foi comprovado que apesar de ndo ocorrer compensacdo de dose global,
alguns genes localizados proximos a regido MHM apresentam um grau local de
compensacao de dose (Itoh et al., 2007; Zhang et al., 2010; Itoh et al., 2010). Alem da
presenca de um IncRNA em fémeas associado ao loco MHM, também foram observados
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elevados niveis de acetilacdo da histona 4 no residuo de lisina 16 (H4K16Ac) (Bisoni et
al., 2005), levando a um aumento da expressao de genes que se localizam proximos a esta
regido (Melamed & Arnold, 2007). Tanto a presenca de ncRNAs como a acetilagdo de
histonas tém sido associadas a mecanismos epigenéticos envolvidos em outros sistemas
de compensacdo de dose (Bone et al., 1994; Smith et al., 2005). Em D. melanogaster, o
unico cromossomo X dos machos duplica a expressdo da maioria de seus genes através
dos mesmos mecanismos ((Marin et al., 2000; Meller, 2000; Park & Kuroda, 2001).

A localizacdo do gene DMRT1 € citogeneticamente indistinguivel do loco MHM
no cromossomo Z e, segundo Caetano et al. (2014), MHM é expresso (upregulated) e
DMRTL1 é desligado (downregulated) em fémeas de galinhas no mesmo estagio de
desenvolvimento. Estima-se que a hiperacetilacdo da cromatina no loco MHM se estenda
por ao menos 460 kb e, por este motivo, tem sido sugerido que o INcCRNA codificado pela
regido MHM poderia agir como repressor da expressédo do gene DMRT1 em embrides de
fémeas de galinhas e, portanto, ter também um papel no processo de determinacao sexual
(Teranishi et al., 2001; Yang et al., 2010).

Um estudo utilizando analise de expressdao mediada por retrovirus investigou o
papel potencial da regido MHM no desenvolvimento embrionario de galinhas. Os
resultados obtidos demonstraram que alteracdes nos padrdes da expressao normal dos
transcritos MHM - expresso em fémeas e silenciado em machos - podem causar distdrbios
nos dois sexos. Os efeitos mais significativos foram o desenvolvimento anormal das
gbnadas, anomalias cerebrais e crescimento exacerbado de tecidos. A expressdo de
transcritos MHM em machos levou a uma diminuicdo da proteina DMRT1 e embrifes
submetidos a uma alta dose destes transcritos apresentaram um aumento na taxa de
mortalidade (Roeszler et al., 2012).

Por outro lado, acetilacdo de histonas e descompactamento da cromatina sao sinais
caracteristicos de atividade génica e, portanto outros autores sugerem que, ao invés de
reprimir a expressdo do gene DMRT1, o loco MHM age aumentando a expressao de genes
importantes para o desenvolvimento feminino (ltoh et al., 2010). De fato, um estudo
recente identificou a presenca do gene VLDL (Very-Low-Density-Lipoprotein Receptor)
na regido MHM (Wright et al., 2015). Trabalhos anteriores mostram que este gene
codifica um receptor envolvido no transporte de lipoproteinas do plasma e
desenvolvimento do foliculo ovariano (Wang et al., 2013; Hu et al., 2014).
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Estudos em galinhas tripldides ZZW também trouxeram evidéncias interessantes
sobre o papel de mecanismos epigenéticos. Tais animais se desenvolvem como
intersexos, contendo tecidos ovariano e testicular, embora apresentem fen6tipo externo
feminino (Lin et al., 1995; Smith & Sinclair, 2004). Em relacéo ao status de metilacéo da
regido MHM, estudos em animais ZZW e ZZZ sugerem que a hipermetilagdo encontrada
em machos néo se deve ao nimero de cromossomos Z, mas parece ser influenciada pela
auséncia ou presenca do cromossomo W. Apesar destas evidéncias, 0s possiveis
mecanismos pelos quais o cromossomo W poderia influenciar este perfil de metilacdo

permanecem desconhecidos (Teranish et al., 2001).

Recentemente, um estudo identificou outra regido no cromossomo Z de galinha
domeéstica com caracteristicas idénticas a regido MHM descrita por Teranish et al (2001).
Este novo locus, denominado regido MHM 2 (Sun et al., 2019), também possui repeticdes
em tandem, padrdes diferenciais de metilagdo entre machos e fémeas e codifica um
IncRNA nos animais ZW. Porém, estudos realizados com alinhamentos entre as duas
regides ndo identificaram homologia entre elas, o que significa que as regides evoluiram
de forma independente. Outra diferenca entre elas, € que, ao contrario da regido descrita
anteriormente, a nova regido esta localizada na parte mais “nova” do cromossomo Z,
sendo compartilhada também com o supergrupo Neoaves, constituido pelas aves

“modernas” e que ndo inclui os Paleognathae e Galloanserae.

Por quase 15 anos, acreditou-se que a regido MHM estivesse restrita a0 genoma
de Galliformes, dado que esta havia sido somente identificada em galinha doméstica,
codorna, peru e pavdo (Teranishi et al., 2001). Entretanto, Wright et al. (2015)
identificaram a presenca da regido MHM ndo somente em outros Galliformes (Numida
meleagris - galinha d’angola, Pavo cristatus - pavdo e Phasianus colchicus - faisdo) como
também em espécies da ordem Anseriformes (Anas platyrhynchos - pato-real e Anser

cygnoides - ganso africano), ambas pertencentes a superordem Galloanserae.

Apesar de ter sido descoberta ha quase duas decadas, muitas perguntas
permanecem sem respostas em relacdo a distribuigdo, organizacdo e fungdo da regido
MHM. Estudos em um maior niumero de espécies poderdo melhor caracterizar esse locus
do ponto de vista de sua organizacdo genémica e funcdo como também investigar seu

potencial uso em técnicas de sexagem molecular.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Identificar um conjunto de marcadores moleculares que possa ser utilizado de
maneira mais ampla para a sexagem das diferentes espécies de aves e caracterizar a regido
MHM (Male Hypermethylated) visando gerar dados para melhor compreensao acerca de

sua distribuicdo taxondmica, estrutura genémica e padrdes de metilagdo de DNA.
2.2. Objetivos Especificos
(1) Identificar o melhor marcador para sexagem molecular de diferentes espécies de aves;

(2) Identificar a presenca/auséncia da regido MHM em espécies de aves pertencentes a
diferentes taxons: Paleognathae (Struthioniformes) e Neognathae (Anseriformes,
Galliformes,  Columbiformes,  Apodiformes, Pelecaniformes, Cathartiformes,
Accipitriformes,  Cuculiformes,  Strigiformes,  Piciformes, Falconiformes e

Psittaciformes);

(3) Caracterizar a regido MHM quanto a sua sequéncia nucleotidica, organizagdo
gendmica e padrdes de metilacdo em galinha doméstica.

3. Material e Métodos
3.1. Material
3.1.1. Espécies estudadas

Foram analisados 124 exemplares de aves, de 26 espécies distintas, pertencentes
a diferentes ordens como indicado na Tabela 1. Todos os procedimentos para coleta e
manipulacdo de amostras bioldgicas destas espécies foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP
(Protocolo no.956-CEUA).
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Tabela 1. Espécies utilizadas como material de estudo no presente trabalho (Imagens

obtidas do website The Internet IBC Bird Collection - http://ibc.lynxeds.com).

Espécie e n°. de Nome
Ordem Familia exemplares estudados comum Foto
Tinamiformes Tinamidae Rhynchotus rufescens Perdiz
(10)
Anseriformes Anatidae Anas platyrhynchos Pato
(6)
Galliformes Phasianidae Gallus gallus Galinha

(20) domeéstica



http://ibc.lynxeds.com/

Galliformes

Galliformes

Struthioniformes

Pelecaniformes

Phasianidae

Phasianidae

Struthionidae

Threskiornithidae

Coturnix coturnix
(20)

Meleagris gallopavo

(4)

Struthio camelus

(3)

Theristicus caudatus

2

Codorna

européia

Peru

Avestruz

Curicaca

16
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Cathartiformes Cathartidae Coragyps atratus Urubu—de-
1) cabeca-preta
Accipitriformes Accipitridae Circus cinereu Gavido- cinza
1)
Gavido-
Accipitriformes Accipitridae Rupornis magnirostris carijo

@)




Accipitriformes

Charadriiformes

Cuculiformes

Strigiformes

Accipitridae

Charadriidae

Cuculidae

Strigidae

Spizaetus tyrannus

(1)

Vanellus chilensis

(1)

Guira guira

1)

Asio clamator

3)

Gavido-pega-

macaco

Quero-quero

Anu-branco

Coruja -
orelhuda

18




Strigiformes

Strigiformes

Strigiformes

Strigidae Megascops choliba
(1)

Strigidae Athene cunicularia
(1)

Tytonidae Tyto furcata

(1)

Corujinha-
do-mato

Coruja-

buraqueira

Coruja-da-

igreja

19




20

Nyctibiiformes Nyctibiidae Nyctibius griseus Urutau
1)

Apodiformes Trochilidae Amazilia versicolor Beija-flor-de-
4) banda-branca

Apodiformes Trochilidae Eupetomena macroura Beija-flor-

(2) tesoura




Apodiformes

Piciformes

Cariamiformes

Falconiformes

Trochilidae Florisuga fusca
)
Ramphastidae Ramphastos toco
(4)
Cariamidae Cariama cristata
(1)
Falconidae Caracara plancus

(@)

21

Beija-flor-

preto

Tucanugu

Seriema

Carcara



Falconiformes

Psittaciformes

Psittaciformes

Falconidae Falco femoralis
1)
Psittacidae Anodorhynchus

hyacinthinus
(10)

Psittacidae Amazona aestiva
(10)

Falcéo-de-

coleira

Arara-azul-

grande

Papagaio-
verdadeiro

22
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Psittaciformes Psittacidae Pionus maximiliani Maitaca
(10)

As amostras bioldgicas referentes as ordens Pelecaniformes, Cathartiformes,
Accipitriformes, Cuculiformes, Strigiformes, Nyctibiiformes, Falconiformes, Piciformes,
Cariamiformes e Psittaciformes foram obtidas no Centro de Medicina e Pesquisa em
Animais Silvestres (CEMPAS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP (Botucatu, SP). As amostras de Rhynchotus rufescens (perdiz) foram gentilmente
cedidas pela Dra. Fabiana Ferreira de Souza, docente da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP de Botucatu. As amostras de galinha doméstica foram
provenientes do Biotério Central e do Laboratério de Biologia e Toxicologia da
Reproducdo e do Desenvolvimento do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional,
ambos localizados no Instituto de Biociéncias da UNESP (Botucatu, SP). As amostras de
codorna européia foram provenientes do Biotério do Departamento de Biologia Estrutural
e Funcional do Instituto de Biociéncias da UNESP (Botucatu, SP) e de criadores
particulares. Amostras de peru, pato e avestruz foram também obtidas de criadores
particulares. As amostras da ordem Apodiformes foram gentilmente cedidas pelo Prof.
Dr. Jaes Joseph Roper da Universidade Federal do Parand. Amostras de arara-azul-
grande, provenientes da regido de Carajas-PA, foram obtidas de coletas associadas ao
projeto de pesquisa “Conservagdo das araras-azuis (Anodorhynchus hyacinthinus) no
mosaico de Carajas” realizado por meio de convénio entre UNESP-Fundibio (Fundagéo

do Instituto de Biociéncias) e empresa Vale S.A.

Foram utilizadas amostras de penas e sangue de exemplares adultos. Apoés
contencado das aves, foram retiradas penas em crescimento e/ou 0,2-0,5mL de sangue da
veia braquial da asa, com seringa descartavel. Adicionalmente, também foram utilizados

embrides de galinha doméstica e codorna europeia, com 6 dias de desenvolvimento, fase
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em que a diferenciacdo gonadal inicia-se (Gilbert, 2003; Smith & Sinclair, 2004). Todo
material coletado (penas, sangue e embrides) foi armazenado em tubos contendo etanol

absoluto e mantido a -20°C até seu processamento.

