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RESUMO

ANALISE GENOMICA DE REGIOES ASSOCIADAS A DETERMINACAO DO
SEXO DO TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

Nayelle Meyre Lisboa Silval, Patricia lanella?, Alexandre Rodrigues Caetano®

1 Bidloga/ Doutoranda em Ciéncias Animais — PPG/UnB — Brasilia/DF
2 Biodloga/ Doutora — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Zootecnista/ Doutor — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

O objetivo desta tese foi identificar o gene mestre determinante do sexo (MSD) do tambaqui e
obter um teste molecular simples, de 100% de acuracia, para identificar o sexo genotipico da
espécie. Foram identificados SNPs determinantes do sexo no tambaqui, e a regido genémica
em gue esses marcadores moleculares foram encontrados foi investigada com o sequenciamento
dos genes mestres candidatos. Os dados genotipicos de 192 amostras genotipadas com o chip
de média densidade Axiom SerraSNP foram utilizados no presente estudo. A associacao
gendmica ampla (GWAS) identificou cinco regides gendmicas associadas ao sexo no tambaqui.
Os genotipos de todos 0os SNPs indicaram um sistema genético XX/XY. O grupo de ligagdo e
a posicdo desses SNPs foram localizados no genoma referéncia do tambaqui (NCBI:
GCF_904425465.1). Esses marcadores foram encontrados em introns dos genes znrf2b,
zgc:158766 e LOC118799143 e em uma regido proxima ao gene bHLH. Primers foram
desenhados em introns e éxons dos genes znrf2b e bHLH e em éxons dos genes fzd1 e nod1,
sendo que esses dois ultimos genes estavam localizados proximos ao znrf2b. PCRs foram feitas
com os primers utilizando um subconjunto de amostras de doze machos e doze fémeas. Esse

subconjunto é proveniente dos dados genotipicos das 192 amostras. Foi feita mais uma analise
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de GWAS com os SNPs recém-descobertos e com os marcadores do AxiomSerraSNP. Cinco
SNPs recém-descobertos estavam associados ao sexo. Os marcadores que apresentaram maior
acuracia estavam localizados nos introns do gene znrf2b e no éxon do nod1. O SNP encontrado
no nodl é responsavel por uma varia¢ao no cédon do RNAm (TGC e TGT), no entanto as duas
trincas de bases codificam um mesmo aminodcido, que é a cisteina. Os primers desenhados no
éxon do gene bHLH amplificaram o fragmento de DNA principalmente nos machos. Os
resultados indicam que algum dos genes (znrf2b, bHLH, fzd1 ou nodl) pode ser o mestre da
determinacdo do sexo em tambaqui, uma vez que ndo foi possivel sequenciar todos os éxons
desses genes devido a auséncia de amplificacdo das sequéncias-alvo (dentre os 26 primers
desenhados nos genes, somente 15 amplificaram o fragmento de DNA). Sendo assim, é
necessario a realizacdo de estudos complementares que explorem ainda mais essas regides para

compreender melhor os mecanismos de determinacao e diferenciacdo do sexo em tambaqui.

PALAVRAS-CHAVE: GWAS; Piscicultura; SNPs; XX/XY.



XVii

ABSTRACT

GENOMIC ANALYSIS OF REGIONS ASSOCIATED WITH SEX
DETERMINATION OF TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

The objective of this thesis was to identify the master sex-determining gene (MSD) of tambaqui
and to obtain a simple molecular test, with 100% accuracy, to identify the genotypic sex of the
species. Sex-determining SNPs were identified in tambaqui, and the genomic region in which
these molecular markers were found was investigated by sequencing the candidate master
genes. Genotypic data from 192 samples genotyped with the Axiom SerraSNP medium-density
chip were used in the present study. Genome-wide association analysis (GWAS) identified five
genomic regions associated with sex in tambaqui. The genotypes of all SNPs indicated an
XX/IXY genetic system. The linkage group and position of these SNPs were in the tambaqui
reference genome (NCBI: GCF_904425465.1). These markers were found in introns of the
znrf2b, zgc:158766 and LOC118799143 genes and in a region close to the bHLH gene. Primers
were designed in introns and exons of the znrf2b and bHLH genes and in exons of the fzd1 and
nodl genes, the latter two genes being located close to znrf2b. PCRs were performed with the
primers using a subset of samples from twelve males and twelve females. This subset came
from the genotypic data of the 192 samples. GWAS analysis was performed with the newly
discovered SNPs and with the AxiomSerraSNP markers. Five newly discovered SNPs were
associated with sex. The markers that showed the highest accuracy were in the introns of the
znrf2b gene and in the nod1 exon. The SNP found in nod1 is responsible for a variation in the
MRNA codon (TGC and TGT); however, the two triplets of bases encode the same amino acid,
which is cysteine. The primers designed in the bHLH gene exon amplified the DNA fragment

mainly in males. The results indicate that one of the genes (znrf2b, bHLH, fzd1 or nod1) may
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be the master of sex determination in tambaqui, since it was not possible to sequence all the
exons of these genes due to the lack of amplification of the target sequences (among the 26
primers designed in the genes, only 15 amplified the DNA fragment). Therefore, it is necessary
to carry out complementary studies that further explore these regions to better understand the

mechanisms of sex determination and differentiation in tambaqui.

KEYWORDS: Fish farming; GWAS; SNPs; XX/XY.



CAPITULO 1

INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA



1.1 INTRODUCAO

Os peixes sao encontrados em diversos habitats e representam o grupo mais
diversificado de vertebrados, incluindo mais de 36.000 especies (Eschmeyer’s Catalog of
Fishes, 2024). Essa diversificacdo, explicada por se tratar de um grupo polifilético (que ndo
compartilham um Gnico ancestral comum) permite que todos os tipos de estratégias
reprodutivas sejam encontrados nesse grupo. Da mesma forma, os peixes apresentam multiplos
sistemas de determinacdo sexual. De modo geral, determinacdo do sexo geneética (GSD —
Genetic Sexual Determination) e/ou determinacdo ambiental do sexo (ESD — Environmental
Sexual Determination) e desenvolvimento gonadal gonocoristico ou hermafrodita (Devlin &
Nagahama, 2022). Os mecanismos de determinacdo genética dos peixes geralmente sdo
definidos por um gene critico localizado em um cromossomo sexual ou por multiplos genes
situados tanto em autossomos como em cromossomos sexuais. Dentre 0s principais sistemas de
determinagdo do sexo, encontram-se o0 sistema XX/XY (fémea/macho) e o ZZ/ZW
(macho/fémea), além das suas variantes, sendo que o heteromorfismo do cromossomo sexual

ndo é frequentemente observado (Rajendiran et al., 2021).

Genes mestres determinante do sexo (MSD - Master Sex Determination) ja
foram identificados em varias especies como o gene Dmy em medaka (Oryzias latipes)(Matsuda
et al., 2002; Nanda et al., 2002), o Amhy em peixe rei (Odontesthes hatcheri) (Hattori et al.,
2012) o gsdfY em Oryzias luzonensis (Myosho et al., 2012), o Amhr2 em Takifugu rubripes
(Kamiya et al., 2012), o Sdy em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Yano et al., 2012), o
Sox3Y em Oryzias dancena (Takehana et al., 2014), o gdf6Y em Nothobranchius furzeri
(Reichwald et al., 2015), o dmrt1l em Cynoglossus semilaevis (Cui et al., 2017) e 0 Hsd17b1 em
Seriola (Koyama et al., 2019). Outras espécies apresentam determinacdo genética poligénica

(PSD — Polygenic Sex Determination), onde varios locus ou alelos, que segregam de forma



independente, determinam o sexo dos individuos. Alguns exemplos sdo o robalo europeu

(Dicentrarchus labrax) e o peixe-zebra (Danio rerio) (EI-Zaeem et al., 2024; Li et al., 2024).

A determinacdo ambiental do sexo ocorre quando fatores ambientais, como
horménios, temperatura, pH, densidade e hipdxia, interferem no destino sexual dos individuos
(Kijas et al., 2018). A temperatura é o fator ambiental mais estudado, sendo que 77 espécies de
teledsteos estudados apresentam determinacdo do sexo dependente da temperatura (Kitano et
al., 2023). No peixe-rei (Odontesthes bonariensis), por exemplo, a alta temperatura causa Vviés
para o sexo masculino (Fresno et al., 2023) e, em poucas espécies, como a Menidia menidia,
uma transicdo de machos para fémeas ocorre nesses casos (Hancock et al., 2023).

Compreender a base do desenvolvimento sexual de peixes é importante por
varios motivos: 1) A diversidade da biologia e ecologia desses animais permite a realizacdo de
estudos académicos e aplicados sobre a determinacgéo do sexo de vertebrados em geral (Pennell
et al., 2018); 2) Na ESD, a varidvel ambiental mais bem caracterizada (temperatura) tem
levantado um intenso debate sobre as consequéncias do aquecimento global (Consuegra &
Rodriguez Lopez, 2016; Research, 2021; Valenzuela et al., 2019); e 3) A piscicultura depende
em grande parte da reproducdo para desenvolver técnicas que incluem a producdo de
populacdes monossexuais devido a existéncia de dimorfismo sexual de crescimento, e como
mecanismo para controle de reproducdo indesejada nos sistemas de engorda (He et al., 2017,
Taslima et al., 2020; Wang et al., 2023; Wang et al., 2019).

O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma espécie nativa economicamente
importante que exibe um forte dimorfismo sexual em favor das fémeas, as quais apos a
maturacdo sexual sdo maiores e mais pesadas que os machos da mesma idade (Almeida et al.,
2016). O crescimento superior observado nas fémeas tem potencial para ser explorado
comercialmente, em sistemas de producdo monosexo, onde popula¢bes 100% fémeas poderdo
ser geradas com cruzamentos dirigidos de peixes que passaram por reversdo sexual com
horménios (Ex: fémeas XX, tratadas com testosterona para se tornarem machos fenotipicos,
cruzadas com fémeas normais). No entanto, para que se possa aplicar essa estratégia, €
necessario que se desenvolva um teste molecular simples, de alta acuracia, para identificar o

sexo genotipico de peixes submetidos a tratamentos hormonais (Varela et al., 2021).

Até o momento, sabe-se algumas informacgdes a respeito da determinacéo e
diferenciacdo do sexo do tambaqui. O C. macropomum é uma espécie gonocoristica, apresenta
sistema heterogamético masculino (XX/XY) e ndo tem sensibilidade sexual a diferentes
temperaturas e pHs (Reis et al., 2024; Varela et al., 2021). Ainda ndo foi identificado o gene



mestre (MDS) na espécie. A diferenciacdo das gdnadas ocorre com a via Wnt/p-catenina
direcionando o processo de diferenciagdo ovariana, assim como os genes fox e fst, enquanto as
vias antagonicas (gsk3b, wtl e fgfr2), o sox9 e os genes para sintese de andrdgenos indicam
diferenciacdo masculina (Lobo et al., 2020). O neurotranscriptoma com caracterizacao e
expressdo diferencial entre machos e fémeas indicou que 63 genes foram regulados
positivamente para fémeas e 28 para machos (Miranda et al., 2024).

Pode-se notar que existe um conhecimento acumulado sobre a determinacédo do
sexo em espécies de teledsteos no geral, no entanto, as pesquisas sobre 0os mecanismos de
determinacdo sexual e diferenciacdo gonadal do tambaqui sdo escassas e fragmentadas. O
conhecimento acumulado e essas lacunas podem ser avaliados em estudos de analises
bibliométricas, uma vez que essa técnica permite analisar, resumir, agrupar e comentar 0s
resultados das pesquisas. E possivel identificar problemas existentes em um determinado
periodo, encontrar lacunas na abordagem dos contetdos e propor solu¢bes (McManus et al.,
2023). Nas analises bibliométricas sdo utilizadas técnicas avaliativas (medidas de produtividade
e de impacto, como artigos académicos publicados por ano, nimero de artigos por autor e
namero de citacOes) e técnicas relacionais (analises de cocitacdo, coautoria, copalavras e

acoplamento bibliogréfico) (Koseoglu et al., 2016).

Nesse contexto, o objetivo geral da tese foi identificar o MSD do tambaqui e
obter um teste molecular simples, de 100% de acuracia, para identificar o sexo genotipico da
espécie. A tese € composta por cinco capitulos. O Capitulo | traz a introducdo geral e a revisao
bibliografica. No Capitulo 11 foi feito o mapeamento bibliogréfico de citacdo, coocorréncia de
palavras-chave, cocitacdo e acoplamento bibliografico para determinacdo do sexo de varias
espécies de peixes, dentre elas o C. macropomum. No Capitulo 111 foi realizado um estudo que
identificou marcadores genéticos determinantes do sexo no tambaqui. No Capitulo 1V a regido
gendmica em que foram encontrados os SNPs associados ao sexo foi avaliada para identificacdo
do possivel gene mestre determinante do sexo, em seguida foi feito com o sequenciamento dos

éxons dos genes candidatos.



1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Compreender os mecanismos determinantes do sexo e desenvolver ensaios

precisos para atribuir o sexo genético do tambaqui (Colossoma macropomum).

1.2.2 Objetivos Especificos

Identificar regides sexo-especificas e/ou Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP) presentes
em regides gendmicas determinantes do sexo;

Identificar o sistema de determinacdo genético e o gene mestre determinante do sexo (MSD -
Master Sex Determining) no tambaqui;

Desenvolver uma ferramenta molecular de alta acuracia que identifique o sexo genético no C.

macropomum.



1.3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.3.1 Descricdo Bioldgica do tambaqui (Colossoma macropomum)

C. macropomum (Cuvier, 1816) é uma espécie pertencente a classe
Actinopterygii, ordem Characiformes e familia Serrasalminae. E considerado o segundo maior
peixe com escamas da Amazonia, podendo atingir até um metro de comprimento e 30kg de
peso. Trata-se de um peixe neotropical (faixa de temperatura preferida 25-34°C) que migra
entre diferentes massas de dgua doce ao longo do seu ciclo de vida. Os adultos se alimentam
em florestas inundadas (dieta frugivoro-onivoro) durante a estacao de cheia, e com a seca, 0S
peixes maduros sexualmente (3 a 4 anos) migram para desovar em corredeiras. As larvas, pos-
larvas e juvenis vao para regibes ricas em nutrientes até chegarem a fase reprodutiva e se

deslocarem para desova (Hilsdorf et al., 2022).

A espécie é nativa da bacia Amazonica, da Orinoco e de seus afluentes e pode
viver em rios de dguas brancas e negras. Além do Brasil, o tambaqui também é encontrado na
Venezuela, Colémbia, Peru e Bolivia (Figura 1.1) (Val & Oliveira, 2021).
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Figura 1.1: Distribuicdo natural do tambaqui (Colossoma macropomum) nas bacias do rio
Amazonas e Orinoco. Fonte: (Val & Oliveira, 2021).

Em relacdo a morfologia, o tambaqui apresenta modificacbes no formato do
corpo ao longo do seu desenvolvimento, sendo ovoide na fase inicial (Figura 1.2A), romboide
na fase pré-adulta (Figura 1.2B) e alongado quando adulto (Figura 1.2C). Além disso, existe
uma variagdo na coloracdo. Individuos com menos de 10cm sdo prateados e tem uma mancha
escura arredonda no meio do corpo (Figura 1.2D), enquanto os juvenis e adultos geralmente
sdo pardos na metade superior e preta na metade inferior do corpo, no entanto podem variar
para mais clara ou mais escura dependendo da cor da 4gua onde vivem (Figura 1.2E) (Val &
Oliveira, 2021).

