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Resumo

NUNES, Marilia Danyelle. Analise do polimorfismo nos genes CYP19a e CYP19b
em Oreochromis niloticus da linhagem Supreme e suas relagcbes com
caracteres reprodutivos. 2011. 108 folhas. Dissertagdo (Mestrado) — Programa de
Pos-Graduacao em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O complexo enzimatico da aromatase € responsavel pela conversdo de
andrégenos em estréogenos nos vertebrados. Uma das principais enzimas deste
complexo é o citocromo P450arom e a regulacao da expressao génica desta enzima
esta diretamente ligada a diferenciagdo sexual. O estrogénio é essencial para o
desenvolvimento das gbnadas e diversos processos fisiolégicos, que vao desde o
crescimento normal até o comportamento reprodutivo. Este estudo teve como
objetivo correlacionar o polimorfismo nos genes CYP19a e CYP19b. Em um primeiro
momento com trés linhagens utilizadas na piscicultura brasileira (Chitralada,
Supreme e GIFT) utilizando trinta animais de cada linhagem e, em um segundo
momento somente com a linhagem Supreme a qual tem-se o0 objetivo também de
analisar as proporcdes de sexo encontrado em dois tratamentos com temperaturas
diferentes da adgua e estabelecer possiveis relacbes entre eles, analisando 122
animais do tratamento a 25°C e 129 animais do tratamento a 35°C. Apds a extragcao
de DNA as amostras foram submetidas a PCR utilizando os primers desenhados
para flanquear uma regido de interesse. Apds confirmacdo da amplificacdo as
amostras foram submetidas a separacdo eletroforética no aparato Origins para
identificacdo dos alelos. No primeiro estudo foi identificado que existe um
polimorfismo na regido promotora de CYP19b nas trés linhagens. Foram
observamos trés alelos, variando entre 141 e 123 pb. Assim os primers para a

amplificacdo de microssatélite na regido regulatéria do gene CYP19b foram



eficientes e, portanto, seu uso para identificagdo de mutacdes nesta regido pode ser
empregada na analise tipica de microssatélite. No segundo trabalho foi identificado
gque ha um polimorfismo na regido regulatéria do gene CYP19a, onde foram
observados 5 padrbes de bandas (supostamente alelos). A proporcdo de fémeas e
machos encontrada no tratamento a 25°C foi de 1:2,3 e de 1:2,88 no tratamento a
35°C. Contudo, supbe-se que o polimorfismo presente nesta por¢do da regiao
regulatoria pode estar relacionado a reversao sexual encontrada. Considerando a
tentativa de selecionar individuos que apresentem polimorfismo na regiao regulatoria
dos genes da aromatase (CYP19a e CYP19b), € indispensavel um estudo para
avaliar os niveis de expressao de ambos, para que se possa observar como esti
sendo expressado em individuos que revertem ou nao, possibilitando assim a
reversao por temperatura com uma proporcao mais elevada.

Palavras-chave: tilapia, aromatase, diferenciacéo sexual



Abstract

NUNES, Marilia Danyelle. Analise do polimorfismo nos genes CYP19a e CYP19b
em Oreochromis niloticus da linhagem Supreme e suas relagcbes com
caracteres reprodutivos. 2011. 108 folhas. Dissertagdo (Mestrado) — Programa de
Pos-Graduacao em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The aromatase enzyme complex is responsible for converting androgens into
estrogens in vertebrates. One of the key enzymes of this complex is the cytochrome
P450arom gene expression and regulation of this enzyme is directly linked to sexual
differentiation. Estrogen is essential for the development of the gonads and various
physiological processes, ranging from normal growth to reproductive behavior. This
study aimed to correlate the polymorphisms in the genes CYP19a CYP19b. In a first
moment with three strains used in aquaculture (Chitralada, Supreme and GIFT) using
thirty animals of each strain and, a second time only with the Supreme strain which
has also the objective of analyzing the sex ratios found in both treatments at different
temperatures of water and to establish possible relationships between them,
analyzing the 122 animals treated at 25 ° C and 129 animals of treatment at 35 ° C.
After extraction of DNA samples were subjected to PCR using primers designed to
flank a region of interest. After confirmation of amplification samples were subjected
to electrophoresis on Origins apparatus for identification of alleles. In the first study
was identified that there is a polymorphism in the promoter region of CYP19b in the
three strains. Were observed three alleles, ranging from 141 to 123 bp. Thus the
primers for amplification of microsatellites in the regulatory region of the gene
CYP19b were efficient, and therefore its use for identification of mutations in this
region can be employed in the typical analysis of microsatellites. In the second study

was identified that there is a polymorphism in the regulatory region of the gene



CYP19a, 5 alleles were observed. The proportion of females and males found in the
treatment at 25 ° C was 1:2,3 1:2,88 and treatment at 35 ° C. However, it can be
assumed that the polymorphism present in this portion of the regulatory region may
be related to sex reversal found. Whereas the attempt to select individuals with
polymorphisms in the regulatory region of the aromatase gene (and CYP19a
CYP19b) is an essential study to evaluate the expression levels of both, so you can
see how it is being expressed in individuals that will reverse or not , allowing for the
reversal temperature with a higher proportion.

Keywords: tilapia, aromatase, sexual differentiation.
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1. Introducéao

A contribuicdo da aquicultura aos estoques de suprimento para 0 mundo
continua crescendo. Segundo dados da FAO — “Food and Agriculture Organization of
United Nations” (2009), a média anual observada é de 6,65% entre o ano de 1997 e
2007. J& no Brasil, os dados da estatistica 2008-2009 do Ministério da Pesca e
Aquicultura mostrou um sélido e substancial crescimento, chegando a 60,2% no
periodo de 2003 a 2009.

A piscicultura vem crescendo gracas a incentivos governamentais, tais como
a criacao do Ministério da Pesca e Aquicultura, Lei n°® 11.958; Lei da Pesca — Lei n°
11.959; Resolucdo Conama - n°413; levando assim a criacdo da EMBRAPA
Aquicultura e Pesca em 2009. O governo Federal, implementou diversas acdes
oriundas da politica de desenvolvimento do setor, e com isso, 0 pais esta
aumentando a producao aquicola.

O projeto AQUABRASIL foi criado pela EMBRAPA Pantanal que é um 6rgao
do governo Federal em 2007 com o objetivo de desenvolver informacdes e
tecnologias adaptadas as condicbes locais para melhorar o desempenho da
aquicultura no pais. Este projeto utiliza como objetos de pesquisa as espécies
camardo marinho, L. vannamei; a Tilapia, Oreochromis niloticus; o tambaqui, C.
macropomum e o pintado, P. corruscans. Abordam fatores como de melhoramento
genético, nutricdo e alimentacdo, biosseguranca e sanidade, manejo e gestdo
ambiental dos sistemas de producado e aproveitamento agroindustrial num enfoque
integrado de pesquisa em rede.

Segundo a FAO a producédo de Tildpia estd amplamente distribuida pelo
mundo, sendo cultivada e representada em mais de 85 paises. O Brasil possui 0
potencial de ser o maior exportador desse peixe para os EUA e outros paises,
devido ao seu clima favoravel e abundantes recursos hidricos (WATANABE et al.,
2002). Nos Uultimos trés anos, segundo a coletiva do Ministério da pesca e
Aquicultura, estatistica 2008 e 2009, a producdo aumentou 86%, chegando a
ultrapassar 130 mil toneladas.

A Tilapia &€ uma espécie exotica introduzida no Brasil, representada por
linhagens melhoradas, apresenta 39% do total pescado proveniente da piscicultura
continental, segundo a estatistica do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e

dos Recursos Naturais Renovaveis) em 20009.
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Com o objetivo de aumentar a producdo brasileira de Tilapia, foram
introduzidas trés linhagens no pais, a Chitralada, importada em 1996 pela
Associacdo de produtores de alevinos do estado do Parana sendo proveniente da
Costa do Marfim, (MOREIRA et al., 2000), a Supreme, em 2004 introduzida pela
Larvicultura Aquabel que foi desenvolvida pela empresa Norueguesa Genomar e a
GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia), que em 2005 foi recebida pela
Universidade Estadual de Maringa proveniente da Malasia desenvolvida pela World
Fish Center. Segundo o Panorama da Aquicultura (2007) estas introducdes
contribuiram significativamente com a expanséo da tilapicultura no Brasil.

A Til4pia alcanca sua maturidade sexual muito cedo, geralmente entre o 4° ou
6° més de vida (KUBITZA, 2000). Ao atingir a maturidade sexual, desvia sua energia
para a reproducao e cuidado parental e, devido a alta prolificidade, acaba gerando
superpopulagcdo nos ambientes de cultivo (KUBITZA, 2000) e competicdo por
espaco e alimento (CARVALHO e FORESTI, 1996), causando uma reducédo da taxa
de crescimento e até a mortalidade devido a depreciacdo da qualidade da agua.

Com o objetivo de solucionar o problema de superpopulacédo nos tanques e o
fato dos machos apresentarem taxa de crescimento superior as fémeas
(TACHIBANA et al., 2004), diversas técnicas foram, implantadas para obtencédo de
populacdes monossexuais masculinas.

Inicialmente, técnicas foram baseadas apenas na reducdo da atividade
reprodutiva, como por exemplo, o uso de gaiolas, reducdo do crescimento dos
filhotes, o policultivo com peixes predadores ou constante despesca dos viveiros de
cultivo (BOMBARDELLI et al., 2004). Logo, outras técnicas mais eficazes, baseadas
na manipulacdo direta e indireta do sexo fenotipico dos peixes foram utilizadas,
baseadas na eliminacdo das fémeas dos ambientes de cultivo a partir de reversao
sexual por tratamentos hormonais e manipulacdo genética ou ambiental
(BOMBARDELLLI, et al., 2004).

Os métodos diretos atuam sobre o0s processos fisiologicos que determinam
masculinizacdo, feminilizacdo ou esterilizacdo. Estes métodos sdo o0s mais
difundidos e utilizados como, por exemplo, o uso de horménios esterdides
androgénicos (POPMA e LOVSSHIN, 1996; BEADMORES et al.,2004) que visa
eliminar ou minimizar a reprodu¢do nos tanques, alcancar uma maior producao
através do melhor crescimento dos machos, e obter uma maior uniformizacdo dos

lotes. Entretanto, o uso de hormdnios na producéao animal tem sido questionado em
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qualquer fase de criacdo, dosagem ou tempo de utilizacdo em animais destinados
ao consumo humano. Assim, buscam-se alternativas devido a preocupacdo dos
consumidores com os efeitos residuais dos hormonios esterdides no meio ambiente
e na saude humana (OLIVEIRA et al., 2008).

Segundo Donaldson (1996), os tratamentos indiretos atuam sobre processos
genéticos ou variaveis ambientais, os quais influenciardo indiretamente os processos
fisioloégicos que determinam o sexo fenotipico.

A Tilapia do Nilo é documentada com probabilidade de ser a melhor espécie
para demonstrar o complexo sistema de determinagdo do sexo, conhecido como
“Sexual determinatiom system” (SDS) (BAROILLER et al., 1995; BAROILLER e
D’COTTA, 2001). O SDS é um sistema biolégico que determina o desenvolvimento
das caracteristicas sexuais dos organismos. Distinguem-se em dois tipos de
sistemas:

- Determinacdo genética do sexo (GSD), onde as caracteristicas sao
determinadas por fatores contidos nos cromossomos; esta pode ser classificada em
determinacdo cromossOmica, quando existem cromossomos heteromorficos;
determinacao genética, quando os cromossomos sdo homomorficos; e determinacgéo
por haplodiploidia, quando um dos sexos possui a metade da dotacédo
cromossOmica do outro sexo.

- Determinacdo ambiental do sexo (ESD), onde as caracteristicas sao
determinadas por fatores ambientais, como € o caso do sistema TSD (Determinacao
por temperatura), estabelecido pela temperatura de incubagéo.

O GSD é um sistema baseado predominantemente em um sistema mono-
fatorial genotipico com machos heterogaméticos (JALABERT et al., 1974; PENMAN
et al., 1987; SCOTT et al., 1989; MAIR et al., 1991) e com uma menor influéncia
genética de fatores independentes (autossémicos) e/ou epistaticos para
determinacdo do sexo (LESTER et al.,, 1989; MAIR et al., 1991; WOHLFARTH e
WEDEKIND, 1991; BAROILLER et al., 1996; ABUCAY et al., 1999; BAROILLER e
D'COTTA, 2001; EZAZ et al., 2004).

Em Tilapia nilotica a determinacdo sexual esta sob controle cromossGmico
(XX e XY) e fatores desencadeantes ambientais. Ela € uma espécie gonocoristica
indiferenciada sexualmente (ROWELL et al.,2002), desenvolvem primeiramente

suas gbnadas em ovarios, onde a partir de um certo periodo de vida, metade da
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populacdo apresenta degeneracdo do tecido ovariano e formacdo dos testiculos
(YAMAZAKI,1983; CARVALHO, 1985; DELVIN e NAGAHAMA, 2002).

Segundo Baroiller (1995), a determinacdo do sexo € predominantemente
determinada pela existéncia de um grande gene localizado em um par de
cromossomos sexuais. Mas em Tilapias, como na maioria dos peixes teledsteos, as
relacdes de sexo sdo influenciadas por certos fatores exdgenos especificos, como a
temperatura.

Além disso, a diferenciacéo sexual requer uma variedade de vias bioquimicas
envolvendo muitas proteinas diferentes, como por exemplo, fatores de transcrigéao,
enzimas, receptores, sistemas de segundo mensageiro, e outros. (DEVLIN e
NAGAHAMA, 2002), e como a temperatura pode influenciar grandemente na
estrutura e funcdo destas moléculas, a reversdo sexual por temperatura vem sendo
estudada por varios pesquisadores como método alternativo ao tratamento hormonal
(BARAS et al., 2000; WANG e TSAI, 2000; BARAS et al., 2001; TSAI et al., 20083;
AZAZA et al., 2008). Esses estudos fornecem evidéncias de que a temperatura
baixa da agua (~25°C) favorece a diferenciacdo sexual feminina enquanto que a
temperatura alta (~35°C) favorece a diferenciacao sexual masculina.

Muitas pesquisas mostram que 0s genes envolvidos no processo de
diferenciacdo sexual, muitos ja sequienciados, envolvem uma cascata genémica e
desempenham papéis importantes nos mecanismos de determinacdo, como o fator
de transcricdo 1 (Dmrtl), os recepetores de estrogénio (Esr), o Amh, o Sfl, o Dax1,
o gene 9 contendo box-HMG (Sox9), o FoxL2 e a aromatase CYP19a e CYP19b
(RAYMOND et al., 2000; TEVOSIAN et al., 2002; NES e ANDERSEN, 2006; LIU et
al., 2008). A sensibilidade desses mecanismos a temperatura tem sido provada e o
direcionamento do desenvolvimento do sexo fenotipico pode ser realizado em
muitas espécies (NES e ANDERSEN, 2006).

A enzima P450 aromatase (P450arom, CYP19), € um produto do gene
CYP19, € um membro da superfamilia do citocromo P450 que catalisa a formacao
de estrogeno a partir de androgenos (GUIGUEN, 2010). A enzima-chave para
equilibrar a relacdo dos hormonios esterdides € a CYP19 aromatase (que € a
enzima terminal no caminho da esteroidogénese). A expressdo adequada desta
enzima é essencial para diferenciagdo do sexo e para reproducdo em animais
vertebrados (SCHALBURG, 2009). A aromatase, que se expressa principalmente no

ovario foi designado CYP19a / P450aromA / CYP19A1 e o tipo que se expressa em
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um alto nivel no cérebro e é fortemente induzido pelo estrogénio foi designada
CYP19b/P450aromB/CYP19A2 (CHANG et al., 2005).