3.2. Métodos
3.2.1. Extracao de DNA

A extracdo de DNA total foi realizada usando protocolo baseado na utilizacéo de
fenol-cloroférmio, segundo descrito por Bruford et al. (1992) com algumas modificaces.
Em um tubo de 1,5mL contendo uma aliquota do material bioldgico coletado, foram
acrescentados 300 uL de TNE (50mM de Tris, 100mM de NaCl e SmM de EDTA, pH
7,5), 30uL de Tris HCI 1M pH 7,5, 8uL de SDS 25% e 20uL de proteinase K (20mg/mL).
O material foi incubado a 37°C durante 12 horas ou a 55°C por 4 horas em banho seco.
Apés a incubagdo, foram acrescentados aproximadamente 360ul  de
fenol:clorofémio:élcool isoamilico (na proporcédo de 25:24:1). O material foi rapidamente
misturado em vortex e posteriormente centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm. A fase
superior do material foi retirada com o auxilio de uma micropipeta e transferida para um
novo tubo de 1,5mL. A esse novo tubo, foram adicionados aproximadamente 500uL de
etanol absoluto e este foi invertido para precipitacdo do DNA. Posteriormente, o tubo foi
centrifugado por 30 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante foi descartado. O precipitado
obtido foi lavado com 500pL de etanol a 70%, centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm
e mantido a temperatura ambiente até secar totalmente. O material obtido foi

ressuspendido em agua ultrapura autoclavada e armazenado em freezer a -20°C.

3.2.2. Analise da qualidade e quantificacdo das amostras de DNA

A integridade e a quantidade das amostras de DNA obtidas foram analisadas em
gel de agarose 1% imerso em tamp&o TAE 1x (Tris-Acido acético-EDTA), corado com
Gel Red (Uniscience) (0,1uL/10mL) e visualizado em transiluminador, sob luz
ultravioleta. As amostras de DNA também foram avaliadas em espectrofotometro (Nano
Drop ND-1000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific) para quantificacdo do
DNA e verificacdo de possiveis contaminacgdes por proteinas e/ou solventes organicos

como alcool/fenol/cloroférmio, por meio da analise das razdes de absorbancia da luz na
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faixa de 260/280nm e 230/260nm, respectivamente. Foram consideradas adequadas para
utilizacdo as amostras que apresentaram valores entre 1,8 a 2,1 em comparacOes de

absorbancia a 260/280nm ao espectrofotdmetro.

3.2.3. Identificacdo do sexo das aves
3.2.3.1. Andlise de caracteres morfoldgicos externos

Machos e fémeas adultos e sexualmente maduros das espécies em estudo que
apresentam dimorfismo sexual aparente foram identificados por caracteres morfoldgicos
externos - galinha doméstica (machos: crista e barbela de maior tamanho, espordes
pontiagudos, penas da cauda mais compridas), peru (machos: maior tamanho, apéndice
carnoso sob o bico, penas com zonas de iridescéncia vermelha, violeta, verde, cobreada,
bronze e dourada; fémeas: penas em tons de castanho e cinza), avestruz (macho:
plumagem preta e as pontas das asas sdo brancas; fémea plumagem cinza (Eaton, 1992;
Etches, 1996; Deeming & Bubier, 1999).

3.2.3.2. Sexagem molecular por PCR

A identificagdo molecular do sexo de animais adultos foi realizada tanto para as
espécies que apresentam dimorfismo sexual como para aquelas que ndo apresentam

diferencas morfologicas ou que possuam diferencas muito discretas entre 0s sexos.

o Amplificacdo de segmentos dos genes CHD1

As reacbes de amplificacdo, utilizando os  primers P2 (5’-
TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") e P8 (5-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3),
descritos por Griffiths et al. (1998), foram realizadas em um volume final de 10uL, sendo
6,1uL de agua ultrapura estéril, 1,0ul de tampao (10x), 0,4uL de dNTPs (2mM), 0,4uLl
de MgCI2 (25mM), 0,1uL. de Taq DNA polimerase (5U/uL), 0,5uL de cada primer
(10um) e IpuL de DNA (100ng). As reagdes de amplificagdo foram realizadas com
desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos,
55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Um passo adicional de extenséo a 72°C

foi realizado por mais 5 minutos.
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Para identificacdo de possiveis polimorfismos entre os genes CHD1-Z e CHD1-W,
também foi utilizado o sistema de eletroforese capilar QIAxel Advanced (Qiagen) para
visualizagdo dos fragmentos gerados pela PCR em amostras de galinha doméstica.

e Amplificacdo de segmentos dos genes Spindlin

As reacOes de amplificacdo, utilizando os primers SPIN12 (5°-
GCAGAATACAGCATGGATGGAA-3) e SPIN13 (5°-
AGGTGGGCATCACTAATTCGAG-3’), descritos por Kloet (2002), foram realizadas
em um volume final de 12,5uL, sendo 6,5uL do kit Jumpstart™ RedTaq® Readymix
(Sigma-Aldrich), 4,3uL de agua ultrapura estéril, 0,5uL. de cada primer (10um) e 0,7ul
de DNA (100ng). As reacdes de amplificacdo foram realizadas com desnaturagao inicial
a 95°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 55°C por 20 segundos
e 72°C por 80 segundos. Um passo adicional de extensdo a 72°C foi realizado por mais

10 minutos.
o Amplificacdo de segmentos dos genes ASW

O conjunto de primers ASWF (5’- ATGGAGGTGCTTTTGTTTGG-3") e ASWR
(5’- ACACGCTTAAAACGGGATTG -3’°), desenhado com o auxilio do programa
Primer3plus, amplifica um fragmento de 221kb do gene ASW. As reagOes de
amplificagdo foram realizadas em um volume final de 12,5uL, sendo 6,5uL do kit
Jumpstart™ RedTaq® Readymix (Sigma-Aldrich), 4,3uL de dgua ultrapura estéril, 0,5uL
de cada primer (10um) e 0,7uL de DNA (100ng). As reagdes de amplificacao foram
realizadas com desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos a 95°C
por 30 segundos, 53°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Um passo adicional de

extensdo a 72°C foi realizado por mais 5 minutos.
o Amplificacdo de segmentos da repeti¢cdo Xhol

As reac0es de amplificacdo, utilizando os primers W02 (5'-
CGTGAGAAAAGTGGTAGTTC-3") e W03 (5'- CCAAAAATACCACCTGTCTC-3"),
descritos por Petitte e Kegelmeyer (1995), foram realizadas em um volume final de 10uL,
sendo 6,1uL de agua ultrapura estéril, 1,0uL de tampéo (10x), 0,4pL de dNTPs (2mM),
0,4uL de MgCI2 (25mM), 0,1uL de Tag DNA polimerase (5U/uL), 0,5uL do primer P2
(10pm), 0,5uL do primer P8 (10um) e 1puL de DNA (100ng). As reacdes de amplificacéo
foram realizadas com desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos a
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94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. Um passo adicional

de extens&o a 72°C foi realizado por mais 10 minutos.

Em todas as reac6es de amplificacdo foram utilizados um controle positivo (DNA
de uma fémea previamente analisada cujo resultado de sexagem molecular havia sido
corroborado com anélises morfoldgicas) e um controle negativo (reacdo de amplificacdo
contendo todos os componentes da PCR exceto amostra de DNA, para monitorar qualquer

possivel contaminacéo).

Os produtos de amplificacdo obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2%, corado com Gel Red (Uniscience) (0,1ul/10ml) imerso em tampdo TAE 1X

(Tris-Acido acético-EDTA), e visualizados em transiluminador, sob luz ultravioleta.

3.2.3.3 Sexagem molecular por PCR quantitativa (QPCR)

O valor de GDR (gene dosage ratio) foi obtido usando 0 método de quantificacédo
relativa (ACt), onde o numero relativo de cépias do gene é calculado como 22, sendo
ACt = Ctrarget — Ctreference (Bel et al. 2011). O gene de referéncia utilizado foi o gene
autossémico de cépia simples GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). Como
alvo, utilizamos genes localizados no cromossomo Z MHM e DMRTL1. O gene alvo e 0
de referéncia foram analisados simultaneamente em triplicatas. Para amplificacdo do gene
MHM, foram utilizados 0S primers MHMs (Forward -5'-
GCCAAACGCTGACAACTCT-3") e MHMa (5'- ATGTAGGTAGGTGGGAGGGA-3')
desenvolvidos por Caetano & Ramos (2008). Os conjuntos para a amplificacdo dos genes
DMRT1  (Forward 5’AGCATTTCATGGGTTCGTTC 3° e Reverse 5’
TGTAATGGCAGCAAAGCAAG 3) e GAPDH (Forward
5’GGAAAGTCATCCCTGAGCTG 3’ e Reverse 5> AACAGAGACATTGGGGGTTG
3”) foram desenhados com o auxilio do programa Primer3Plus. A reacdo de gPCR foi
realizada no StepOne Real-Time PCR Systems (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
A amplificacao foi feita a 95 °C por 10 minutos, seguida de 45 ciclos a 95 °C por 15

segundos e 60 °C por 1 minuto.
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3.3. Amplificacédo da regido MHM e prospeccao de novos marcadores moleculares

para sexagem

Amostras de DNA foram utilizadas em PCR utilizando 4 diferentes conjuntos de
primers. Para a amplificagdo da sub-regido 1, foi utilizado o conjunto descrito por
Caetano & Ramos (2008). Tais primers foram desenhados com base nos dados levantados
por Teranish et al. (2001) que primeiramente descreveram a regido MHM. O conjunto de
primers (MHMs Forward - 5-GCCAAACGCTGACAACTCT-3' e MHMa Reverse - 5'-
ATGTAGGTAGGTGGGAGGGA-3') amplifica um segmento de cerca de 240 pares de
bases (Caetano & Ramos 2008). Um controle negativo (reacdo de amplificagdo contendo
todos os componentes da PCR exceto amostra de DNA) foi sempre utilizado para

monitorar qualquer possivel contaminacéo.

Jé& a regido descrita por Itoh et al (2011), foi dividida em 4 sub-regides (2A, 2B,
2C e 4) e, a partir delas, foram geradas 2 sequéncias consenso que foram amplificadas
com 2 conjuntos distintos - o conjunto 2AB4F (Forward 5’-
TGTGCAACAGAACACCTCTT- 3’) e 2AB4R (Reverse 5’-
GACAGACCTGAGAAGACAATGG- 3’) que amplifica um fragmento de 375 pb e o
conjunto 2CF (Forward 5’ - TGTGCAACAGAACACCTCTT - 3°) e 2CR (Reverse 5°-
GACAGACCTGAGAAGACAATGG - 3’) que amplifica um fragmento de 619 pb.

Recentemente, foi identificada pela primeira vez uma regido adjacente as
inicialmente descritas para a regido MHM (Jeronimo, 2016) e, portanto, também foi
desenvolvido um conjunto de primers para verificacdo da presenca/auséncia, da
composic¢do nucleotidica e dos padrdes de metilacdo deste segmento da regido MHM. O
conjunto 3F (Forward 5° — TGTGAAAGGCAGACTGAAAGA - 3’) e (Reverse 5’-
GCACCACAGCAGTTCAAATC- 3’) amplifica um fragmento de 475 pb.

As amostras de DNA foram amplificadas em um volume final de 12,5uL contendo
1,25 uL tampao de PCR, 0,4uL. de MgCl12, 0,4ul dNTPs, 0,1uL de Tag DNA polimerase,
0,5uL de cada primer (MHM2a e MHMs), 1uL. de DNA total em uma concentragdo de
100ng e 9,35uL de H20 MilliQ autoclavada. As reagdes de amplificacdo foram realizadas
sob as seguintes condigdes: 94°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto,
seguidos de 35 ciclos a 94°C por 40 segundos, 62°C por 40 segundos e 72°C por 1 minuto,
e por uma extenséo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de amplificagdo foram

analisados em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de Prata. Os géis foram
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elaborados com acrilamida/bisacrilamida 29:1, tampao tris-acido borico - EDTA, TBE
1x, 0,01% de TEMED e 0,1% de persulfato de amonio. A corrida foi realizada a 120V,
por 1 hora e 30 minutos. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram estimados por
meio de comparac¢do com um marcador de tamanho molecular conhecido. Os géis obtidos

foram fotografados com o uso de camera digital.

3.4 Andlise dos padrdes de metilagdo da regido MHM por MSRE-PCR (Methylation
Sensitive  Restriction Enzyme-Polymerase Chain Reaction) e MDRE-PCR

(Methylation Dependent Restriction Enzyme-Polymerase Chain Reaction)

Amostras de DNA de galinha doméstica foram utilizadas em ensaios de digestdo
enzimética para verificacdo dos padrdes de metilacdo do loco MHM. As digestdes
enzimaticas foram realizadas com as enzimas Mspl e Hpall (Invitrogen) cujos sitios de
reconhecimento sdo CCmGG e CCGG, respectivamente. Embora sejam enzimas
isoesquizOmeras - reconhecem a mesma sequéncia de DNA, estas exibem diferentes
sensibilidades a modificaces de metilagdo no DNA. Visando a obtencdo de resultados
mais robustos, foi utilizada uma terceira enzima de restricdo, a enzima McrBC,
dependente de metilacdo que reconhece citosinas metiladas precedidas por uma purina
(5°....PumC(N40-3000) PumC....3").