Figura 1.2: Formato e coloragdo do corpo do tambaqui (Colossoma macropomum) ao longo de
seu desenvolvimento. (A) Fase inicial, ovoide; (B) fase pré-adulta, romboide; (C) adulto,
alongado; (D) individuos com menos de 10cm sdo prateados e com uma mancha escura
arredonda no meio do corpo; (E) os juvenis e adultos geralmente sdo pardos na metade superior
e preta na metade inferior do corpo. Fontes: adaptado de (Val & Oliveira, 2021) e (Aquaculture
Brasil, 2024)

Outras caracteristicas interessantes encontradas na espécie sdo: dimorfismo
sexual em que as fémeas crescem mais que 0s machos; presenca de labios grossos; boca
prognata pequena e forte com dentes molariformes; auséncia de espinha pré-dorsal; nadadeira

adiposa curta com raios na extremidade; e rastros branquiais longos e numerosos. O formato



dos dentes permite que o animal se alimente de frutos e sementes (mais de 130 espécies) que
caem na dgua durante o periodo de cheia dos rios e os rastros branquiais possibilitam a filtragem
de pequenos organismos, como o zooplancton, que flutuam na agua. Uma adaptacdo
morfologica marcante do tambaqui esta relacionada as mudancas das concentracdes de oxigénio
na 4gua. Quando exposto a hipoxia, o0 peixe expande o labio inferior para facilitar a captura da

fina camada superficial de oxigénio presente na coluna d’agua (Moraes & O’sullivan, 2017).

1.3.2 Producdo do tambaqui

Os primeiros registros de domesticagdo e cultivo ocorreram na década de 1930
(Ihering, 1937). Algumas décadas depois, em 1980, aconteceram alguns eventos relevantes para
a espécie como: o workshop dedicado a piscicultura do tambaqui; o desenvolvimento de
técnicas artificiais de propagacdo e incubacdo; e a disponibilidade de alevinos em uma base
comercial regular (Hilsdorf et al., 2022). Nos anos seguintes houve um grande aumento na
producdo do tambaqui devido as suas caracteristicas bioldgicas e zootécnicas atrativas, como:
facilidade de producdo de alevinos; habito alimentar onivoro e facil aceitacdo de racdes
aquaticas; rapido crescimento em cativeiro (2-3 kg ano); boa adaptacdo a altas densidades
populacionais em condicGes de engorda; resisténcia a baixos niveis de oxigénio e ma qualidade
da agua; resisténcia a doencas; e grande aceitacdo do mercado consumidor (Hilsdorf et al.,
2022). Além de ser uma espécie relevante para aquicultura, o C. macropomum é importante na
Amazonia devido a dieta local. Segundo a Secretaria de Pesca e Aquicultura, Manaus consome

cerca de 400 mil kg de tambaqui por ano (Fernandes et al., 2022).

Em 2022, a producéo dessa espécie foi maior que 109 toneladas (IBGE, 2024),
sendo que a regidao Norte foi a maior produtora, seguida pelo Nordeste e Centro Oeste. Além
de ser produzido no Brasil, o tambaqui foi introduzido, intencionalmente por pisciculturas ou
por acidente, em numerosos paises da América Latina, nos Estados Unidos da América e em
varios paises da Asia, incluindo China, Indonésia, Malasia, Mianmar, Vietnd, Tailandia e

Singapura (Amanajas et al., 2018).

Em relacdo aos sistemas de producdo, o tambaqui € cultivado em sistemas
extensivos, semi-intensivos e intensivos. O primeiro sistema costuma ser instalado em represas,
lagos, lagoas e acudes, ndo ha fornecimento de ragdo balanceada e é destinado para consumo
das préprias familias ou para fins de recreacdo. O sistema semi-intensivo tem como foco a

maximizacdo da producdo, sendo que, geralmente, é implementado em barragens, tanques ou



viveiros escavados no terreno. Além disso, os criadores fornecem alimentos vivos (fitoplancton
e zooplancton) e racdo industrial aos peixes. J& o sistema intensivo tem a finalidade de obter
alta produtividade com densidade de estocagem elevada e permite a utilizacdo de qualquer tipo

de massa de agua para fins de piscicultura (Hilsdorf et al., 2022).

A implementacdo de um sistema de producdo monosexo é interessante para o
tambaqui, uma vez que existe dimorfismo sexual em que o crescimento das fémeas € superior.
Populacdes 100% fémeas poderiam ser geradas com cruzamentos dirigidos de peixes que
passaram por reversdo sexual com hormonios (Piferrer, 2001) (Figura 1.3). No entanto, para
que se possa aplicar essa estratégia, € necessario compreender 0s mecanismos de determinagao

do sexo na espécie.
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Figura 1.3: Representacdo esquematica do processo de producdo de progénies 100% fémeas
usando macho com sexo revertido (XX) considerando sistema genético XX/XY. Fonte:
adaptado de Fernandino & Hattori (2019).

1.3.3 Determinacéo e diferenciacdo do sexo em teledsteos

Os mecanismos de determinagdo do sexo (SD — Sex Determination) dos
teledsteos podem ser complexos ocorrendo determinacdo genética do sexo (GSD — Genetic Sex
Determination), determinacdo ambiental do sexo (ESD - Environmental Sex Determination),
ou uma combinacdo de ambas. Os sistemas GSD séo governados principalmente por fatores
genéticos, podendo ser cromossémicos ou poligénicos (PSD — Polygenic Sex Determination)
envolvendo Varios genes ou varios cromossomos sexuais. Ja os sistemas ESD sdo controlados
por efeitos ambientais abidticos como temperatura, pH, hipdxia, dentre outros e efeitos bidticos

(interacdes sociais e crescimento) (Figura 1.4) (Devlin & Nagahama, 2022).
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Figura 1.4: Esquema demonstrando os principais mecanismos de determinacéo e diferenciacéo
do sexo em peixes. Fonte: adaptado de Fernandino & Hattori (2019).

1.3.3.1 Determinacdo genética do sexo

Entre as espécies de peixes diferentes abordagens sdo utilizadas para
determinacdo genética do sexo, sendo que 0s principais sistemas genéticos encontrados sao
heterogamético masculino (XX/XY) e heterogamético feminino (ZZ/ZW) (Rajendiran et al.,
2021). A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), por exemplo, é um teledsteo com sistema de
determinagdo do sexo XX/XY, enquanto o linguado chinés (Cynoglossus semilaevis) tem o
sistema ZZ/ZW (Céceres et al., 2019; Wang et al., 2019). Nesses exemplos ocorre a
determinacdo cromossdmica do sexo, onde somente um locus genético atua com o interruptor
mestre. Outras espécies como o robalo europeu (Dicentrarchus labrax) e o peixe-zebra (Danio
rerio) apresentam determinacéo poligénica, onde varios locus ou alelos, que segregam de forma

independente, determinam o sexo do individuo (El-Zaeem et al., 2024; Li et al., 2024).

Tanto na determinagdo cromossdémica do sexo quanto na poligénica, existe um
gatilho genético inicial com a atuacéo de um (GSD) ou mais genes (PSD). Em 1990, foi feita a
primeira descoberta de um gene mestre determinante do sexo (MSD, Master Sex-Determining)
em vertebrados, o Sry (Sinclair et al., 1990). Este gene esta presente no cromossomo Y e é
responsavel por iniciar o desenvolvimento testicular em mamiferos. Alguns anos depois, em

2002, foi identificado o Dmy em medaka (Oryzias latipes)(Matsuda et al., 2002; Nanda et al.,
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2002). O Dmy é uma duplicata do gene autossémico dmrtl, assim como o Sry é derivado de
uma duplicacdo de Sox. Essas semelhancgas sugeriram que o Dmy e o Sry tém as mesmas
funcGes. O segundo gene MSD encontrado em teledsteos foi o Amhy (Horménio Anti-
Muilleriano ligado ao Y) que é uma duplicacdo do gene autossémico amh (Hattori et al., 2012;
Li et al., 2024). O gsdfY € o regulador mestre da diferenciacdo sexual em Oryzias luzonensis.
Apesar de se tratar de uma espécie pertencente ao mesmo género que O. latipes, foram
encontrados diferentes genes MSD entre as duas espécies, sendo que em O. latipes o gsdf esta
localizado em um autossomo, e, em O. luzonensis, este mesmo gene foi encontrado no
cromossomo Y (Myosho et al., 2012). Outros genes mestres determinantes do sexo foram
descobertos ao longo dos anos como 0 Amhr2 em Takifugu rubripes (Kamiya et al., 2012), Sdy
em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Yano et al., 2012), Sox3Y em Oryzias dancena
(Takehana et al., 2014), gdf6Y em Nothobranchius furzeri (Reichwald et al., 2015), dmrtl em
Cynoglossus semilaevis (Cui et al., 2017) e Hsd17b1 em Seriola (Koyama et al., 2019). No
total, foram descobertos genes MSD em 114 espécies de teledsteos (Kitano et al., 2023).

Dentre os genes citados, quatro deles (Sry, Dmy, Sox3Y e dmrtl) sdo fatores de
transcrigdo, ou seja, sdo proteinas que interagem com promotores de outros genes especificos
para ativar os processos de transcricdo. Outros quatro genes (Amhy, gsdfY, Amhr2 e gdf6Y)
pertencem a via de sinalizacdo TGF-p (Fator de transformacéo do crescimento beta) que é uma
proteina que controla a proliferacdo, diferenciacdo celular e outras fungdes em varias células
(Pan et al., 2021).

1.3.3.2 Determinagdo ambiental do sexo

Fatores ambientais como temperatura, densidade, hipdxia, pH e interacGes
sociais, podem influenciar na determinacéo e na diferenciacéo sexual dos peixes. A temperatura
é o fator ambiental que mais influencia o sexo, sendo que esse processo é chamado de
determinacéo do sexo dependente da temperatura (TSD, Temperature Sex Determination). TSD
foi relatado em 77 espécies de teledsteos (Kitano et al., 2023). De forma geral, existem duas
formas de a temperatura interferir na determinacdo. A primeira delas € interagindo com GSD,
como ocorre com o bagre africano (Clarias gariepinus) e a tilapia do Nilo (O. nicotilus). Santi
et al. (2019) e Kobayashi et al. (2008) notaram que a alta temperatura induziu a masculinizagéo
em progénies dessas espécies devido ao aumento da expressdao do gene MSD Dmrtl. A
temperatura também influencia a determinacdo do sexo por meio de sua atuacdo independente

causando alteracdes epigeneticas em genes relevantes para a diferenciacdo do sexo. Navarro et
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al. (2011) e Wang et al. (2017) verificaram que a alta temperatura aumentou 0s niveis de
metilacdo do promotor da aromatase gonadal (cypl9la - enzima que converte androgénios
(hormdnios masculinos) em estrogénios (hormodnios femininos), que sdo essenciais para o
desenvolvimento ovariano em todos os vertebrados ndo mamiferos) e suprimiu sua expressao,
resultando em masculinizacdo induzida de varios individuos. Como pode-se notar 0 mais

observado nos teledsteos estudados é o maior niUmero de machos em temperaturas mais altas.

A densidade e a hipdxia sdo outros fatores ambientais importantes na
determinacdo do sexo em peixes. A hipoOxia esta diretamente relacionada com maior densidade
populacional dos cativeiros. O peixe rei (Odontesthes bonariensis), por exemplo, apresenta
reversdo sexual de fémea para macho em ambientes com alta densidade populacional (Garcia-
Cruz et al., 2020). Além disso, Robertson et al. (2014) notaram que a exposicdo de embrides de
peixe-zebra a hipoxia ocasionou 0 aumento de machos na populagdo. Tanto a hipdxia quanto a
densidade causam estresse nos peixes resultando em expressdes mais elevadas de cortisona e
do andrégeno 11-cetotestosterona (11-KT) e um aumento da frequéncia de masculinizacdo
(Rajendiran et al., 2021).

O pH é outro fator ambiental relevante. Espécies como Apistogramma caetei
(Rajendiran et al., 2021), Pelvicachromis pulcher (Reddon & Hurd, 2013), Pelvicachromis
subocellatus e Pelvicachromis taeniatus (Baroiller et al., 2009) apresentaram populacéo
masculina monossexual ou proporc¢do sexual desequilibrada com maior nimero de machos em
pH &cido (<7), enquanto no pH neutro ou béasico (> 7) ocorre 0 aumento das proporcles de

fémeas.

Alem dos efeitos ambientais abidticos abordados, fatores sociais no ambiente
podem interferir na determinacédo do sexo (BSD - Behavioral Sex Determination). Francis &
Barlow (1993) realizaram um estudo com Amphilophus citrinellus em gue os alevinos pequenos
se diferenciam como fémeas e os maiores como machos. Pesquisas posteriores ndo apoiaram
essa hipdtese, uma vez que 0s peixes capturados na natureza ndo tiveram a determinacdo do
sexo relacionada ao tamanho (Oldfield, 2009; Oldfield et al., 2006). Outra pesquisa também
ganhou destaque no quesito comportamental em que os individuos isolados da espécie peixe

paraiso (Macropodus opercularis) tornaram-se machos (Baroiller, D’Cotta, & Saillant, 2009).
1.3.3.3 Diferenciacao sexual gonadal em teledsteos

A diferenciacdo sexual gonadal é o processo pelo qual uma gobnada

indiferenciada se desenvolve como testiculo ou ovario ap0os o sexo ter sido determinado (Mei
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& Gui, 2015). Esse desenvolvimento gonadal pode ser gonocoristico ou hermafrodita. Os
principais tipos gonocorismo é o diferenciado e o indiferenciado. No primeiro, o
desenvolvimento gonadal ocorre a partir de uma génada primordial para ovario ou testiculo.
Enquanto no gonocorismo indiferenciado, as génadas se desenvolvem inicialmente como
ovarios em todos os individuos, e, em aproximadamente metade da populacdo, o tecido
ovariano se degenera para formacao de testiculos. O hermafroditismo pode ser sincrono (ocorre
a producdo de gametas masculinos e femininos ao mesmo tempo) ou sequencial (0s peixes
produzem primeiro um tipo de gameta e em seguida invertem o sexo para produzir outro tipo).
Quando os individuos amadurecem primeiro como machos, ocorre o hermafroditismo
sequencial protandrico, caso o peixe se desenvolva primeiro como fémea ocorre 0

hermafroditismo protoginico (Renn & Hurd, 2021).

Os esteroides sexuais desempenham papéis importante na diferenciacdo sexual
gonadal de peixes. Os estrogénios s@o essenciais para a diferenciacdo ovariana, enquanto os
androgenos sao necessarios para o desenvolvimento testicular. Os genes envolvidos na via de
esteroides sexuais mais conhecidos sdo: a aromatase gonadal (cypl19ala) que esta relacionada
com as vias de sintese de estrogénio; e a 11-p hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2b (hsd11b2)
que esta relacionado com a via androgénica (Fernandino & Hattori, 2019). Cypl9ala é
extremamente relevante para a diferenciacdo gonadal em varias espécies, uma vez que sua alta
expressao e/ou atividade resulta na formacédo das génadas femininas, enquanto a sua inibicédo
induz o desenvolvimento de gbnadas masculinas. O gene hsd11b2 faz parte da principal
biossintese de andrdgenos, a 11-cetotestosterona (11-K), enquanto a mutacao do gene cypl9ala
reduz a producdo de estrogénio, consequentemente aumentando a producédo de 11-K (Zhou et
al., 2021). Devido a isso, varias pesquisas tiveram como foco compreender a expressao do gene
cypl9ala na diferenciacdo sexual gonadal de peixes (Cai et al., 2022; El-Zaeem et al., 2024;
Guo et al., 2021; Huang et al., 2023).

1.3.3.4 Desenvolvimento de ferramentas para identificacdo de marcadores determinantes do

sexo em teledsteos

Vérias espécies de teledsteos apresentam dimorfismo sexual, como tamanho e
taxa de crescimento. Em robalo (Dicentrarchus labrax) (Faggion et al., 2021) e em truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) (Akbarialmajough et al., 2020), por exemplo, as fémeas atingem a
maturidade sexual alguns meses depois dos machos e com isso crescem mais rapido, enquanto

no atum do pacifico (Thunnus orientalis) (Shimose et al., 2016) e no bagre do canal (Ictalurus
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punctatus) (Liao et al., 2023) o crescimento é maior nos machos. A compreensao dos
mecanismos de determinacdo do sexo e o desenvolvimento de um método de identificacdo
sexual rapido e econdmico para espécies com dimorfismo sexual sdo importantes para
realizacdo de reproducdo com controle sexual, para a melhoria da eficiéncia da selecdo de

reprodutores e para o cultivo monossexuado (Xing et al., 2021).