O gene da aromatase apresenta uma expressao precoce no ovario e foi
localizado em um subconjunto de células somaticas no momento de diferenciacéo
em godnadas de trutas arco-iris (VIZZIANO et al. 2007), em Tilapia do Nilo (DEVLIN e
NAGAHAMA, 2002) e em Medaka japonés (SUZUKI et al., 2004). Em Til4pia do Nilo,
a presenca da aromatase foi detectada usando um anticorpo especifico durante a
diferenciacdo das gbnadas em fémeas genética em um subconjunto de células
claras localizado em um lado das gbnadas na proximidade dos vasos sanguineos
(STRUSSMANN e NAKAMURA, 2002; SAKAI et al., 2008).

Mas os primeiros padrBes de expressdo génica da aromatase podem ser
detectados cerca de 30 dpf (VIZZIANO et al., 2007), apresentando altos niveis em
fémeas e baixos niveis em machos, conforme sugerem varios autores (CHANG et
al., 2005).

No entanto, o padrdo de expressdo e a funcdo da cascata de genes
envolvidos no processo de diferenciacdo sexual, sugerem que esses genes fazem
parte de uma rede de sinalizacdo responsavel pelo desenvolvimento especifico das
gbnadas sexuais (WANG, 2010); porém, estudos ainda ndo comprovaram de que
forma estes fatores de transcricdo estariam atuando nesta mesma fita transcrita e
guais seriam esses elementos que estdo atuando no gene alvo. Com isso, ainda néo
esté elucidado o momento em que a temperatura estaria atuando neste processo.

Embora existam algumas pesquisas sobre genes expressos em Tilapias, até
o momento ndo ha nenhum relato do estudo da variacdo genética nos genes da
aromatase e de sua relacdo com caracteristicas reprodutivas nas linhagens em uso
na piscicultura brasileira. Portanto, o objetivo deste estudo é identificar se existe
variacdo de polimorfismo de nucleotideo simples nos genes da aromatase, em
Tildpia (Oreochromis niloticus) da linhagem Supreme utilizada na piscicultura
brasileira. Caso seja identificada a variagcdo genética neste gene, buscar estabelecer
se ha uma relagcdo de causa e efeito sobre propor¢cdo de reversdo sexual e

caracteres reprodutivos destas linhagens.
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2.1.Caracterizacédo do Problema

No Brasil atualmente existem trés linhagens melhoradas de Tilapia: a
linhagem Chitralada, a linhagem Supreme e a linhagem Gift. Estas introducdes
contribuiram significativamente com a expansdo da tilapicultura no pais
(Panorama da Aquicultura, 2007). Uma forma de acelerar o processo de
melhoramento genético é com o uso de marcadores moleculares na selecao
assistida por genes (marcadores diretos). Para Schoétterer (2004) o objetivo da
analise com marcadores com fins de melhoramento genético, é tentar
estabelecer se ha uma associacao entre o polimorfismo observado no marcador
e o valor fenotipico da caracteristica de interesse.

Algumas publicacbes tém demonstrado que muitos marcadores sexuais
possuem papéis essenciais na producdo dos peixes (Price, 1984; Devlin and
Nagahama, 2002). Alguns marcadores ligados ao sexo tém sido identificados
através de estudos de ligacao genética em Tilapias (Lee et al., 2003). Contudo,
uma dissecacdo de maior resolucdo € necessaria para saber se estes
marcadores estdo presentes em genes atuando diretamente na determinacéo
e/ou diferenciacdo do sexo, ou proximo de genes que realizam esta funcéo.

Horménios sao utilizados para reversdo sexual em Tildpias para aumentar a
producdo de machos e uniformizacdo dos lotes. Embora este método seja 0 mais
utilizado, existe hoje uma tendéncia de utilizacdo de técnicas indiretas e diretas
gue ndao utilizam estes compostos. A busca destas alternativas ocorre
principalmente, devido a preocupacdo dos consumidores com os efeitos
residuais dos hormdnios ester6ides com o meio ambiente e a saude humana
(Oliveira et al., 2008). Alguns pesquisadores utilizam a temperatura para
reversao sexual ao tratamento de hormdnios (Baras et al., 2001; Tessema et al.,
2006) e, a resposta a esta reversdo apresenta um fundo genético, devido
expressao de proteinas envolvidas nas vias bioguimicas. Contudo é importante
identificar o(s) gene(s) envolvido neste controle de resposta da reversao sexual.
Pois este indicativo se baseia no fato que varios trabalhos confirmaram que o

estrogénio é requerido para diferenciacdo dos ovarios (Nakamura et al., 1998;
Kwon et al., 2000; Kobayashi et al., 2003).



24

7

O complexo enzimatico da aromatase é responsavel pela conversdo de
andrégenos em estrogenos em vertebrados. Uma das principais enzimas deste
complexo € citocromo P450arom. Portanto, a regulacdo da expressao génica
desta enzima esta diretamente ligada a diferenciacdo sexual. Tem sido provado
que altas temperaturas deprimem a expressao do gene da aromatase ou de
fatores transcricionais para a sua expressdo durante a diferenciagcdo sexual em
peixes (Baroiller e D'Cotta, 2001; D'Cotta et al., 2001; Tsai et al., 2003). Portanto,
uma analise do polimorfismo nos genes que controlam esta enzima pode gerar
conhecimentos sobre o comportamento diferencial da resposta a reversao por
temperatura. Contudo, poucos relatos de Polimorfismo de Nucleotideo Simples
(SNP) tém sido publicados em espécies utilizadas na aquicultura (He et al., 2003,
2008; Heikki and Craig, 2006; Hayes et al., 2007).

Embora existam alguns estudos sobre genes expressos em Tilapias até o
momento ndo ha nenhum relato do estudo da variacdo genética nos genes da
aromatase e de sua relagdo com caracteristicas reprodutivas nas linhagens em
uso na piscicultura brasileira. Portanto, o objetivo desta pesquisa é identificar se
existe variagdo de polimorfismo nucleotideo simples nos genes da aromatase em
diferentes linhagens de Tilapia utilizadas na piscicultura brasileira. Caso seja
identificado variacdo genética neste gene buscar estabelecer se ha uma relacéo
de causa e efeito sobre proporcéo de reversédo sexual e caracteres reprodutivos

destas linhagens.

2.2 Objetivos e Metas

Obijetivo do ponto de vista do conhecimento cientifico:

- Identificar as variantes dos genes da aromatase em diferentes linhagens de
Til4pias utilizadas na piscicultura brasileira;

- Avaliar comparativamente aspectos reprodutivos das linhagens GIFT,
Chitralada e Supreme e;

- Correlacionar o polimorfismo genético nos genes da aromatase com
caracteres reprodutivos de forma a obter marcadores para selecdo de animais

gue respondem melhor a reverséo sexual por temperatura.
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2.3 Metodologia e Estratégia de acéo

Os experimentos de campo (cultivo das linhagens) e coleta de material
para analise genética se realizados na cidade de Rolandia e Maringa, PR, nas
instalagcdes da Piscicultura Aquabel e Universidade Estadual de Maringa. A
genotipagem dos animais sera realizada no Laboratorio de Engenharia Genética
Animal (LEGA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Obtencdo do material genético: O DNA genbmico sera obtido a partir de
amostras de tecido coletadas de diferentes linhagens utilizando-se uma tesoura
para o corte de aproximadamente 1cm? da nadadeira caudal.

O anestésico utilizado serd a benzocaina em meio aquoso, que tem como
principio ativo o éster etilico do &cido para-aminibenzéico, sendo utilizado em
mamiferos e peixes como um enestésico local. Os peixes sdo colocados em um
banho de agua oxigenada contendo o anestésico. Uma vez que o peixe perder o
equilibrio pode ser removido do banho, onde sera contido sobre uma esponja
umedecida e um pano também umedecido para cobri-lo e manipula-lo. A escolha
do anestésico e da dose para os peixes é dependente de uma série de fatores,
incluindo temperatura da agua, da idade ou da maturidade do peixe e do
procedimento. Para este anestésico, a dose varia de 20 a 100mg/L e os tempos
de inducdo em intervalo de 2-4 minutos, com recuperacdo completa em 5-10
minutos. Ao término do manejo, 0s animais recuperados sdo imersos em agua
saturada de oxigénio.

Para eutanasia, o peixe sera submetido a uma quantidade mais elevada

do mesmo anestésico.

2.3.1 PCR-SSCP para os genes da aromatase

Esta andlise identifica se ha variacdo genética no gene da aromatase
CYP19 e a caracterizacdo dos genotipos derivados da combinacdo dos
diferentes alelos. Serdo obtidas amostras aleatorias de 50 reprodutores para
analise do polimorfismo (Chang et al., 2005). O DNA gendmico sera extraido de
acordo com o procedimento estabelecido por Lahiri e Nurnberger (1991). Seréao
desenhados com o programa Vector NTI 8.0 (Invitrogen, USA) 11 pares de

primers. As reagdes de PCR serdo conduzidas em um volume total de 25 pl: 50
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ng de DNA, 0,20 mM de dNTP, 2,5 mM MgCI2, 0,20 mM de cada primer and 0,5
U Taqg DNA polimerase. Os produtos de PCR serédo genotipados de acordo com
a técnica de SSCP (Sunnucks et a., 2000). O produto do PCR sera separado em
aparato de eletroforese de alta resolucdo em matriz GMA (Elchrom Scientific,
Switzerland) de acordo com as especificacfes do fabricante. A revelacdo sera
realizada utilizando corante Gelgreen (Biotin,USA) e Vvisualizados em
transluminador DarkReader (Clare Chemical Research, USA)(Dam et al., 2001).

Gendtipos individuais serdo definidos de acordo com o padréo de bandas.

2.3.2 Experimento de reversdo sexual com temperatura

Com o objetivo de correlacionar o efeito da temperatura com os alelos
observados nos animais amostrados e a proporcdo de sexo resultante, a
linhagem que apresentar maior polimorfismo nos genes em estudo sera
submetida a um experimento para avaliar o efeito da temperature (27 e 34°C). A
proporcdo de sexo sera analisada usando o método acetocarmin para sexagem
de juvenis (Guerrero and Shelton, 1974). Amostras de 50 peixes serao
sacrificadas aleatoriamente usando anestésico. Uma peca da gbnada sera
removida e corada com acetocarmin, para realizacdo da analise histologica. A
determinacdo do sexo sera baseada na presenca de odcitos para fémeas e na
morfologia lobular dos testiculos em machos.

2.3.3 Andlise estatistica

A diversidade genética dentro das linhagens sera caracterizada pelas
frequéncias genotipicas, heterozigosidade observada (HO), diversidade génica
esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg (He), porcentagem de l6cus
polimorficos (P) para cada um dos 9 intervalos génico a serem avaliados pela
técnica de SSCP. Estas estimativas serdo obtidas pelo uso do programa
Genepop 3.0 (Raymond e Rousset 1995). A sobrevivéncia dos diferentes lotes ira
ser comparada utilizando o teste de (x2). A significAncia dos desvios da
proporcado de sexo sera analisada utilizando uma tabela de contigéncia de qui-
quadrado 2x2 com um nivel de signficancia de P < 0,05. Serdo formados
diplétipos com o programa Phase 2.0 a partir dos SNPs que apresentem

polimorfismo. As associacdes entre os gendtipos e os diplotipos dos SNPs
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polimorficos dos genes da aromatase e as caracteristicas E2, IHS e IGS e efeitos
genéticos serdo analisados respectivamente pelo procedimento GLM do pacote
estatistico SAS. Outros efeitos, tais como sexo, local, data de abate ndo serédo
levados em consideracdo, uma vez que todos 0s peixes a serem utilizados seréo
fémeas, abatidas na mesma idade e mesmo procedimento. Diferencas
significantes entre médias de quadrados minimos de diferentes gendtipos ou

diplotipos seréo calculadas utilizando o teste de Duncan.

2.4 Resultados e Impactos esperados

Indicadores de Progresso ao final de cada 6 meses de projeto:

Publicacdes de artigos cientificos em revistas qualis A internacional e qualis
A nacional. Tendo assim uma repercussao positiva na sociedade cientifica.
Contudo, uma avaliacdo positiva dos relatérios prestados semestralmente
ao Programa de P6s Graduacéo.

Indicadores de resultados ao final do projeto:

As informacbes geradas durante a execucdo deste projeto serao
comunicadas em congressos da area, bem como sera realizada a publicacdo de
artigos cientificos em revistas especializadas e conceituadas pelo Qualis.

O estabelecimento da diversidade genética baseada nos genes em estudo,
tanto no eixo somatotrépico como nos genes ligados a reproducdo nestas
linhagens permitird a orientacdo do programa de conservacao destes recursos,
bem como a orientacdo dos cruzamentos nas etapas de selecéo.

A partir da identificacdo do efeito de substituicdo génica nos genes em
analise e comprovando a relacdo de causa e efeito podera ser possivel empregar
a selecéo assistida baseada nos alelos favoraveis dentro destas linhagens, o que
permitird a geracdo de animais melhorados para o fornecimento das larviculturas
multiplicadoras. Com a inclusdo de material melhorado o crescimento continuo
da producéo de Tilapias podera ser mantido ou elevado.

Com utilizacdo de marcadores no processo de selecdo das linhagens

envolvidas permitirdA a comparacdo das estratégias de selecdo tradicional e
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assistida. Em virtude da inexisténcia deste tipo de aplicagdo na piscicultura
nacional, este projeto contribuird de forma marcante para a formacao de recursos
humanos na éarea de melhoramento genético. Além disso, A geracdo de
informacbes sobre a correlagdo entre o0s caracteres quantitativos e a
variabilidade genética de linhagens de Tilapia poder4, num futuro préximo,
incentivar o desenvolvimento de programas de melhoramento genético em
diferentes regides, utilizando como base peixes exoéticos e nativos, atendendo a

realidade brasileira da piscicultura.

Repercusséo e/ou impactos dos resultados:

Uma repercussao € resolver, através do conhecimento cientifico, o gargalo
tecnologico que existe na piscicultura devido a falta de programas de selecéo
genética de Tildpias utilizadas na piscicultura no Brasil. Ao mesmo tempo,
desenvolver tecnologia nacional para melhoramento que podera ser empregada
em diferentes espécies de peixes. Com isso havera um impacto econémico com
diminuicdo dos custos de producdo e conseqiente aumento na renda de
produtores de Tilapia, advinda da economia no pagamento de royalties ou
através da reducdo dos custos de producédo devido ao melhor desempenho da

nova linhagem.
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Atividades

2009

2010

2011

O N D J F

M A M J J

A S O N D

J

F

Obtencao
de créditos

X X X X X X X X X

Coleta de
tecidos

Extracéo de
DNA

Analise de
SSCP (entre
linhagens)

Sequenc.

Experimento
de reversao

X X X X X

Coleta de
dados

Analise de
SSCP
(experiment
o de
reversao)

X X X X

Andlise
estatistica

Revisao da
literatura

X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X

Redacéo da
dissertacéo

Defesa da
dissertacdo

2.6 Outros Projetos e Financiamentos

Projetos em andamento na linha de melhoramento genético e reproducéo:

Diones Bender Almeida. Analise do polimorfismo em genes ligados ao eixo

somatrotépico em linhagens de tilapia. Inicio: 2008. Tese (Doutorado em Pés-graduacao

em Zootecnia) Universidade Federal de Pelotas, Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior. (Orientador — Heden L. M. Moreira).

Rafael Aldrigh Tavares. Clonagem da regido promotora do GH e PRL em peixe-rei.

Inicio: 2008. Dissertacao (Mestrado em Pds-graduacdo em Zootecnia) - Universidade
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Federal de Pelotas, Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.
(Orientador — Heden L. M. Moreira).

Bernardo dos Santos Vaz. Clonagem da regido promotora do horménio do
crescimento em jundid (Rhamdia quelen). Pds-doutorado Centro de Biotecnologia —
UFPel. (Orientador — Heden L. M. Moreira).