Aliquotas de 1uL de DNA total (cerca de 50ng) foram tratadas com 10U de cada
enzima de restricdo, separadamente, em 1uL de tampao 10x, 0,1uL de BSA e 6,9uL de
agua MilliQ estéril, durante 16 horas a 37°C.

Amostras digeridas com cada uma das enzimas e uma amostra controle (DNA néo
digerido) foram utilizadas em reacdes de PCR para verificacdo dos perfis de metilacéo.

Para tanto, foram utilizados os conjuntos de primers descritos no item 3.2.4.

3.4. Modificagé@o de DNA por bissulfito de sodio

Ao tratar o DNA com bissulfito de sddio, as citosinas ndo-metiladas s&o
convertidas em uracilas, enquanto as citosinas metiladas permanecem sem sofrer
nenhuma alteracdo. O DNA tratado pode ser entdo utilizado em reacGes de PCR ou pode
ser submetido ao sequenciamento nucleotidico para verificacdo de padrbes de metilagdo
(Hayatsu et al., 2008).
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A conversdo por bissulfito seguiu os seguintes passos: Inicialmente, 2ul. de DNA
(30ng) foi adicionado a 2puL de hidroxido de sodio (3M) e 16uL de dgua pura estéril, o
material foi incubado a 40°C por 15 minutos. Apds este periodo, foi adicionado 208uL.
de bissulfito de sédio (2M)/ uréia (6,25M) e 12uL de hidroquinona (10mM). As amostras
foram entdo colocadas em termociclador em ciclos de 55°C por 15 minutos e 95°C por
30 segundos. Os ciclos foram repetidos 20 vezes. Apds este periodo, 0o DNA das amostras
foi purificado seguindo as recomendacdes do kit PureLink Genomic DNA mini Kit

Invitrogen®.

Ap0s a purificagdo, foram adicionados 2pL de hidréxido de sddio (0,3M) ao DNA
purificado (18uL) e esta reag@o foi incubada em temperatura ambiente por 15 minutos.
Em seguida, foram adicionados 75uL de acetato de aménio (5M, pH=7) e as amostras
foram incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, 0 DNA tratado
foi precipitado com a adi¢do de 350uL de etanol absoluto e 1uL de glicogénio. Este
volume foi centrifugado por 20 minutos a 14.000 rpm e o sobrenadante foi desprezado.
Em seguida, foram adicionados ao DNA 500uL de etanol 70% e o material foi
centrifugado por 20 minutos a 14.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado,
o material obtido foi mantido a temperatura ambiente até secar totalmente. Apos este
periodo, o material foi ressuspenso em agua ultrapura autoclavada e armazenado em

freezer a -20°C.

3.5. Analise dos padrdes de metilacdo da regido MHM por MS-PCR (Methylation
Sensitive PCR)

A técnica de MSP consiste em utilizar amostras de DNA convertidas por bissulfito
em reacdes de PCR utilizando dois conjuntos de primers distintos — um capaz de
amplificar amostras com DNA metilado e um para DNA ndo-metilado. De acordo com
os resultados encontrados, € possivel detectar diferencas nos padrbes de metilacdo das

amostras analisadas (Hayatsu et al., 2008).

Para a verificacdo dos padrdes diferenciais de metilacdo da regido MHM, foram
desenvolvidos conjuntos de primers baseados nas sequéncias descritas por Teranish et al
(2001) e Jeronimo BC (2016). Os conjuntos IMmF/ IMmR e 2MmF/2MmR amplificam
apenas amostras de DNA metilado e os conjuntos 1MuF/1IMuR e 2MuF/2MuR sé&o
especificos para amostras de DNA ndo-metilado.
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Os primers foram desenvolvidos com o auxilio do software MethPrimer e suas

sequéncias encontram-se descritas abaixo.

Primers especificos para a regido MHM 1:

DNA metilado - IMmF (5° GTAGTCGTATCGGGTAAAGGC 3’) elMmR (5’
AAATACGAATAAATTACTATTACCAACCG 3°)

DNA ndo-metilado = 1IMUF (5> GTAGTTGTATTGGGTAAAGGTG 3’) e IMUR (5’
AATACAAATAAATTACTATTACCAACCAAA 3°).

Primers especificos para a regido 2C:

DNA metilado - 2MmF ( 5> TAGTCGGTTTAAACGGGTCG 3’) e 2MmR (5’
CCTACATACCATCGACAAACC 3)

DNA néo-metilado - 2MUF (5 AGTTGGTTTAAATGGGTTGG 3’) e 2MUR ( 5’
AAACACATTCCCTACATACCATCA 3°)

3.6. Sequenciamento nucleotidico

Produtos de PCR associados a amplificacdo de segmentos da regido MHM foram
purificados com a enzima Exosap IT (Affymetrix) e posteriormente sequenciados em
sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems), utilizando o kit Big Dye
Terminator Cycle Sequencing v.3 (Applied Biosystems).

Cada reagdo de sequenciamento constou de 1,2ulL de solugdo Big Dye, 1uL do
primer forward ou reverse (10uM) e SuL do produto de PCR (10 ng/uL). As reagdes
foram colocadas em termociclador nas seguintes condigdes: desnaturacéo inicial a 96°C
por 1 minuto, seguida de 25 ciclos a 96°C por 10 segundos, 50°C por 30 segundos e 60°C
por 4 minutos, mais um passo adicional de extensdo a 72° C por 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados 4puL de agua ultrapura autoclavada e 16uL de etanol 95%. A solugéo
foi misturada em agitador de tubos e mantida por 15 minutos a temperatura ambiente
(~25°C). A amostra foi centrifugada por 30 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante
retirado com auxilio de uma micropipeta. O precipitado obtido foi lavado com cerca de
200puL de etanol 70% e a solu¢do misturada em um agitador de tubos e novamente
centrifugada por 7 minutos a 12.000 rpm para nova retirada do sobrenadante, com auxilio

de uma micropipeta. A amostra obtida foi seca a 90°C durante 2 minutos e o produto do
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sequenciamento foi posteriormente dissolvido em 1,6ul de formamida:dextran azul
25mM EDTA (5:1), ressuspenso e desnaturado por 2 minutos a 90°C em banho seco. No

gel de sequenciamento, foram carregados 1,6uL de cada amostra.

3.7. Analise das sequéncias nucleotidicas associadas a regiao MHM

As sequéncias nucleotidicas dos eletroferogramas foram analisadas, editadas e
alinhadas com o programa computacional Geneious 4.8.5 (Drummond, 2009). Para
comparacdo das sequéncias obtidas com outras sequéncias depositadas no GenBank,
incluindo sequéncias de Gallus gallus (access AB046699) (Teranish et al., 2001), e
confirmacgédo da identidade das sequéncias geradas, foi utilizado o algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990), por meio do site National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

3.8. Andlises in silico da sequéncia e organizacdo gendmica da regido MHM em

galinha domeéstica

A visualizacdo dos eletroferogramas e analise das sequéncias nucleotidicas
obtidas foram feitas por meio do programa computacional Chromas Lite 2.01
(Technelysium Pty Ltd., 2007). As sequéncias individuais geradas foram posteriormente
editadas e alinhadas com o programa Geneious 4.8.5 (Drummond, 2009) e as sequéncias
consenso foram determinadas manualmente. As sequéncias nucleotidicas associadas a
regido MHM foram também submetidas a analises BLAT Search Genome
(https://genome.ucsc.edu) que localiza sequéncias de, pelo menos, 95% de identidade em
25 bases ou mais de comprimento e que gera indices baseados em genomas completos.

@) programa computacional RepeatMasker Open-3.0
(http://www.repeatmasker.org.1996-2010) foi utilizado para verificar o contetdo de CG
e a presenca de ilhas CpG, segundo os critérios propostos por Gardiner-Garden &
Frommer (1987), que definem como uma ilha CpG um fragmento de pelo menos 200
pares de bases, com contetdo minimo de CG de 50% e razdo maior do que 0,6 entre 0s
numeros de dinucleotideos CpG observado e esperado, com base no numero de citosinas

e guanina no segmento.
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As sequéncias de bases nitrogenadas das repeticfes concatenadas associadas a
regido MHM de galinha domestica foram alinhadas na montagem do cromossomo Z
(Assembly Chicken Nov 2011-CGSC Gallus_gallus-4.0/galGal4) disponivel no UCSC
Genome Browser (UC Santa Cruz Genomics Institute, University of California Santa
Cruz, http://genome.ucsc.edu). A ferramenta BLAT Search Genome foi utilizada para
delimitar a posi¢do em nucleotideos das repeticdes MHM no cromossomo Z e verificar a
sobreposicdo de outras caracteristicas na respectiva sequéncia gendmica, incluindo a

presenca de elementos repetitivos interdispersos.

O programa computacional Circus - Circular Genome Data Visualization
(http://circos.ca/software) foi utilizado para geragcdo de um ideograma circular contendo
informacdes acerca de relagdes entre segmentos de DNA e de posicdes especificas,

tamanho e orientacdo de elementos gendmicos associados a regido MHM.

3.9. Producéo de material de divulgacao cientifica

Uma cartilha educativa com o tema “Epigenética” foi produzida, visando a
divulgacdo e a compreensdo facilitada dos principais fendbmenos epigenéticos. Este
material contém textos em uma linguagem apropriada a divulgacdo ou popularizagdo
cientifica (definida como 0 uso de processos e recursos técnicos para a comunicacdo da
informacao cientifica e tecnoldgica ao publico em geral) e ilustracbes com o intuito de
despertar a curiosidade para o tema abordado. Este material devera ser disponibilizado a
Rede Nacional Leopoldo de Meis de Educagdo e Ciéncia: Novos Talentos da Rede
Publica - RNEC (http://educacaoeciencia.org/) e também na plataforma de

compartilhamento de documentos e obras Scribd, de forma gratuita (www.scribd.com).


http://educacaoeciencia.org/
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4. Resultados

4.1. Amostragem biologica

Foram coletadas amostras de 26 espécies pertencentes a 16 diferentes ordens,
englobando praticamente metade de todas as ordens de aves encontradas no Brasil
(Tabela 1). As amostras bioldgicas foram obtidas de forma ndo-destrutiva - sangue e/ou
penas em crescimento - e mostraram-se adequadas para 0 uso em reacdes de PCR,
gerando DNA com uma concentracdo entre 50 e 500 ng/pL e valores de absorbancia entre
1,8 a 2,2 a 260/280nm em espectrofotdmetro. Analises em gel de agarose 1% ratificaram
as concentracdes e a integridade das amostras de DNA isoladas (Figura 2).
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Figura 2. Resultado de eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando amostras de DNA
obtidas (1 a 11) a partir de sangue de exemplares de galinha doméstica (Gallus gallus).

L, marcador de peso molecular 1Kb.

A amostragem destrutiva foi empregada apenas em espécies ndo silvestres -
galinha doméstica e codorna europeia. Para tanto, foram utilizados embrides com 6 dias
de desenvolvimento, o que permitiu a obtencdo de amostras de DNA com concentracdes
de 250-1500ng/uL.

4.2. Sexagem molecular
Foi possivel identificar machos e fémeas de grande parte dos animais em estudo. Os

exemplares adultos de galinha doméstica, perdiz, pato e avestruz tiveram 0 sexo
identificado também por meio da visualizacdo de caracteres externos.
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e Amplificacdo do gene CHD1

Todos os animais do presente estudo foram sexados por meio da amplificacdo de
fragmentos do gene CHD1 gerados pelos primers P2 e P8 com posterior visualizagdo em
gel de agarose. O padrédo esperado da amplificacdo é de dois fragmentos de DNA de
tamanhos distintos para fémeas e um unico fragmento de DNA machos. Os padrdes

observados sdo evidenciados nas Figura3a 7.