Vérias abordagens moleculares foram utilizadas para identificar marcadores
sexuais em peixes, como DNA Polimorfico Amplificado ao Acaso (RAPD, Random Amplified
Polymorphic DNA), Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP,
Amplified Fragment Length Polymorphism) e microssatélites com repeti¢es de sequéncia
simples (SSR, Simple Sequence Repeats). Com um custo cada vez mais acessivel, as tecnologias
de sequenciamento de alto rendimento (NGS, Next Generation Sequencing) tem sido
amplamente aplicadas, em diferentes abordagens, para realizacdo de estudos gendmicos.
Diferentes técnicas de NGS foram utilizadas para descobrir marcadores ligados ao sexo como
0 sequenciamento de DNA associado ao local de restricdo (RAD-seq, Restriction Site
Associated DNA Markers), o mapeamento de locus de caracteristicas quantitativas (QTL,

Quantitative Trait Locus) e o sequenciamento do genoma completo (Gong et al., 2022).

Muitos sdo os exemplos de estudos que utilizaram estas diferentes abordagens
moleculares para identificar marcadores sexo-especificos em diferentes espécies de peixes.
Chen et al. (2007) descobriram um marcador AFLP especifico em fémeas no linguado chinés
(Cynoglossus semilaevis) e desenvolveram um método de PCR simples para identificar o sexo
genético da espécie, sendo que os produtos de PCR de 59 fémeas produziram uma banda
especifica com cerca de 350 pb. Chen et al. (2009) encontraram uma regido sexo especifica em
machos de carpa comum (Cyprinus carpio) com 909 pb utilizando RAPD, e Galindo et al.
(2011) identificaram trés locus microssatélites que estavam relacionados ao sexo feminino no
alabote do Pacifico (Hipoglossus stenolepis), uma vez que a atribuicdo genética identificou com

sucesso 0 sexo de 92% dos individuos.

Estudos utilizando metodologia mais atuais e incorparando tecnologias NGS
vem sendo amplamente utilizados para a mesma finalidade. Marcadores especificos do sexo
também foram identificados em algumas espécies usando sequenciamento de DNA RAD-Seq.
O genoma do hapuku (Polyprion Oxygeneios), por exemplo, foi sequenciado com dupla
digestdo de DNA associado ao local de restricdo (ddRAD). Foi possivel gerar um mapa de
ligacdo sexual de 35 grupos de ligagdo com base em 1575 marcadores de polimorfismo de

nucleotideo Unico (SNP). Em seguida, foi identificado um locus determinante do sexo no grupo
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de ligacéo 14 que indicou o sistema de determinacdo sexual da espécie como XX/XY. Por fim,
dois SNPs determinantes do sexo foram utilizados para desenvolver ensaios de PCR especificos

para os alelos observados (Brown et al., 2016).

Pan et al. (2022) basearam-se nos resultados de mapeamento de QTL
relacionados ao sexo para identificar 13 SNPs especificos de machos que estavam localizados
em eéxons do gene zbtb38 do bagre do canal (Ictalurus punctatus). Além disso, estudos
realizados com outras espécies utilizaram o sequenciamento do genoma completo para
identificar marcadores especificos do sexo no atum do pacifico (T. orientalis) (Sudaet al., 2019)
e no peixe do gelo (Protosalanx hyalocranius) (Xing et al., 2021). J& no salmdo do Atlantico
(Salmo salar), foi utilizado um painel de SNPs com 220 K para identificar os cromossomos
sexuais, regides candidatas e genes associados ao desenvolvimento do sexo (Gabian et al.,
2019).

Além das abordagens moleculares citadas, varios estudos fizeram
sequenciamento do genoma completo para identificar regides associadas ao sexo em peixes,
fazendo uso das ultimas tecnologias de NGS disponibilizadas mais recentemente. Li et al.
(2020) por exemplo, sequenciaram 0s genomas inteiros de 20 machos e 20 fémeas de
Protosalanx hyalocranius e fizeram andlise de associacdo genémica ampla (GWAS) para
descobrir o sistema de determinacdo sexual ZZ/ZW e o possivel gene determinante do sexo
(GALNT) na espécie. Essa mesma abordagem de sequenciamento foi usada para confirmar o
sistema XX/XY, identificar o locus sexual no cromossomo 7 e encontrar marcadores genéticos
especificos para machos no achiga (Micropterus Salmoides L.) (Wen et al. 2022). A partir do
ressequenciamento do genoma completo (WGS re-seq) do peixe-espinho (Spinibarbus
hollandi) foram obtidas 20 sequencias candidatas especificas de sexo. Além disso, seis
marcadores especificos de machos foram desenvolvidos com precisdo de 100% na identificacdo

sexual dos individuos (Huang et al., 2024).

1.3.3.5 Determinagéo e diferenciacéo do sexo em tambaqui

Nos ultimos anos alguns artigos sobre estudos genéticos do tambaqui foram
publicados. Isso foi essencial para a realizacdo de pesquisas iniciais sobre determinagédo e
diferenciacdo do sexo na espécie. Hashimoto et al. (2014) fizeram andlises citogenéticas e
identificaram 2n = 54 cromossomos, e assim como foi observado na maioria das espécies de

teledsteos, nenhum heteromorfismo foi encontrado nos cromossomos sexuais. Nunes et al.
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(2017) e Hilsdorf et al. (2021) sequenciaram o genoma do tambaqui e identificaram grandes
conjuntos de SNPs que, logo em seguida, foram disponibilizadas no chip comercial Axiom
SerraSNP, um painel com 29.575 SNPs de C. macropomum e 29.612 SNPs de pacu (Piaractus

mesopotamicus).

Sabem-se poucas informacGes a respeito dos mecanismos de determinacéo e
diferenciacdo genetica do tambaqui. Varela et al. (2021) sequenciou 0 DNA do C. macropomum
utilizando a técnica ddRAD, gerando a partir destes dados, um mapa genético com 27 grupos
de ligacdo usando 14.805 SNPs e identificando marcados ligados ao sexo na espécie. O
mapeamento da regido associada ao sexo em U(nico Cromossomo sugere um sistema
heterogamético masculino XX/XY. Quatro SNPs mais informativos ligados ao sexo e
identificados no cromossomo 26 foram validados em individuos fenotipicamente sexados com
acurdcia variando entre 90 e 96%. No entanto, até 0 momento, nenhum estudo foi capaz de
identificar o gene MSD do tambaqui.

A diferenciacdo sexual do tambaqui ocorre em juvenis de até 44mm de
comprimento total, quando os 6rgdos sexuais podem ser identificados em estudos histolégicos
(Lobo et al., 2020). A via Wnt/p-catenina direciona o processo de diferenciacdo ovariana no
tambaqui, assim como os genes fox e fst, enquanto vias antagdnicas (gsk3b, wtl e fgfr2), sox9
e genes para sintese de androgenos indicam diferenciacdo masculina (Lobo et al., 2020). Outra
constatacdo interessante de pesquisas do transcriptoma das génadas, € que o gene amh foi mais
expresso em fémeas do que em machos, o oposto do que foi notado em outras espécies de
teledsteos (Lobo et al., 2020). A expressdo génica da aromatase gonadal (cypl9ala) também
foi avaliada, no entanto, ndo foi evidenciado que esse gene esta relacionado com a diferenciacédo
das gbnadas do tambaqui (Paixao et al., 2022). Recentemente, Miranda et al. (2024) geraram o
neurotranscriptoma do tambaqui com caracterizacdo e expressao diferencial entre machos e
fémeas. Observaram que 91 transcritos foram expressos diferencialmente, sendo que 63 foram
regulados positivamente em fémeas e 28 em machos. Os genes candidatos identificados estdo
relacionados com a diferenciacdo sexual em outras espécies (por exemplo, SAFB) e resposta
imune (por exemplo, SLC2A6, AHNAK, NLRC3, NLRP3 e IgC MHC I alfa3) (Miranda et al.,
2024).

Alguns estudos avaliaram se ocorre influéncia de fatores ambientais na
determinacéo do sexo do tambaqui. Silva & Ossullivan (2015) distribuiram ovos fecundados
em trés tanques com temperatura diferentes (26, 28 e 30°C), em seguida sacrificaram 0s

individuos, examinaram as suas gonadas e concluiram que ndo houve mudanca na propor¢édo
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sexual dos peixes. Reis et al. (2024) verificaram que as temperaturas 26, 28 e 31 °C néo alteram
a expresséo dos genes envolvidos na diferenciacdo das gonadas femininas (foxI2) e masculinas
(ar e wtl). Além disso, Morais et al. (2018) investigaram se ha influéncia do pH (6,7, 7,5 € 8,2)
da &gua na determinacédo do sexo e concluiram que esse fator ambiental ndo interfere na razéo

sexual do tambaqui.

Os achados da literatura indicam que ainda ndo esta claro quais variantes
causadoras putativas especificas estdo envolvidas na regulacdo do sexo no tambaqui, nem o
gene MSD responsavel por determinar o sexo da espécie. Com isso, é necessario a realizacéo
de estudos para compreender melhor os mecanismos de determinagéo e diferenciagdo do sexo

da espécie.
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RESUMO

MAPEAMENTO BIBLIOMETRICO DA DETERMINACAO DO SEXO EM PEIXES
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Os estudos de determinacdo do sexo em peixes sdo relevantes em diversos aspectos como na
piscicultura, na analise comparativa de genomas e na biologia da conservacdo. O presente
estudo teve como objetivo compreender a evolucao e as tendéncias dos estudos cientificos que
tratam da determinacdo do sexo em peixes. O software VOSviewer foi utilizado para mapear
Coautoria, Coocorréncia de palavras-chaves, Citagcdo, Acoplamento bibliografico e Cocitagao.
O banco de dados utilizado para buscar os artigos foi o PubMed. Os principais resultados
obtidos foram: (1) 1.539 documentos encontrados de 65 paises, sendo China, EUA e Japao
foram os que mais publicaram; (2) a maioria dos documentos sdo artigos de revistas cientificas
(82%), revisdes (11%) e estudos comparativos (6%); (3) as trés principais institui¢cdes sdo a
Universidade de Wurzburgo, INRAE e a Academia Chinesa de Ciéncias da Pesca; (4) as
publicag¢des ocorreram em 294 jornais e revistas, sendo que os mais notaveis foram “General

and Comparative Endocrinology”, “Journal of Fish Biology” e “PLoS One”; (5) as espécies

mais estudadas foram Oryzias latipes (131 artigos), Danio rerio (114) e Oreochromis niloticus
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(75); (6) o principal contetido abordado foi expressdo génica durante os processos de
determinagdo e diferencia¢do genética do sexo; (7) os parametros encontrados para os artigos
mostram 4.305 coautores e 2.531 palavras-chaves citadas pelos autores nos diferentes artigos;
(8) na coautoria as publicagdes foram agrupadas em 25, 11 e 7 grupos de autores, instituicoes e
paises, respectivamente; (9) no acoplamento bibliografico apenas 6 clusters foram formados
para documentos. Foi notado que a espécie Salmo salar (o salmdo do atlantico), a qual
representou 32,6% da aquicultura marinha e costeira de todas as espécies de peixes 0sseos em
2020, teve somente 15 documentos abordando a determinacao do sexo na espécie. Além disso,
paises que estdo entre os cinco maiores consumidores de alimentos aquaticos do mundo, como
[ndia e Indonésia, realizaram somente 12 e 3 estudos sobre a determinacio do sexo,
respectivamente. O estudo bibliométrico pode apresentar viés em diferentes etapas das analises,
como na sele¢do dos artigos, nas citacdes e nas palavras-chaves, no entanto o presente estudo
mostra-se relevante para compreender o campo de investigacdo da determinagdo do sexo em

peixes.

PALAVRAS-CHAVES: diferenciacdo do sexo; gene mestre determinante do sexo;

piscicultura; VOSviewer.
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ABSTRACT

BIBLIOMETRIC MAPPING OF SEX DETERMINATION IN FISH

Studies on sex determination in fish are relevant in several aspects, such as fish farming,
comparative genome analysis and conservation biology. The present study aimed to understand
the evolution and trends of scientific studies that deal with sex determination in fish. The
VOSviewer software was used to construct a network Co-authorship, Co-occurrence of
keywords, Citation, Bibliographic coupling and Co-citation. The database used to search for
articles was PubMed. The main results obtained were: (1) 1,539 documents found from 65
countries, with China, the USA and Japan being the ones that published the most; (2) most of
the documents are research articles (82%), reviews (11%) and comparative studies (6%); (3)
the three main institutions are the University of Wiirzburg, INRAE and the Chinese Academy
of Fisheries Sciences; (4) publications occurred in 294 newspapers and magazines, the most
notable being General and Comparative Endocrinology, Journal of Fish Biology and PLoS One;
(5) the most studied species were Oryzias latipes (131 articles), Danio rerio (114) and
Oreochromis niloticus (75); (6) the main content addressed was gene expression during the
processes of genetic sex determination and differentiation; (7) the parameters found for the
articles show 4,305 co-authors and 2,531 keywords cited by the authors in the different articles;
(8) in co-authorship the publications were grouped into 25, 11 and 7 groups of authors,
institutions and countries, respectively; (9) in bibliographic coupling only 6 clusters were
formed for documents. It was noted that the species Salmo salar (Atlantic salmon), which
represented 32.6% of marine and coastal aquaculture of all finfish species in 2020, had only 15
documents addressing sex determination in the species. In addition, countries that are among
the five largest consumers of aquatic foods in the world, such as India and Indonesia, carried
out only 12 and 3 studies on sex determination, respectively. The bibliometric study may present

bias at different stages of the analysis, such as in the selection of articles, in citations and in
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keywords; however, the present study is relevant to understand the field of research on sex

determination in fish.

KEYWORDS: fish farming; master sex-determining sex; sex differentiation; VOSviewer.
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2.1 INTRODUCAO

Os peixes representam o grupo mais diversificado de vertebrados, incluindo
mais de 36.000 espécies (Eschmeyers Catalog of Fishes, 2024). Essa diversidade ¢ reflexo da
sua elevada capacidade de adaptacao a um amplo espectro de condigdes ambientais, como
recifes de corais, florestas, rios, riachos e mar aberto. Como resultado, os peixes apresentam
varias adaptagdes morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais para viver nesses ambientes
aquaticos (Martinez et al., 2014). Os peixes também apresentam todos os tipos de estratégias
reprodutivas: 1) o desenvolvimento gonadal pode ser gonocoristico ou hermafrodita; 2)
inimeros sistemas de determinagdo do sexo sdo encontrados (principalmente XX/XY, ZZ/ZW,
além das suas variantes); 3) a determinagdo sexual genética (GSD — Genetic Sexual
Determination) pode ser definida por um gene critico (MSD — gene mestre determinante do
sexo) localizado em um cromossomo sexual ou por multiplos genes situados tanto em
autossomos como em cromossomos sexuais; 4) pode ocorrer determinagdo ambiental do sexo
(ESD — Environmental Sexual Determination) devido a varios fatores ambientais; 5) muitas
espécies tem o sexo determinado pela combinacdo de GSD e ESD (Rajendiran et al., 2021).
Essas caracteristicas demonstram um dos pontos relevantes para a realiza¢do de estudos de
determinag¢do do sexo em peixes, uma vez que a biologia e a ecologia desses animais sdo
suficientemente diversas para fornecer exemplos unicos que podem ser utilizados para estudos
cientificos para elucidacdo de conhecimentos basicos sobre a determinacdo do sexo de
vertebrados em geral, e estudos para desenvolvimento de tecnologias aplicadas a producao de
peixes em cativeiro.