Janaina da Silva Camacho. Estimativa do polimorfismo genético no primeiro intron
do I6cus do hormdnio de crescimento do jundia (Rhamdia quelen). Inicio: 2007. Iniciacao
cientifica (Graduando em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Federal de Pelotas,
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico. (Orientador — Heden L.
M. Moreira).

Heden Luiz Marques Moreira. Clonagem e sequenciamento do gene da protamina de
jundid Rhamdia quelen e analise da expresséo de gene marcador tecido especifico.

Marco André Paldes da Costa. Marcadores moleculares no eixo-somatrotépico de
bovinos de corte. Inicio: 2008. Tese (Doutorado em Programa de PO4s-Graduacao
Departamento de Zootecnia) - Universidade Federal de Pelotas, Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. (Orientador — Heden L. M. Moreira).

Outros projetos do PPGZ desta linha de pesquisa:

- Avaliacd@o genética em bovinos de corte das ragas européias e suas cruzas;

- Cruzamento industrial entre machos Border Leicester com ovelhas Corriedale e Ideal
para producédo de carne;

- Estimativas de parametros genéticos para a producéo de leite acumulada na lactacao e
de controles individuais de producéo da raca Jersey ajustadas por diferentes modelos
estatisticos;

- Formacgéo de uma linhagem de codornas de corte com selecdo aos 21 dias de idade e
avaliacdo da producéo de ovos através de modelos de regresséo aleatoria;

- Influéncia genética e ambiental sobre as caracteristicas de desempenho produtivo de
espécies de interesse zootécnico no Rio Grande do Sul;

- Inseminacéo artificial em tempo fixo com pessérios intravaginais em bovinos;

- Uso do benzoato de estradiol na manifestacdo de cios e fertilidade em vacas pés-parto;
- Utilizacdo de banco de dados como ferramenta para a tomada de decisdes na
bovinocultura de corte através do uso de simulagdes;

- Utilizacdo de modelos de regressdo aleatéria na avaliacdo genética de bovinos de

corte;
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Projetos ligados aos Sistemas de Producéo

- Avaliacdo da densidade de cultivo do jundid (Rhamdia sp.) em tanque rede de pequeno
volume.

- Avaliacdo da extracdo e uso da hipofise do biru (Cyphocharax voga) para a indugéo da
desova do jundia (Rhamdia sp.)

- Avaliagéo zootécnica e selecdo genética de jundid (Rhamdia sp.)

- Producdo intensiva de jundia (Rhamdia sp.) em tanque rede.

2.7 Aspectos Eticos (quando aplicavel)

Serdo utilizados pelo menos 100 peixes de cada linhagem, os quais seréo
sacrificadas aleatoriamente usando anestésico Cloridrato de Benzocaina (20mg/L). Uma
peca da gbnada sera removida e corada com acetocarmin, para realizagdo da analise
histol6gica. Com este experimento € possivel a andlise de odécitos e testiculos, para que
assim possa ser analisada com melhor acuracia a reversao sexual do alevino.

Uma quantidade mais elevada de anestésico serdo utilizados para que 0s
animais entrem em eutanasia. Posteriormente serd realizado um corte cervical e a

retirada das génadas.
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3. Revisao da Literatura

3.1 Aquicultura mundial

Segundo dados da FAO “Food and Agriculture Organization of United
Nations” (2009), o crescimento médio observado da entre os anos de 1997 e 2007
foi de 6,65% ao ano, chegando em 2007 com uma producdo de 65.190.031
toneladas (Figura 1).

Esta alta producdo se deve principalmente ao continente asiatico, que
participa com 91,11% da producdo mundial na aquicultura. Seguido dele, vem a
Europa com 3,59%, a América do Sul com 1,96%, a América do Norte e Central com
1,8%, a Africa com 1,27% e a Oceania com 0,26% (Figura 1).

PRODUGCAO
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ASIA -21,11%

@ EUROPA -3.59%

mAMERICA DO SUL-1.96%

mAMERICA DO NORTE E CENTRAL1.80%
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m OCEANIA- 0.26%

Figura 1 — Producé&o Mundial da Aquicultura por Regido em 2007.
Fonte: FAO, 2009
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As principais espécies cultivadas mundialmente séo representadas pelo grupo
das Carpas, que se destacam pelo volume de producéao, onde segundo dados da
FAO para o ano de 2007 tiveram um total de 14.892.443 toneladas, representando
22,84% do total produzido, na sequéncia Tilapias com 2.505.465 toneladas e salméo
e trutas com 2.254.944 toneladas (Tabela 1).

Tabela 1 - Producdo e Receita da Aquicultura Mundial por Grupo de Espécies em
2007

NOME  oNmiapAs) % BimoEs. %
Carpas 14.892.443 22,84 14,88 15,74
Ostras 4.401.030 6,75 3,22 3,41
Mariscos 4.213.342 6,46 4,34 4,59
Camardes 3.275.726 5,02 13,41 14,19
Tilapias 2.505.465 3,84 3,30 3,49
Salméo e Trutas 2.254.944 3,46 11,10 11,75
MexilhGes 1.630.795 2,50 1,61 1,70
Subtotal 33.173.745 50,89 51,86 54,87
Outros 32.016.285 49,11 42,64 45,13
Total 65.190.029 100 94,50 100

Fonte: FAO 2009.

3.1.1 Aguicultura no Brasil

Segundo o IBAMA (2009) a Pesca e Aquicultura no Brasil tiveram uma
produgéo no ano de 2009 de 1.240.813 toneladas (Figura 2).
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Figura 2 — Producéo da Pesca e Aquicultura no Brasil.
Fonte: Ministério da Pesca e Aquicultura — Estatistica 2008 e 2009
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Através de incentivos do Governo Federal, como a criacdo do Ministério da
Pesca e Aquicultura, Resolu¢cdo Conama e a Criagdo de um pdélo da EMBRAPA
exclusivo para Aquicultura e Pesca, alavancou o setor, trazendo desenvolvimento e
cultura.

Em um comparativo tempo de producéo (2003 a 2009), a pesca continental
tem mostrado oscila¢des, fechando o ano de 2009 com 239.492 toneladas (IBAMA,
2009).

A aquicultura nacional teve um crescimento substancial entre os anos de
2003 a 2009, chegando a produgéo de 415.649 toneladas, cerca de 49% superior ao
ano de 2003 (IBAMA, 2009). E a expectativa para 2011, segundo os dados do Plano
de pesca e Aquicultura do Ministério da Pesca é que a producdo chegue a 570.000
toneladas.

A piscicultura continental brasileira também tem mostrado um soélido e
constante crescimento, com a producgéo indo de 177.125 toneladas em 2003 para
337.353 toneladas em 2009, com um crescimento de 60,2% neste periodo (IBAMA,
2009) (Figura 3).
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Figura 3 — Producéo da Piscicultura de 2003 a 2009.
Fonte: Ministério da Pesca e Aquicultura — Estatistica 2008 e 2009

Comparando o crescimento da produgdo das atividades zootécnicas no
periodo de 2007 a 2009, observa-se que a aquicultura registrou uma expressiva

evolucdo, com um crescimento relativo de 43,8%, ao passo que as principais
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criagbes da pecuéria nacional, aves e suinos, registraram apenas 12,9% e 9,2%,
respectivamente, e a de bovinos uma retragdo na ordem de 8,6% (Figura 4).
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Figura 4 — Crescimento Relativo da Pecuaria e Aquicultura 2007 — 2009.
Fonte: Dados de Pecuaria IBGE/SIDRA

A figura 5 ilustra a distribuicdo nacional de pescados por regidao no ano de
2009, onde a regidao Nordeste foi a mais produtiva, com 411.463 toneladas de
pescados, correspondendo a 34% da producdo nacional. O segundo e o terceiro
maiores produtores de pescados foram a regido Sul e Norte com valores muito
proximos, 316.257 toneladas (25%) e 263.814 toneladas (21%) respectivamente.
Fechando a lista esta a regido Sudeste com 177.249 toneladas (14%) e a Centro-

oeste com 72.030 toneladas (6%).

Sudeste
177.249t
14%

Sul
316.257t
25%

Figura 5 - Producdo Nacional de Pescados em 2009 por Regido.
Fonte: Ministério da Pesca e Aquicultura — Estatistica 2008 e 2009.

A distribuicdo Nacional de pescados (pesca extrativa e aquicultura) por

Unidade de Federacdo no ano de 2009, aponta o estado de Santa Catarina em
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primeiro lugar, com 207.505 toneladas, seguido pelo Para com 135.228 toneladas e
a Bahia com 119.601 toneladas (Figura 6). O Distrito Federal com 1.308 toneladas
registrou a menor producédo do pais. Segundo dados da FAO (2009) a aquicultura

continental teve um crescimento relativo de 6,4%.
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Figura 6 — Produgao Nacional de Pescado em 2009 por Unidade de federagéo.
Fonte: Ministério da Pesca e Aquicultura — Estatistica 2008 e 2009.

3.1.1.1 Producéo de Tilapia no Brasil

A producdo de Tilapia no Brasil apresenta um padrdo de crescimento
continuo desde 1994. Entre os anos de 2003 a 2009, a producdo cresceu 105%,
saindo de 64.857,5 toneladas para 132.957,8 toneladas, respectivamente e

representa 39% do total do pescado proveniente da piscicultura continental no pais.

Os maiores aumentos de producdo foram em 2002, quando houve um
acréscimo de 59% em relacdo a 2001 e, em 2007, quando a producdo aumentou

33% em relagédo ao ano anterior. (Figura 7)
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Figura 7 — Producao de Piscicultura (Tilapia) no periodo de 1994 a 2009.
Fonte: Ministério da Pesca e Aquicultura — Estatistica 2008 e 2009.

Entre 2006 e 2009, a producdo aumentou 86%, chegando a ultrapassar
130.000 toneladas. E importante ressaltar que do ano de 2008 para 2009 houve

crescimento de 20% da producéo, chegando a 132.957,8 toneladas.

3.2 Biologia da Tilapia (Oreochromis niloticus)

H& vinte anos atras, todas as Tilapias de importancia comercial eram
agrupadas em um unico género, Tilapia spp. Na década de 70, as espécies que
incubavam seus ovos na boca foram separadas daquelas que incubavam seus ovos
externamente e foram classificadas como sendo todas do género Sarotherodon; e
em 1983, as espécies do género Sarotherodon foram novamente divididas,
separando as espécies que incubam os ovos na boca da fémea sob o género
Oreochromis (LEONHARDDT, 1997).

Uma classificacdo taxonémica recente publicada por POPMA e LOVSHIN
(1996), classifica a Tilapia de importancia comercial em trés grupos taxonémicos, 0s
quais sao distintos pelo comportamento reprodutivo. S&o eles as do género Tilapia
spp, que incubam seus ovos em substratos; Oreochromis spp, que incubam o0s ovos
na boca da fémea; e Sarotherodon spp, que incubam os ovos ha boca do macho ou

de ambos.
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A Tilapia é tipica de ambiente tropical, adaptando-se melhor em clima onde a
temperatura da 4gua varie entre 18 °C e 28 °C. Temperaturas abaixo de 12 °C e
acima de 42°C séao letais. A desova é estimulada com temperatura da agua entre
22°C e 24°C. Segundo CASTAGNOLLI (1992), o melhor desempenho da Tilapia é
obtido com a temperatura da dgua entre 26°C e 28 °C e, quando esta € inferior a 15
°C, pouco se alimenta e n&o se reproduz.

Segundo estudos de BALARIN e HATTON (1979), a Tilapia apresenta sua
distribuicdo geografica natural no Leste Africano (bacia do rio Nilo), no Congo e no
Oeste Africano (bacias dos rios Niger e Senegal), sendo, a partir dai, disseminada
pelo homem para Israel, Sudoeste Asiatico (Indonésia, Filipinas, Formosa), para o
EUA (Alabama e Florida) e, ainda, para a América do Sul (Brasil, México e Panama).

A Tilapia do Nilo foi introduzida inicialmente no Brasil pelo Estado do Ceara,
através do D.N.O.C.S. (Departamento Nacional de Obras Contra a Seca), em
Pentecostes, em 1971, procedente da Costa do Marfim, Africa. Por ser oriunda da
bacia do rio africano, recebeu o nome Tilapia do Nilo (GALLI e TORLONI, 1986).

Com o objetivo de aumentar a producdo brasileira de Tilapia, foram
introduzidas trés linhagens no pais, a Chitralada, importada em 1996 pela
Associacdo de produtores de alevinos do estado do Parana sendo proveniente da
Costa do Marfim, (MOREIRA et al., 2000), a Supreme, em 2004 introduzida pela
Larvicultura Aquabel que foi desenvolvida pela empresa Norueguesa Genomar e a
GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia), que em 2005 foi recebida pela
Universidade Estadual de Maringa proveniente da Malasia desenvolvida pela World
Fish Center. Segundo o Panorama da Aquicultura (2007) estas introducdes
contribuiram significativamente com a expansao da tilapicultura no Brasil.

Oreochromis niloticus é um peixe facilmente reconhecido por apresentar
listras verticais na nadadeira caudal, escamas grandes, pouco brilhantes, coloracdo
metalica, manchas esbranquicadas no ventre, corpo curto e alto, cabeca e cauda
pequenas (Figura 10) e, quando alevinos, um colorido metalico em tom verde-
azulado na cabeca (GALLI e TORLONI, 1986; LUND). (Figura 9)



Figura 8 — Larvas de Tilapia (4dpf) — Linhagem Supreme
Fonte: Laboratério de Engenharia Genética Animal, da
Universidade Federal de Pelotas, RS - Brasil.
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Figura 9 — Alevinos de Tilapia (38 dpf) — Linhagem Supreme.
Fonte: Laboratério de Engenharia Genética Animal, da
Universidade Federal de Pelotas, RS - Brasil.
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Figura 10 — Tilapia adulta — Linhagem Supreme.
Fonte: Decca Indardeka Life and Adventure.

Na natureza, a Tilapia do Nilo chega a sua primeira maturacao sexual a partir
de 20 cm. J4 em cativeiro pode atingi-la com quatro a cinco meses de vida e com 10
a 17 cm de comprimento e pode p6r de 1.500 a 2.000 ovos por vez, desovando pelo
menos trés vezes ao ano (KUBITZA, 2000).

Uma caracteristica da reproducéo desta espécie € o fato de a fémea incubar
0S 0vOos na boca, onde permanecem por sete a oito dias, so saindo apos a absorgéo
do saco vitelino, o0 que da uma protecdo a prole e apresenta uma média de peso
inferior a dos machos, cerca de 50 a 70%. Este fato, aliado a precocidade sexual e a
caracteristica de se reproduzirem durante todo o ano em locais de temperatura alta,
garante uma grande disponibilidade de alevinos desta espécie para o cultivo (LUND
e FIGUEIRA, 1989). Ao atingir a maturidade sexual, desvia sua energia para a
reproducdo e cuidado parental, devido a alta prolificidade, acaba gerando
superpopulagdo nos ambientes de cultivo (KUBITZA, 2000) e competicdo por
espaco e alimento (CARVALHO e FORESTI, 1996) causando uma reducéo da taxa

de crescimento e até a mortalidade devido a depreciacao da qualidade da agua.
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3.3 Reversao sexual

Com o objetivo de solucionar o problema reprodutivo e o fato dos machos
apresentarem taxa de crescimento superior as fémeas (TACHIBANA et al., 2004),
diversas técnicas vém sendo implantadas. Foram criadas técnicas, baseadas na
manipulacdo direta e indireta do sexo fenotipico dos peixes, baseadas na eliminagédo
das fémeas dos ambientes de cultivo a partir de reverséo sexual por tratamentos
hormonais e manipulacédo genética ou ambiental.

Segundo Yamamoto (1969), para que ambos os métodos sejam efetivos, 0s

tratamentos devem comecar antes do inicio da diferenciacéo sexual.