I, €1 2 3 4 > 6 T & % 10 €-
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Figura 3. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos dos genes CHD1-Z e
CHD1- W, visualizados em gel de agarose 2%: C+, controle positivo (amostra de DNA
previamente sexada), 1. Galinha doméstica (F), 2. Perdiz (M), 3. Perdiz (M), 4. Gaviao-
carijo (n/i), 5. Gavido-cinza (n/i), 6. Gaviao- carijo (n/i), 7. Anu branco (n/i), 8. Carcara
(F), 9. Carcara (F), 10. Falcdo-de-coleira (n/i), 11. Urutau (n/i), C-, controle negativo
(PCR sem amostra de DNA). L, marcador de peso molecular 1Kb (tamanho dos
fragmentos indicados, a esquerda, em pares de bases). F, Fémea previamente sexada. M,
Macho previamente sexado. n/i, amostra cujo sexo nao foi identificado previamente.
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L 1 2 3456789 10 11
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Figura 4. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos dos genes CHD1-Z e
CHD1- W, visualizados em gel de agarose 2%: 1 a 5. Perdiz (F), 6 e 7, Perdiz (M), 8 e 9.
Pato domeéstico (F). 10 e 11. Pato doméstico (M). L, marcador de peso molecular 1Kb
(tamanho dos fragmentos indicados, a esquerda, em pares de bases). F, Fémea
previamente sexada. M, Macho previamente sexado.

L 123456789101112131415161718
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Figura 5. Produtos de PCR, relativos a amplificagdo de segmentos dos genes CHD1-Z e
CHD1- W, visualizados em gel de agarose 2%: 1 a 10. Codorna europeia (Pocos 2,3,7 e
10. Fe 1,4,5,6,8 9. M), 11 a 14. Perdiz (F), 15 a 18. Perdiz (M). L, marcador de peso
molecular 1Kb (tamanho dos fragmentos indicados, a esquerda, em pares de bases). F,
Fémea previamente sexada. M, Macho previamente sexado.
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Figura 6. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos dos genes CHD1-Z e
CHD1- W, visualizados em gel de agarose 2%: 1. Maitaca (F), 2 e 3. Maitaca (M) 4 a 7.
Papagaio-verdadeiro (M) e 8 a 10. Arara-azul (F). L, marcador de peso molecular 1Kb
(tamanho dos fragmentos indicados, a esquerda, em pares de bases). F, Fémea
previamente sexada. M, Macho previamente sexado.

L1234567891011121314
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200 bp -

Figura 7. Produtos de PCR, relativos a amplificagdo de segmentos dos genes CHD1-Z e
CHD1- W, visualizados em gel de agarose 2%: 1. Galinha domestica (F), 2. Galinha
domeéstica (M), 3 a 5. Curicaca (n/i), 6. Urubu (n/i), 7. Anu branco (n/i), 8. Gavido pega-
macaco (n/i), 9. Gavido- carijé (n/i), 10 a 12. Seriema (n/i), 13. Quero-quero (n/i), 14.
Galinha domeéstica (F). L, marcador de peso molecular 1Kb (tamanho dos fragmentos
indicados, a esquerda, em pares de bases).
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Com o objetivo de verificar a ocorréncia de possiveis polimorfismos referentes ao
gene CHD1 no organismo modelo do presente estudo, a galinha doméstica, foi realizada
a visualizacdo dos fragmentos amplificados pelos primers P2 e P8 por meio do sistema
QIAXxel. Este sistema apresenta uma alta sensibilidade e dispensa a utilizacao de gel de
agarose, uma vez que é realizada uma eletroforese capilar automatizada. Foi possivel
verificar o padréo esperado na amplificagdo dos alelos CHD1-Z e CHD1-W - duas bandas

distintas para fémeas e uma banda para machos (Figura 8).

F ¥F F F F M M M M M C-
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Figura 8. Resultados de sexagem molecular, associada a amplificacdo de segmentos dos
genes CHD1-Z e CHD1-W, realizada em exemplares de galinha doméstica e visualizada
através do software QIAxel. F, fémeas, M, machos, C-, controle negativo (PCR sem
amostra de DNA). Nas laterais da figura, encontram-se indicados os tamanhos de
fragmentos de DNA padrdo, em pares de bases.

e Amplificacdo do gene Spindlin

O gene Spindlin tambeém foi utilizado para realizagdo da sexagem dos animais do
presente estudo. O conjunto de primer utilizado foi descrito por Koet (2002) e foi
desenvolvido para o grupo dos Tinamiformes. Segundo o autor, embora o padréo
esperado seja de um fragmento de 1,0kb para fémeas e um fragmento de
aproximadamente 1,0kb comum aos dois sexos, também foram observados fragmentos
menores ou maiores em algumas espécies. Os padrdes observados no presente trabalho

séo evidenciados nas Figura 9 a 11.
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L 12345678910 L 12345678910 C-
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Figura 9. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos do gene Spindlin
visualizados em gel de agarose 2%: A) 1 e 2. Coruja orelhuda (F), 2. Beija-flor-tesoura
(M), 3. Beija-flor-tesoura (F), 4. Tucanucu (F), 5. Tucanucu(M) 7 e 8. Carcara (F), 9.
Perdiz (F), 10. Perdiz (M). B) 1 e 2. Perdiz (F), 3. Papagaio (F), 4. Papagaio (M), 5.
Gavido-carijo (n/i), 6. Gavido-cinza (n/i), 7. Pato domeéstico (M), 8. Pato doméstico (F),
9. Perdiz (F), 10. Periz (M). C, Controle negativo (PCR sem amostra de DNA). L,
marcador de peso molecular 1Kb (tamanho dos fragmentos indicados, a esquerda, em
pares de bases). F, Fémea previamente sexada. M, Macho previamente sexado. N/i,
amostra cujo sexo néo foi identificado previamente.

L 123456789 101112131415
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Figura 10. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos do gene Spindlin
visualizados em gel de agarose 2%: A) 1. Anu-branco (n/i), 2. Gavido-carijé (n/i), 3.
Gavido pega-macaco (n/i), 4. Gavido-carijo (n/i), 5. Urubu (n/i), 6. Falcdo-de-coleira (n/i),
7. Quero-quero (n/i), 8. Carcara (M), 9. Perdiz (F), 10. Perdiz (M). B) 1 e 2. Curicaca
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(n/i), 3 e 4. Seriema (n/i), 5 e 6. Pato-domeéstico (F), 7 e 8. Pato-domestico (M), 9. Coruja-
orelhuda (F), Coruja-orelhuda (M), 11. Coruja-de-igreja (F), 12. Avestruz (M), 13 e 14.
Avestruz (F), 15. Peru (F). L, marcador de peso molecular 1Kb (tamanho dos fragmentos
indicados, a esquerda, em pares de bases). F, Fémea previamente sexada. M, Macho
previamente sexado. N/i, amostra cujo sexo nao foi identificado previamente.

L 1234567 8910111213 L1234 56 78 910
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800 bp -

800 bp -

500 bp - 500 bp -

200 bp - 200 bp.-

A) B)

Figura 11. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos do gene Spindlin
visualizados em gel de agarose 2%: A) 1. Galinha doméstica (M), 2. Galinha doméstica
(F), 3,5 e 7. Codorna europeia (M), 4,6 e 8 Codorna europeia (F) 9. Peru (M), 10. Peru
(F). 11-, 12 e 13. Perdiz (F). B) 1 e 3. Beija-flor-da-banda-branca (M), 2 e 4. Beija-flor-
da-banda-branca (F), 5 e 6. Beija-flor-de-orelha-violeta (M), 7. Beija-flor-tesoura (M), 8.
Beija-flor-tesoura 9 e 10. Beija-flor-preto (F). L, marcador de peso molecular 1Kb
(tamanho dos fragmentos indicados, a esquerda, em pares de bases). F, Fémea
previamente sexada. M, Macho previamente sexado.

e Amplificacdo do gene ASW

O gene ASW esta localizado no cromossomo W, o que o torna um potencial marcador
de sexagem. Para sua amplificagéo, foi desenhado um conjunto de primers baseado na
sequéncia do gene em galinha doméstica. O conjunto apresentou resultados promissores
apenas em peru, uma vez que foi observada amplificagio em machos de algumas das

espécies testadas. Os padrbes observados sdo evidenciados nas Figura 12 e 13.
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L1234 567 89101112131415 L1 2 3 4 C
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A) B)

Figura 12. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos do gene ASW
visualizados em gel de agarose 2%: A) 1 a 6. Fémeas de galinha doméstica, 7 a 10.
Machos de galinha doméstica, 11 e 12. Fémeas de peru, 14 e 15. Machos de peru. B) 1 e
2. Galinha doméstica 3 e 4. Peru. C-. Controle negativo (PCR sem amostra de DNA). L,
marcador de peso molecular 1Kb (tamanho dos fragmentos indicados, a esquerda, em
pares de bases).

L 12345678910111213141516171819202122C- L123C456 7
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Figura 13. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos do gene ASW
visualizados em gel de agarose 2%: A) 1 a 6. Galinha doméstica, 8 e 9. Perdiz, 10 a 12.
Coruja orelhuda, 13. Corujinha-do-mato, 14. Suindara, 15 e 16. Beija-flor-de-banda-
branca, 17 a 20. Beija-flor tesoura, 21 e 22. Papagaio verdadeiro. B) 1 a 3. Avestruz, 4 e
5. Codorna europeia, 6 e 7. Pato doméstico. C-. Controle negativo (PCR sem amostra de
DNA). L, marcador de peso molecular 1Kb (tamanho dos fragmentos indicados, a
esquerda, em pares de bases).

e Amplificagdo da repeticdo Xhol

Para a amplificacgéo da repeticdo Xhol, foram utilizados os primers descritos por Petite
& Kegelmeyer (1995) que amplifica um fragmento de aproximadamente 276 pb. Assim
como o gene ASW, esta repeticdo esta presente apenas no cromossomo W de galinha
domeéstica, portanto € esperado que haja amplificacéo apenas em amostras de fémeas. N&o

obtivemos éxito na padronizagdo deste marcador, uma vez que foi observada
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amplificacdo em machos de galinha doméstica. Nao foi observada amplificacdo desta

repeticdo em outras espécies do presente estudo. Os padrdes observados sdo evidenciados

na Figura 14.
L 123 4c L 1234567 8910C
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200 bp -

A) B)

Figura 14. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos do gene ASW em
galinha doméstica visualizados em gel de agarose 2%: A) 1 e 3. Machos, 2 e 4. Fémeas.
B) 1 a 5. Fémeas e 6 a 10. Machos. C-. Controle negativo (PCR sem amostra de DNA).
L, marcador de peso molecular 1Kb (tamanho dos fragmentos indicados, a esquerda, em
pares de bases).

4.3. Sexagem molecular por gPCR

Para realizar a sexagem com base no nimero de copias de segmentos de DNA, foi
utilizado o gene autossdmico de copia simples GAPDH como referéncia para
normalizacdo das do numero de cépias dos genes DMRT1 e MHM, que estdo localizados
no cromossomo Z, portanto presentes em duas copias em machos e uma copia em fémeas.
Esta técnica foi utilizada em galinha doméstica e codorna europeia (Figuras 15 e 16),
apresentando resultados positivos apenas em G. gallus. N&o foi possivel padronizar a
reacdo de amplificacdo dos genes DMRT1 e MHM para as demais espécies em estudo.
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Figura 15. Analise da técnica GDR em machos e fémeas de galinha doméstica.A)

Comparacdo do numero de cépias do gene referéncia com o gene DMRT1.B)

Comparacao do numero de cdpias do gene referéncia com o gene MHM.

GDR DMRT1

117M118M119M 120 F 121F 122 M123 M 124F 125F 126 M127 M128 M 130 F 131 M 132 M 135F
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B)

GDR MHM
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Figura 16. Figura R. Analise da téecnica GDR em machos e fémeas de codorna europeia.
(A) Comparacdo do numero de copias do gene referéncia com o gene DMRT1. B)

Comparacao do numero de copias do gene referéncia com o gene MHM.
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4.4. Caracterizacao in silico da regido MHM de galinha doméstica

A regido MHM de galinha doméstica caracterizada representa um segmento de
72kb, consistindo de 35 repeticdes de cerca de 2.2 kb e com alto contetido de CG. Esta é
delimitada por duas LINES (Long Interspersed Nuclear Elements) que apresentam menor
conteddo CG em relacdo sequéncias adjacentes. O loco MHM também apresenta
multiplos elementos repetitivos da classe LTR (Long Terminal Repeat), especialmente 0s
pertencentes a familia EVRL (Endogenous Retrovirus), denominados GGLTR5A. Esta
regido do loco MHM foi denominada de regido MHM 1.