A diversidade biologica observada nos peixes também apresenta aspectos
interessantes para a domesticagdo de peixes para produg¢do em cativeiro. Segundo a FAO
(2022), em 2020 a producao de teledsteos foi de mais de 57 milhdes de toneladas em todo o

mundo, a partir de animais reproduzidos e engordados em cativeiro considerando diferentes
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sistemas de produgdo, inclusive técnicas de produ¢do de populagcdes monossexuais nos casos
onde existem dimorfismos sexuais de crescimento, que podem ocorrer a favor dos machos (Ex:
Pelteobagrus fulvidraco e Oreochromis niloticus) ou das fémeas (Ex: Cyprinus carpio e
Cynoglossus semilaevis) (He et al., 2017; Taslima et al., 2020; Wang et al., 2023; Wang et al.,
2019). Dimorfismos sexuais de crescimento ocorrem devido a maturacdo sexual tardia em
algum dos sexos, no qual a energia derivada dos alimentos ¢ destinada principalmente ao
crescimento corporal (Chen et al.,, 2022). Além disso, em algumas espécies, existem
caracteristicas importantes associadas a um dos sexos além do crescimento, como por
exemplo cor, formato do corpo, ornamentos sexuais secundarios, observados tanto em espécies
utilizadas para a producdo de alimentos como em espécies ornamentais (Martinez et al., 2014).
Outro ponto relevante para a realizacao de estudos de determinagao do sexo em
peixes esta relacionado com a biologia da conservagao. Como dito anteriormente, pode ocorrer
determinagdo sexual genética (GSD) e/ou ambiental (ESD). A variavel ambiental mais bem
caracterizada e prevalente que afeta o sexo nos peixes ¢ a temperatura (TSD - Temperature Sex
Determination) (Valdivieso et al., 2022), o que tem levantado um intenso debate sobre possiveis
consequéncias do aquecimento global (Consuegra & Rodriguez Lopez, 2016; Research; 2021;
Valenzuela et al., 2019), uma vez que a temperatura elevada faz com que algumas fémeas
genéticas se tornem machos fenotipicos (neomachos) ou vice-versa (Yamamoto et al., 2019). A
presenca de neomachos pode levar a propor¢des sexuais desequilibradas, como tem sido
relatado em populacdes naturais de diversas espécies, como a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) e medaka (Oryzias latipes) (Bezault et al., 2007; Valenzuela et al., 2019). As
consequéncias previstas do aquecimento global vao além das alteracdes nos regimes térmicos
dos habitats aquaticos. Estudos apontam que a continuacdo das alteragdes climaticas também
poderia levar ao aumento da salinidade, diminui¢ao das concentracdes de oxigénio dissolvido
e reducdo do pH da 4dgua (Shinomiya et al., 2010), o que poderia potencializar os efeitos sobre
o balango sexual de espécies cuja determinacao sexual pode ser afetada por esses fatores.
Pode-se notar que existe muito conhecimento acumulado sobre a determinacao
do sexo em espécies de teledsteos no geral. No entanto, as pesquisas sobre os mecanismos de
determinag¢do sexual e diferenciagdo gonadal da espécie nativa economicamente mais
importante do Brasil, o tambaqui (Colossoma macropomum), sdo escassas e fragmentadas. O
conhecimento acumulado sobre a determinacao do sexo de diferentes espécies de peixes e as
lacunas, como a compreensao da determinagdo do sexo do tambaqui, podem ser avaliados em
estudos de analises bibliométricas, uma vez que essa técnica permite analisar, resumir, agrupar

e comentar os resultados das pesquisas e os problemas existentes em um determinado periodo.
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Com essas analises ¢ possivel identificar lacunas na abordagem dos conteudos e propor
solugdes (McManus et al., 2023b). Sendo assim, o presente estudo tem como objetivo
compreender a evolucao e as tendéncias dos estudos cientificos que tratam da determinagao do

sexo em diferentes espécies de peixes, dentre elas o tambaqui.
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2.2 MATERIAL E METODOS

A literatura global sobre determinacao do sexo em diferentes espécies de peixes
foi identificada no PubMed. As informagdes incluiram: ano de publicagdo, idioma, periodico,
titulo, autor, afiliagdo, palavras-chaves, tipo de documento, resumo e citacdes; e foram
exportadas em arquivos .txt separados por tabulagdes. A data da recuperacao foi 27 de julho de
2023. O software VOSviewer (versdo 1.6.20) (van Eck & Waltman, 2014) foi utilizado para
mapear Coautoria, Coocorréncia de palavras-chaves, Citagdes, Acoplamento bibliografico e
Cocitacdo nos arquivos gerados. Foi usada a contagem completa devido a maior facilidade que
essa metodologia proporciona em interpretar os dados, quando comparada a contagem
fracionada (Perianes-Rodriguez et al., 2016). Os parametros utilizados nas analises podem ser

vistos na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Pardmetros bibliométricos utilizados no software VOSviewer para publicagdes

sobre determinagdo do sexo em peixes.

Documentos NuUmero

N° total ) o Com
_ minimos atingido ) Clusters
de artigos o links
por: limite

Coautores
Autores 4.305 2 309 1.347 25
InstituicOes 1.341 5 168 165 11
Paises 69 2 50 50 7
Coocorréncia
Todas as palavras-chaves 5.191 10 264 264 5

Citacéo
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Documentos 1505 6 1243 1243 14
Fontes 267 5 77 77 28
Autores 4305 5 309 309 6
Instituicdes 1341 5 170 170 31
Paises 69 3 46 46 12
Acoplamento

bibliométrico

Documentos 1505 5 1280 1280 6
Fontes 267 3 120 120 5
Autores 5315 5 224 224 7
Instituicdes 1343 5 172 172 4
Paises 69 3 46 46 4
Cocitacédo

Referéncias 38.125 5 2.931 2.931 5
Autores 6.540 20 411 411 6
Fontes 23.579 20 625 625 5

Nas redes geradas pelo VOSviewer sdo visualizados os rotulos que estdo dentro
de circulos e as linhas que conectam os rotulos. A cor das linhas € mais forte quando os rétulos
(Ex: palavra-chave, autor, pais e institui¢cao) sdo encontrados em maior frequéncia em diferentes
estudos e mais fraca quando essa frequéncia for menor. As redes podem ser visualizadas de
duas formas no presente estudo. Na primeira, os circulos coloridos mostram os principais
resultados de cada analise, ocorre a formacao de clusters e cada um deles ¢ representado por
uma cor. Na segunda rede, os circulos nas cores roxo, azul, verde e amarelo representam linhas
do tempo. Essas cores representam o ano em que os documentos foram publicados. Quanto
mais azul ou roxo o circulo, mais antiga ¢ a producdo cientifica, e quanto mais amarelo, mais
recente (van Eck & Waltman, 2014).

No caso da coautoria, os rotulos podem se referir aos autores, paises ou
institui¢des € os tamanhos dos circulos indicam o maior nimero de coautorias (van Eck &
Waltman, 2014). Na coocorréncia a rede foi feita com as palavras-chaves que ocorrem juntas
em diferentes publicacdes. Termos duplicados como medaka e Oryzias latipes foram unidos,

assim como termos singulares e plurais.
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Por fim, foram feitas anélises de citagdo, acoplamento bibliografico e cocitagao.
O acoplamento ocorre quando dois documentos diferentes fazem referéncia a um terceiro
documento, € esperado que ocorra uma grande relacdo entre estes artigos e a presenca deles no
mesmo cluster. Ja a cocitagdo ocorre quando dois estudos separados sao referenciados por um
terceiro documento (Mas-Tur et al., 2021) (Figura 2.1). Em todas as anélises, foi possivel baixar

informagdes dos clusters para analises posteriores.

do Pubmed n Acoplamento

Documentos —
citados

Figura 2.1: Diagrama da analise de citagdes usadas no estudo.
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2.3 RESULTADOS

No total, foram encontrados 1.992 artigos que atenderam aos critérios da busca.
Foi realizada uma filtragem manual para excluir artigos que ndo abordavam a determinacao do
sexo em peixes. Com isso, restaram 1.539 documentos de 65 paises. Cerca de 49% dos artigos
sdo de 3 paises, sendo 19% da China, 18% dos Estados Unidos ¢ 12% do Japao. Analisando os
paises da América Latina, o Brasil é o pais que mais produz artigos no assunto, seguido pela
Argentina (Figura 2.2).

N° de artigos

I 368

e

“©

Da plataforma Bing
© Australian Bureau of Statistics, GeoNames, Geospatial Data Edit, Microsoft, Microsoft Crowdsourced Enrichments, Navinfo, Open Places, OpenStreetMap, TomTom, Wikipedia, Zenrin

Figura 2.2: Mapa de calor para paises que publicam artigos sobre determinagdo do sexo em

peixes. Um azul mais escuro significa mais publicacdes.

O primeiro documento encontrado na base de dados ¢ de 1936. Houve um

aumento constante no numero de artigos ao longo do tempo, com maior crescimento ocorrendo
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a partir de 2000 (Figura 2.3A). A maioria dos documentos sdo artigos de pesquisa (82%),
revisdes (11%) e estudos comparativos (6%) (Figura 2.3B). As trés principais institui¢cdes sao a
Universidade de Wurzburgo (Alemanha), INRAE (Franca) e a Academia Chinesa de Ciéncias
da Pesca (Figura 2.3C). As publicac¢des ocorreram em 294 jornais e revistas, sendo que os mais
notaveis foram “General and Comparative Endocrinology”, “Journal of Fish Biology” e “PLoS

One” (Figura 2.3D).

ﬂ N ] ﬂ Estudo

100 comparativo
6%

80 P
Comentario
1%

60

N* de artigos

40

20

0 P R B NSNS P T ¥
1930 1540 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030
Ano de publicagio

C University of California [ D
Nigata University I

Texas State University I %0

Uriversity of Mortpelier I 80

University of Maryland I )

Hunan Normal University - I .

Wuhan University I

Shanghai Ocean University &

University of Lausanne | 40

Institut de Cincies del Mar  |EEEGEG—_—_— 30

University of Oregon I 2

Tokyo University of Marine Science and Technology - I

National Taiwan Ocean University 10 I I I I I I I I I I I I I I
SunYatSenUniversity IS 0 — PR — N — R =
Southwest University I -Ei%og&Eﬁﬁiglﬁ‘éﬁﬁégaﬁéwgg ggg&
National Institute for Basic Biclogy Egg& §ﬁ§§§ g%%gg‘g ] éggiéé
Chinese Academy of Stiences I 5% ¢ a3 R §, g‘% g 5% s s
Chinese Academy of Fishery Sciences I g : &3 - 3z f EE E%
INRAE 8 z 2= % sk o
University of Wurzburz - 3 = § 5 4

=]
5
o
=]
w
a
w
a
@
=]
~
=]
@
a

Figura 2.3: Documentos publicados sobre a determinagdo do sexo em peixes. (A) Numero de
artigos por ano, (B) tipo de documento, (C) principais institui¢des, (D) principais jornais e

revistas.

Dentre os 1.539 artigos, um total de 413 espécies de 254 géneros, 150 familias
e 71 ordens foram estudadas, sendo que 131 artigos abordaram Oryzias latipes, 114 Danio rerio
e 75 Oreochromis niloticus. Em relagdo aos documentos que realizaram pesquisas com o
tambaqui, foram encontrados somente trés: Hoga et al. (2019) que criaram um protocolo basico
para produgdo de fémeas monossexuais por meio de feminizacao direta usando 17 B-estradiol;
Varela et al. (2021) que geraram um mapa de ligagao genético com 14.805 SNPs e identificaram
a regido associada ao sexo em um uUnico cromossomo sugerindo um sistema heterogamético
masculino XX/XY; e Lobo et al. (2020) que fizeram o sequenciamento do transcriptoma de
peixes juvenis para compreender a rede molecular envolvida na diferenciagao sexual gonadal.

Os principais conteudos abordados em todas as espécies de peixes, que foram

registrados manualmente, estdo especificados nas Tabelas 2.2 e 2.3. Cerca de 516 artigos
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estudaram expressao génica durante os processos de determinagdo e diferenciacdo genética do
sexo, 256 avaliaram determinagdo ambiental do sexo, 105 fizeram descobertas iniciais de
regides genOmicas determinantes do sexo, 58 determinaram sistemas do sexo e 49

desenvolveram ferramentas para identificagao ou determinagao genética do sexo.

Tabela 2.2: Detalhamento dos artigos que tinham como tema determinagdo ambiental do sexo

em peixes.
Tipos N° de artigos que
abordaram o assunto

Temperatura 85

Hormonio 85

Social 18
Bisfenol 6
Fadrozole 6
Determinagéo Nonilfenol 6
ambiental do sexo Herbicida 4
Letrozole 4
Hipoxia 2
Luz 2
Oleo 2
Perclorato 2

Outros 34

Total 256

Tabela 2.3: Detalhamento dos artigos que tinham como tema determinacdo genética do sexo

em peixes.
N° de artigos que
abordaram
Determinagéo Sistemas de 0 assunto
genética do sexo  determinacédo XXIXY 31
Z2Z1ZY 16

Poligénica 6
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XXIXY e ZZIZY 3
ZZIZW1W?2 1
Multiplos sistemas
de cromossomos 1
sexuais
Total 58
SNPs 15
Fragmento sexo
especifico o
Desenvolvimento ~ Microssatélite 7
de ferramentas AFLP 6
RAPD 4
RFLP 1
Total 48

Os parametros encontrados para os artigos no PubMed (Tabela 2.1) mostram
4.305 coautores e 2.531 palavras-chaves citadas pelos autores nos diferentes artigos. Na
coautoria as publicacdes foram agrupadas em 13, 11 e 7 grupos de autores, institui¢des e paises,
respectivamente. Enquanto no acoplamento bibliografico apenas seis clusters foram formados
para documentos e cinco grupos de referéncias cocitadas.

Na Figura 2.4A o pesquisador Manfred Schartl (grupo azul escuro) se destacou
no mapeamento de coautoria de autores, seguido de Yan Zhang (grupo vermelho), além disso
foram observados vérios clusters com pouca conexdo entre eles, o que ocorreu devido a
abordagem de diferentes assuntos. Os principais temas deste estudo envolvem: evolucao e
genes mestres determinantes do sexo (MSD), especialmente o dmrt que ¢ o MSD da medaka
(Oryzias latipes) (azul escuro); transcriptoma da tilapia do Nilo e de espécies de peixes nativas
da China como o linguado chinés (Cynoglossus semilaevis) (vermelho); plasticidade (verde); e
identificacao de regides determinantes do sexo em ciclideos (azul claro). Os autores de cada
cluster, frequentemente, apresentaram nacionalidades em comum, no cluster vermelho, por
exemplo, a maioria dos pesquisadores sdo chineses, enquanto no cluster azul claro mais da
metade dos cientistas sdo japoneses. Em relacdo a linha do tempo, os grupos com uma data

média de publicagcdo mais antiga sdo os japoneses € 0s grupos mais jovens sao os chineses.
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A Universidade de Wurzburgo apresentou maior nimero de coautoria, seguido
da INRAE (69 e 209, respectivamente) (Figura 2.4C). Os EUA, China e Japao se destacaram
nas analises de coautoria (Figura 2.4E). A China (entre os trés maiores) ¢ o pais com as
publica¢des mais recentes sobre determinag@o do sexo de peixes. Indonésia, Vietna, Tailandia
e Tanzénia sio os paises asiaticos com publicagdes mais atuais. Austria, Colombia e Chile estio

representados em amarelo, indicando também publicagdes a partir de 2019 (Figura 2.4F).
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Figura 2.4: Mapas bibliométricos de coautoria para autores (A e B), institui¢des (C e D) e
paises (E e F) do VOSviewer para publicagdes sobre determinagdo do sexo em peixes. Para
cada tipo de coautoria existem dois mapas, a esquerda os circulos coloridos mostram os
principais resultados de cada andlise e a direita os circulos nas cores roxo, azul, verde e amarelo

sdo linhas do tempo.

A Figura 2.5 mostra as palavras-chaves mais recorrentes nos artigos sobre a
determinagdo de sexo em peixes. As palavras-chaves Oryzias latipes, evolugdo e teledsteos sao
observadas com frequéncia. Algumas das palavras-chaves mais atuais, em amarelo, sdo

transcriptoma, mudanga climatica, masculinizagdo, estresse, epigenética.
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Figura 2.5: Mapas bibliométricos de coocorréncia de todas as palavras-chaves do VOSviewer
para publicacdes sobre determinacdo do sexo em peixes. Sdo apresentados dois mapas, a
esquerda os circulos coloridos mostram os principais resultados de cada analise e a direita os

circulos nas cores roxo, azul, verde e amarelo sao linhas do tempo.