3.3.1 Métodos diretos de reversao sexual

Os métodos diretos atuam sobre o0s processos fisiologicos que determinam
masculinizacdo, feminilizacdo ou esterilizacdo. Estes métodos sdo 0s mais
difundidos e utilizados, como por exemplo, o uso de horménios esterdides
androgénicos (POPMA e LOVSSHIN, 1996; BEADMORES et al., 2001) que visa
eliminar ou minimizar a reproducdo nos tanques, alcancar uma maior producéo,
devido ao melhor crescimento dos machos, e obter uma maior uniformizacdo dos
lotes. Entretanto, o uso de horménios na producédo animal tem sido questionado em
qualquer fase de criacdo, dosagem ou tempo de utilizacdo em animais destinados
ao consumo humano. Assim, buscam-se alternativas influenciadas pela
preocupacado dos consumidores com os efeitos residuais dos horménios esteréides
no meio ambiente e na salde humana (OLIVEIRA et al., 2008).

Conforme mostra a figura 11, o gendtipo determina o gene responsavel
pela expressdo da proteina, a qual ird atuar na determinacdo do sexo genotipico e
fenotipico. Tem-se assim dois caminhos, na determinacdo de fémeas, o gene
CYP19ala expressa uma proteina, a aromatase (CYPl19ala), que catalisa a
desnaturacao (aromatizacdo) do anel A dos androgénios (C19) e converte-os em
estrogénios (C18). Neste processo, o metil 19 € removido e esta enzima ¢€ ligada a
membrana, localizada no reticulo endoplasmatico das células produtoras de
estrogeno dos ovarios, placenta, testiculos e tecidos adiposos e encefélicos. A
aromatase € codificada pelo gene CYP19ala e atua na formagdo do complexo

nadph-ferri-hemoproteina redutase no sistema do citocromo P-450. Outro caminho é
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a determinacdo de machos, ou seja, quando o gene CYP19ala por algum motivo
ndo é expressado, a proteina ndo é codificada e inicia a formagédo testicular. Os
quatro métodos diretos podem ser utilizados na uniformizacédo de lotes (tanto para
machos quanto para fémeas). Para reversao de fémeas genotipicas em machos
fenotipicos, o meétodo comumente utilizado € a incorporacdo de horménios
esterdides na racdo (POPMA e GREEN, 1990; PHELPS e POPMA, 2000). O
horménio mais utilizado neste processo, provavelmente devido a seu potencial
androgénico, facilidade de obtengcdo e baixo custo, € o andrégeno sintético 17 a
metiltestosterona (PHELPS e POPMA, 2000), um derivado metilado da testosterona
(PIFERRER e DONALDSON, 1991). Ha também os inibidores enzimaticos,
conforme mostra a figura 11, onde estes sdo compostos ndo esterdides que nao
interferem no metabolismo dos horménios esteréides enddgenos, nem antes e nem
durante o periodo de diferenciacdo sexual, sdo semelhantes aos substratos
especificos da aromatase (testosterona e androstenediona), geram uma competicdo
pelo sitio ativo da enzima, como por exemplo, o Fradozol, Letrozol, Anastrozol e
Vorozol (BOMBARDELLI et al., 2004).

Os receptores antagonicos de estrogénio (Figura 11), sdo compostos
antiestrogenos que impedem a producdo dos estrogenos, sdo utilizados como um
método de reversdo sexual, pois se ligam aos receptores intranucleares especificos
dos hormonios esterdides, ndo permitindo assim a producéo de estrogénio, levando
ao desenvolvimento de testiculos (LEHNINGER et al., 1995).
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Figura 11 — Esquema de determinacdo do sexo e de tratamentos direto de reversao
sexual (GUIGUEN et al., 2010).

3.3.2 Métodos indiretos de reversao sexual

Segundo Donaldson (1996), os tratamentos indiretos atuam diretamente
sobre processos genéticos ou variaveis ambientais, os quais influenciarao
indiretamente os processos fisiol6gicos que determinam o sexo fenotipico.

Segundo Baroiller (1995), a determinacdo do sexo € predominantemente
determinada pela existéncia de um grande gene localizado em um par de
cromossomos sexuais. Em Tilapias, como na maioria dos peixes teledsteos, as
relacdes de sexo sdo influenciadas por certos fatores exdgenos especificos, como a
temperatura.

Além disso, a diferenciacdo sexual requer uma variedade de vias bioquimicas
envolvendo muitas proteinas diferentes, como por exemplo, fatores de transcrigcéo,
enzimas, receptores, sistemas de segundo mensageiro, e outros. (DEVLIN e
NAGAHAMA, 2002), e como a temperatura pode influenciar grandemente na
estrutura e funcdo destas moléculas, a reversdo sexual por temperatura vem sendo
estudada por varios pesquisadores como meétodo alternativo ao tratamento hormonal
(BARAS et al., 2000; WANG e TSAI, 2000; BARAS et al., 2001; TSAI et al., 2003;

AZAZA et al., 2008). Esses estudos fornecem evidéncias de que a temperatura
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baixa da agua (~25°C) favorece a diferenciacdo sexual feminina enquanto que a
temperatura alta (~35°C) favorece a diferenciacado sexual masculina.

3.3.3 O uso da temperatura como alternativa de Reversao Sexual

Recentemente, tem sido destaque que o0 aumento da temperatura,
invariavelmente, resulta em um aumento no nimero de machos de espécies de
peixes termossensivel (OSPINA-ALVAREZ e PIFERRER, 2008).

Em um estudo subsequiente Yamaguchi et al., (2007) e Wang et al., (2007),
encontraram o mesmo padrao de expressao de cypl9ala, correlacionou-se com a
do fator de transcricio FOXL2, que é conhecido por ser um potente ativador
transcricional de cypl9ala. Juntos, esses resultados indicaram que a exposicdo a
alta temperatura durante o periodo termossensivel suprimiu a expressdo do gene
cypl9ala nestas espécies de peixes termossensiveis, que presumem ser resultado
da baixa atividade da aromatase e, por sua vez, baixos niveis de E2.

Assim, a falta de estrogénio causa expressao génica suprimida da aromatase,
torna-se responsavel pela masculinizacdo de fémeas genéticas quando os peixes
sao expostos a alta temperatura (SOCORRO et al., 2007).

No entanto, parece improvavel que a aromatase seja um alvo direto da
temperatura e, portanto, a base do mecanismo de ligacdo da temperatura ambiente
e da expressdao de cypl9ala permanece desconhecida, embora os dados mais
recentes da industria européia de robalo sugerem que os efeitos da alta temperatura
pode ser mediada por metilacdo dos sitios CpG no promotor especifico cypl9ala
(PIFERRER et al., 2008).

Até agora, poucos experimentos foram realizados para estudar o efeito da
temperatura da agua na propor¢cao sexual em peixes.

Em truta arco-iris, experimentos realizados por Van den Hurk e Lambert
(1982) e Baroiller et al. (1999), ndo encontraram nenhum efeito da temperatura
sobre a proporgao entre 0s sexos.

Alta repetibilidade da resposta a reversdao do sexo, com tratamentos de
temperatura, so foi comprovada em Tilapias (Oreochromis niloticus) por Tessema et
al. (2006). Além disso, o estudo de Magerhans et al. (2009) fornece evidéncias de
gue ambos, machos e fémeas, contribuem para as diferentes propor¢cdes sexuais

apés 0 tratamento com temperatura.
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O modo de acédo da temperatura sobre a diferenciacdo sexual, durante a
embriogénese, é um processo que ainda ndo € compreendido. Tem sido provado
que as temperaturas elevadas regulam a expressdo do gene da aromatase, ou de
fatores de transcricdo responsaveis pela expressado do gene durante a diferenciacao
sexual em peixe (BAROILLER e D'COTTA, 2001; D'COTTA et al., 2001; TSAl et al.,
2003). Uma hipdtese é que a alta temperatura pode atuar diretamente no gene da
aromatase cerebral (CYP19b) para modificar o caminho da diferenciacdo sexual
durante a embriogénese.

Esta hipotese de "sexualizacado de cérebros" € consistente com a presenca
de um rudimento cerebral 31h pés-fertilizacdo em Tilapia do Nilo (MORRISON et al.,
2001). Segundo Francis (1992) e Arnold (2004) a idéia € de que a diferenciacéo
sexual ocorre no cérebro antes de ocorrer na gonada. Na Tilapia do Nilo, o inicio da
expressao de ambos os genes da aromatase se estabelece entre trés e quatro dias
pos-fertilizacdo (KWON et al., 2001).

Em Oreochromis mossambicus, Tsai et al. (2003) observaram que a
expressdo tanto da aromatase cerebral quanto dos receptores de estrogénio, foi
diferencialmente regulada de acordo com a temperatura, e o periodo de
desenvolvimento sugeriu uma relagdo com a diferenciacédo sexual do cérebro.

No Alabote do Atlantico (Hippoglossus hippoglossus), Matsuoka et al. (2006)
também observaram maiores niveis de expressdo do gene da aromatase no cérebro
em um estagio de desenvolvimento anterior ao das gbnadas, e sugeriram que a
diferenciacéo sexual pode comecar no cérebro antes da diferenciacdo gonadal.

Ovidio et al. (2002) observaram que pseudofémeas ZZ de Oreochromis
aureus, obtidas por reversdo sexual, com tratamento de hormdnios durante o
periodo larval, foram mais agressivas que fémeas normais (ZW), e sugeriram que
pode haver pseudofémeas desenvolvendo um cérebro masculino durante a fase
embrionaria. Todos esses resultados sugerem que a diferenciacdo sexual em Tilapia
pode ocorrer durante os primeiros estagios embrionarios, bem como a existéncia de
um possivel papel do cérebro na diferenciacdo do sexo gonadal. Outra hipotese é
que a alta temperatura, aplicada durante o desenvolvimento embrionario, age
diretamente sobre as células somaticas das futuras gonadas e / ou sobre as células
germinativas, que ja estavam presentes 46 hpf (horas pos fecundagdo) em embrides
criados a 27°C - 29°C (MORRISON et al., 2001).
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3.4 Genes da cascata gendmica envolvidos na diferenciacédo e na determinacgéo
sexual

3.4.1 Gene CYP19

O gene CYP19 codifica proteinas enzimaticas que tem nas suas sequéncias
cerca de 60% de homologia umas com as outras. A enzima-chave para equilibrar a
relacdo dos hormonios esterdides é a CYP19 aromatase (que é a enzima terminal
no caminho da esteroidogénese). A expressao adequada desta enzima € essencial
para diferenciacdo do sexo e para reproducdo em animais vertebrados (CHANG et
al., 1995).

Usando hibridizac&o in situ, Harvey et al. (2003) demonstraram que em
Tildpia (Oreochromis niloticus) o gene CYP19 esta localizado em cromossomos
diferentes.

Estudos demonstraram que isoformas da aromatase tém distribuicdo
divergente nos tecidos, na resposta ao estrogénio exdégeno e no padrdo de
expressao durante a ontogenia das génadas (WANG, 2005). A Aromatase citocromo
P450 (P450arom; CYP19) é um produto do gene CYP19, uma enzima terminal na
via de biossintese de estrogénio e que catalisa a transformacdo de androgénio em
estrogénio.O estrogénio € essencial para o desenvolvimento gonadal e outros
diversos processos fisiolégicos, que vao desde o crescimento normal ao
comportamento reprodutivo. A aromatase, que se expressa principalmente no ovario
foi designada CYP19a /P450aromA / CYP19A1.

S&o conhecidos dois tipos de aromatase: cerebral (CYP19b) e ovariana
(CYP19a). A comparacao de sequéncias de nucleotideos entre os genes CYP19 e
seus clones de cDNA correspondentes indicam que o tCYP19a e tCYP19b contém
sequéncias que codificam proteinas em 9 éxons, e que as sequéncias de DNA nas
fronteiras entre éxon / intron seguem a regra descrita por Breathnach e Chambon
(1981). A regiao de codificagdo dos éxons de tCYP19b tém 50, 71, 65, 64, 70, 65,
79, 67 e 60% de homologia com os éxons correspondentes de tCYP19a, embora
haja grande diferenca nas sequéncias de nucleotideos entre os introns (Fig. 7). A
similaridade na estrutura genética entre tCYP19a e tCYP19b apoiou a sugestéo de
gue esses dois genes da aromatase surgiram a partir de um Unico gene ancestral

no inicio da evolucado dos vertebrados (CHIANG et al., 2001).
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Figura 12 - Desenho esquematico da estrutura do gene tCYP19b e tCYP19a.
Regides de éxon e intron sdo indicados por caixas abertas e sdlidas,
respectivamente. Os numeros nas caixas representam o tamanho dos fragmentos.
Sitios de iniciacao de transcri¢do e traducao estdo marcadas com setas. (CHANG et
al., 2005).

Varios fatores de transcricao tém sido identificados nos genes P450arom de
mamiferos e de arraia do Atlantico (ljiri et al., 2000), mas ndo em CYP19b de
zebrafish ou goldfish. Usando Sequence Motif Search (http:// motif.genome.ac.jp),
TFSEARCH (http://www.cbrc.jp/ investigacdo db / TFSEARCH.html) e Dragon ERE
Whnder (http://sdmc. lit.org.sg/ERE-V2), que séo ferramentas de analise de promotor
disponiveis na internet, foram analisadas sequéncias promotoras de tCYP19 para
diversos fatores de transcricdo: fator de transcricdo esteroidogénico - 1/Ad4 BP (SF-
1/Ad4), o elemento de resposta do AMPc (CRE), fator de transcricdo GATA 4
(GATA-4 ), Wilm (WT1-KTS), o SRY, o CRE, o ERE (estrogénio) e o RAR-2
relacionados a regibes de ligacdo (RORalp). Estas diferengcas na estrutura
promotora sugere que a expressao dos dois genes tCYP19 é regulada por fatores de
transcri¢cao divergentes.

A analise da estrutura do promotor de isoformas da aromatase aponta o papel
decisivo do CYP19 para a diferenciacdo sexual de teledsteos. Estudos indicam que
geralmente SRY, GATA-4, WT1-KTS, e SF-1 sdo genes de mamiferos envolvidos na
determinacao do sexo e sdo fundamentais para o inicio da cascata de diferenciacao
sexual (PARKER et al., 1999).
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Em geral, a aromatase gonadal cypl9ala € mais abundante do que a
aromatase encontrada no cérebro (Cypl9alb). A expressao dos dois genes CYP19
ja foi investigado no periodo de 0 a 41 dias ap6s a fertilizacdo
(DPF), que € o tempo esperado de determinacdo e diferenciacdo do sexo em
zebrafish. A expressao de cypl9ala foi maior apds a eclosédo de 4 a 8 DPF. O
padrao de expressdao de cypl9alb foi segregado em duas populacdes,

sugerindo uma associag¢ao com a diferenciacdo sexual (TRANT et al., 2001).

3.4.1.1 Gene CYP19a — Aromatase ovariana

Em 1995, Corbin isolou uma isoforma funcional da aromatase de ovario suino
que apresentou 87% de homologia de aminoacidos ja conhecidos, clonados de
placenta. Pouco tempo depois, uma terceira isoforma da aromatase foi isolada em
suinos (Choi et al., 1996). Estas isoformas de aromatase mostram especificidade de
substrato, de nivel de expresséo da atividade enzimética e do modo de regulagéo, o
gue implica no papel que desempenham em diversos eventos reprodutivos (CHOI et
al., 1996; GRADDY et al., 2000).

Mdltiplas formas de aromatase também foram encontradas em teledsteos
incluindo goldfish, zebrafish e robalo (BLAZQUEZ e PIFERRER, 2004; CHIANG et
al., 2001; GELINAS et al., 1998; e KISHIDA e CALLARD, 2001; TCHOUDAKOVA e
CALLARD, 1998; TONG et al., 2001). Segundo Chang (2005), a tCYB19a so6 foi
detectada no ovario de filhotes de 15, 20, 25 e 35 dias de idade.