Foi possivel descrever, pela primeira vez, uma regido MHM expandida
(denominada de eMHM) que foi dividida em sub-regides designadas como: sub-regido 1
(chrz:27,176,712-27,260,282), sub-regido 2 (chrz:27,132,044-27,174,901), sub-regido
3A (chrz:27,094,512-27,132,043), sub-regido 4 (chrZ:27,036,950-27,094,511) e sub-
regido 3B (chrz:27,000,000-27,036,949) (Figura 17A). Estas sub-regides caracterizam-
se por trés diferentes unidades de repeticdo (denominadas como repeats 1, 2 e 3), cada
uma flanqueada por LTRs especificas. As sub-regides 3A e 3B resultaram de duplicacdes
segmentares invertidas. A primeira duplicacdo, com aproximadamente 32.200 pares de
bases, possui uma orientacdo invertida e esta inserida nas sub-regides 3A e 3B. A segunda
duplicacdo, identificada como segmento 2A, tem cerca de 12.970 pares de bases e
encontra-se na sub-regido 2 (Figura 17B). As sequéncias consenso das sub-regibes 1, 2 e
3 contém ilhas CpG (tamanho do fragmento >200bp, conteudo de CG >50%, e CpG
obs/esp>0.6).
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Figura 17. Detalhes da estrutura genémica da regido MHM de galinha doméstica (Gallus
gallus), localizada no braco curto do cromossomo Z e composta por 260 kb e alto
contetdo de CG. Trés LINES e LTRs (setas) apresentam menores contetdos de CG. A
posicdo dos elementos repetitivos foram usadas como marcadores para delimitar sub-
regides que foram numeradas do centrdmero para o teldmero (sub-regides 1, 2, 3A, 4 e

3B) (A). Repeticdes concatenadas (repeats 1, 2 e 3), LTRs, duplicacBes segmentares e
LINEs encontram-se diferenciadas por cores.

4.5. Identificacdo da regido MHM em outras espécies de aves

Visando verificar a presenca ou auséncia da regido MHM em outras espécies de
aves, reacOes de amplificagdo foram realizadas com amostras de DNA das espécies em
estudo. Dados prévios ja haviam sido obtidos para codorna europeia, peru, avestruz e

beija-flor-da-banda-branca. Comparacdes com sequéncias depositadas no GeneBank
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evidenciaram um alto indice de identidade (80-97%) entre a regido MHM de galinha
doméstica descrita por Teranish et al. (2001) e as sequéncias nucleotidicas obtidas de
codorna, peru e avestruz. Entretanto, os fragmentos de DNA amplificados de beija-flor-
da-banda-branca ndo apresentaram similaridade significativa com a sequéncia referéncia
de galinha doméstica (Jeronimo, 2016). Produtos de amplificacdo associados ao loco
MHM também foram obtidos para exemplares de tucanucu, maitaca, perdiz, gavido-
carijo, carcara e urutau (Figura 18). N&o foi possivel padronizar a rea¢do de amplificacéo

para as demais espécies.

L123456 78910111213 14C-

200 bp -
100 bp -

Figura 18. Resultados de PCR em amostras de DNA de diferentes espécies de aves
evidenciando, em gel de agarose 1%, um fragmento de DNA gerado com o conjunto de
primers MHMs/MHMa associados a regido MHM (sub-regido 1). A) 1. Galinha
domeéstica, 2 e 3.Tucanucgu, 4 e 5. Maitaca, 6 e 7. Pato doméstico, 8 a 10. Avestruz, 11 e
12. Beija-flor-da-banda-branca, 13 e 14. Coruja-orelhuda. B) 1. Galinha doméstica, 2.
Perdiz, 3. Gavido-carijo, 4. Carcara, 5. Urutau. C-, Controle negativo (PCR sem amostra
de DNA). L, marcador de peso molecular 1Kb (tamanho dos fragmentos indicados, a

esquerda, em pares de bases).



47

4.6. Potencial uso de padrdes diferenciais de metilacdo da regido MHM para
sexagem molecular de aves

Foram utilizadas trés diferentes enzimas de restrigdo - Hpall, Mspl e McrBC - em
ensaios de digestdo enzimética para verificacdo de padrdes diferenciais de metilacdo em
machos e fémeas de galinha doméstica. As amostras digeridas foram posteriormente
submetidas a amplificacdo utilizando os conjuntos de primers MHMs e MHMa, 2AB4F
e 2AB4R, 2CF e 2CR e 3F e 3R (Figura 19).

Todos os conjuntos, exceto o 2AB4F e 2ABR, apresentaram o mesmo padrédo
diferencial de metilacdo entre machos e fémeas. Os resultados encontrados com 0s
primers 2AB4F e 2ABR foram inconclusivos, uma vez que apresentaram padrdes de
amplificacdo inconsistentes nas amostras digeridas, sugerindo falhas técnicas decorrentes
de digestdo parcial do DNA gendmico. Este conjunto amplifica uma regido grande,
compreendendo aproximadamente 45 repeticdes, mesmo utilizando um excesso

consideravel das enzimas de restricdo, ndao foi possivel obter resultados satisfatorios.

SUBREGION 1 SUBREGION 2C SUBREGION 3A/8

+ W + e 3 + L

Plra00 Pl 00 14,00

T3 330Q 333300 33 3304Q
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Figura 19. Resultados de digestdo enzimatica de amostras de DNA em machos e fémeas
de galinha doméstica e posterior PCR para amplificacdo de segmentos de DNA
associados a regido MHM com os conjuntos MHMs e MHMa (subregion 1), 2CF e 2CR
(subregion 2C) e 3F e 3R (subregion 3A/B) visualizados em géis de acrilamida 6%.
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Também foi realizada a digestdo enzimética de amostras de DNA de perdiz com
as enzimas Hpall e Mspl com posterior amplificacdo do loco MHML1. Os resultados,

porém, diferem dos encontrados para G.gallus (Figura 20).
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L Fc Hp Ms n/d Hp Ms n/d

Figura 20. Resultados de digestdo enzimética de amostras de DNA em machos e fémeas
de perdiz e posterior PCR para amplificacdo de segmentos de DNA associados a regido

MHM 1 visualizados em géis de agarose 2%.

4.7. Andlise dos padrdes de metilacdo da regido MHM por MS-PCR (Methylation
Sensitive PCR)

Para a realizacdo desta técnica, foram desenvolvidos primers para as sub-regiGes
1 e 2C com auxilio do software online Methprimer (Figura 21). Ndo foi possivel
desenvolver um conjunto de primers para a sub-regido 3. Amostras de galinha doméstica,
codorna europeia e perdiz foram tratadas com bissulfito de sédio e submetidas a

amplificacdo dos fragmentos relacionados as sequéncias acima citadas. Apenas as
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amostras amplificadas pelo conjunto de primers da sub-regido 1, referentes a sequéncias

metiladas de galinha doméstica, apresentaram resultados positivos (Figura 21).
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Figura 21. Diagrama gerado pelo software MethPrimer com base no genoma de G. gallus

relacionado ao local de amplificagdo dos primers por ele gerados. As regides amplificadas

estdo inseridas em ilhas CpG. A) Sub-regido 1. B) Sub-regido 2C.



50

L 1 2 3 45 67 8 910
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Figura 22. Resultados da amplificacdo de segmentos de DNA modificados por bissulfito
e associados a regido MHML1, com a utilizacdo de primers especificos para DNA metilado.

1 a 5. Machos de galinha doméstica, 6 a 10. Fémeas de galinha doméstica.

4.8. Sequenciamento nucleotidico

Foram realizadas reacdes de amplificacdo da regido MHM1 em amostras de perdiz
(um macho e uma fémea). Estas amostras foram entdo submetidas ao sequenciamento
nucleotidico e os dados gerados foram submetidos a analises em 2 bancos de dados
distintos. Segundo resultados obtidos pelo NCBI, as amostras apresentam alta
similaridade com uma regido do genoma de Apteryx australis mantelli (ave endémica da
Nova Zelandia, popularmente conhecida como kiwi marrom). Porém, ao utilizar o
software online Blat que alinha a sequéncia depositada com genomas completos, as
amostras geradas para perdiz apresentaram 100% de identidade com uma por¢do da
regido MHM 1 de galinha doméstica.



51

4.9. Producéo de material de divulgacéao cientifica com o tema Epigenética

O material de divulgagdo cientifica produzido (textos e figuras) foi elaborado na

forma de uma cartilha - denominada de “O Tema é: Epigenética — O liga e desliga do

DNA” e encontra-se detalhado em anexo. O material aborda de forma descontraida as

principais modificacdes epigenéticas, como metilacdo e modificacdes de histonas, bem

como suas fungBes nos organismos.

O conjunto histonas mais DNA recebe o
nome de  nucleossomo,  que
corresponde a unidade estrutural
basica do empacotamento do DNA nos

eucariotos.

Quatro tipos de histonas compdem o
nucleossomo (H2A, H2B, H3 e H4).

simplificando = As histonas formam a
regido central dos nucleossomos,

formando um tipo de arcabougo ou
esqueleto, onde o DNA se enrola.

Assim como as modificagdes nas histonas,

génico, que é uma regido do DNA que
inicia a transcrigdo de um determinado
gene.

Gene expresso > “ligado”

' l METILAGAO DO DNA

Gene silenciado > “desligado”

* Epigenética e as abelhas

Em uma colmeia, todas as abelhas
possuem a mesma sequéncia de DNA.
Porém, as operdarias sdo bem diferentes
da abelha rainha. Como isso € possivel?

A resposta, mais uma vez, esta
relacionada 3 alimentagdo e 2
epigenética.

As operarias se alimentam de pdlen e
mel e a abelha rainha se alimenta de
geléia real. E esta alimentagdo
diferencial é responsével pela ativagdo
de genes diferentes.

Figura 23. Exemplo de algumas das ilustragdes que compdem a cartilha “O Tema é:

Epigenética — O liga e desliga do DNA”
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5. Discussao
5.1. Sexagem molecular em aves

A avifauna brasileira é reconhecida como uma das mais diversas do mundo - dados
recentes indicam a ocorréncia de 1.919 espécies, divididas em 33 ordens e 103 familias,
classificando o Brasil como o segundo pais a abrigar o maior nimero de espécies de aves,
ficando atras apenas da Colémbia (Remsen et al., 2015). Assim, estudos direcionados a
este grupo de vertebrados tém ainda muito a contribuir em éareas diversas como evolug&o,
etologia e conservagéo.

A identificacdo correta do sexo em aves é de extrema importancia para criadores
e pesquisadores, especialmente quando se considera a producdo, estudos de ecologia
populacional, programas de conservacdo e andlises de expressdo génica diferencial.
Entretanto, aproximadamente metade de todas as espécies conhecidas de aves nédo
apresenta nenhum dimorfismo sexual (Fridolfsson & Ellegren, 1999; Farbairn et al.,
2007). A falta de caracteristicas sexo-especificas externas em animais imaturos ou mesmo
em aves adultas torna dificil ou impossivel a determinacdo do sexo com base em
caracteres fenotipicos. Desta forma, € essencial a realizacdo de outras formas de
identificacdo de machos e fémeas.

Em muitas espécies dipldides, um dos cromossomos sexuais carrega um gene que
é responsavel pela determinacdo sexual. Nos mamiferos, este gene € o SRY, que esta
localizados no cromossomo Y e é responsavel pelo desenvolvimentos dos testiculos nos
machos (XY). O mesmo ndo ocorre nas aves, uma vez que ainda néo foi identificado
nenhum gene com funcdo semelhante a do SRY (Smith, 2007).

A abordagem mais utilizada para sexagem molecular de aves é a PCR - muitos
marcadores que exploram diferencas genéticas entre machos (ZZ) e fémeas (ZW) ja
foram desenvolvidos (He et al., 2019). O gene CHD1 codifica uma proteina de ligacao
ao DNA que desempenha um papel importante na regulacdo do génica, sendo o mais
utilizado na sexagem molecular de aves. Este gene esta presente nos cromossomos Z
(CHD-Z) e W (CHD-W) da maioria das espécies ndo-ratitas, tornando-o um marcador
adequado para determinacéo de sexo neste grupo (Griffiths et al. 1996; Ellegren 1996).
Os primers P2 e P8, anelam-se a regides conservadas de éxons dos genes CHD1-Z e
CHD1-W e amplificam uma regido de intron que difere em tamanho entre os dois genes,

tém sido amplamente utilizados para identificagdo de um anico fragmento de DNA em
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machos (genotipo homozigoto) e de dois fragmentos distintos em fémeas (gendtipo
heterozigoto) (Griffiths et al., 1998).

Este marcador foi um dos escolhidos para a realizacdo da sexagem molecular no
presente estudo e mostrou-se eficaz na maioria das espécies testadas. Os exemplares de
psitacideos (papagaio-verdadeiro, maitaca e arara-azul-grande), pato doméstico, carcara,
perdiz e peru apresentaram padrdes sexo-especificos mais evidentes, uma vez que a
diferenca de tamanho entre os alelos Z e W nestas espécies é de mais de 30pb, o que
possibilita sua visualizacdo em gel de agarose 2%.