Os 20 principais autores e seus paises de origem mostram a predominancia do
Japao (7), China (5) e EUA (3) (Tabela 2.4). O ano médio de publica¢des da maioria dos autores
japoneses foi 2008, enquanto a média da China foi de anos mais recentes (2015-2019), o que
indica que os pesquisadores chineses comegaram a realizar estudos sobre a determinagdo do

sexo de peixes principalmente nos ultimos anos.

Tabela 2.4: Os 20 principais autores de publicagdes sobre determinacdo do sexo em peixes.

Pais Documentos Citacdes Forca total do link Ano médio de publicacbes
Alemanhal 74 4328 430 2012
EUA1 42 1197 285 2016
Franca 1 38 2424 266 2014
China 1 36 1538 220 2016
Japdo 1 35 3499 183 2008
Alemanha2 30 1047 190 2017
China 2 30 1331 175 2015
Espanhal 30 2345 134 2014
Japéo 2 28 2900 117 2008
Japédo 3 27 2722 116 2008
Japéo 4 26 1327 94 2008
China 3 25 539 143 2016
Japéo 5 25 1211 108 2015
EUA 2 25 396 206 2018
China 4 23 403 185 2019
Japéo 6 23 2380 96 2007
EUA 3 23 1376 103 2014
China 5 22 411 147 2017

Inglaterral 22 467 194 2018
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Japdo 7 22 880 86 2014

*(Os numeros sequenciais se referem aos diferentes autores de cada pais.

Na andlise de citagdo os padrdes dos autores, paises ¢ das instituicdes sao
semelhantes aos observados na coautoria. Os documentos mais citados estdo no cluster verde,
sendo que esse grupo aborda principalmente a determinagdo do sexo em espécies modelos como
o peixe zebra (Danio rerio) e medaka (Oryzias latipes). Os artigos do cluster vermelho
desenvolveram pesquisas em evolugdo, enquanto o cluster amarelo em determinagdo ambiental
do sexo e o cluster azul em diferenciacdo e mudanca do sexo (Figura 2.6A). Em relagdo a linha
do tempo, os documentos mais recentes apresentaram o menor circulo, ou seja, foram menos
citados (Figura 2.5B).

Howe et al. (2013) foi o artigo com maior nimero de citagdes (2.874), nele os
autores realizaram o sequenciamento do genoma referéncia do peixe zebra e verificaram sua
relacdo com o genoma humano. Matsuda et al. (2002) foi o segundo artigo mais citado, no qual
os autores descobriram que Dmy ¢ um forte candidato para o gene determinante do sexo em
medaka (Oryzias latipes). Ambos os artigos foram publicados na revista Nature (Tabela 2.5 e

Figura 2.6 A).

Tabela 2.5: Artigos mais referenciados para publicagdes sobre determinacdo do sexo em

peixes.
Artigos Citagbes URL
Howe et al. (2013) 2874 https://doi.org/10.1038/nature12111
Matsuda et al. (2002) 1071 https://doi.org/10.1038/nature751
Kasahara et al. (2007) 840 https://doi.org/10.1038/nature05846
Nanda et al. (2002) 665 https://doi.org/10.1073/pnas.182314699
Chen et al. (2014) 555 https://doi.org/10.1038/ng.2890
Guiguen et al. (2010) 487 https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2009.03.002
Volff (2005) 477 https://doi.org/10.1038/sj.hdy.6800635
Kamiya et al. (2012) 402 https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1002798
Klattenhoff & theurkauf (2008) 389 https://doi.org/10.1242/dev.006486
Sakamoto et al. (2000) 385 https://doi.org/10.1093/genetics/155.3.1331

Ospina-alvarez & Piferrer (2008) 374 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0002837



https://doi.org/10.1093/genetics/155.3.1331
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0002837
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Aris et al. (2014) 371 https://doi.org/10.1016/j.envint.2014.04.011
Yano et al. (2012) 368 https://doi.org/10.1016/j.cub.2012.05.045
Baroiller et al. (1999) 362 https://doi.org/10.1007/s000180050344
Hattori et al. (2012) 358 https://doi.org/10.1073/pnas.1018392109
Navarro-martin et al. (2011) 357 https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1002447
Myosho et al. (2012) 344 https://doi.org/10.1534/genetics.111.137497
Conover (1981) 321 https://doi.org/10.1126/science.213.4507.57
Peichel et al. (2004) 319 https://doi.org/10.1016/j.cub.2004.08.030
Munday et al. (2006b) 280 https://doi.org/10.1016/j.tree.2005.10.020

iranda 2001}

" waserp ONOYER(1981)

C integrative an.o”ﬁparahve bi

frontiers in ehdocrinology i s

develapment proceedings dfjthe royal socie

| of exp@imental zoolog

general a
-

S

(ompa:auveblu(mml’ y
biology-basel | il

comparative biaghemistry

aquatic toxicology

o Bigascience \
[ ] . anima*neucs

environmental toxicology and ¢

zebrafish

Ghahana (20307

ounaal :

> a‘ gagnaigh 2013)
labi h) Seenn
e @012)
2000 2005 2010 2015 2020

D integrative an‘oﬁuparauve bi
frontiers in endocrinology e
develapment , Proceedings affghe royal socie
-
journal of expéimental zoolog
lighve bigeherist ‘:ndp scigpce_®
general and. T2 %
[ 3 molecular ecology

v
molecular ecology resources

comparative bigghe:

»
Journal of
S enes
developmental biofogy ¢
g ity chromesoma
i / i C bmc genetics
aquatic g@xicology theriogenology_cyogener nome researc
pi genet
environmentgl goxicology and ¢ o/ SRS *
v * animaligenetics

zebrafish

2005 2010 2015 2020


https://doi.org/10.1534/genetics.111.137497
https://doi.org/10.1126/science.213.4507.57

46

sm’)%.ann. 3
IE| strussmann, ¢ F kneitz, s /

kndiiz. s
schrglidt, ¢
schrilidt, © amamoto,
% “he a yam@(o 4 hei ia- @ LR vrl:’v.o ef
cieregrko, a ciereszko, a _ta
" Pan.g £ dolti. mc

fray

lixy
2005 2010 2015 2020
et pilot natl lab marine sci & te univ quéensiand
pilot natl lab garine sci & te < nNgBOUNY iy egtadal paulista
"""8'* U iy egladdal paulista univ 536 paulo
univ 54 paulo ®/ univi T °
. v i L] . “ 4 ’ Wa univ
auuqeuya univ > | shenzher X0 oo putiontatd univ

530 pauvmu univ

univhosp
uniwbosp
burg
State unive  texas state univ
v
- ruhr univbochum ruhr uniwbochum
\ nagasaki uniw
b B oo @ o n caroim.ta(rmv . ‘
o I o unjwiaryla
PR e G ® ”""’ 9 Jniveree . e pasq ® snmau er univ
L] ¥ ¢ &
ifraer upiv victoria ifragmer Vg umv.(ona
hellen ctrigariBl res { N hellen ctrpariires % | g
. @y unt suny stany brook o @4 N suny staBy brook
ban; desh 3 v bangladesh agr univ
e tel hafacad coll e d tel hafigad coll
2005 2010 2015 2020
I o J
wkey
wpes
ey
polend
\ e
W"«\“
> . 3 1%
india
oy
argentina

2010 2012 2014 2016 2018 2020

Figura 2.6: Mapas bibliométricos de citagdo dos documentos (A e B), fontes (C e D), autores
(E e F), instituigoes (G e H) e paises (I e J) do VOSviewer para publicagdes sobre determinagao

do sexo em peixes. Para cada tipo de citacdo existem dois mapas, a esquerda os circulos
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coloridos mostram os principais resultados de cada anélise e a direita os circulos nas cores roxo,

azul, verde e amarelo sdo linhas do tempo.

No acoplamento bibliografico, novamente, se destacaram: os autores Schartl, M.
Guiguen, Y. e Herpin, A.; os paises EUA, China e Japdo; os periddicos “General and
Comparative Endocrinology”, “Journal of Fish Biology”, ¢ “PLoS One”; e as instituigdes
Universidade de Wurzburgo, o INRAE e a Academia de Ciéncias Chinesa. Um grande grupo
(amarelo) de autores acoplados ¢ ancorado por Francesc Piferrer (Figura 2.7E) que tem como
foco os estudos sobre epigenética, fisiologia dos peixes, aquicultura e domesticagdo. No mesmo
cluster, ¢ encontrado Ching-Fong Chang, cuja investigagdo se concentra em endocrinologia
molecular, biologia molecular, endocrinologia reprodutiva e ecofisiologia em peixes e corais.
Os demais grandes aglomerados sdo ancorados por Manfred Schartl (verde) e por Minoru
Tanaka (azul). O primeiro tem como foco estudos com transdugdo de sinal e a regulacdo
genética no melanoma, usando o sistema modelo Xiphophorus, além da determinacdo sexual e
evolucdo em peixes. J& Minoru Tanaka realiza pesquisas sobre diferenciagdo sexual, célula
germinativa, genoma e duplicacdo genética com foco no género Oryzias. O cluster ancorado
por Manfred Schartl (verde) ¢ formado por autores que tendem a pesquisar determinagdo do
sexo em peixes adentrando as consequéncias funcionais e evolutivas da duplicacdo genética. O
cluster azul, ancorado por Minoru Tanaka, é composto por autores que tem como foco estudos

sobre a determinagdo/diferenciacao sexual em medaka (Oryzias latipes).
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Figura 2.7: Mapas de acoplamento bibliografico dos documentos (A e B), fontes (C e D),
autores (E e F), institui¢des (G e H) e paises (I e J) do VOSviewer para publicacdes sobre

determinagdo do sexo em peixes. Para cada tipo de acoplamento existem dois mapas, a esquerda
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os circulos coloridos mostram os principais resultados de cada andlise e a direita os circulos nas

cores roxo, azul, verde e amarelo sdo linhas do tempo.

As fontes mais citadas na analise de cocitagao foram “General and Comparative
Endocrinology”, “Aquaculture” e “Nature”. O primeiro periodo foi criado em 1961 e ¢ um dos
jornais referéncia no assunto. “Aquaculture” publica contribuigdes cientificas internacionais
relacionadas a aquicultura e pesquisas sobre a determinagdo do sexo em peixes ¢ relevante para
esse ramo. Além disso, estudos de grande impacto sdo publicadas na “Nature”.

Os trés principais autores que se destacaram na cocitacdo foram Matsuda M,
Devlin R.H. e Baroiller J.F. Na Figura 2.8 estdo os documentos mais referenciados e na Tabela
2.6 ¢ encontrado o detalhamento dos 20 principais artigos. As publicagdes destes artigos foram
feitas principalmente na “Nature” (4) e no “Proceedings of the National Academy of Sciences”
(3). Os artigos mais recentes sdo Takehana et al. (2014), Chen et al. (2014) e Bachtrog et al.
(2014). O documento mais referenciado foi Devlin e Nagahama (2002) com 423 citagoes,
seguido de Matsuda et al. (2002) com 380 citagdes. Isso ¢ esperado, uma vez que Devlin e
Nagahama (2002) fizeram um artigo de revisdo amplo e detalhado sobre a determinacdo e
diferencia¢do do sexo em peixes, enquanto Matsuda et al (2002) descobriram o primeiro gene
mestre determinante do sexo em teledsteos. Dentre os artigos presentes na Tabela 2.6, a maioria

sdo sobre genes responsaveis pela determinagado e diferenciagao sexual.
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Figura 2.8: Analise de cocitacdo para publicagdes sobre determinagdo do sexo em peixes.

Tabela 2.6: Principais artigos coocitados para publicacdes sobre determinagdo do sexo em

peixes.
) ) Forca total do
Referéncias CitacOes )
link
Devlin RH, Nagahama Y. (2022). Sex determination and
sex differentiation in fish: an overview of genetic,
. . . . 423 11462
physiological, and  environmental influences.
Agquaculture.
Matsuda, M, Nagahama, Y, Shinomiya, A.et al.
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2.4 DISCUSSAO

A analise bibliométrica da literatura cientifica relacionada a determinacdo do
sexo em peixes demonstrou que os paises que publicaram mais artigos cientificos no assunto
foram a China, os EUA e o Japdo. Existe uma relagdo desse resultado com a producdo e o
consumo de peixes nesses paises. Segundo a FAO (2020) a Asia teve a maior produgio de
peixes (50.029.487 toneladas), seguido da Europa (2.673.669 toneladas) e das Américas
(2.420.696 toneladas). A China tornou-se o maior produtor, exportador e processador mundial
de produtos aquaticos nos ultimos anos. Em 2019, cerca de 59% do consumo de alimentos
aquaticos foi da China, Indonésia, India, EUAe]J apao, sendo que a China consumiu 36% desses
alimentos. Esse crescimento do pais ocorreu devido a sua grande expansao na producgdo da
pesca e da aquicultura e a0 aumento da populagio. Apesar da India e Indonésia consumirem
muitos alimentos de origem aqudtica, esses paises publicaram somente 12 e 3 artigos,
respectivamente, sobre a determinagao do sexo em peixes. Dentre os paises da América Latina,
o Brasil teve o maior nimero de artigos publicados. Em 2022, o pais produziu mais de 617 mil
toneladas de peixes e existe uma grande perspectiva para aumento da produgdo nos proximos
anos (IBGE, 2024). O peixe mais produzido ¢ a tilapia (O. niloticus) e acredita-se que o pais se
torne o maior produtor do mundo da espécie nos proximos 20 anos. Além disso, existem
espécies nativas com potencial de exploragdo comercial, como o tambaqui (Colossoma
macropomum) (Embrapa, 2024.).

O C. macropomum teve a produgdo nacional maior que 109 mil toneladas em
2022 (IBGE, 2024). No presente trabalho, foram encontrados somente trés artigos cientificos
da espécie e dentre esses estudos nenhum descobriu o gene mestre determinante do sexo. A
realizacdo de mais pesquisas envolvendo o tema na espécie permitird a compreensdo dos
mecanismos de determinag¢do e diferenciacdo do sexo e facilitara o controle sexual da

reprodugdo, a melhoria da eficiéncia da sele¢do de reprodutores e o cultivo monossexuado
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(Varela et al., 2021). A obten¢do de populacdes 100% fémeas ¢ atraente para a produgdo do
tambaqui devido a presenca de dimorfismo sexual em que as fémeas crescem mais rapido que
os machos (Almeida et al., 2016).

A anélise bibliométrica também demonstrou a quantidade de publicagdes por
ano. A queda nos artigos publicados em 2023 pode ter ocorrido devido ao més em que os
documentos foram recuperados (julho) e por causa da Covid-19 no mundo, que ocasionou
atrasos e restricoes em atividades de pesquisa e administragdes devido ao bloqueio de
instituigdes.

Outro resultado importante obtido com a analise bibliométrica foram as
palavras-chaves. A partir delas, foi possivel verificar a evolugdo das pesquisas sobre a
determinagdo do sexo de peixes ao longo dos anos. Entre 2008 e 2010, as principais palavras-
chaves foram Sry, Dmy, regido determinante ¢ camundongo. O Sry € um gene necessario para
a determinacdo do sexo masculino em mamiferos e est4 localizado na regido distal do brago
curto do cromossomo Y. A descoberta deste gene ocorreu em 1990 e foi um marco importante
para compreensdo da determinacdo do sexo e do subsequente desenvolvimento sexual dos
vertebrados (Sinclair et al., 1990). Em 2002, foi descoberto que em medaka (Oryzias latipes) o
gene de determinagdo do sexo ligado ao Y ¢ o Dmy (Matsuda et al., 2003) e nos anos seguintes
foram feitos mais estudos para compreender SD no género Oryzias (Devlin & Nagahama,
2022). A partir de 2015, as pesquisas mostraram uma tendéncia em abordagens que estudam o
transcriptoma, a evolugdo cromossomica, o estresse, o cortisol e a plasticidade, e consideram
as possiveis consequéncias das mudangas climaticas globais. A investigac¢ao relacionada a esses
temas ¢ importante e mais atual porque o estresse nas mudancgas da temperatura, pH, salinidade,
presenga de substancias, como bisfenol, fadrozole e nonilfenol, no ambiente aquatico podem
aumentar o cortisol dos peixes e consequentemente alterar a propor¢ao sexual dos individuos
(Delbes et al., 2022).