O Northernblot e o RT-PCR detectaram uma transcricdo de tCYP19a
seletivamente elevada no ovario de Tilapia durante a vitelogénese. Estes resultados
sao consistentes com os padrbes previamente observados na expressao dos genes
CYP19 em zebrafish, goldfish e robalo (WANG et al., 2010).

Diversos estudos confirmam que o estrogénio é necessario para diferenciacao
do ovéario (KOBAYASHI et al. 2003, KWON et al., 2000). E possivel que o nivel de
expressdo do gene CYP19a controle a determinacdo do sexo através da regulacao
da sintese de estrogénio em teledsteos (KOBAYASHI et al. 2003).

O elevado nivel de expressdo de CYP19a no ovario é consistente com 0s
altos niveis de atividade da aromatase P450 e a producéo de 178 estradiol, que tém
sido observados em foliculos de teledsteos durante a vitelogénese (TRANT et al.,
2001).
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Em zebrafish, o gene CYP19a, é expresso principalmente em células
foliculares durante a vitelogénese (CHIANG et al., 2001; TRANT et al. , 2001). Da
mesma forma, em goldfish e robalo o CYP19a so6 foi expresso em niveis elevados
no ovario durante a vitelogénese (BLAZQUEZ e PIFERRER, 2004; GELINAS et al.,
1998; TCHOUDAKOVA e CALLARD , 1998).

Pesquisas indicam que CYP19a desempenha um papel fundamental no
crescimento do ovario.

Com base na localizacdo de TATA box, tampando os sinais e os sitios de
iniciagdo da transcricdo, é possivel deduzir um possivel promotor para o gene
tCYP19a (CHANG et al., 2005).

Com Northernblot, Yoshiura et al., (2003) demonstraram expresséo paralela
de tCYP19a e do fator de transcricdo SF-1/Ad4BP durante o crescimento do ovario,
e mostraram que os niveis de HCG sdo simultaneamente estimulados pelos niveis
de mRNA de tCYP19a e SF-1/Ad4BP no crescimento dos foliculos, sugerindo que
CYP19a regula a expressao de gonadotrofina através da modulacao do SF -1/Ad4.

Kwon et al., (2001) observaram uma alta expressdo de tCYP19a em Tilapia
fémea durante diferenciacdo sexual precoce, e descobriram que a expressao de
tCYP19a diminui drasticamente em machos entre 15 e 27 dias ap0s a eclosao.

A inibicdo da CYP19a em individuos teledsteos machos pode levar a gbnada
bi-potencial a se transformar em um testiculo. Em contraste, nas fémeas, a sub-
regulacdo de genes responsaveis pela determinacdo sexual desregula a expressao
de CYP19a, que leva a alta producdo de estrogénio e, assim, desencadeia o
desenvolvimento dos ovarios. Além disso, alguns estudos tém relatado que o
estrogénio pode inversamente inibir a expressao dos genes determinantes do sexo.
Em um estudo em tartaruga (Trachemys scripta elegans) e com truta, Crews et al.,
(2001) observaram que o tratamento com estrégeno, de forma direta ou indireta
reprime o SF-1 causando o desenvolvimento de alevinos em fémeas, e que a
inibicdo da producdo de estrogénio causada pela up-regulacdo do SF-1 leva ao

desenvolvimento de alevinos em machos.

3.4.1.2 Gene CYP19b — Aromatase cerebral

A aromatase cerebral designada CYP19b/P450aromB/CYP19A2 é expressa

em um alto nivel no cérebro e é fortemente induzida pelo estrogénio. Em 1997
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Chang et al., através de um cDNA obtido a partir de tecido ovariano de Tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) descreveu a aromatase cerebral. A enzima é expressa
em alto nivel no tecido cerebral e é altamente homdloga a CYP19b de goldfish e
zebrafish, sendo designada em Tilapia tCYP19b.

Segundo Chang (2005) parte da sequéncia de tCYP19b apresenta 63,8% de
homologia global com tCYP19a e 65,2; 68,1; 69,5; 66,6; 65,9; 66,3; 63,8 e 83,6% de
homologia com a aromatase de catfish, CYP19b de goldfish, CYP19a de goldfish,
aromatase de medaka, CYP19b e CYP19a de zebrafish, CYP19b de robalo,
respectivamente (BLAZQUEZ e PIFERRER, 2004; CHANG et al., 1997; GELINAS et
al., 1998; KISHIDA e CALLARD, 2001; TCHOUDAKOVA e CALLARD, 1998). A
sequéncia de tCYP19b também compartilha 57,3, 54,3, 53,1, 53,8, 54,6 e 54,3% de
homologia com aromatases de Xenopus, galinha, rato, placenta humana, placenta
de suino e ovario suino, respectivamente (TERASHIMA et al., 1991).

Através de RT-PCR Chang (2005) detectou em tCYP19b a expressdo de
duas isoformas da P450arom durante a diferenciacéo sexual em todos os tecidos do
cérebro coletados a partir de 1, 10, 15, 20, 25 e 35 dias de idade e nas gbnadas, de
15, 20, 25 e 35 dias de idade, onde ndo houve divergéncias significantes entre os
sexos. Estes resultados sugerem que tCYP19b é expresso em altos niveis no
cérebro e é expresso em niveis baixos em outros tecidos.

Os altos niveis de mRNA detectados através de RT-PCR em CYP19b no
tecido cerebral de teledsteo sugere que o gene esta envolvido na producdo de
neuroestrogénio no cérebro.

Segundo Wang (2005), com base na localizacdo de TATA box, tampando os
sinais e o0s sitios de iniciacdo da transcricdo, € possivel deduzir trés possiveis
promotores para o0 gene tCYP19b. Os promotores 1 e 2 de tCYP19b estdo
localizados na regido 5’ terminal dos éxons | e Il, respectivamente, sugerindo que
eles estdo envolvidos na expressdo de regulagdo da transcricdo 1 e 2
respectivamente. O promotor 3 esta localizado no meio do éxon I, sugerindo que ele
esta envolvido na iniciacdo da transcri¢cdo 3. E também possivel que o promotor 2
regule a transcricAo de ambos 2 e 3, com splicing alternativo produzindo as
transcri¢cdes divergentes.

No entanto, ao investigar a expressao de aromatase em embrides e juvenis
de zebrafish, Kishida e Callard (2001) e Trant et al., (2001) enfatizaram o importante

papel da CYP19b para diferenciagdo sexual das gbnadas. Dois grupos relataram
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que estradiol, etinilestradiol e 17-metiltestosterona poderiam aumentar a producao
de mRNA de CYP19b em embriGes de zebrafish.

Blazquez e Piferrer (2004) também relataram que a expressdo de CYP19b foi
aumentada no cérebro dos machos de robalo apds a diferenciacdo sexual (200 - 250
dias apos a fecundacdo). Esses resultados sugerem que CYP19b esta
profundamente envolvida na diferenciacéo sexual da espécie.

Por outro lado, a presenca de ERE na regido promotora do gene CYP19b
sugere que o efeito do estrogénio exdgeno sobre o desenvolvimento das gdnadas,
pelo menos parcialmente, ocorre através de up-regulacao da expressao de CYP19b.
Assim, Kishida e Callard (2001) e Trant et al., (2001) observaram o aumento da
expressdo de CYP19b em embriBes de zebrafish apds o tratamento com estrogénio.
A elevacao de expressao de CYP19b pelo estrogénio exdgeno tem o mesmo efeito
gue a alta expressao natural de CPY19a em condic@es fisiologicas, na ontogénese
do ovério.

Além da alta expressao de CYP19b no periodo de diferenciagdo sexual e no
periodo posterior a diferenciacdo do sexo, que foi observado em zebrafish e robalo,
implica que a ativacdo do gene CYP19b é uma consequéncia de determinacédo do
Sexo e a sua expressdo estd, possivelmente, envolvida no desenvolvimento das
gbnadas apds a diferenciacdo (BLAZQUEZ e PIFERRER, 2004; KISHIDA e
CALLARD, 2001a; Trant et al., 2001). Além disso, Kishida e Callard (2001), Trant et
al. (2001).

Blazquez e Piferrer (2004) também relataram que os niveis de mRNA de
CYP19a é muito maior do que a de CYP19b na diferenciacdo sexual precoce de
zebrafish e de robalo.

Em contraste, Goto-Kazeto et al., (2004) investigaram a alta e a baixa
expressdo de CYP19a2 (a forma cerebral) e constataram que nao ha correlacdo
com o0 sexo na idade adulta em zebrafish. Além disso, outro estudo sobre a
expressédo de CYP19alb no cérebro de zebrafish adulto mostrou que os niveis de
expressao foram os mesmos tanto em machos quanto em fémeas (SAWYER et al.,
2006).
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3.4.2 Gene Dmrtl

Dmrtl (Doublesex-and Mab-3-related transcription factor-1) é um fator de
transcricdo que se expressa unicamente em gonodas XY, (Figura 13) na linhagem
das células de Sertoli, antes de qualquer diferenciacdo sexual e é essencial para
que ela ocorra. O Dmrtl tem sido clonado em uma variedade de invertebrados,
incluindo peixes, crocodilos, tartarugas e aves. Em cada um, a expressao
embrionaria do Dmrtl ocorreu de uma maneira sexualmente dismoérfica, onde altos
niveis foram observados na gbnada masculina em desenvolvimento antes da
diferenciacao sexual (LEI e HECKERT, 2004).

Em diversas espécies incluindo sapo, jacaré, truta, passaros e rato, o gene
Dmrtl é expresso em altos niveis nos machos quando comparados com as fémeas,
sugerindo que a alta expressdo € necessaria para a diferenciacdo testicular,
enquanto que a baixa expressao é compativel com a diferenciacdo do ovario
(RAYMOND et al., 2000).

A expressdo de dmrtl no inicio do periodo de diferenciacdo sexual pode
indicar que 0 gene esta envolvido na cascata de sinalizacdo do inicio da
determinacao e da diferenciacdo do sexo em zebrafish. Em um modelo recente de
desenvolvimento gonadal em medaka, foi detectada a expressdo de dmrtl a partir
de 10 dph sendo, assim, o primeiro gene a ser diferencialmente expresso em
machos e fémeas (KUROKAWA et al., 2007).

Segundo estudos de Guan et al., (2000) o Dmrtl foi expresso no testiculo de
machos normais XY bem como em machos XX, indicando que o Dmrtl é um gene
nao ligado ao Y cuja expressao € correlata com a formacao testicular. Estes autores
levantam a hipétese de que em machos um sinal do cromossomo Y (genes
regulatorios) atua no Dmrtl para promover a formacao do testiculo. Nos machos XX,
influéncias ambientais ou hormonais parecem compensar a auséncia de um sinal do
cromossomo Y o0 que resulta em reversdo sexual de XX e uma up-regulacdo da
expressao de Dmrtl.

O gene Dmrtl provavelmente tem um papel a jusante no evento de
determinacao do sexo e pode estar envolvido no desenvolvimento dos testiculos em
peixes teledsteos, onde é analogo ao seu suposto papel em algumas espécies de
mamiferos. Trabalhos com medaka indicam que Dmrtl regula a diferenciacdo das
espermatogobnias (KOBAYASHI et al., 2004).
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Segundo Lei e Heckert (2004) Dmrtl é um gene implicado nos estagios tardios
da diferenciacdo embrionéria e pds-natal do testiculo. Como um fator transcricional,
€ unicamente expresso no testiculo, implicado na cascata de diferenciacao
testicular, o Dmrtl pode ter uma posicdo chave neste processo genético.

Apesar destes conhecimentos, ainda ndo se sabe quais sdo os genes alvo
deste importante fator transcricional. Uma super expressao transgénica de Dmrtl em
peixes XX, resultou na diminuicdo da expressdo do gene da aromatase, reduziu 0s
niveis séricos de 17 B-estradiol, retardou o desenvolvimento da cavidade ovariana,
variando os graus de degeneracdo folicular, e até uma parcial a completa reversédo
sexual (Wang et al., 2010). Estes resultados indicam que a aromatase € um dos
alvos do Dmrtl. Ele suprime o caminho da feminizacdo pela repressao da
transcricdo do gene da aromatase e a producdo de estrogénio nas gbnadas de

Tilapia e possivelmente de outros vertebrados (Wang et al., 2010).

3.4.3 Gene Sox9

A familia de genes sox (genes relacionados a SRY contendo HMG) codifica
um importante grupo de reguladores envolvidos no desenvolvimento e nha
determinacdo do sexo. O HMG box (grupo de alta mobilidade) que caracteriza as
proteinas sox, € um dominio de ligacdo com o DNA, e as proteinas codificadas
pelos genes sox atuam como fatores de transcricao.

SRY é o membro fundador da familia dos genes Sox, é o determinante
cromossdmico masculino Y na maioria dos mamiferos (HACKER et al., 1995) .
Segundo este autor citado anteriormente, o Sry € um gene mal conservado que
parece ser exclusivo de mamiferos. Em contraste, 0 Sox9 € um gene conservado,
presente em todos os tipos de vertebrados. Assim como Sry, o gene Sox9 é
necessario para o desenvolvimento do testiculo em mamiferos, e a sua deficiéncia
pode resultar na reversao sexual em humanos do sexo masculino.

Em mamiferos a expressao de Sox9 € vista imediatamente apds a de SRY e
pode ser um efetor a jusante; em ratos o Sox9 intermedia o inicio da expressao do
Amh (hormonio anti-mulleriano) nas células de Sertoli (YAO et al., 2004) (Figura 13).

A expressdo de Sox9 durante a diferenciacdo gonadal é up-regulado nos
testiculos e para down-regulado nos ovarios de mamiferos, passaros e

tartarugas (CHIANG, 2001). No entanto, a organizacado e a funcdo dos genes da
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familia Sox é menos compreendida em outros tipos de vertebrados e, apesar da
ampla distribuicdo dos genes Sox9 em peixes, somente alguns tém sido
investigados (CHIANG, 2001).

Em gbnodas XX e XY de Tilapia, os niveis de expressao de Sox9 foram
similares do 9° ao 29° dpf, ficando mais forte logo ap6s em machos XY (IJIRI et al.,
2008).

Os resultados de vérios estudos sugerem que Sox9 ndo estd envolvido na
determinacdo e diferenciacdo sexual inicial, mas €& necessario para O
desenvolvimento dos tubulos testiculares (NAKAMOTO et al., 2006).

3.4.4 Gene Foxl2

Foxl2 (winged helix/forkhead transcripton factor gene 2) € um fator de
transcricdo, envolvido na diferenciacdo da génada e na funcdo ovariana (WANG et
al., 2004) em diversos vertebrados (Figura 13). Este gene tem uma expressao
ovariana especifica em mamiferos, galinhas e truta arco-iris. Em “tartarugas TSD”,
uma expressao dimorfica foi vista em goénadas de fémeas (LOFFLER et al., 2003).

Em Tilapia, o gene FoxI2 ja esta se expressando no 9° dpf em génadas XX,
em niveis apenas levemente mais altos que em XY, mas 0s niveis aumentam
linearmente, em seguida, nos ovarios XX (IJIRI et al., 2008).

Como em outros vertebrados, o padrao de expressdo de FoxI2 esta altamente
correlacionado com a expressao de cypl9a (IJIRI et al., 2008; BAROILLER et al.,
2008). Em Tilapias XX, a expressado de Foxl2 permanece baixa como em gdnadas
XY (BAROILLER et al., 2008).

Estudos in vitro tém demonstrado que FoxI2 se liga ao promotor de Cypl9a e
ativa sua transcricdo (WANG et al., 2007).

E sabido que FoxI2 esta envolvido na diferenciacdo feminina sustentando
linhagens celulares, células da granulosa, e a formacdo e/ou manutencdo dos
foliculos ovarianos em varios vertebrados (GOVEROUN et al., 2004; LOFFLER et al,
2003; NAKAMOTO et al., 2006; WANG et al., 2004).