Embora trabalhos prévios utilizando os primers P2 e P8 ndo tenham mostrado
sucesso na sexagem molecular de Falconiformes, Pelecaniformes e Strigiformes (Kocijan
et al., 2011; Itoh et al., 2001; Sacchin et al., 2004; Reddy et al., 2007; Vucicevic et al.,
2013; Jensen et al., 2003), os resultados obtidos para Falco femoralis (falcdo-de-coleira),
Theristicus caudatus (curicaca), Asio clamator (coruja-orelhuda), Megascops choliba
(corujinha-do-mato), Athene cunicularia (coruja-buraqueira) e Tyto furcata (coruja-da-
igreja) mostram que este conjunto de oligonucleotideos é adequado para geracdo de
amplicons e identificacdo de machos e fémeas de espécies destas ordens. Porém, a
diferenca entre os alelos Z e W nestes animais é muito pequena, sendo necessaria a
utilizagdo de uma metodologia mais resolutiva, como o gel de poliacrilamida. O mesmo
ocorre para exemplares de galinha doméstica, codorna europeia, tucano e beija-flor. Os
animais pertencentes a estes grupos foram sexados em uma analise prévia (Jeronimo BC,
2016) por meio de géis de poliacrilamida e pela técnica de SSCP. Tais metodologias
foram necessarias para separacao de alelos CHD1 ndo resolutivas em gel de agarose. A
eletroforese em gel de poliacrilamida permite uma melhor definicdo dos fragmentos
(Walker & Rapley, 1999) e a metodologia de SSCP é altamente sensivel e capaz de
detectar diferencas de até um nucleotideo (Glavac & Dean, 1993, Morinha et al., 2011),
que podem refletir em mudancas na conformacédo do DNA, 0 que a torna potencialmente
apropriada para identificacdo de machos e fémeas de espécies de aves que apresentam
tamanho muito similares entre os genes CHD1-Z e CHD1-W.

Por outro lado, ndo foi possivel identificar machos e fémeas de avestruz -
pertencente a familia Struthioniformes - com os primers P2 e P8, fato que pode ser
correlacionado a pequena diferenca de tamanho entre 0os cromossomos Z e W das aves
ratitas (Ansari et al., 1988; Solari, 1994). Tal caracteristica dos cromossomos sexuais
pode refletir a presenca de diferencas diminutas ou mesmo a auséncia de diferengas no

tamanho dos introns associados aos genes CHD1-Z e CHD1-W neste grupo de aves
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(Fridolfsson & Ellegren, 1999; Sacchi et al., 2004; Huynen et al., 2006; Chang et al.,
2008; Wang et al., 2008).

N&o somente a separagédo dos produtos de PCR em gel de poliacrilamida (Kahn et
al., 1998; Cortes et al., 1999), como também o delineamento de outros conjuntos de
primers para amplificacdo dos genes CHD1-Z e CHD1-W (lto et al., 2003) e a aplicacao
de enzimas de restricdo (Bermudez-Humaran et al., 2002) ndo tém mostrado sucesso para
a sexagem molecular das espécies de Struthioniformes. Uma técnica alternativa, baseada
na amplificacdo de fragmentos de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
convertidos em marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), por
meio de PCR multiplex, gerou resultados positivos para identificacdo de machos e fémeas
de avestruz (Mine et al., 2002; Hinckley et al., 2005). Entretanto, esta metodologia é
dispendiosa e gera multiplos fragmentos, o que dificulta a visualiza¢éo de padrdes sexo-
especificos, especialmente se as condi¢cdes de PCR ndo forem altamente padronizadas.
Desta forma, ainda é necesséria a identificacdo e caracteriza¢do de outros segmentos de
DNA que apresentem padrdes sexo-especificos nestas aves.

Em relacdo as amostras de perdiz (Rhynchotus rufescens), estes haviam sido
previamente identificados como machos e fémeas, por meio da observacédo de caracteres
externos, pelo criador destes animais. Entretanto, os resultados de sexagem molecular de
alguns animais foram contrérios aos obtidos pela anélise das caracteristicas externas - foi
observada a amplificacdo de duas bandas distintas, padrdo esperado para fémeas, em uma
amostra previamente identificada como proveniente de macho. Tal resultado pode estar
relacionado a polimorfismos presentes no gene CHD1, uma vez que o sexo fenotipico
deste animal foi confirmado com uso do marcador molecular referente ao gene Spindlin.
Adicionalmente, uma amostra proveniente de uma fémea apresentou apenas uma banda,
0 que pode refletir uma amplificacdo preferencial do fragmento de menor tamanho.

Apesar dos primers P2 e P8 se anelarem a regides conservadas, alguns erros de
sexagem tém sido descritos em espécies de aves, devido a polimorfismos presentes no
gene CHD1-Z. Um estudo realizado com 4 espécies de aves marinhas da familia Aethia
mostrou a ocorréncia de polimorfismos relacionados ao cromossomo Z em todas as
espécies estudadas, gerando assim padrdes de fragmentos amplificados distintos dos
esperados, ou seja, dois fragmentos de DNA para fémeas e um unico fragmento para
machos (Dawson et al., 2001). Segundo os mesmos autores, polimorfismos semelhantes
também foram identificados no pavédo indiano (Pavo cristatus), onde foram encontrados

4 padrdes alternativos de bandas, visualizadas em gel de agarose.
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Polimorfismos no alelo W do gene CHD1, embora raros, também podem gerar
erros de interpretacdo de dados de sexagem. Nos casos em que tais polimorfismos gerem
alelos CHD1-W e CHD1-Z de tamanho muito similar ou idénticos, sera visualizado um
unico fragmento de DNA por meio de eletroforese em gel de agarose e, assim, fémeas
poderdo ser erroneamente identificadas como machos (Dawson et al., 2016).

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de possiveis polimorfismos referentes ao
gene CHD1 no organismo modelo do presente estudo, a galinha doméstica, foi realizada
a visualizacao dos fragmentos amplificados pelos primers P2 e P8 por meio do sistema
QIAXxel. Este sistema apresenta uma alta sensibilidade e dispensa a utilizacao de gel de
agarose, uma vez que € realizada uma eletroforese capilar automatizada. Comparando-se
os resultados obtidos com os dados de identificacdo do sexo dos exemplares de galinha
doméstica por meio da visualizacdo de caracteres morfoldgicos, foi possivel verificar o
padrdo esperado na amplificacdo dos alelos CHD1-Z e CHD1-W - duas bandas distintas
para fémeas e uma banda para machos. Entretanto, foi observada uma diferenca de
tamanho entre os fragmentos amplificados dos individuos em estudo, o que indica a
ocorréncia de polimorfismos intraespecificos.

Devido a falhas de sexagem molecular baseadas no uso dos primers P2 e P8, novos
conjuntos de oligonucleotideos vém sendo desenvolvidos na tentativa de obter resultados
mais confiaveis. Recentemente, foi descrito um novo marcador associado ao gene
Spindlin (Dawson et al., 2016)

Em camundongos foi sugerido que o gene spindlin desempenha um papel na
transicdo do odcito para o embrido e também possui homologia com o gene Ssty, gene
que possui papel importante na espermatogénese (Conway et al., 1994; Oh et al., 1997).
Em aves, o gene spindlin € um dos poucos que possui cépia nos cromossomos Z e W, a
auséncia de recombinacdo entre 0s cromossomos sexuais resultou em sequéncias
diferentes, tornando este gene um potencial marcador sexo-especifico (Kloet 2002, Itoh
et al., 2001). Dado que este gene apresenta sequéncias nucleotidicas altamente
conservadas entre espécies pertencentes ao grupo Neognathae, é potencialmente aplicavel
em diversas familias.

O marcador Z43B, desenvolvido por Dawson et al (2016) com base na sequéncia
do gene spindlin, mostrou que este é capaz de sexar adequadamente 42 das 61 espécies
testadas, ou seja, 0 marcador apresentou uma taxa de sucesso de 69%. Entre as especies
sexadas estdo exemplares de aguias, falcdes, corujas, pinguins, papagaios, patos, entre

outros, totalizando 10 ordens diferentes, incluindo uma espécie de ratita endémica da
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Nova Zelandia, o kiwi marrom (Apteryx australis). Apesar de apresentar bons resultados,
este marcador também possui uma limitacdo - a pequena variagdo no tamanho do
amplicon gerado em machos e fémeas de algumas espécies. Em algumas espécies
analisadas, a diferenca de comprimento entre os alelos W e Z foi de apenas um par de
bases, 0 que torna impossivel a sexagem por meio de eletroforese em gel de agarose ou
mesmo poliacrilamida (Dawson et al., 2016). Por este motivo, no presente trabalho, foram
utilizados os marcadores descritos por Kloet (2002), que amplificam um fragmento de
aproximadamente 1kb especifico das fémeas e um fragmento de aproximadamente 1,2kb
que é comum aos dois sexos. Estes oligos foram desenvolvidos com base na sequéncia
do gene spindlin de Tinamiformes.

Os resultados obtidos com este marcadores foram positivos, uma vez que foi
possivel identificar fémeas de galinha doméstica, codorna europeia, beija-flor e coruja-
orelhuda em gel de agarose, o que ndo é possivel utilizando os primers relacionados ao
gene CHD 1. Além destas espécies, também foi possivel identificar machos e fémeas de
pato doméstico, carcard, perdiz e peru.

Em contraposicao, fémeas das ordens Piciformes (tucano-toco) e Psitaciformes
(papagaio-verdadeiro, maitaca e arara-azul-grande) apresentaram padréo de amplificacao
idéntico ao encontrado em machos. Kloet (2003) encontrou resultados semelhantes, sendo
necessario o uso de enzimas de restricdo para gerar um padrdo sexo-especifico em
algumas das espécies testadas, entre elas Psittacus erithacus, comumente chamado de
papagaio-cinzento, nativo do continente africano.

Em relacdo as ordens Piciformes e Strigiformes, os presentes resultados diferem
dos encontrados por Kloet (2003). E importante ressaltar que as espécies testadas s&o
diferentes - em nosso estudo, foram utilizadas amostras de Ramphastos toco (tucanucu)
e Asio clamator (coruja-orelhuda), ja no trabalho realizado por Kloet (2003) as espécies
escolhidas foram Ramphastus swainsonii (tucano-de-mandibula-castanha) e Strix
uralensis (coruja-dos-urais). Portanto é possivel que espécies pertencentes a uma mesma
ordem apresentem padrbes diferentes de amplificagdo, assim como é observado na
amplificacdo utilizando os primers P2 e P8.

Também foram observados polimorfismos do alelo Z em machos de perdiz e
codorna europeia. Dawson et al (2016) encontrou resultados semelhantes em Aethia
pygmaea e Terek cinereus (aves nativas da Russia e Sibéria), apesar deste polimorfismo
foi possivel realizar a sexagem destes individuos, uma vez que o padrdo de amplificagao

foi diferente do encontrado em fémeas.
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As Ratitas continuam sendo um desafio na sexagem molecular de aves. Segundo
0s mesmos autores, foram testadas diversas alternativas com o intuito de obter sucesso na
amplificacdo de fragmentos sexo-especificos do gene Spindlin, incluindo Southern Blot
e digestdo do DNA com as enzimas Pst1, HindlIl ou EcoR1, porém nenhuma apresentou
resultados positivos, o que suporta a conclusdo de Itoh et al (2001) de que os alelos deste
gene sdo indénticos nos cromossomos Z e W neste grupo.

Outro marcador, denominado Xhol, exclusivo ao cromossomo W também pode
ser utilizado em testes de sexagem molecular. O uso de primers especificos em PCR
permite a amplificacdo de um fragmento de 276 pares de bases somente em fémeas (Petite
& Kegelmeyer, 1995). Entretanto, a ndo visualizagcdo de produtos de amplificagcdo néo
garante a correta identificacdo de machos, dado que este resultado pode estar
simplesmente associado a erros de genotipagem. Este marcador também foi utilizado em
nosso estudo, porém nao apresentou resultados positivos. Assim como relatado por He et
al (2019), a amplificagdo do locus Xhol gera varios amplicons devido a natureza
repetitiva da regido. Surpreendentemente, em nosso estudo também foi observada a
amplificacdo da regido em machos. Outro ponto negativo em relacdo a este marcador é o
fato do locus Xhol ser limitado ao género Gallus (Mizuno & Macgregor 1998),
impossibilitando sua utilizagdo de uma maneira mais ampla dentro do grupo das aves.