Dentre os 1.539 documentos encontrados no PubMed, um total de 413 espécies
foram estudadas. As espécies mais estudadas foram medaka (Oryzias latipes) (131), peixe-zebra
(Danio rerio) (114) e tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) (75). Estas trés espécies sao
amplamente utilizadas em estudos de biologia e desenvolvimento devido as suas caracteristicas
como, rapido desenvolvimento, tamanho pequeno, genes conservados, entre outros,
caracterizando-os como organismos modelo. Medaka ¢ uma das espécies mais investigadas
entre os vertebrados ndo mamiferos no que diz respeito a determinagdo e diferenciagcdo sexual
(Kang et al., 2017). J& o peixe zebra tem sido usado ha décadas como organismo modelo para

estudar diversos processos bioldgicos, no entanto, a compreensdo atual dos mecanismos
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determinantes do sexo ainda ndo foram completamente compreendidos (Kossack & Draper,
2019). A tilapia do Nilo desempenha um papel global significativo na produg¢do comercial de
aquicultura. Estudos que sequenciaram o genoma e caracterizaram transcriptomas gonadais em
tilapia geraram informagdes extremamente relevantes para avangos nas pesquisas de
determinagdo/diferenciagdo do sexo desses individuos (Brawand et al., 2015; Tao et al., 2013).
As espécies O. latipes, D. rerio e O. niloticus servem como excelentes sistemas modelo para
investigar a diferenciagdo sexual dos teledsteos e mamiferos, uma vez que as semelhangas e
diferencas entre a expressao génica das gonadas destas trés espécies em comparagdo com oS
mamiferos sugerem fungdes conservadas durante a diferenciacdo sexual gonadal dos
vertebrados (Adhish & Manjubala, 2023; Bagheri-Fam et al., 2010; Luo et al., 2015; Siegfried,
2010).

No mundo sdo produzidas 313 espécies de peixes, sendo que o salmao do
Atlantico (Salmo salar) representou 32,6% da aquicultura marinha e costeira de todas as
espécies de peixes Osseos em 2020 (FAO, 2022). Somente 15 documentos abordavam a
determinagdo do sexo em S. salar e os artigos mais relevantes foram publicados recentemente.
Kijas et al. (2018) notaram a presenca de uma regido especifica do macho em salmdo do
Atlantico que indica a presenca de um sistema sexual XX/XY. Além disso, Kang et al. (2017)
analisaram os niveis de expressdo de mRNA de possiveis genes determinantes do sexo e de
células germinativas primordiais durante a fertilizacdo até a fase de eclosdo.

Dentre os artigos encontrados em todas as espécies 49 desenvolveram
ferramentas para identificagdo ou determinagdo genética do sexo. Para isso, foram utilizadas
varias abordagens moleculares, como RFLP, SSRs, AFLP e RAPD. Estas técnicas tém sido
sucessivamente abandonadas devido ao maior tempo de manuseio e custo, resultando em um
progresso demorado para identificacio de regides determinantes do sexo. Todavia, as
tecnologias de sequenciamento de alto rendimento (NGS), que apresentam um custo cada vez
mais acessivel, tem sido amplamente utilizada com sucesso para encontrar marcadores sexo
especifico, como os SNPs (Gong et al., 2022).

Os periodicos que mais publicaram foram “General and Comparative
Endocrinology”, “Journal of Fish Biology”, e “PLoS One”. O primeiro publica artigos sobre
complexidades dos sistemas enddcrinos de vertebrados e invertebrados nos niveis de anélise
molecular, celular e do organismo. O segundo aborda todos os aspectos da biologia dos peixes,
a sua exploracdo e a sua importancia para a sociedade humana. Enquanto o ultimo periddico
aborda conteudos de forma mais abrangente. As fontes mais citadas na anélise de cocitagdo

*E 1Y

foram “General and Comparative Endocrinology”, “Aquaculture” e “Nature”. “Aquaculture”,
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como o nome sugere, publica e disponibiliza contribui¢des cientificas relacionadas a
aquicultura enquanto a “Nature” ¢ uma fonte multidisciplinar de grande notoriedade a nivel
mundial.

Souza et al. (2024) realizaram um estudo cienciométrico com 80 documentos que
abordaram a determinagdo do sexo em peixes € 0s autores tiveram énfase na espécie pirarucu
(Arapaima gigas). No entanto, era necessaria uma pesquisa complementar que abrangesse um
maior nimero de artigos e realizasse analises adicionais. No presente trabalho, foram avaliados
1.539 artigos e foi feito um estudo bibliométrico que utilizou técnicas avaliativas (medidas de
produtividade e de impacto, como artigos académicos publicados por ano, nimero de artigos
por autor ¢ numero de citagdes) e técnicas relacionais (analises de cocitagdo, coautoria,
copalavras e acoplamento bibliografico (Koseoglu et al., 2016)).

O estudo bibliométrico pode apresentar viés em diferentes etapas das analises,
como na selecdo dos artigos, nas citagdes e nas palavras-chaves. O VOSviewer analisa arquivos
oriundos de cinco banco de dados (Web of Science, Scopus, Dimensions, Lens e PubMed) e o
numero de artigos relacionados ao mesmo tema frequentemente difere entre eles. No presente
estudo foi utilizado o PubMed. Esse banco de dados encontrou maior quantidade de documentos
sobre a determinacdo do sexo em peixes quando comparado ao Scopus e o Dimensions.

Em relacdo ao viés do estudo bibliométrico envolvendo as citagdes, artigos
relevantes podem nao ter sido citados com frequéncia porque os periddicos ou livros escolhidos
para publicacdo sdo locais ou regionais, além disso o idioma escolhido pode ter pequena
abrangéncia e os documentos podem ter sido divulgados recentemente. O acesso (aberto ou
fechado) do artigo também influéncia nessa questao. J4 as palavras-chaves escolhidas podem
nao incluir toda a literatura (McManus et al., 2023a). Apesar dessas possiveis limitagdes, esta
andlise bibliométrica fornece uma visdo geral basica mundial de publicagdes sobre
determinagdo do sexo em peixes. Essas informagdes podem ajudar a direcionar estudos futuros.
A China e os Estados Unidos t€ém contribuido bastante no desenvolvimento de pesquisas
envolvendo o tema, e o Brasil foi o pais da América Latina que mais publicou. Medaka, tilapia
do Nilo e peixe zebra foram as espécies mais estudadas. A partir desses resultados este artigo
mostra a necessidade de fortalecer estudos em areas menos favorecidas e de realizar mais
pesquisas com outras espécies economicamente importantes como o salmao do Atlantico e o

tambaqui.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES DETERMINANTES DO
SEXO EM TAMBAQUI (Colossoma macropomum)
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IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES DETERMINANTES DO
SEXO EM TAMBAQUI (Colossoma macropomum)
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O tambaqui, Colossoma macropomum, é a espécie nativa mais importante da piscicultura
brasileira. Essa espécie apresenta dimorfismo sexual de crescimento em favor das fémeas, o
que torna atraente o cultivo de populagdes monossexuais de 100% fémeas. Para que se possa
aplicar essa estratégia, é necessario compreender os mecanismos de determinacéo do sexo do
tambaqui. O presente estudo fez analises de associagdo gendmica ampla (GWAS) com o intuito
de identificar regides genémicas associadas ao sexo no C. macropomum. Inicialmente, 684
tambaquis reprodutores (325 fémeas e 359 machos) de sete produtores brasileiros, que ja
haviam sido genotipados com Tambaplus Parentesco (96 SNPs), foram utilizados para selecéo
de 192 amostras com relagdes de parentesco mais baixas. Essa selecdo foi bem-sucedida, uma
vez que as andlises de IBD e PCA indicaram a reducdo da estimativa de parentesco e da

estruturacdo populacional das amostras. Apos a selecdo, as 192 amostras foram genotipadas
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com o painel de média densidade Axiom SerraSNP (29.575 SNPs). Os dados resultantes da
genotipagem foram analisados com SVS Golden Helix para controle de qualidade (CQ) e
subsequente realizacdo de GWAS. O CQ manteve amostras e SNPs com taxa de chamada
>0,90, e SNPs, bialélicos, com MAF> 0,05. Os dados de 21.447 SNPs e dois subconjuntos de
amostras de 187 e de 151 amostras permaneceram disponiveis para GWAS. Em seguida, foi
feito CQ adicional com base nas estimativas de desequilibrio de ligacdo (LD) (r2 <0,50) para
realizacdo das analises de IBD e PCA com 187 amostras e 16.855 SNPs. A analise de GWAS
identificou cinco regides gendmicas associadas ao sexo no tambaqui. Os marcadores
apresentaram uma precisdo de 65 a 88% para prever 0 sexo corretamente. Os gen6tipos de todos
0s SNPs indicaram que 0s gen6tipos masculinos eram heterozigotos (GT), enquanto as fémeas
eram homozigotas (TT), indicando um sistema genético XX/XY. Diante de todos os resultados
apresentados, pode-se afirmar que o presente estudo teve descobertas iniciais Uteis para o
desenvolvimento de uma ferramenta molecular para determinagdo do sexo do tambaqui, no
entanto, pesquisas complementares precisam ser realizadas para encontrar 0 gene mestre

determinante do sexo (MSD).

PALAVRAS-CHAVES: Analise de Associacdo Gendomica Ampla; Axiom SerraSNP;
Identidade por Descendéncia; XX/XY.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF MOLECULAR MARKERS DETERMINING SEX IN
TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

Tambaqui, Colossoma macropomum, is the most important native species for Brazilian fish
farming. This species presents sexual dimorphism in growth in favor of females, which makes
the production of monosexual populations of 100% females attractive. However, to apply this
strategy, it is necessary to understand the mechanisms of sex determination of tambaqui. We
have performed Genome-Wide Association Studies (GWAS) to identify genomic regions
associated with sex in C. macropomum. Initially, 684 sexually mature tambaquis (325 females
and 359 males) from seven Brazilian producers, which had already been genotyped with panel
TambaPlus Relationship (96 SNPs), were used to select 192 samples with lower kinship
relationships. This selection was successful, since the IBD and PCA analyses indicated a
reduction in the estimated kinship and population structure of the samples. After selection, the
192 samples were genotyped with the Axiom SerraSNP medium-density panel (29,575 SNPs).
The resulting genotyping data were analyzed with SVS Golden Helix for Quality Control (QC)
and subsequent GWAS. QC retained samples and SNPs with call rates >0.90, and biallelic SNPs
with MAF >0.05. Data from 21,447 SNPs and two sample subsets of 187 and 151 samples
remained available for GWAS. Then, additional QC was performed based on linkage
disequilibrium (LD) estimates (r2 <0.50) to perform IBD and PCA analyses with 187 samples
and 16,855 SNPs. The GWAS analysis identified five genomic regions associated with sex in
tambaqui. The markers showed an accuracy of 65 to 88% to correctly predict sex. The

genotypes of all SNPs indicated that the male genotypes were heterozygous (GT), while the
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females were homozygous (TT), indicating an XX/XY genetic system. Given all the results
presented, it can be stated that the present study had useful initial discoveries for the
development of a molecular tool for sex determination of tambaqui; however, additional

research needs to be carried out to find the master sex-determining gene (MSD).

KEYWORDS: Axiom SerraSNP; Genome-Wide Association Study; Identity By Descent;
XXIXY.
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3.1 INTRODUCAO

O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), ocorre naturalmente nas
bacias do rio Amazonas e Orinoco e vem sendo a espécie nativa mais cultivada no Brasil nos
ultimos anos. Em 2022, a sua producdo foi superior a 109 mil t, o que corresponde a 15% da
piscicultura nacional. Além disso, C. macropomum e seus hibridos, tambacu (fémea C.
macropomum x macho Piaractus mesopotamicus) e tambatinga (fémea C. macropomum x
macho P. brachypomus), comp&em a terceira categoria de peixe mais produzida no pais (45.193
t) (IBGE, 2024).

O C. macropomum €é uma espécie nativa de relevancia, e candidata para 0s
programas de melhoramento genético devido ao alto valor de mercado, reproducédo
relativamente facil e bem controlada em cativeiro, boa adaptagdo a varios sistemas de criacao,
habito alimentar onivoro e rapido crescimento (Pincinato & Asche, 2016; Saint-Paul, 2017,
Gallani, & Pilarski, 2016). Essa espécie tem dimorfismo sexual associado ao crescimento em
que as fémeas podem ser 16% mais pesadas que os machos quando atingem maturacgéo sexual
(Almeida et al., 2016). O crescimento superior observado nas fémeas tem potencial para ser
explorado comercialmente, em sistemas de producdo monosexo, onde populagdes 100% fémeas
poderdo ser geradas com o0 uso de tratamentos hormonais (com estrogeno) na fase larval (Reis
& Almeida, 2019), ou de cruzamentos dirigidos, de peixes que passaram por reversdo sexual
com horménios (Ex: fémeas XX, tratadas com testosterona para se tornarem machos
fenotipicos, cruzadas com fémeas normais). O uso de hormonio (estrogeno) para reverséo direta
de grandes nimeros de larvas destinadas a producdo de alevinos para a engorda e abate tem
fatores negativos que devem ser considerados, como a eventual exposicdo dos trabalhadores
aos hormonios durante o processo de reversdo; a descarga de grandes volumes de horménios

no meio ambiente; e a eventual percepc¢éo negativa do publico consumidor em ingerir alimentos
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tratados com esteroides sexuais (Varela et al., 2021). Sendo assim, a estratégia de produc¢éo de
populacbes monosexo, a partir de cruzamentos de machos fenotipicos XX, com fémeas XX
torna-se uma opg¢do atrativa para o mercado. No entanto, para que se possa aplicar essa
estratégia, € necessario que se desenvolva testes moleculares simples, de alta acuracia, para
identificar o sexo genotipico de peixes submetidos a tratamentos hormonais com testosterona

de forma precisa.

Os mecanismos de determinacdo genética em peixes teledsteos sdo geralmente
definidos por um gene critico localizado em um cromossomo sexual ou por maltiplos genes
situados tanto em autossomos como em cromossomos sexuais (Devlin & Nagahama, 2002).
Dentre os principais sistemas de determinacdo do sexo observados em peixes, encontram-se 0
sistema XX/XY (fémea/macho) e o sistema ZZ/ZW (macho/fémea), além das suas variantes
XXIXO, XXIXY1Y2, X1X2X1X2/ X1X2Y, X1X2X1X2/X1X2X1, ZZ/ZO e ZZIZW1W?2,
sendo que o heteromorfismo do cromossomo sexual ndo pode ser observado em muitas das
espécies ja estudadas (Eisbrenner, 2013). Analises citogenéticas realizadas com tambaqui
mostraram que o numero diploide de cromossomos da espécie é 2n = 54, e assim como foi
observado na maioria das espécies de teledsteos, nenhum heteromorfismo foi encontrado nos

cromossomos sexuais (Hashimoto et al., 2014).

Um mapa de ligacdo genético gerado com 14.805 SNPs foi utilizado para
identificar marcadores ligados ao sexo no tambaqui (Varela et al., 2021). O estudo, realizado
com familias estruturadas, identificou 0 mapeamento da regido associada ao sexo em um unico
cromossomo sugerindo um sistema heterogamético masculino XX/XY. O estudo de associa¢édo
do genoma completo (GWAS) identificou quatro polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
mais informativos ligados ao sexo, que foram identificados no grupo de ligacdo 26 e validados
em individuos sexados com acurécia variando entre 90 e 96%. Uma acuracia de 100% na
identificacdo do sexo ndo foi alcancada, ou seja, ainda nao esta claro quais variantes causadoras
putativas especificas estdo envolvidas na regulacdo do sexo no tambaqui, nem mesmo o gene
responsavel por determinar o sexo da espécie (MSD — Master Sex Determination). O presente
estudo teve como objetivo identificar regides gendmicas associadas ao sexo no C.

macropomum.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Selecao das amostras

Dados genotipicos de 684 reprodutores de tambaquis (325 fémeas e 359 machos)
de sete produtores brasileiros, amostrados entre 2019 e 2022, genotipados com o painel de 96
SNPs Tambaplus Parentesco em um estudo prévio (Tabela 3.1) foram utilizados para selecionar

animais com parentesco reduzido que compuseram a amostragem do presente estudo.