3.4.5 Gene Esr

Os receptores de estrogénio também séo fatores de transcricdo, 0s quais sao

dependentes de ligagao.
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Estes receptores regulam a expresséo de seus genes alvo tanto diretamente,
através de uma ligacdo especifica ao promotor, como por exemplo, a mediacdo do
estrogénio que desempenha um papel regulatério em muitos processos fisioldgicos;
como indiretamente, via interacbes com outros fatores de transcricdo, como por
exemplo o Spl (GUIGUEN, 2010).

3.4.6 Gene Dax1

DAX1, membro da familia de receptores nucleares é codificado e expresso
em gbnadas embriondrias de ambos 0s sexos, mas 0s niveis de expressado ainda
nao foram determinados (GUIGUEN, 2010).

3.4.7 Gene Amh

O gene Amh é um receptor do horménio anti-Mulleriano (amhr2), levando a
um aumento no namero de células germinativas masculinas e alguns retornos para o
sexo feminino (MORINAGA et al., 2007).

3.4.8 Gene Sf1l

O Sf1 é um co-ativador, onde junto ao FOXL2 regula a expressdo da CYP19a
em Tildpia (WANG e NAGAHAMA, 2008).



59

Macho XY 35°C

- D e |

q T—
T Y

Fémea XX 25°C

Figura 13 - Esquema dos genes envolvidos no processo de determinacdo e
diferenciacdo sexual. Adaptado de D'Cotta et al. (2007); ljiri et al. (2008); Baroiller et

al., (2008 e 2009).

7

A seta grande corresponde ao que é considerado o periodo critico da

diferenciacdo sexual. A escala superior representa dias pos-fecundacéo (DPF). Os

circulos brancos sao considerados genes de desenvolvimento do ovario, enquanto

0os circulos azuis sdo genes que estdo relacionados ao desenvolvimento dos

testiculos. O sinal + significa um aumento da regulacdo a partir de entéo.
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RESUMO: A aromatase citocromo P450 é uma enzima que € responsavel por um passo chave na
biossintese de estrogénio que esta ligado a reproducédo. Esta enzima é um produto do gene CYP19arom
e catalisa a formagdo de estrogénio a partir de androgénio. O estrogénio € essencial para o
desenvolvimento das gbnadas e diversos processos fisioldgicos, que vao desde o crescimento normal
até o comportamento reprodutivo. Este estudo teve como objetivo a validacdo de primers para locus
microssatélite presente na regido regulatéria do gene CYP19b de Oreochromis niloticus. Trinta
amostras de trés linhagens: Chitralada e Supreme da larvicultura Aquabel e GIFT da Universidade
Estadual de Maringa — PR foram analizadas. Apos a extracdo de DNA as amostras foram submetidas a
PCR utilizando os primers desenhados para flanquear a regido microssatélite. Ap6s a confirmacédo da
amplificacdo as amostras foram submetidas a separacdo eletroforética no aparato Origins (Elchrom
Scientific, USA) para identificagcdo dos alelos. Foi identificado que existe um polimorfismo na regido
promotora de CYP19b nas trés linhagens. Observamos trés alelos, variando entre 141 e 123 pb. Os

primers para a amplificacdo de microssatélite na regido regulatéria do gene CYP19b foram eficientes
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e, portanto, seu uso para identificacdo de mutacGes nesta regido pode ser empregada na anélise tipica
de microssatélite. Os estudos de avaliacdo desse polimorfismo com a eficiéncia da reversdo por
temperatura estdo sendo conduzidos.

PALAVRAS-CHAVE: peixe, polimorfismo, reversdo sexual

MICROSATELLITE PRIMERS VALIDATED IN NILE TILAPIA BRAIN AROMATASE GENE
(CYP19B)

ABSTRACT: Cytochrome P450 aromatase is an enzyme that is responsible for a key step in the
biosynthesis of estrogens that is linked to reproduction. This enzyme is a product of the CYP450 gene
and catalyzes the formation of estrogen from androgen. Estrogen is essential for the development of
the gonads and various other physiological processes, ranging from normal growth to reproductive
behavior. This study aimed at validation of primers for microsatellite locus present in regulatory
region of CYP19b gene in Oreochromis niloticus. Thirty samples of three strains: Chitralada and the
Supreme from larviculture Aquabel and GIFT from State University of Maringa - PR were analyzed.
After extraction of DNA samples were subjected to PCR using primers designed to flank a
microsatellite region. After confirmation of amplification samples were subjected to electrophoretic
separation in apparatus Origins (Elchrom Scientific, USA) to identify the alleles. It was identified that
there is a polymorphism in the promoter region of the CYP19b in the three strains. We observed three
alleles, ranging between 123 and 141 bp. The primers for amplification of microsatellite in the
regulatory region of the CYP19b gene were efficient and therefore its use for identification of
mutations in this region may be employed in typical microsatellite analysis. Evaluation studies of this

polymorphism with the efficiency of reversal by temperature are being conducted.

KEYWORDS: fish, polymorphism, sex reversal

INTRODUCAO

A reversdo sexual em Tilapias com o uso hormonal ¢ utilizada para eliminar ou minimizar a

reproducdo nos tanques e alcangar uma maior produgdo de peixes através do melhor crescimento dos
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machos; além de maior uniformizacdo dos lotes. A técnica consiste na reversdo de fémeas para

machos pelo uso de hormdnios esterdides masculinizantes (Tachibana et al., 2004).

O uso de hormdnios na producdo animal vem sendo questionado em qualquer fase de criagéo,
dosagem ou tempo de utilizacdo dos animais destinados ao consumo humano (BIBLIO) e embora a
reversdo sexual com o uso de hormonios esterdides seja 0 método direto mais difundido e utilizado,
existe hoje uma tendéncia na utilizacdo de técnicas indiretas e diretas que ndo utilizam estes
compostos. A busca destas alternativas ocorre principalmente, devido a preocupacdo dos
consumidores com os efeitos residuais dos horménios esterdides no meio ambiente e com a saude

humana (Oliveira et al., 2008).

Uma variedade de vias bioquimicas envolvendo muitas proteinas diferentes (por exemplo,
fatores de transcricdo, enzimas esteroidogénicas, receptores e sistemas de segundo mensageiro, etc.)
podem atuar no controle da diferenciacdo do sexo. Uma vez que a temperatura pode influenciar
drasticamente a estrutura e funcdo de proteinas e outras macromoléculas; flutuagcdes de temperatura
podem alterar as vias de determinacdo do sexo e, conseqlientemente, alterar o desenvolvimento da
diferenciagdo do sexo de machos e fémeas. Baseando-se nisso, alguns pesquisadores utilizam a
temperatura como método alternativo de reversdo sexual ao tratamento hormonal (Baras et al., 2000,
2001; Wang e Tsai, 2000; Tsai et al., 2003; Azaza et al., 2008). A resposta a esta reversdo apresenta
um fundo genético (Baras et al., 2001; Tessema et al., 2006; Stelkens, 2010). Este controle genético
passivel de selecdo para resposta ao tratamento com temperatura para reversdo sexual foi observado
por alguns pesquisadores (Wessels & Horstgen-Schwark, 2007) que obtiveram herdabilidades altas, da
ordem de 0,69 para a linha com alta resposta a selecdo para temperatura e 0,86 para a linha com baixa
resposta a selegdo para temperatura de reversdo. Portanto, frente a estes valores de herdabilidade a

resposta a selecéo seré elevada e obtida em um curto espaco de tempo.

Os resultados de Price (1984) demonstraram que muitos marcadores sexuais possuem papéis
essenciais na producdo dos peixes. Alguns marcadores ligados ao sexo tém sido identificados através

de estudos de ligacdo genética em Tilapias. Contudo, uma dissecacdo de maior resolugdo é necessaria
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para saber se estes marcadores estdo presentes em genes atuando diretamente na determinacdo e/ou

diferenciagdo do sexo, ou préximo de genes que realizam esta funcéo.

Baseado nessas observagOes e na necessidade de atender a demanda do mercado, bem como
melhorar os niveis de producdo é importante identificar o(s) gene(s) envolvidos neste controle da
resposta da reversdo baseada na temperatura. Genes ligados & conversdo de estrogenos a partir de
androgenos sdo candidatos a fazerem parte deste mecanismo de controle da reversdo sexual e,
portanto, passivel de sofrerem efeitos da temperatura. Este indicativo baseia-se no fato que varios
trabalhos confirmaram que o estrogénio é requerido para diferencia¢do dos ovarios (Kwon et al., 2000;
Kobayashi et al., 2003), e portanto, genes regulando a sua sintese estariam ligados a determinacédo e/ou

diferenciagéo do sexo.

O complexo enziméatico da aromatase é responsavel pela conversdo de androgenos em
estrégenos em vertebrados (Wang et al., 2010). Uma das principais enzimas desse complexo é a
citocromo P450arom. Portanto, a regulacdo da expressdo génica desta enzima esta diretamente ligada
a diferenciacdo sexual. Entretanto ndo h& nenhum relato do estudo da variagdo genética nas regides
promotora das duas variantes génicas da aromatase e de sua relacdo com caracteristicas reprodutivas

nas linhagens de Tilapia em uso na aquicultura brasileira.

Baseado no exposto o objetivo deste estudo é verificar se ha polimorfismo para um locus de
microssatélite presente na regido regulatéria do gene CYP19arom em linhagens comerciais de tilapia

do Nilo utilizadas na piscicultura brasileira.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 30 amostras de trés linhagens: Chitralada e Supreme provenientes da
Piscicultura Aquabel de Roléndia — Parané e a Genetically Improved Farmed Tilapia (GIFT) obtida da

Universidade Estadual de Maringa (UEM).
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Para a extracdo de DNA gendmico foi utilizada a metodologia baseada no uso de Fenol
Cloroformio. A integridade do DNA foi checada em gel de agarose 1%, corado com GelGreen

(Biotium, USA) e visualizado no apararelho Dark Reader sob luz branca (Clare Chemical, USA).

De acordo com a sequéncia depositada no Genbank (“accession numbers”: AF472621)

(WWW.NCBI.NLM.NIH.GOV ano 2009) (Chang et al., 2005), foram desenhados primers com 0
programa Vector NTI 8.0 (Invitrogen, USA) para um locus de microssatélite presente na regido
regulatoria do gene da CYP19b de Tildpia. A sequéncia dos primers obtidos foram: forward 5'-
ACCATAGATTGGGTGTGGGGA -3' e na outra extremidade o primer reverse 5'-

ACAAGGAATACCCTGCCTGTGGT -3

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada em volume final de 25 pl, contendo
50 ng de DNA genbmico, 2 pmoles de cada primer, 1X buffer de PCR [L0mM Tris Hcl (pH 9.0), 1,5
mM MgCl e 50 mM KCI], 200mM de cada dNTP e 0,5 U de Taq DNA polimerase (Fermentas, USA).
A reacdo sem a presenca de DNA (negativo) foi utilizada em cada amplificacdo para confirmar a
auséncia de contaminacdo dos reagentes. As reacbes de PCR foram conduzidas em um termociclador
Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf, Alemanha). Foi utilizada a seguinte programacéo para
amplificacdo: um passo inicial de 95°C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C
por 3 minutos, anelamento a 60°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, € uma
extensdo final a 72°C por 8 minutos. As amplificacdes foram checadas em gel de agarose a 1% corado
com GelGreen (Biotium, USA). Apoés a confirmacgdo da amplificacdo as amostras foram submetidas a
separacao eletroforética no aparelho Origins (Elchrom Scientific, USA) utilizando uma matriz
Spreadex® EL 600 Wide Mini S-2x25 para identificacdo de alelos seguindo as instrugdes
recomendadas pelo fabricante. Os géis foram analisados sob luz ultravioleta e fotografados

digitalmente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura-1 é apresentado o resultado da amplificacdo utilizando os primers desenhados para a

regido promotora, flanqueante ao microssatélite de interesse. As amostras amplificadas nédo
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apresentaram o tamanho esperado de 201pb, isto pode ter ocorrido por dois motivos: a sequéncia

depositada no Genbank (accession numbers: AF472621) (WWW.NCBI.NLM.NIH.GOV) (Chang et
al., 2005) ser diferente em relacdo a sequéncia génica das linhagens que foram utilizadas neste
trabalho ou os primers terem anelado em outra regido do genoma. Embora ambas as hipdteses nao
possam ser descartadas, o fato das temperaturas de anelamento serem elevadas sugere que o produto
seja especifico, ou seja, que estes primers sdo de fato especificos para a regido de interesse. Além
disso, algumas amostras foram sequenciadas e demonstraram a presenca de um microssatélite (dados

ndo publicados). Embora ndo tenha sido realizado um alinhamento das seqliéncias; sugere-se que 0s

primers estdo anelando no gene alvo.

Figura 1 - Checagem da amplificagdo para o locus microssatélites no gene CYP19b para amostras de Tilapia de
diferentes linhagens. Canaletas de 1 a 13 amostras de DNA de Tilapia. N negativo e M marcador Generuler
Ladder Mix (Fermentas). Gel de agarose 1% corado com Gelgreen e visualizado em luz UV.

Alguns estudos constataram uma expressdo diferencial do gene da aromatase quando 0s peixes
foram submetidos a diferentes temperaturas durante o periodo de reversdo (Baroiller & D’Cotta, 2001;
Tsai et al., 2003). Apesar dessa informacao, ainda ndo se tem compreensdo do mecanismo que regula
esta expressdo diferencial da aromatase por influéncia da temperatura. Na maioria dos genes 0s
elementos presentes na regido regulatéria controlam os niveis de expressdao. Alguns trabalhos tém
apontado que microssatélites presentes na regido regulatoria influenciam os niveis de expressao

(Kocher & Streelman, 2002).

Na figura-2 é apresentado o resultado da eletroforese utilizando a matriz Spreadex® EL 600
Wide Mini S-2x25 (Elchrom Scientific). Como pode se observar, foram identificados trés alelos,
variando em 123 e 141 pb. Portanto, existe um polimorfismo do tipo microssatélite nesta regido

regulatoria do gene CYP19b. O alelo A foi o mais frequente nestas linhagens e o alelo C foi
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encontrado somente na linhagem Supreme. Contudo, uma analise com um nimero maior de amostras

deverd ser realizada para verificar se o alelo C é exclusivo da linhagem Supreme.

N1 23 45 6 78 9 1011 12M 13 14 15 1617 18 19 20 2122

o — — = = &=

Figura 2 - Amplificacbes de microssatélites presente na regido promotora do gene CYP19b para amostras de
Tilapia em gel Spreadex® EL 600 Wide Mini S-2x25. 01 ao 07 = Linhagem Chitralada; 08 ao 14 = Linhagem
GIFT; 15 ao 22 = Linhagem Supreme; N = controle negativo; M = marcador M3 marker; A, B e C = trés
diferentes alelos.

Amostras contendo os diferentes alelos foram reamplificadas nas condigdes descritas
anteriormente e purificadas para realizagdo do sequenciamento. Embora tenha ocorrido uma grande
diferenca de tamanho entre o fragmento esperado baseado na sequencia depositada por Chang et al
(2005), estes primers anelaram em um loci de microssatélite, baseados nos resultados do

sequienciamento até o momento.

A utilizacdo deste marcador em um experimento de reversdo permitira avaliar se este
polimorfismo presente nesta regido do gene CYP19b possui alguma relagdo com a variabilidade
observada na resposta a reversdo através da temperatura durante a fase de diferenciacdo sexual em

Tilépias.
CONCLUSOES

Os primers desenhados para amplificagdo do microssatélite na regido regulatoria do gene
CYP19b foram eficientes. Portanto seu uso para identificacdo de mutacBes nesta regido pode ser
empregado na andlise tipica de microssatélite. Uma anélise de qRT-PCR devera ser realizada para
observar o efeito deste polimorfismo sobre a expressdo do gene e ver se essa interfere na reversao

sexual baseada na temperatura.
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5. Artigo Submetido a revista Aquaculture Research

Andlise do gene CYP19a em Oreochromis niloticus e suas correlacdes com caracteres
reprodutivos em alevinos da linhagem Supreme mantidos em sistema de recirculagdo de
agua.