Segundo Itoh et al (2011), o marcador de sexagem ideal seria referente & um loco
exclusivo do cromossomo W com uma sequéncia ndo-repetitiva e amplamente
conservada entre diferentes espécies. No entanto, tal sequéncia referente ao cromossomo
W ainda néo foi identificada.

Estima-se que apenas 0,5% do cromossomo W tenha sido mapeado
adequadamente, portanto apenas alguns genes foram identificados neste cromossomo,
entre eles estdo: CHD1W, ATP5A1W, ASW/Wpkci/ HINT1W, SPINW, SMAD2 (Chen et
al., 2012). Destes, a maioria possui cpias muito similares em seus alelos presentes no
cromossomo Z. No entanto, a sequéncia do gene ASW/Wpkci/ HINT1W € altamente
diferenciada de seu gametologo, HINTZ (Hori et al. 2000; O’Neill et al. 2000; Pace &
Brenner 2003; Ceplitis & Ellegren, 2004). Adicionalmente, este gene demonstrou ser
amplamente conservado entre as diferentes espécies de aves, sendo expresso em embrides
de galinha domeéstica antes do inicio da diferenciacdo gonadal (Hori et al., 2000). Devido
a estas caracteristicas, escolhemos este gene para desenvolver um marcador especifico ao

cromossomo W.
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O gene ASW/Wpkci/HINT1W foi identificado em 2000 por dois grupos de
pesquisa distintos O"Nell et al o nomearam de ASW (Avian sex specific W-linked) e Hori
et al de Wpkci (W-linked protein kinase C inhibitor). Em 2004, Ceplitis & Ellegren
realizaram um estudo acerca da evolucdo adaptativa deste gene e sugeriram renomea-lo
como HINTW (histidine triad nucleotide binding W-linked), nome que vem sendo mais
utilizado atualmente. Os marcadores para amplificacdo deste gene foram desenvolvidos
com base no genoma de galinha doméstica. Com o intuito de garantir que a amplificacéo
do amplicon gerado fosse sexo-especifica foram realizadas verificacdes nos bancos de
dados NCBI (National Center for Biotechnology Information) e UCSC Genome Browser,
porém foi observada amplificacdo em machos de G.gallus. Dentre todas as espécies
testadas, a Unica que apresentou resultados positivos foi M. gallopavo (peru) - nesta
espécie, foi observada amplificacdo apenas nas fémeas. Apesar destes resultados
promissores, mais testes precisam ser realizados devido ao baixo nimero amostral (2
fémeas e 2 machos).

Assim como observado por Romanov et al (2019), nossos experimentos
demonstraram que a escolha de um marcador molecular adequado para a identificacdo do
sexo em aves esta diretamente ligada a espécie em estudo e ao modo de visualizacéo dos
fragmentos gerados. Enquanto em algumas espécies os padrbes sexo-especificos podem
ser facilmente observaveis em agarose, outros dependem de métodos mais resolutivos,
como poliacrilamida ou ainda, eletroforese capilar.

A Tabela abaixo indica as metodologias mais adequadas para sexagem molecular
das espécies analisadas e podem servir de base para futuros estudos que envolvam a
identificacdo correta de machos e fémeas. Estes dados também podem subsidiar a
implementacdo de novos testes de diagndstico molecular realizados por laboratérios
especializados ndo somente em sexagem molecular de aves como também em

investigacOes de paternidade.
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Tabela 2. Resumo dos resultados referentes ao melhor método de sexagem aplicado por

espécie testada.

Espécie Nome popular Marcador Visualizagao
molecular fragmentos
Rhynchotus Perdiz Spindlin Agarose
rufescens
Anas Pato doméstico Spindlin e CHD1 Agarose
platyrhynchos
Gallus gallus Galinha doméstica Spindlin Agarose
Coturnix Codorna europeia Spindlin Agarose
coturnix
Meleagris Peru Spindlin Agarose
gallopavo
Struthio Avestruz Ainda nao
camelus identificado -
Theristicus Curicaca CHD1 Eletroforese
caudatus capilar *
Coragyps Urubu-de-cabeca- CHD1 Eletroforese
atratus preta capilar *
Circus cinereu Gavido-cinza CHD1 Eletroforese
capilar *
Rupornis Gavido-carijé CHD1 Eletroforese
magnirostris capilar *
Rupornis Gavido pega- CHD1 Eletroforese
magnirostris macaco capilar *
Vanellus Quero-quero CHD1 Eletroforese
chilensis capilar *
Guira guira Anu-branco CHD1 Eletroforese
capilar *
Asio clamator Coruja-orelhuda Spindlin Agarose
Megascops Corujinha-do-mato CHD1 Poliacrilamida
choliba
Athene Coruja-buraqueira CHD1 Poliacrilamida
cunicularia




Tyto furcata Coruja-da-igreja CHD1 Poliacrilamida
Nyctibius Urutau CHD1 e Spindlin Agarose
griseus
Amazilia Beija-flor-de- Spindlin Agarose
versicolor banda-branca
Eupetomena Beija-flor-tesoura Spindlin Agarose
macroura
Florisuga fusca Beija-flor-preto Spindlin Agarose
Ramphastos Tucanugu CHD1 Poliacrilamida
toco
Cariama cristata Seriema CHD1 Eletroforese
capilar *
Caracara Carcara Spindlin e CHD1 Agarose
plancus
Falco femoralis Falcdo-de-coleira CHD1 Poliacrilamida*
Anodorhynchus | Arara-azul-grande CHD1 Agarose
hyacinthinus
Amazona Papagaio- CHD1 Agarose
aestiva verdadeiro
Pionus Maitaca CHD1 Agarose
maximiliani
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Os campos marcados com asterisco (*) referem-se a dados gerados por outros autores,
uma vez que as amostras analisadas no presente estudo geraram apenas uma banda na
amplificacdo com os marcadores referentes aos genes CHD1 e Spindlin. Estudos
anteriores demonstraram que as diferencas de tamanhos entre os alelos Z e W nestes genes
sd0 muito pequenas nestas espécies, sendo necessaria a aplicacdo de técnicas mais
resolutivas (Cakmak et al. 2017; Gabor et al. 2014; Jensen et al., 2013).
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5.2. Potencial uso de padrdes diferenciais de metilacdo da regido MHM para

sexagem molecular de aves

A maioria das técnicas baseadas em PCR para a determinacao do sexo das aves
baseia-se na amplificacdo do gene CHDL1, que esta presente nos cromossomos sexuais Z
e W (CHD1-Z e CHD1-W, respectivamente) (Fridolfsson & Ellegren, 1999). Porém,
variacdes nas sequéncias deste gene parecem ser frequentes e essa caracteristica pode
limitar ou influenciar a aplicabilidade dos protocolos de sexagem molecular em algumas
espécies (Dawson et al., 2001; Eilers et al., 2012). E o caso das Ratitas (avestruz, ema,
emu), o padrdo evolutivo caracteristico dos cromossomos sexuais neste grupo tem
dificultado a aplicabilidade dos marcadores classicos e ligados ao sexo desenvolvidos
com base nas diferencas dos cromossomos Z e W das espécies nao-ratites (Griffiths et
al., 1998; Fridolfsson e Ellegren, 1998). Os cromossomos Z e W destas espécies possuem
diferengas muito sutis entre eles, tornando impossivel a sexagem molecular utilizando os
técnicas ja descritas. Algumas sequéncias especificas do cromossomo W foram
identificadas pela técnica de RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA), porém esta
metodologia é complexa e laboriosa, e esses marcadores sdo geralmente espécie-
especificos (Morinha et al., 2012), o que ndo é viavel em estudos que abrangem uma
maior diversidade de espécies, como no presente trabalho.

Baseando-se na metilacdo de citosinas da regido MHM em galinha doméstica -
hipometilagdo em fémeas e hipermetilacdo em machos (Teranishi et al., 2001; Itoh et al.,
2010) - Caetano & Ramos (2008) propuseram que tais padrdes diferenciais poderiam ser
utilizados em uma nova metodologia de sexagem molecular em G.gallus. A realizacdo de
digestdo enzimaética de amostras de DNA de galinha doméstica com a enzima Hpall,
sensivel a metilacdo de sitios CCGG seguida de PCR com primers especificos para
amplificagdo concomitante de dois segmentos da regido MHM - um de menor tamanho e
mapeado fora da ilha CpG e outro de maior tamanho e que inclui a ilha CpG - levou a
visualizagdo, em gel de agarose, de um unico fragmento em fémeas e de dois fragmentos
em machos. Dados similares foram também obtidos para peru e codorna europeia
(Jeronimo, 2016).

No presente trabalho, optamos por utilizar apenas os primers MHMs e MHMa
(Caetano e Ramos, 2008) que amplificam um fragmento de 240 pb, uma vez que estudos

baseados na Ultima versdo do genoma de galinha doméstica disponibilizados no GenBank
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), mostram que ambos os fragmentos, de 240 pb
e de 750 pb, encontram-se dentro de ilhas CpGs.

Entre os nucletideos que formam o DNA, a citosina é a mais dindmica (Rivera &
Ren, 2014). A metilacdo do carbono 5 das citosinas é a modificacdo epigenética mais
estudada, isso se deve ao fato da importancia desta alteracdo para o desenvolvimento dos
organismos. A metilacdo do DNA tem papel proeminente ndo apenas durante todo o
desenvolvimento embrionario, como também no papel de silenciamento de genes,
retrotransposons, inativacdo do cromossomo X, protecdo do genoma contra virus, entre
outros (Bird, 2002). As técnicas mais utilizadas para andlise de perfis de metilagcédo
incluem a conversdo do DNA por bissulfito e a digestio do DNA com enzimas de
restricdo sensiveis a metilacdo (Zilberman & Henikoff, 2007).

Como Caetano e Ramos (2008) utilizaram enzimas de restricdo para comprovar
o padrdo diferencial de metilacdo da regido MHM entre machos e fémeas de galinha
domeéstica, optamos por utilizar a abordagem chamada de MS-PCR para comparar 0s
resultados. Nesta técnica, amostras de DNA séo inicialmente tratadas com bissulfito de
sodio, este tratamento converte as citosinas ndo-metiladas em uracilas. Em seguida, as
amostras sdo submetidas a reacdes de amplificacdo com primers especificos para as
sequéncias metiladas e ndo-metiladas. Os resultados observados apos a técnica de MS-
PCR com primers especificos para metilacdo estdo de acordo com o esperado para a
regido MHM1: houve amplificacdo apenas em machos. Apesar de ser mais trabalhosa que
outras técnicas baseadas em PCR, a MS-PCR possui um custo mais baixo em relacédo ao
uso de enzimas de restri¢éo.

Constava com um dos objetivos do presente trabalho padronizar estes perfis
diferenciais de metilacdo para utiliza-los na sexagem molecular em outras espécies de
aves. Porém, ndo foi possivel identificar fragmentos da regido MHM em espécies fora do
clado Galliformes. Apesar de amostras de Rhynchotus rufescens (perdiz) terem gerados
padrdes de amplificacdo esperados para a regido MHM1, 0 mesmo ndo ocorreu com as
amostras de DNA digeridas com enzimas especificas. Os padrbes observados em perdiz
diferem dos descritos para galinha doméstica, este resultado pode ser em razdo de falhas
nas reagdes de digestdo, ou mais provavelmente, é possivel que a regido MHM n&o esteja
conservada no grupo Tinamiformes, uma vez que a técnica MS-PCR também néo
apresentou resultados positivos nessa espécie (dados ndo mostrados) e o sequenciamento
nucleotidico apresentou resultados inconsistentes. E possivel ainda que, em perdiz, essa

regido seja regulada por metilagdo do DNA.
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Apesar dos resultados positivos observados em galinha doméstica, codorna
europeia e peru, nossos dados sugerem que a técnica utilizada por Caetano & Ramos
(2008) possui algumas desvantagens. A principal se deve ao fato da sequéncia ser restrita
a apenas algumas espécies, 0 que limita muito seu uso. Outro fator que deve ser levado
em consideracdo ao escolher uma metodologia € o custo da mesma, por utilizar diferentes
enzimas de restri¢do, esta técnica gera mais gastos do que as que utilizam amplificagéo
de DNA integro em reacdes de PCR, como as técnicas que amplificam fragmentos dos

genes CHDL1 e Spindlin, ou mesmo a técnica MS-PCR.