Tabela 3.1: Amostras de produtores de tambaqui (Colossoma macropomum) utilizados no

estudo.

N° de amostras

Produtor
Fémeas Machos
1 122 192
2 102 74
3 9 12
4 16 32
5 15 10
6 15 15
7 46 24
Total 325 359

Os sete produtores sdo da regido norte e de trés estados: Tocantins (1) Amazonas
(3 e4)eRondbnia (2,5, 6 e 7). A coleta das nadadeiras foi feita pelos produtores nas fazendas,
inicialmente, para controle zootécnico. Em seguida, o material foi enviado para Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) para realizacdo de estudos com as ferramentas
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moleculares desenvolvidas pela equipe do laboratério em que se conduziu o estudo. Esse
material foi doado para a instituicdo para ser utilizado em pesquisas posteriores. Todos 0S
procedimentos experimentais e de manuseio de peixes foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa.

O controle de qualidade das 684 amostras e dos 96 SNPs utilizados inicialmente,
a analise de identificacdo por descendéncia (IBD) e a analise das componentes principais (PCA)
foram realizados com o software SNP e Suite Variation v8.x (Golden Helix). O controle de
qualidade eliminou nove SNPs e 134 amostras com Taxa de Chamada <0,90, restando 87 SNPs
e 550 amostras para as analises subsequentes. O IBD foi utilizado para avaliar o parentesco dos
individuos para selecdo de 192 amostras (96 fémeas e 96 machos) com relacGes de parentesco
mais baixas. Foram selecionadas amostras dos sete produtores uma vez que as maiores
estimativas de parentesco estavam presentes, principalmente, entre as amostras dos mesmos
produtores. PCA e IBD também foram usados para avaliar a eficiéncia da selecdo das amostras

por meio da comparacao dos dois subconjuntos de individuos (550 e 192).

3.2.2 Extracdo de DNA e genotipagem com painel de SNP de média densidade

As 192 amostras selecionadas tiveram DNA extraido com um método adaptado
por Boyce et al. (1989), utilizando Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB). A qualidade e
guantidade de DNA obtidos foram avaliados usando eletroforese em gel de agarose 1% e
espectrofotometria com NanoDrop™ 8000. As amostras de DNA foram genotipadas com o
painel de média densidade Axiom SerraSNP por um provedor de servigos comerciais (Neogen-
Geneseek, Lincoln, NE, USA).

3.2.3 Estruturacao populacional e parentesco

O controle de qualidade de 187 amostras (cinco ndo passaram pelos critérios
minimos de qualidade) e dos 29.575 SNPs do painel foi realizado com o software SNP e Suite
Variation v8.x (Golden Helix). Cerca de 6.755 SNPs com Taxa de Chamada <0,90 foram
descartados do dataset. Além disso, SNPs adicionais foram eliminados com base na MAF média
observada (<0,05). Os dados de 21.447 SNPs e 187 individuos (96 machos e 91 fémeas)
permaneceram disponiveis para as analises de estudo de associacdo gendmica ampla — GWAS.
As analises de GWAS também foram feitas com um subgrupo de 157 amostras, oriundas de

uma filtragem que excluiu individuos mais aparentados do mesmo sexo. Foi realizado um
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controle de qualidade adicional com base nas estimativas de desequilibrio de ligacdo (LD),
considerando um tamanho de janela de 50 SNPs e incrementos de janela de 5 SNPs, para
eliminar marcadores com r2 <0,50. Essa ultima filtragem foi feita para realizacdo das analise
de identificacdo de parentesco (IBD — Identity by Descendent) e andlise das componentes
principais (PCA) utilizando 187 amostras e 16.855 SNPs.

3.2.4 Obtencao do mapa genético

Inicialmente, os scaffolds da montagem do genoma referéncia do tambaqui
(NCBI: GCF_904425465.1) foram fragmentados em 1.684 contigs. Em seguida, o programa
bbmap (Bushnell, 2014) foi utilizado para alinhar os contigs com a sequéncia das sondas dos
29.575 SNPs genotipados com Axiom SerraSNP. Esse alinhamento possibilitou a obtencéo de
scaffolds maiores compostos pela sequéncia das sondas e pelos seus flancos. A profundidade
do alinhamento da leitura foi averiguada com o programa ngcstat dos pacotes purge_dups. Para
identificar potenciais contigs de DNA exd6geno (organelas, contaminantes) presentes no
genoma referéncia do NCBI, foi feita uma inspecdo usando os métodos blobtools. Apos tais
analises, foram removidos contigs que tiveram similaridade com sequéncias de DNA exdgeno

e que apresentaram cobertura baixa, alta e diploide.

As presencas de potenciais juncfes quiméricas entre os contigs foram avaliadas
usando analise de colinearidade da regido genémica contra um mapa de ligacdo de alta
densidade disponivel para o tambaqui (Nunes et al., 2017). As etiquetas de sequéncias (GBS)
colocadas nos grupos de ligacdo no mapa genético foram alinhadas aos contigs usando o
programa BLAT (Kent, 2002). Os alinhamentos foram avaliados para identificar a provavel
localizacdo de origem nas etiquetas de sequéncia no genoma referéncia. A colinearidade entre
sequéncias nos contigs foi avaliada usando o programa ALLMAPS (Tang et al., 2015). A
realizacdo dessas etapas permitiu que as sequéncias expandidas das sondas dos SNPs do
AxiomSerraSNP fossem ancoradas no mapa genético de alta densidade do tambaqui para
obtencdo do genoma a nivel cromossémico. Com isso, foi possivel posicionar 23.554 sondas

em 27 grupos de ligacgéo.

3.2.5 Estudo de associacdo gendbmica ampla - GWAS

O GWAS foi feito utilizando o software SNP e Suite Variation v8.x (Golden

Helix). O fendtipo binario para determinagdo do sexo foi registrado como “0” para fémea e “1”
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para macho. Foi utilizado o modelo linear misto de locus Unico (EMMA — Efficient Mixed
Model Association) e modelo genético dominante. Como ndo havia informagdes do pedrigree,
uma matriz de parentesco foi calculada usando todos os marcadores. A matriz foi utilizada para
corrigir eventuais efeitos de confundimento oriundos de subestruturaces das amostras, no nivel

populacional e de parentesco entre os individuos. O modelo usado tem o seguinte formato:

Y =XB+Zu+ e
onde:
Y é o vetor dos fendtipos (sexo)
X € uma matriz de efeitos fixos composta pelos genédtipos em todos os marcadores
B € o vetor de incidéncia dos efeitos fixos (marcadores)
Z é a matriz dos coeficientes de identidade estimados entre todos os individuos
u é o vetor dos coeficientes dos efeitos aleatdrios

€ é 0 efeito dos residuos

Apbs a realizacdo do GWAS, os gendtipos dos marcadores associados a determinacgédo
do sexo foram averiguados em relacdo a acuracia, ou seja, foi quantificado o nivel de erro entre

0 gendtipo desejado e 0 genotipo observado.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Selecdo das amostras

A selecdo das 192 amostras dos sete produtores foi baseada nas menores
estimativas de parentesco. A Tabela 3.2 mostra 0 nimero de amostras selecionadas para cada

produtor e por sexo.

Tabela 3.2: Amostras de produtores de tambaqui (Colossoma macropomum) selecionadas de

acordo com a menor estimativa de parentesco.

N° de amostras

Produtor
Fémeas  Machos
1 13 13
2 30 30
3 8 8
4 8 8
5 8 8
6 11 11
7 18 18
Total 96 96

A analise de identificacdo por descendéncia (IBD), realizada com os dois
subconjuntos de amostras (550 e 192) e com dados filtrados do TambaPlus Parentesco
(87SNPs), demonstra que varios individuos com valores mais altos de estimativas de parentesco
foram excluidos durante a selecdo das amostras (Figura 3.1). Antes da selecdo, foram
observados trés grandes grupos de amostras do produtor 1, com as maiores estimativas de IBD

entre 0,4 e 0,5 (Figura 3.1A). Apds a selecdo, ndo é mais observada a presenca desses blocos
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de individuos com alto nivel de parentesco, sendo que somente alguns individuos apresentaram

estimativas altas (Figura 3.1B).
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Figura 3.1: Analise de identificacdo por descendéncia (IBD) das amostras de todos os
produtores estudados, considerando dados controlados de qualidade TambaPlus Parentesco
(87SNPs). (A) IBD das 550 amostras de tambaqui analisadas. (B) IBD para 187 amostras com
menor relacdo de parentesco. A escala de cores, que varia entre 0 e 0,5, demonstra a estimativa
de parentesco observada entre as amostras e 0s nimeros presentes nas bordas correspondem

aos produtores estudados.

A Figura 3.2 mostra os resultados da PCA considerando as 550 (3.2A) e as 192
amostras (3.2B) de todos os produtores. Na Figura 3.2A ha uma subestruturacdo evidente nas
amostras do produtor 1 (destacada em vermelho), o que corrobora com a formacg&o dos blocos
observados nas andlises de IBD. As 192 amostras selecionadas ficaram dispersas nos

quadrantes da PCA, o que evidéncia diferenciacdo entre estes individuos (3.2B).
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Figura 3.2: Projecdo de amostras de todos os produtores de tambaqui estudados, considerando
dados controlados de qualidade TambaPlus Parentesco (87SNPs). (A) PCA de 550 amostras de
tambaqui e sem selecdo de amostras com menor parentesco. A primeira componente explica
28,66% da variacao observada e a segunda componente 18,98%. (B) PCA de 192 amostras com
menor relacdo de parentesco. A primeira componente explica 6,38% da variacdo observada e a

segunda componente, 4,38%. EV (Eigen Value) indica a porcentagem da variancia explicada.

3.3.2 Estruturacao populacional e parentesco

A andlise de identificacdo por descendéncia (IBD), realizada com as 187
amostras e com dados controlados de qualidade Axiom SerraSNP (16.855 SNPs), demonstra a
presenca de amostras com altas estimativas de parentesco (0,5). Quando o IBD do painel

TambaPlus Parentesco (87SNPs) (Figura 3.1B) é comparado com Axiom SerraSNP pode ser
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observado que o Ultimo apresentou menores estimativas de parentesco em varias amostras, uma
vez que valores mais proximos de zero estdo mais presentes na Figura 3.3. O painel TambaPlus
também indicou que algumas amostras apresentavam altos valores de IBD. Além disso, a
correlacdo entre os valores de IBD estimados com os painéis Axiom SerraSNP e TambaPlus
foi de 76%.
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Figura 3.3: Analise de identificacdo por descendéncia (IBD) de 187 amostras dos sete
produtores estudados considerando dados controlados de qualidade Axiom SerraSNP (16.855
SNPs). A escala de cores, que varia entre 0 e 0,5, demonstra a estimativa de parentesco
observada entre as amostras e 0s numeros presentes nas bordas correspondem aos produtores

estudados.

A Figura 3.4 mostra os resultados da PCA com os dois primeiros componentes
principais representando a variacdo genética. Algumas amostras do produtor 6 e 7 ficaram
agrupadas no quadrante superior direito e parte das amostras do produtor 2 ficaram agrupadas
na metade inferior da figura. Esses agrupamentos corroboram com o IBD (Figura 3.3), pois

alguns individuos destes mesmos produtores mostraram altas estimativas de parentesco.
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Figura 3.4: PCA de 187 amostras de todos os produtores de tambaqui estudados considerando
dados controlados de qualidade Axiom SerraSNP (16.855 SNPs). A primeira componente
explica 2,29% da variacdo observada e a segunda componente, 3,72%. EV (Eigen Value) indica

a porcentagem da variancia explicada.

3.3.3 Estudo de associacdo gendbmica ampla — GWAS com painel Axiom SerraSNP

Foram realizadas analises de GWAS com dois conjuntos de amostras diferentes.
No primeiro conjunto foi feita uma filtragem complementar para excluir individuos do mesmo
sexo que eram aparentados. Em seguida, foram utilizados 151 amostras e dados com qualidade
controlada Axiom SerraSNP (21.447 SNPs) para verificar a distribuicdo do locus associado ao
sexo em C. macropomum. Os SNPs AX-508832278 (GL26: 3.344.373), AX-508825065
(GL26: 2.269.020), AX-508784292 (ndo mapeado), AX-509111832 (GL26: 2.314.316) e AX-
508832170 (GL26: 3.120.423) apresentaram os maiores valores — loglO( P) 22,30, 12,47,
12,23, 9,93 e 6,89 respectivamente, para associacdo do fendtipo (sexo) com o genotipo
(Figura 3.5A e Tabela 3.3). Os cinco marcadores apresentaram acuracia variando entre 65 e
88%.

O segundo conjunto de dados tinha 187 amostras e 21.447 SNPs, ou seja, ndo
foram excluidos individuos do mesmo sexo que eram aparentados. Os SNPs que apresentaram
os maiores valores de — log10( P ) estdo na seguinte ordem: AX-508832278, AX-508825065,
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AX-509111832, AX-508784292 e AX-508832170 (Figura 3.5B e Tabela 3.3), enquanto a

acuracia variou entre 62 a 87%.
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Figura 3.5: Gréafico de Manhattan para andlise GWAS. A pontuacdo de -loglOP para
associacdo de SNPs genotipados é plotada em funcéo da posicdo do mapa genético. Cada grupo
de ligacdo foi representado com SNPs de cores diferentes. (A) Primeiro conjunto de dados
analisado com 151 amostras e 21.447 SNPs. (B) Segundo conjunto de dados analisados com
187 amostras e 21.447 SNPs. A figura abaixo do grafico de Manhattan esta demonstrado 0s

SNPs do grupo de ligacdo 26. A linha pontilhada vermelha indica o limite significativo.

Tabela 3.3: Marcadores significativamente associados ao sexo fenotipico com base na
pontuacdo LOD e utilizando dois conjuntos de dados com 151 e 187 amostras e 21.447 oriundos
do AxiomSerraSNP.

151 amostras e 21.447 187 amostras e
Posicdo Macho Fémea SNPs 21.447 SNPs
-Log10(P) Acurdcia -Logl0(P) Acuracia

Grupo de

SNPs L
ligacéo
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AX-508832278 26 3344373 GIT TIT 22,30 88% 21,91 87%
AX-508825065 26 2.269.020 C/G c/C 12,47 68% 13,23 62%
AX-508784292 - - AT AA 12,23 67% 9,63 66%
AX-509111832 26 2314316 AIG  G/G 9,93 65% 10,14 68%
AX-508832170 26 3.120423 AIG  A/A 6,89 68% 8,13 63%

O SNP AX-508784292, ndo mapeado, apresentou acuracia de 67% e 66% no

conjunto de 151 e 187 amostras, respectivamente, para associacdo com a determinacdo genética

do sexo. A sequéncia das regides flanqueantes deste SNP foram alinhadas em montagens do

genoma do tambaqui presentes no NCBI com o intuito de identificar o grupo de ligagdo do

marcador. Houve o alinhamento com query e identidade de 100% somente em um scaffold
(ncbi: NW_023495214.1) que continha 12.546 pb. Além disso, foram feitas tentativas de

alinhar a sequéncia das regides flanqueantes de AX-508784292 com o0s genomas de P.

mesopotamicus (nchi: GCA _023558415.1) e da espécie modelo Danio rerio (ncbi:

GCF_000002035.6). No entanto, ndo ocorreu nenhum alinhamento no genoma dessas especies.
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3.4 DISCUSSAO

O presente estudo identificou marcadores moleculares associadas ao sexo no C.
macropomum utilizando o painel de média densidade AxiomSerraSNP. Foi necessaria a
realizacdo de analises complementares para obtencdo da posi¢cdo dos marcadores genéticos do
painel (subtitulo 3.2.4), uma vez que essa informacao ndo foi disponibilizada juntamente com
0s genotipos e nem foi publicada no artigo cientifico em que 0 mapa genético de alta densidade
da espécie foi construido (Nunes et al., 2017). Foram feitas também andlises de associacao
gendmica ampla (GWAS). No GWAS é necessario utilizar métodos que controlem o parentesco
oculto (presenca de relacdes genéticas desconhecidas entre os individuos) com o intuito de
eliminar resultados falso positivos. Os efeitos da estrutura amostral presentes em analises de
associacao genética foram bem documentados e identificados como causa de algumas
associacfes espurias (Sul et al.,, 2018). Sendo assim, os individuos aparentados foram
identificados e excluidos antes da realizacdo do GWAS. Os resultados indicaram que a
descoberta de segmentos compartilhados herdados de um ancestral comum (IBD, Identity by
descent) entre pares de amostras e a delecdo de individuos intimamente relacionados reduziu
os efeitos do parentesco. Além disso, foi utilizado um modelo linear misto (EMMA) que

considera o IBD para modelar a correlacdo entre fenotipos e gendétipos (Kang et al., 2010).