Resumo

A aromatase citocromo P450, é uma enzima que é responsavel por uma etapa chave na
biossintese de estrogénio que esta ligado a reproducdo. Esta enzima é um produto do gene
CYP450 e cataliza a formacéo de estrogénio para androgénio. O estrogénio € essencial para o
desenvolvimento das gbnadas e outros diversos processos fisioldgicos, que vdo desde o
crescimento normal até o comportamento reprodutivo. Este estudo teve como objetivo
correlacionar o polimorfismo no gene CYP19a da linhagem de Tilapia Supreme com as
proporcoes de sexo encontrado em dois tratamentos com temperaturas diferentes e estabelecer
possiveis relacdes entre eles. Foram analisadas 122 animais do tratamento a 25°C e 129
animais do tratamento a 35°C. Apds a extracdo de DNA as amostras foram submetidas a PCR
utilizando os primers desenhados para flanquear uma regido de interesse. Ap6s confirmacéo
da amplificacdo as amostras foram submetidas a separagdo eletroforética no aparato Origins
para identificacdo dos alelos. Foi identificado que ha um polimorfismo na regido regulatéria
do gene CYP19a, foram observados 5 alelos. A proporc¢do de fémeas e machos encontrada no
tratamento a 25°C foi de 1:2,3 e de 1:2,88 no tratamento a 35°C. Contudo, pode-se supor que
o polimorfismo presente nesta por¢éo da regido regulatdria pode estar relacionado a reversao
sexual encontrada.

Palavras-chave: aromatase ovariana, tilapia, polimorfismo, reversao sexual.
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Analysis of gene CYP19a in Oreochromis niloticus and its correlation with reproductive
characters in the Supreme strain fingerlings kept in recirculating water system.

Abstract

Aromatase cytochrome P450 is an enzyme that is responsible for a key step in the
biosynthesis of estrogen that is linked to reproduction. This enzyme is a product of the
CYP450 gene and catalyzes the formation of estrogen to androgen. Estrogen is essential for
the development of the gonads and other diverse physiological processes, ranging from
normal growth to reproductive behavior. This study aimed to correlate gene polymorphism
CYP19a line of Supreme Tilapia with sex ratios found in both treatments at different
temperatures and to establish possible relationships between them. We analyzed 122 animals
of treatment at 25 ° C and 129 animals of treatment at 35 ° C. After extraction of DNA
samples were subjected to PCR using primers designed to flank a region of interest. After
confirmation of amplification samples were subjected to electrophoresis on Origins apparatus
for identification of alleles. It was identified that there is a polymorphism in the regulatory
region of the gene CYP19a, 5 alleles were observed. The proportion of females and males
found in the treatment at 25 ° C was 1:2,3 1:2,88 and treatment at 35 ° C. However, it can be
assumed that the polymorphism present in this portion of the regulatory region may be related
to sex reversal found.

Keywords: aromatase ovarian, tilapia, polymorphism, sex reversal.

1. Introducéo

O grande crescimento da aquicultura mundial nos ultimos 50 anos se baseia
principalmente no dominio de métodos de reproducdo controlada de algumas das principais
espécies, na facilidade de transporte a longas distancias e no desenvolvimento e
disponibilidade de alimentos artificiais (BORGES et al., 2005).

A Tilapia é considerada um dos peixes mais importantes na atualidade para
Aquicultura; é encontrada em mais de cem paises com uma producdo em 2006 de 800 mil

toneladas e com uma estimativa de 3 milhdes de toneladas em 2009 (FAO, 2007).

As Tilapias em sua maioria alcancam a maturidade sexual muito cedo, geralmente
entre 0 quarto e sexto més de vida, desviando nessa etapa, sua energia para a reproducdo e
cuidado parental (KUBITZA, 2000). Como consequiéncia da sua alta prolificidade ocorre

superpopulacdo nos ambientes de cultivo, direcionando a competitividade, ocasionando uma
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reducdo da taxa de crescimento, depreciacdo da qualidade da &gua e conseqiientemente a
mortalidade (KUBITZA, 2000).

Frente a esta problematica, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito
de encontrar métodos eficazes de reversdo sexual em muitas espécies de peixes usadas para a
producdo (SCHOTTERER, 2004; BEZAULT, 2007). O uso de hormdnios continua sendo
uma das técnicas mais utilizadas (BEARDMORE et al.,2001), embora seja bastante
guestionada quanto aos residuos que sdo lancados no meio ambiente e que podem ser
transmitidos ao consumidor (OLIVEIRA et al., 2008).

O melhoramento genético € uma das ferramentas mais aceitas e utilizadas para obter
caracteristicas desejadas em Tilapia e outros peixes, onde uma forma de acelerar o processo
de melhoramento genético é a utilizacdo de marcadores moleculares na selecdo assistida por
genes (marcadores diretos) (SCHOTTERER, 2004).

Pesquisadores tém demonstrado que muitos marcadores moleculares para
diferenciacdo e/ou reversao sexual podem contribuir de maneira significativa na producéo de
peixes (PRICE, 1984; DEVLIN e NAGAHAMA, 2002). Com isso, o principal objetivo da
analise com marcadores, para fins de melhoramento genético, é tentar estabelecer se ha uma
associacao entre o polimorfismo observado no marcador molecular e o valor fenotipico da
caracteristica de interesse (SCHOTTERER, 2004). E a selecio assistida usando marcadores
moleculares permite verificar, até mesmo em estgios iniciais da vida embrionaria de animais,
se 0s genes de interesse econdémico foram eliminados ou adicionados. Na maioria das espécies
0s marcadores sexuais geralmente ndo tém uma ligacdo detectada. Por isso, a maioria dos
sistemas de determinacdo do sexo (SDS) conhecidos em peixes esta sendo obtido através de
manipulagdo de cromossomos ou reversdo sexual com hormdnios associados com teste de
progénie (BEZAULT, 2007).

O estrogénio desempenha um papel fundamental na diferenciacdo sexual das gonadas
nos vertebrados sem Utero (SMITH e SINCLAIR, 2004; LIUet al., 2007; COVENEY et al.,
2001). A aromatase P450 é a enzima esteroidogénica responsavel pela transformacdo de
andrégenos em estrogenos. A hipotese de que o estrogénio e a Cypl9ala estdo envolvidos na
diferenciacdo do ovario em peixes tem sido bem aceita. Guiguen et al., (2009) afirma a
hipdtese de que uma alta regulacdo da expressdao de Cypl9ala é necessario para desencadear
e manter a diferenciacdo do ovario e que a regulacdo da expressdo de Cypl9ala é o Unico
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passo necessario para induzir a diferenciacéo testicular, ou porque a supressao da expressdo
génica de Cypl9ala inibi a atividade enzimética da Cypl9ala, ou o blogueio de
receptividade do estrogénio é invariavelmente associado a masculinizacao.

Recentemente, tem sido destaque que o aumento da temperatura, invariavelmente,
resulta em um aumento no numero de machos de espécies de peixes termosenssiveis
(OSPINA-ALVAREZ e PIFERRER, 2008). A alta repetibilidade da resposta a reverséo do
sexo, com tratamentos de temperatura, s6 foi comprovada em Tilapias (Oreochromis
niloticus) por Tessema et al., 2006.

Assim, a falta de estrogénio causada pela expressdo génica suprimida da aromatase,
torna-se responsavel pela masculinizagdo de “fémeas genéticas” quando 0s peixes sdo
expostos a alta temperatura. (SOCORRO et al., 2007). Contudo, o modo de acdo da
temperatura sobre a diferenciacdo sexual durante a embriogénese, € um processo que ainda
ndo é compreendido.

Este estudo tem como objetivo correlacionar o polimorfismo no gene CYP19a da
linhagem de Tilapia Supreme com as proporc¢des de sexo encontrado em dois tratamentos com

temperaturas diferentes e estabelecer possiveis relacdes entre eles.

2. Material e Métodos

2.1 Local e execucéo

O experimento foi realizado nas instalagdes da Universidade Federal de Pelotas no
periodo de 15/04/2010 a 24/08/2010 com a aprovacdo do Comité de ética da Universidade
Federal de Pelotas, n° de registro no CEEA: 1152.

Os animais foram obtidos da Piscicultura Aquabel em Rolandia — PR. Foram
utilizadas ~ 1.500 larvas com trés dias de eclosdo, na fase final de reabsor¢do do saco
vitelinico. As larvas foram mantidas em um sistema de recirculagdo fechado em caixas de

40L, providas de aquecimento e aeracdo constantes (Figura 1).
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Figura 1 — Sistema de recirculacdo de dgua do Laboratério de Engenharia Genética
Animal da Universidade Federal de Pelotas.

2.2 Experimento de reversdo por temperatura

Os animais foram subdivididos em lotes de~ 93 larvas por unidade experimental. O
periodo de exposicdo aos tratamentos com temperatura controlada foi de 30 dias, com
fotoperiodo de 12:12 horas claro:escuro, tendo oito repetices em cada temperatura: 25°C
(T25) e 35°C (T35). Os animais foram alimentados a cada uma hora utilizando racdo
comercial contendo 50% de proteina bruta. Apés os 30 dias a agua foi resfriada
gradativamente, até atingir 27°. A qualidade da agua foi mantida por meio de filtros
bioldgicos e de sifonagem diaria, sendo feita a renovacao diaria de agua, entre 20 e 25% do
volume total. Os parametros fisico-quimicos da agua foram observados semanalmente. A
mortalidade foi verificada diariamente através de observacdo direta das unidades
experimentais. O peso dos peixes foi determinado através de uma balanca de precisdo de
0,0001g (Bel Engineering Mark 500, Classe 1) e o comprimento total (TL) e comprimento
padrdo (SL) através de um paquimetro de 0,05mm de precisdo (MARBERG 150X0.05mm,
67x1/128 in Vernier). Ao final do experimento os animais foram sacrificados através de

eutanasia, sendo pesados, medidos e identificados individualmente.
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2.3 Identificagdo dos sexos

Para sexagem dos animais, suas gonadas foram encaminhadas para anélise
histopatoldgica, e posteriormente foram fixadas em formol tamponado a 10%, entre o periodo
de 48 a 72 horas. Depois disso, foram incluidas em parafina, cortados a 5-3um de espessura e
corados por hematoxilina-eosina para posterior observacdo em microscopio optico. Em ambos
0s grupos T25 e T35 os animais foram sacrificados através da administracdo de anestésico

benzocaina e posteriormente foi realizada a necropsia dos individuos (Figura 2).

Figura 2 — Indicacdo das gbnadas de Tilapia objeto de estudo.

Figura 3 — Foto de gbnadas retiradas de um peixe do tratamento a 35°C.
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2.4 PCR-SSCP para o gene CYP19a

Para identificar se ha variacdo genética no gene CYP19a, e caracterizar os genétipos
derivados da combinacdo dos diferentes alelos serdo obtidas amostras aleatorias de 100 peixes
para analise do polimorfismo. De acordo com as sequéncias depositadas no Genebank: banco
de dados genéticos de seqliéncias no Centro Nacional de Biotecnologia da Informagao (NCBI)
(GenBank ID: AF472620) (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Chang et al., 2005).

O DNA genbmico foi extraido a partir de amostras de musculo, utilizando a

metodologia descrita por Almeida et al., 2008. A integridade do DNA foi checada em gel de
agarose 1%, corado com GelGreen (Biotium) e visualizado no aparato Dark Reader sob luz
branca (Clare Chemical). Primers foram desenhados com o programa Vector NTI 8.0
(Invitrogen, USA) para amplificar fragmentos na regido promotora do gene CYP19a de
Tilapias. A sequéncia dos primers obtidos foi: forward 5'- CAGACGAGGTTACGCACACT
-3' e na outra extremidade o primer reverse 5'- CCCATGCTGTCTGCTCTTGA -3.

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada em volume final de 25pl,
contendo 50 ng de DNA gendmico, 2 pmoles de cada primer, 1X buffer de PCR [10mM Tris
Hcl (pH 9.0), 1,5 mM MgCl e 50 mM KCI], 200mM de cada dNTP e 0,5 U de Tag DNA
polimerase (Fermentas, USA). A reacdo sem a presenca de DNA (negativo) foi utilizada em
cada amplificacdo para confirmar a auséncia de contaminacdo dos reagentes. As reacoes de
PCR foram conduzidas em um termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Alemanha). Foi utilizada a seguinte programacao para amplificacdo: um passo inicial de 95°C
por 3 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 3 minutos, anelamento a
57°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, e uma extensdo final a 72°C por 8
minutos. As amplificagdes foram checadas em gel de agarose a 1% corado com GelGreen
(Biotium, USA). Apb6s a confirmacdo da amplificacdo as amostras foram submetidas a
separacao eletroforética no aparelho Origins (Elchrom Scientific, USA) utilizando uma matriz
Spreadex® EL 600 Wide Mini S-2x25 para identificacdo de alelos seguindo as instrucoes
recomendadas pelo fabricante. Os géis foram analisados sob luz ultravioleta e fotografados

digitalmente.
2.5 Analise estatistica

Para ambos os tratamentos (T25 e T35) foi calculada a propor¢do de machos, fémeas e
animais indeterminados através de uma regra de trés tendo como o total de amostragem o total

de animais analisados por tratamento.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Verificou-se a normalidade e homocedasticidade de todas as variaveis envolvidas
neste estudo a traves de testes de Lilliefors e Levene respectivamente. A significancia
estatistica foi considerada sempre que p< 0,01. O programa estatistico utilizado foi o
STATISTICA 8.0 (StatSoft, Tulsa).

2.5.1 Correlagdo entre as medidas morfométricas e peso para 0 mesmo Sexo e entre Sexos,

animais indefinidos e animais ndo processados.

Para ambos os tratamentos (T25 e T35) e por separado, primeiramente foi verificada a
correlacdo existente entre as trés medidas tomadas (peso, TL e LS) entre animais do mesmo
sexo. Logo foi verificada a correlagdo existente para as trés medidas tomadas entre sexos
diferentes, animais indefinidos e animais ndo processados dentro de um mesmo tratamento.

A correlacdo entre tratamentos nao foi realizada porque os animais utilizados no T25

eram menores, por isso tinham 41 dias de diferenca de abate do que os utilizados para o T35.
2.5.2 Relacdo das medidas morfométricas com o sexo

Este analise ndo foi realizada com o peso para evitar a influéncia de uma variacao
diaria (e.g. Croxall 1995): calculou-se o indice corporal de Quételet através da seguinte
formula: BMI = peso/TL2. Em ambos os tratamentos, para constatar uma possivel relacdo
entre 0s sexos e 0s animais de sexo indefinido com as medidas morfométricas tomadas e o
BMI foi realizada uma anélise de variancia (ONE WAY ANOVA). Foram tomadas como
variaveis dependentes 0 TL, o SL e 0 BMI; e como variavel categérica o sexo (macho, fémea
e indefinido).

Para esta andlise fundimos os animais ndo processados ao grupo dos animais sem Sexo

definidos (indefinidos) e passamos a chamar o grupo de “indeterminados” (unsexed).

3 Resultados

Os parametros fisico-quimicos de qualidade de &gua monitorados encontram-se dentro

do recomendado para a aquicultura por Tavares (1995).

A taxa de mortalidade apresentada pelos tratamentos T25 e T35 é de 15,4% e 7,6%,
respectivamente (Tabela 1). A taxa de mortalidade diminuiu drasticamente na temperatura

mais alta, a partir do 16° dia de tratamento com temperatura (ver figura 4).