5.3. Estrutura gendmica e presenca da regido MHM em aves fora do clado

Galloanserae

A galinha doméstica (Gallus gallus) configura-se como um importante organismo
modelo em diversas areas de estudo, como medicina, desenvolvimento, imunologia e
também em pesquisa nutricional (Burt, 2007; Stern, 2005). Na area de Genética ndo é
diferente, uma vez que muito do que sabemos sobre organizagdo cromossOmica,
determinacéo sexual e diferenciacdo gonadal em aves vem de estudos utilizando G. gallus
como modelo. Devido a sua importancia, esta espécie foi a primeira fora do grupo dos
mamiferos a ter o genoma completo sequenciado. A montagem mais recente de seu
genoma identificou 26.640 genes (incluindo pseudogenes e genes ndo-codificantes)
(Warren et al., 2017). Porém, apesar de todos os dados que ja existem sobre a espécie,
ainda ndo sabemos com exatiddo quais sdo 0s principais mecanismos genéticos
responsaveis pelo desencadeamento das diferencas entre machos e fémeas.

O mecanismo de compensacdo de dose utilizado pelas aves também nédo é
completamente compreendido. A expressao dos genes do cromossomo Z € cerca de 30-
40% maior em machos do que em fémeas (Itoh et al., 2010; Arnold et al., 2008; Zhang
et al.,, 2010; Morey & Avner, 2011) e varios genes do cromossomo Z parecem ser
expressos bialelicamente, sugerindo que a inativacdo de um cromossomo Z inteiro néo
ocorre em machos (Kuroiwa et al., 2002). Alguns estudos sugerem que a metilacdo do
DNA pode estar envolvida em processos de regulacdo de dosagem nestes animais (Sun
et al., 2019; Melamed & Arnold, 2009).

A regido MHM (Male Hypermethylated) foi identificada em Galiformes, esta

localizada no cromossomo Z e apresenta padrdes diferenciais de metilacdo, por estes
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motivos tem sido sugerido que este locus desempenhe um papel no processo de
determinacéo sexual destes animais.

Recentemente foi sugerido que o padrdo observado na regido MHM - repeticGes
em tandem e a presenca de LINES - ndo se restringe ao local inicialmente descrito por
Teranish et al (2001) e Itoh et al (2004) (Jeronimo BC, 2016). Devido a estas
caracteristicas foi sugerido renomear a regido MHM para eMHM (expanded MHM), esta
regido expandida incluiria as regiGes descritas pelos autores acima citados e também as
recém descobertas (3A/B). No presente trabalho pudemos comprovar que além destas
caracteristicas, estas novas regifes também apresentam um padrdo diferencial de
metilagdo entre 0s sexos.

Em 2019 foi identificada em G. gallus uma nova regido que foi denominada de
MHM 2, além de ser repetitiva, apresentar padrdes diferenciais de metilacdo em machos
e fémeas, também foi observada a presenca de um IncRNA em fémeas (Sun et al., 2019).
Outros RNAs ndo-codificantes, como Xist em mamiferos e genes roX em Drosophila,
estdo implicados no controle da compensacdo de dose do cromossomo X. Estas
observacdes sugerem que o IncRNA da regido MHM e a acetilacdo especifica de histonas
podem levar a um aumento da transcri¢do de alguns genes do cromossomo Z nas fémeas,
0 que poderia igualar a expressao dos genes desta regido entre os sexos. Logo, ainda néo
esta claro se 0 mecanismo de compensacdo de dose em Gallus gallus ocorre em apenas
um ou em ambos 0S sexos, e quais partes do cromossomo Z podem ser afetadas (Bisoni
et al., 2005).

Interessantemente, da mesma forma como caracterizado nas regibes MHM1,
MHM2, MHM2C ¢ MHMB3A/B de G. gallus, LINEs também estdo presentes no
cromossomo X de mamiferos e foi sugerida uma relacdo entre 0 RNA Xist e estes
elementos. Segundo Lyon (1998), a propagacdo de marcas relacionadas ao silenciamento
génico causada pelo RNA Xist ocorre quando este RNA, possivelmente complexado com
uma proteina, entra em contato com um denso grupo de elementos LINE, facilitando a
ancoragem do RNA ao cromossomo X e promovendo assim sua inativacdo. Em fémeas
de galinha doméstica, o loco MHM codifica um IncRNA especifico que se acumula no
sitio de transcri¢do, podendo desempenhar funcdo regulatéria nos genes adjacentes
(Teranishi et al., 2001). A expressdo do loco MHM e seu acumulo préximo ao sitio de
transcricdo parece ser importante para o desenvolvimento das fémeas e, apesar de seu
efeito ser o oposto do RNA Xist, este também deve desempenhar um mecanismo

regulatério similar ao que ocorre nos mamiferos. Estudos demonstram que, embora
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frequentemente associados ao silenciamento génico, INcRNAs podem alternativamente
estarem associados a ativacdo génica e compensacdo de dose (Akhtar, 2003).

Outra hip6tese amplamente defendida é a de que o IncRNA gerado na regido MHM
nas fémeas desempenhe o papel de silenciar o gene DMRT1 nestes animais (Teranish et
al., 2001, Sun et al., 20019, Caetano et al., 2014)). Segundo Sun et al (2019), este IncCRNA
pode afetar genes préximos a regido MHM (25-32 Mb). Como pode ser observado na
Figura 23, genes da familia DM estdo bem préximos a regido MHM 1, podendo, portanto

serem influenciados por este loco.

A MHM1 - 27.140-27.398 Mb
NC_006127.5:25413436..28985216 Gllus gallus breed Red Jungle Fore isolate RIF 2236 chromosome Z, GRCg6a
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Figura 23. Diagrama acerca da localizacdo regido MHM, bem como genes adjacentes.

A regido MHM também possui similaridades com o sistema de compensacgéo de
dose descrito em Drosophila. Neste sistema, a acetilacdo da histona H4 é fundamental na
regulacdo positiva dos genes do cromossomo X em machos (Smith et al., 2000). Esta
modificacdo é efetuada pela acetiltransferase MOF que, na presenca de um ncRNA (rox-
1 ou rox-2) se complexa com proteinas do tipo MSL efetuando assim a acetilacdo sexo-
especifica (Smith et al., 2000; Park et al., 2003). Um estudo identificou um homologo da
acetiltransferase MOF no banco de dados de ESTs de galinha doméstica (Boardman et
al., 2002) e, desta maneira, pode-se supor que em fémeas o RNA associado a regido MHM
atue de maneira semelhante ao de Drosophila, promovendo a modificacdo da cromatina
e, assim, aumentando a expressdao de alguns genes deste local. Diversos estudos
evidenciaram a ocorréncia de uma regulacao positiva dos genes proximos a regido MHM
em fémeas de galinha doméstica (Bisoni et al., 2005; Sun et al., 2019;).

Inicialmente tida como exclusiva ao genoma de Galliformes (Itoh et al., 2007;

Warren et al., 2010; Wang et al., 2014), repeticbes MHM encontram-se presentes também
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outras ordens. Segundo estudo realizado por Wright et al (2015) a regido MHM também
estd presente em membros da ordem Anseriformes (Anas platyrhynchos - pato-real e
Anser cygnoides - ganso africano). A auséncia da regido MHM em alguns grupos de aves,
como ja hipotetizado para Passeriformes (Itoh et al., 2007; Warren et al., 2010; Wang et
al., 2014) pode indicar que padrbes regulatérios desta regido foram secundariamente
perdidos.

No presente estudo, foi possivel amplificar fragmentos da regido MHM1 em
amostras de perdiz, os fragmentos gerados foram submetidos ao sequenciamento
nucleotidico e as sequéncias obtidas foram submetidas a analises em bancos de dados. Os
resultados encontrados, porém, foram divergentes. Segundo o NCBI, as sequéncias de
perdiz apresentam 100% de similaridade com uma sequéncia de kiwi marrom. Em
contraposicéo, o banco de dados UCSC Genome Browser (University of California Santa
Cruz), alinhou a sequéncia de perdiz na posi¢do 27268663-27268683 do cromossomo Z
de galinha doméstica, regido essa na qual esta localizada uma porc¢éo do locus MHM nesta

espécie.

O locus MHM mostrou-se ausente no genoma de Ratitas (Wright et al., 2015).
Interessantemente, 0s grupos das Ratitas e dos Tinamiformes séo considerados grupos
irmdos. Analises cariotipicas demonstraram que o cromossomo W de R. rufescens
apresenta uma diferenciacdo intermediaria entre o cromossomo W das aves neognatas
(altamente diferenciado) e o cromossomo W das ratitas (amplamente indiferenciado)
(Pigozzi & Solari , 1999). Portanto, € possivel que tais caracteristicas se estendam ao
cromossomo Z. O que explicaria o fato dos animais analisados apresentarem
similaridades com sequéncias nucleotidicas do kiwi marrom e também de galinha
doméstica, uma vez que também ja foi demonstrada similaridade entre as sequéncias dos
alelos do gene CHD1 nestes dois grupos (Garcia-Moreno & Mindell, 2000). Embora 0s
resultados sejam ainda inconclusivos devido a baixa qualidade dos resultados de
sequenciamento e a falta de andalises comparativas entre a regido MHM destas duas
ordens, estes indicam que € importante investir em novas analises com o objetivo de

verificar se a regido MHM 1 também esta presente nestes animais.
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5.4. Material de divulgacao cientifica sobre Epigenética

O material de divulgacdo cientifica produzido foi elaborado na forma de uma
cartilha - denominada de “O Tema ¢: Epigenética — O liga e desliga do DNA” ¢ encontra-
se detalhado em anexo. A escolha de elaboracdo de uma cartilha baseou-se em seu
proposito (ser utilizada como uma ferramenta de comunicagdo para informar conceitos
ou projetos especificos, caracteristicas técnicas ou a¢fes sociais) e em suas caracteristicas
(impresso grafico de material dobrado e com ilustracbes, com uma sequéncia de
argumentos, de forma a despertar a curiosidade para a abertura do mesmo). Esta
configurara um material ndo somente de difusdo cientifica (referente a todo e qualquer
processo usado para comunicacgdo da informacéo cientifica e tecnolégica) como também
de divulgacao cientifica (definida como o uso de processos e recursos técnicos para a
comunicacdo da informacao cientifica e tecnoldgica ao publico em geral) (Albagli, 1996).
Os textos da cartilha foram elaborados com uma linguagem apropriada, de modo a ser
acessivel aum publico mais amplo, especialmente professores e alunos do ensino superior
e do ensino médio. Devido aos avancos do conhecimento biolégico no campo da
Genética, assuntos relacionados ao DNA sdo comumente abordados pela midia mundial.
Para a compreensao dessas informacdes, € fundamental a construgdo dos contetdos de
Genética no ensino formal. Entretanto, diversos estudos apontam que os estudantes tém
dificuldade de entender e apreender os conceitos e processos desta area da Biologia,
apresentando varias concepc¢oes erréneas do ponto de vista cientifico (Lewis et al., 2000;
Marbach, 2001; Chattopadhyay, 2005). Desta forma, a¢des de educacdo e divulgagédo
cientifica para abordagem de temas da Genética, incluindo assuntos associados ao tema
“epigenética”, sdo extremamente pertinentes para maior apropria¢cdo do conhecimento

cientifico.
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6. Conclusao
Segundos os resultados do presente trabalho podemos concluir que:

- Os padroes gerados pela amplificagdo dos primers P2/P8 permitiram identificar com
seguranca o0 sexo de membros das ordens Anseriformes (pato doméstico), Psitaciformes
(papagaio-verdadeiro, arara-azul-grande e maitaca), Falconiformes (carcard) e

Nyctibiiformes (urutau) em géis de agarose.

- Os primers SPIN12/SPIN13 que amplificam fragmentos do gene Spindlin geraram
padrBes sexo-especificos facilmente observaveis em géis de agarose em membros das
ordens Tinamiformes (perdiz), Galliformes (galinha doméstica, codorna europeia e peru),
Anseriformes (pato doméstico), Strigiformes (coruja-orelhuda), Nyctibiiformes (urutau),
Falconiformes (carcard) e Apodiformes (beija-flor-da-banda-branca, beija-flor-tesoura,

beija-flor-preto).

- Os marcadores que amplificam fragmentos do cromossomo W referentes ao gene ASW

e a repeticdo Xhol ndo séo eficientes na sexagem molecular de aves.

- A técnica MS-PCR mostrou-se segura para a identificacdo do sexo de exemplares de

G.gallus.

- Os padrdes diferenciais de metilacdo de citosinas da regido MHM identificados por
Teranish et al (2001) e Itoh et al (2004) ndo estdo restritos &s regibes inicialmente

descritas.
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