77

Tabela 1 — Taxa de mortalidade de Tilapia do Nilo da Linhagem Supreme, em ambos
tratamentos (25°C e 35°C), durante o tratamento de 34 dias.

Periodo de Individuos mortos (n) Taxa de mortalidade (%)
exposicao 25°C 35°C 25°C 35°C
(dias)
3 12 8 1,2 0,8
6 1 3 0,1 0,3
8 20 23 2 2,3
9 8 3 0,8 0,3
10 15 13 1,5 1,3
11 18 13 1,8 1,3
12 6 10 0,6 1
13 7 0 0,7 0
14 2 0 0,2
16 1 0 0,1 0
19 10 0 1 0
20 11 0 1,1 0
21 13 0 1,3 0
23 2 0 0,2 0
25 19 1 1,9 0,1
26 5 0 0,5 0
27 0 0,2 0
32 0 0,2 0
34 2 0 0,2 0
Total 154 76 15,4 7,6
25
20 |
E 15
3
'no': 10
=
5
0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Figura 4 - Grafico da taxa de mortalidade de Tilapia da Linhagem Supreme nos tratamentos a
25°C (vermelho) e 35°C (preto) com 34 dias de tratamento.
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3.1.1 Experimento de reversdo sexual com o grupo T25:

Apesar dos peixes coletados estarem com idade de 115 dias e um tamanho médio de
9,31cm, algumas gbnadas eram extremamente pequenas, tornando invidvel o seu
processamento. Em funcdo disto, das 122 amostras de gbnadas deste tratamento foram
utilizadas 87, portanto 35 ndo foram processadas. Na figura 5 é apresentado uma gdnada

feminina para este tratamento.

Figura 5 — Gonada de fémea tratamento a 25°C. 20x/0,5- Indicacéo da formacéo de
ovacitos. Fixacdo em formol tamponado a 10%, incluidas em parafina, cortados a 5-3um de
espessura e corados por hematoxilina-eosina.

Conforme apresentado na tabela 2, das 122 amostras analisadas foram identificados
18,8 % de fémeas e 44,3% de machos. Do restante, 8,2% eram indefinidos e 28,7%
correspondiam as amostras ndo processadas. A propor¢éo entre fémeas e machos foi da ordem
de 1:2,3.
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Tabela 2 - Percentagens de sexos de Oreochromis niloticus da linhagem Supreme, apds tratamento com temperaturas de 25°C e 35°C, a partir do
3° dia apos a ecloséo.

Tratamento Macho (n) Fémea (n) Indetermin. Né&o Total (n) Macho Fémea Indetermin. Nao
(T°) (n) proces. (n) (%) (%) (%) proces.

(%)

25 54 23 10 35 122 44,26 18,85 8,2 28,7

35 78 27 10 14 129 60,46 20,93 7,75 10,85
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3.1.2 Correlacdo entre as medidas morfométricas e peso para 0 mesmo Sexo e entre Sexos,

animais indefinidos e animais ndo processados.

Constatou-se que ndo ha correlacdo entre os sexos e individuos sexualmente
indeterminados para as mesmas medidas (peso, TL e SL). Dentro do mesmo sexo e entre

0s animais com sexo indefinido todas as medidas estdo correlacionadas.
3.1.3 Relacéo das medidas morfométricas e BMI (indice corporal de Quételet) com o sexo

Ha uma diferenca significativa para a relacdo das variaveis morfométricas com 0s
sexos e animais indeterminados como um todo (df= 2, 153; F=3,1 p<0,01), porém, o BMI
de forma individual ndo apresenta relacdo com os sexos (p> 0,01). A representacdo gréafica
para as variaveis morfométricas significativamente diferentes entre sexos e animais

indeterminados pode ser vista na Figura 6 e Figura 7 para CT e SL respectivamente.
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MACHO FEMEA INDETERMEINADO
SEXO

Figura 6 - Intervalos de comprimento total, dependendo do sexo da Tilapia, a25°C
(masculino, feminino e indeterminado).
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Figura 7- Intervalos de comprimento padrdo, dependendo do sexo da Tilapia, a 25 °
C (masculino, feminino e indeterminado).

3.2 Experimento de reversédo sexual com o grupo T35:

Apesar dos peixes coletados estarem com idade de 74 dias e um tamanho médio de
9cm, algumas gbnadas eram extremamente pequenas, tornando inviavel o seu processamento.
Em funcdo disto, das 129 amostras de gdnadas deste tratamento foram utilizadas 115, portanto
10 ndo foram processadas. Na figura 8 e na figura 9 € apresentado uma génada masculina e

uma gbnada indeterminada para este tratamento.

Conforme apresentado na tabela 2, das 129 amostras analisadas foram identificados
20,9% de fémeas e 60,5% de machos. Do restante, 7,75% eram indefinidos e 10,85%
correspondiam as amostras ndo processadas. A proporcao entre fémeas e machos foi da ordem
de 1:2,88.
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Figura 8 - Gdnada de macho tratamento a 35°C. 20x/0,5 indicando espermatdcitos.
Fixacdo em formol tamponado a 10%, incluidas em parafina, cortados a 5-3um de espessura e
corados por hematoxilina-eosina.

Figura 9 — Gonada de individuo indefinido (T35). 20x/0,5 indicando a ndo
formacdo de ovécito e nem formacao de espermatocito, células sem definicdo. Fixacdo em
formol tamponado a 10%, incluidas em parafina, cortados a 5-3um de espessura e corados por
hematoxilina-eosina.
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3.2.1 Correlacdo entre as medidas morfométricas e peso para 0 mesmo Sexo e entre Sexos,

animais indefinidos e animais ndo processados.

Constatou-se que ndo ha correlacdo entre os sexos e individuos sexualmente
indeterminados para as mesmas medidas (peso, CT e SL). Semelhante ao que ocorreu no
tratamento T25, todas as medidas estdo correlacionadas dentro do mesmo sexo e entre 0s

animais com sexo indefinido.
3.2.2 Relacéo das medidas morfométricas e BMI com 0 sexo

Para o tratamento a 35°C nédo houve diferenca significativa entre as trés medidas para
ambos 0s sexos e para os individuos indeterminados dentro do tratamento (df=2, 126; F= 2;
p>0,05).

9.0

8.8 EP——
8.6

COMPRIMENTO TOTAL (em)

34 s

82

Figura 10 - Intervalos de comprimento total dependendo do sexo da Tilapiaa 35°C
(masculino, feminino e indeterminado).
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Figura 11 - Intervalos de comprimento padrdo, dependendo do sexo da Tilapia a 35
° C (masculino, feminino e indeterminado).

3.3 Andlise de SSCP
Foram encontrados cinco padrdes de bandas distintos nos tratamentos (T25 e T35).

O tratamento a 25°C apresentou os cinco padrdes de banda (a, b, c, d, €), no entanto no

tratamento a 35°C o padréo de banda denominado “e” nio foi encontrado (Tabela 3).

O padrao denominado “b” foi mais freqiiente em ambos os tratamentos, seguido do

9% ¢

padrao “a”, “c”, “d” e o menos freqiiente “‘¢” com apenas 1,8% (Tabela 3).
O padrao “e” foi encontrado somente em machos do tratamento a 25°C.

Em ambos os tratamentos os machos apresentaram uma porcentagem de padrdo de

bandas maior que os encontrados nas fémeas (Tabela 3).
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Tabela 3 - Porcentagem de padrdo de bandas encontrado nos dois tratamentos (25°C e 35°C) a
partir do 3° dia ap0s a eclosdo em Oreochromis niloticus — linhagem Supreme.

Padroes de 25°C 35°C
bandas Macho (%) Fémea (%) Macho (%) Fémea (%)
Padrdo a 53,4 52,2 53,7 47,1
Padrdo b 62,9 34,8 74,1 52,9
Padrdo ¢ 31,4 30,4 40,8 29,4
Padrdo d 9,2 21,7 9,3 11,7
Padrdo e 1,8 0 0 0

12 3 456 7 8 91011 M 1213 14 1516 17 18 19 20 21 2223

Figura 12 - Gel GMA Wide Mini S-2x25. Ready-to-Use Gels for SSCP and Heteroduplex

Analysis. Analise do padrdo de bandas encontradas na regido regulatoria do gene CYP19a de

Oreochromis niloticus. Padrdes a, b, ¢, d, e. Tratamanto = 25°C. Amostras de 1 a 23 amostras,
M = marcador GeneRuler DNA Ladder Mix.

4 Discussoes

A taxa de mortalidade condiz com dados de Borges et al. (2005), apresentando-se
menor no tratamento com temperatura mais alta (35°C), indicando que os peixes estao melhor
adaptados a uma temperatura mais elevada do que na temperatura controle (27°C). Contudo
Bezault et al. (2007) encontrou uma taxa de mortalidade maior em individuos tratados com

36°C do que a 27°C, obtendo 17% e 10%, respectivamente. Uma explicacdo para estas
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divergéncias, pode ser o fato de Bezault et al (2007) ter trabalhado com trés populagdes
naturais da Etidpia sugerindo uma alta sensibilidade a temperatura de 36°C. J& Borges et al

(2005) utilizaram uma linhagem melhorada geneticamente, a Chitralada.

Correlagdo entre medidas morfométricas

O fato de ndo ter sido encontrada correlacdo entre sexos diferentes ou individuos
indeterminados indica que estes grupos sdo diferentes, ou seja, ndo ha uma semelhanca

significativa entre as trés medidas em ambos 0s sexos.

Contudo, considera-se que de um tratamento para outro ndo ha correlagdo entre as

medidas, porque os individuos s&o significativamente diferentes entre si.
Relacdo das medidas com o sexo.

Segundo os dados estatisticos, as medidas morfométricas (comprimento padrdo e
comprimento total) tomadas no tratamento T25 dos individuos ndo processados quando
comparadas com as fémeas ndo apresentam uma diferenca significativa, portanto, € possivel
sugerir que estes individuos sejam fémeas ja que suas medidas encontram-se mais proximas

destes do que de machos.

No tratamento T35, os resultados obtidos evidenciam uma homogeneidade entre as
medidas morfométricas (comprimento padrdo e comprimento total) de ambos os sexos, sendo

inclusive os machos mais distantes das fémeas do que dos individuos indeterminados.

Considerando as duas temperaturas foi obtido ao redor de 8% de individuos com sexo
indeterminado (Tabela 2). A freqiiéncia de individuos indeterminados é evidente e ocorre
naturalmente nos casos em que os animais sofreram processo incompleto de reversdo sexual
por temperatura (CARVALHO e FORESTI, 1996; PHELPS e POPMA, 2000).

Segundo Borges et al. (2005), a porcentagem de machos na temperatura de 35,1° C foi
de 72,39%, o que equivale a uma proporgdo de 1 para 2,3 (fémea:macho), bastante préxima
ao obtido neste trabalho (1:2,88). Contudo, se for levado em consideragéo a porcentagem de
individuos indeterminados e de individuos ndo processados, nosso estudo pode chegar a 77%
de individuos machos, condizendo a estudos anteriores. Entretando esta diferenca de 25°C
para 27°C utilizada por Borges et al., (2005) pode ter uma diferenga significativa nos

resultados de proporcéo dos sexos.
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Considerando as duas temperaturas houve um viés em direcdo a produgdo de machos,
sendo 0s machos mais do que o dobro das fémeas (relacdo fémea:macho de 1:2,3 para 25° C e
1:2,9 para 35° C). Conforme estudos de POPMA e GREEN (1990), as porcentagens de
fémeas encontradas em tratamentos de temperatura mais alta (acima de 30°c) devem ser bem
menores do que a propor¢do de machos. E sugerido por alguns autores Yamaguchi et al.,
(2007) e Wang et al., (2007) que a exposicdo a alta temperatura durante o periodo
termossensivel suprimi a expressao do gene cypl9ala em espécies de peixes termossensiveis
e, isso, pode ser resultado da baixa atividade da aromatase, que apresenta como conseqliéncia
baixos niveis de E2. E a falta de estrogénio causada pela expressdo génica suprimida da
aromatase, torna-se responsavel pela masculinizacdo de fémeas genéticas (Socorro et al.,
2007).

Ha diferencas entre os padrdes de bandas encontradas na regido regulatéria do gene
CYP19b de Oreochromis niloticus.

2 «C

Os padroes de banda “a”, “c”, “d” ndo sdo sensiveis a temperatura, pois em ambos 0s
tratamentos suas freqliéncias mantiveram-se constantes. Ja o padrdo “b” apresentou uma

freqiéncia maior em ambos 0s tratamentos e com um aumento nos individuos machos.

A aromatase ovariana desempenha um papel importante no mecanismo de
determinacdo e de diferenciacdo dos sexos, é responsavel pela conversdo de androgenos em
estrdgenos. Sua expressdao € ativada através de fatores de transcricdo que se ligam sitios
especificos de transcricdo, portanto, polimorfismos presentes nesta regido regulatoria que
afetem o nivel de transcricdo e consequentemente a sintese da aromatase causam uma
alteracdo na diferenciacao do sexo. Em face disto a busca por variantes alélicas que conduzam
a uma maior supressdo da aromatase contribuirdo de forma acelerada para a melhora da
linhagem a ser produzida. A selecdo baseada diretamente no DNA €é mais efetiva que a
selecdo tradicional, pois consegue sobrepor o problema originado pela segregacdo dos alelos

nos diferentes loci na formacgédo dos gametas.

As regibes flanqueadas para a analise do polimorfismo neste trabalho engloba alguns
sitios de transcri¢cdo, como o fator de transcricdo GATA 4 com dominios de dedos de zinco.
Os membros desta familia reconhecem a razdo de ADN GATA, que esta presente nos
promotores de muitos genes. GATA4 parece regular genes implicados na embriogénese, na
diferenciacdo e fungdo do miocéardio. Outro fator de transcrigdo também flanqueado foi o
SRY, ao qual é necessario para o desenvolvimento do testiculo em mamiferos, e a sua

deficiéncia pode resultar na reversao sexual em humanos do sexo masculino.


http://es.wikipedia.org/wiki/Dedos_de_zinc
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Embriog%C3%A9nesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Miocardio
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Embora os resultados tenham sido satisfatérios, € importante salientar a necessidade de
aumentar a temperatura pos-periodo da janela de reversdo e aumentar um pouco o periodo de

crescimento até o sacrificio dos animais.

Para trabalhos futuros, sugere-se individuos monossexos (XX e XY), para que 0 processo

de reversdo seja completo e apresente uma baixa taxa de individuos indeterminados.

5. Conclusoes

Através dos resultados encontrados, pode-se supor que o polimorfismo presente nesta
porcdo da regido regulatoria pode estar relacionado a resposta na reversdo sexual através da
temperatura.

Contudo, €é indispensavel a clonagem e o sequenciamento desta regido regulatoria do
gene CYP19a, para que assim se possa definir a(s) mutagcdes que se encontra nesta regido.
Uma andlise correlacionando este polimorfismo e a expressdo do gene da aromatase atraves

de qRT-PCR também devera ser realizada para confirmacao de causa e efeito.
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6. Conclusodes

Embora ocorra uma reversédo por temperatura nesta linhagem estudada ela
ainda néo é total. Também foi detectado polimorfismo na regido regulatoria do gene
CYP19a (aromatase ovariana), este polimorfismo pode estar relacionado com a
sensibilidade a reversédo ou néo.

No gene CYP19b (aromatase cerebral) também apresentou polimorfismo, mas
na regiao regulatéria, onde este pode estar relacionado a producédo de estrogénio e
da sensibilidade a temperatura.

Considerando a tentativa de selecionar individuos que apresentem
polimorfismo na regido regulatéria dos genes da aromatase (CYP19a e CYP19b), é
indispensavel um estudo para avaliar os niveis de expressao de ambos, para que se
possa observar como estad sendo expressado em individuos que revertem ou nao,
possibilitando assim a reversao por temperatura com uma proporcédo mais elevada.
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