Até 0 momento foi publicado somente um estudo, no qual foi feito um mapa de
ligagdo utilizando um numero limitado de familias, que encontrou SNPs em regides gendmicas
associadas a determinacdo do sexo em tambaqui (Varela et al. 2021). As regifes dos quatro
SNPs nesse estudo foram englobadas pelo painel utilizado no presente trabalho, (Figura 1 do
apéndice A) e somente 0 AX-508832278 apresentou LOD significativo. Os cinco marcadores
genéticos associados ao sexo, corroboraram com Varela et al. (2021), uma vez que quatro SNPs

foram localizados em um Unico cromossomo (GL 26) e todos os marcadores apresentaram
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genotipos homozigotos para fémeas e heterozigotos para machos, indicando a presenca de um
sistema genético XX/XY.

Esses cinco SNPs apresentaram acuracia variando de 62 a 88% na previsdo
correta do sexo. Inconsisténcias na atribuicdo sexual também foram relatadas em Hippoglossus
hippoglossus (Weise et al., 2023), Oreochromis mossambicus (Tao et al., 2022) e Cyclopterus
lumpus (Gutierrez et al., 2023). Essas inconsisténcias podem ser parcialmente explicadas pelo
desequilibrio de ligacdo incompleto dos marcadores moleculares com 0 gene mestre
determinante do sexo (MSD) (Miranda & Somoza, 2022) e ou erros na sexagem inicial dos

animais incluidos no estudo.

A identificacdo do sistema genético do tambaqui é importante para os estudos
de espécies neotropicais. Os peixes de agua doce dessa regido representam mais de 17% das
espécies descritas (5.600), no entanto, a variedade de estratégias de determinacao sexual ainda
é pouco compreendida nesse grupo (Fernandino & Hattori, 2019). A maioria das pesquisas que
abordaram esse assunto tiveram como foco a ordem Atheriniformes que abrange a espécie
Odontesthes bonariensis (Carriquiriborde et al., 2023; del Fresno et al., 2023; Garcia-Cruz et
al., 2020; Striissmann et al., 2021; Torres-Martinez et al., 2024). O C. macropomum pertence a
ordem Characiformes. Dentro desta ordem foram descobertos sistemas genéticos ZZ/ZW, como
nos géneros Leporinus, Parodon, Apareiodon, Saccodon, Triportheus e Characidium, enquanto
0 género Erytrinus foi caracterizado pela heterogametia masculina XX/XY (Fernandino &

Hattori, 2019).

Compreender os mecanismos de determinacdo do sexo do tambaqui também é
relevante devido a presenca de dimorfismo sexual para crescimento. Estudos demonstraram que
as fémeas crescem mais rapido do que os machos (Almeida et al., 2016). Esse padrdo de
crescimento é observado em outras espécies neotropicais, como O. bonariensis (Miranda &
Somoza, 2022), Astyanax scabripinnis (Castro et al., 2014), Piaractus mesopotamicus (Barbosa
et al., 2022) e Leporinus elongatus (Fernandino & Hattori, 2019). O dimorfismo sexual de
crescimento torna favoravel o estabelecimento de populagdes exclusivamente de fémeas para a
engorda em cativeiro. Essas popula¢6es monossexuais podem ser produzidas pelo acasalamento
de machos com sexo invertido por hormoénio (neomachos — XX) com fémeas normais (XX).
No entanto para utilizar essa estratégia, € necessario o desenvolvimento de ferramentas
moleculares, como marcadores sexuais, que permitam identificar os neomachos de forma

precisa.
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Vérias abordagens moleculares foram utilizadas para identificar marcadores
sexuais em peixes nos Ultimos anos, como DNA Polimorfico Amplificado ao Acaso (RAPD,
Random Amplified Polymorphic DNA), Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados (AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism), microssatélites com
repeticdes de sequéncia simples (SSR, Simple Sequence Repeats) e tecnologias de
sequenciamento de alto rendimento (NGS, Next Generation Sequencing) (Gong et al., 2022).
No presente estudo, inicialmente, foram utilizados dados genotipicos que ja estavam
disponiveis e em seguida as amostras com parentesco reduzido foram genotipadas com o chip
Axiom SerraSNP. O sequenciamento de genoma completo tem sido amplamente utilizado nos
ultimos anos para identificar regides determinantes do sexo (Céceres et al., 2019; Huang et al.,
2024; Li et al., 2020; Wen et al., 2022; Yasuike et al., 2016; Zeng et al., 2024), no entanto,
alguns fatores impossibilitaram que essa tecnologia fosse utilizada neste trabalho, como, a
necessidade de DNA com melhor integridade, de alta qualidade, 0 maior custo em comparagao
ao chip utilizado e maior tempo para obtencéo dos resultados (Yin et al., 2018). Apesar disso,
informacdes relevantes foram obtidas, uma vez que as analises de associacdo demonstraram
marcadores que estdo em forte desequilibrio de ligagdo com o gene mestre determinante do
sexo e indicaram um sistema de determinagédo sexual XX/XY. Esses resultados indicam uma
direcdo para pesquisas complementares que ajudem a compreender melhor 0s mecanismos de
determinacdo do sexo em tambaqui. Desse modo, no capitulo seguinte, foi feita uma
investigacdo dos genes proximos as regides gendmicas em que os SNPs associados ao sexo

foram encontrados.
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APENDICE A — Posicdes das sondas dos SNPs do painel Axiom SerraSNP e dos amplicons

com SNPs relacionados a determinagdo do sexo em tambaqui descobertos por Varela et al
(2021).

A

SNP AX-509115542

600.542 600.491

600.541

I

SNP do amplicon

I

SNP AX-508832278 Cma5117879 SNP AX-508800506
622.746 622.763 622.799 634.013 634.042 634.090 627.437 627.489 627.488
B SNFP do amplicon
SNP AX-500130424 Cmasi1%452 SNP AX-509119760
997.759 997.793 997.799 1.002.093 1.002.121 LO02165 1007057 LO17.001 1.017.127

SNF do amplicon
Crail 19693

1.051.599 1.051.616

LO51676

SNP AX-508787971

1106.700 1.106.736 1106.770

SNP AX-508307404

1.117.313 1117.323 1117.358

SINF AX-500125161

11522832 1282317 11252352

SNP AX-S00038614

1.266.849 1.266.834 1.266.919

SNF AX-500112458

13120115 13120150 1319185

I

SNF AX-509103723

1319273 1329308 1319343

SNF AX-500141956

1.358.503 1.355.513 1.385.543

i

SNP AX-509107723

1.366.445 1.366.450

L366.515
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C SNP AX-508789516
6.699.340 6.332.430 6.699.792

SNP do amplicon
Cmasl45911
6424242 6.424.280 6.424.305

-

SNP AX-508809973
6.434.033 6.434.064 6.434.009

SNP AX-508796977
6.699.792 6.699.80% 6.699.840

Figura 1: PosicGes das sondas dos SNPs do painel Axiom SerraSNP (azul escuro) e dos quatro
amplicons (A, B e C) com SNPs relacionados a determinagéo do sexo em tambaqui descobertos
por Varela et al (2021) (laranja).
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PROSPECCAO DE POLIMORFISMOS EM GENES CANDIDATOS A
DETERMINACAO DO SEXO NO TAMBAQUI (Colossoma macropomum)
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O tambaqui, Colossoma macropomum é uma espécie nativa de grande relevancia
econbmica que representou 15% da piscicultura nacional em 2022. A fémea do tambaqui €
maior do que 0 macho e devido a isso a descoberta de genes relacionados & determinacao sexual
é relevante para a aquicultura. Cinco SNPs associados ao sexo foram encontrados em um estudo
de GWAS (Capitulo 111) quando foi utilizado um conjunto de 192 amostras de machos e feméas
e 0 painel Axiom SerraSNP (29.575 SNPs). A regido gendmica em que esses marcadores
moleculares estavam localizados foi investigada no presente estudo. Foram descobertos o grupo
de ligagdo e a posicdo desses SNPs no genoma referéncia e possiveis genes mestres

determinantes do sexo foram sequenciados para identificar polimorfismos genéticos ligados ao
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sexo. SNPs foram localizados em introns dos genes znrf2b, zgc:158766 e LOC118799143 e em
uma regido proxima ao gene bHLH. Em raz&o disso, foram desenhados primers em introns e
éxons dos genes znrf2b e em éxons dos genes bHLH, fzd1 e nod1, sendo que esses dois Ultimos
estavam proximos ao znrf2b. Foram feitas PCRs com o0s primers prospectados e com um
subconjunto de amostras de doze machos e doze fémeas (proveniente das 192 amostras do
estudo prévio). As analises de GWAS demonstraram que cinco SNPs estavam associados ao
sexo corroborando com o sistema de determinacdo genético XX/XY. Os marcadores mais
associados estavam localizados nos introns do gene znrf2b e no éxon do nodl. O SNP
encontrado no nodl é responsavel por uma variagdo no codon do RNAm (TGC e TGT), no
entanto as duas trincas de bases codificam um mesmo amino&cido, que é a cisteina. Os primers
desenhados no éxon do gene bHLH amplificaram o fragmento de DNA principalmente nos
machos. Os resultados indicam que algum dos genes (znrf2b, bHLH, fzd1 ou nod1) podem ser
0 mestre da determinacdo do sexo em tambaqui. N&o foi possivel sequenciar todos os éxons
desses genes devido a auséncia de amplificacdo das sequéncias-alvo (dentre os 26 primers
desenhados, somente 15 amplificaram o fragmento de DNA). Sendo assim, é necessario a
realizacdo de estudos complementares que explorem ainda mais essas regides para compreender

melhor os mecanismos de determinacdo e diferenciacdo do sexo em tambaqui.

PALAVRAS-CHAVES: Dedo de zinco; fator nod; frizzled; hélice-alca-hélice.
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ABSTRACT

PROSPECTING POLYMORPHISMS IN CANDIDATE GENES FOR SEX
DETERMINATION IN TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

Tambaqui, Colossoma macropomum, is a native species of great economic relevance that
represented 15% of national fish farming in 2022. Female tambaqui are larger than males and
therefore the discovery of genes related to sex determination is relevant for aquaculture. Five
SNPs associated with sex were found in Chapter 111 when a set of 192 samples and the Axiom
SerraSNP panel (29,575 SNPs) were used. The genomic region in which these molecular
markers were located was investigated in the present study. The linkage group and the position
of these SNPs in the reference genome were discovered and possible master sex-determining
genes were sequenced to identify sex-linked genetic polymorphisms. The SNPs were in introns
of the znrf2b, zgc:158766 and LOC118799143 genes and in a region close to the bHLH gene.
Therefore, primers were designed in introns and exons of the znrf2b genes and in exons of the
bHLH, fzd1 and nod1 genes, the latter two being close to znrf2b. Then, PCRs were performed
with the prospective primers and with a subset of samples from twelve males and twelve
females (from the 192 samples of the previous study). The GWAS analyses showed that five
SNPs were associated with sex, corroborating the XX/XY genetic determination system. The
most associated markers were in the introns of the znrf2b gene and in the nod1 exon. The SNP
found in nod1l is responsible for a variation in the mRNA codon (TGC and TGT); however, the
two triplets of bases encode the same amino acid, which is cysteine. The primers designed in

the bHLH gene exon amplified the DNA fragment mainly in males. The results indicate that
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some of the genes (znrf2b, bHLH, fzd1 or nod1) may be the master sex determination gene in
tambaqui, since it was not possible to sequence all the exons of these genes due to the lack of
amplification of the target sequences (among the 26 primers designed, only 15 amplified the
DNA fragment). Therefore, it is necessary to carry out complementary studies that further
explore these regions to better understand the mechanisms of sex determination and
differentiation in tambaqui.

KEYWORDS: factor nod; frizzled; helix-loop-helix; zinc and ring finger.
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4.1 INTRODUCAO

O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) é uma espécie nativa de
grande relevancia econdémica que representou 15% da piscicultura nacional em 2022, sendo
superado somente pela tilapia (Oreochromis niloticus), uma espécie exotica oriunda do delta
do rio Nilo cuja producéo representa 55% da producéo aquicola do Brasil (IBGE, 2024). Esta
espécie apresenta vérias caracteristicas zootécnicas e fisiologicas atrativas para a producéo em
cativeiro, como: o habito alimentar onivoro e a facil aceitacdo de ragdes aquaticas; o rapido
crescimento em cativeiro; a boa adaptacdo a altas densidades populacionais em condi¢des de
engorda; a tolerancia a baixas concentracdes de oxigénio dissolvido; a facilidade de producéo
de alevinos; a resisténcia a doencas; e a grande aceitacdo do mercado consumidor (Hilsdorf et
al., 2022).

Outra caracteristica importante dessa espécie € a presenca de dimorfismo sexual
de crescimento em que as fémeas crescem mais rapido do que os machos (Almeida et al., 2016).
Essa caracteristica fenotipica é valiosa para a piscicultura e torna atraente o uso de métodos
para estabelecimento de populacdes monosexo de fémeas para animais destinados a engorda e
abate. Essas populacGes podem ser geradas com cruzamentos dirigidos de peixes que passaram
por reversdo sexual com hormdnios (Weise et al., 2023). No entanto, para que se possa aplicar
essa estratégia, € necessario desenvolver testes moleculares simples, de alta acuracia, para
identificar o sexo genotipico dos machos submetidos a tratamentos hormonais. Varios estudos
realizados em outras espécies de peixes alcangaram esse objetivo quando encontraram o gene

mestre determinante do sexo (MSD, Master Sex Determination) (Mustapha et al., 2018).

Os mecanismos de determinacdo genética de sexo em peixes teledsteos séo
geralmente definidos por um gene critico localizado em um cromossomo sexual ou por
maltiplos genes situados tanto em autossomos como em Ccromossomos sexuais (Devlin &

Nagahama, 2022). Dentre 0s principais sistemas de determinagdo do sexo, encontram-se 0
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sistema heterogamético masculino XX/XY e o sistema heterogamético feminino ZZ/ZW, além
das suas variantes. Sember et al. (2021) identificaram 440 registros de cromossomos sexuais de
peixes e notaram que o sistema XX/XY prevalece nesse grupo. Ja Kitano et al. (2023) fizeram
um levantamento bibliografico em que constataram que genes mestres determinantes do sexo

foram descobertos em 114 espécies de teledsteos.

O primeiro gene MSD identificado em peixes, especificamente em medaka
(Oryzias latipes), foi o Dmy/dmrtlbY. Esse gene desencadeia a via masculina e reprime a via
feminina. Posteriormente, foram encontrados outros genes em teledsteos. O gene gsdfY foi
encontrado em Oryzias luzonensis no cromossomo Y e o gsdf em Oncorhynchus mykiss em um
cromossomo autossdmico (Myosho et al., 2012; Sawatari et al., 2007), Amhr2, gene receptor
do hormbnio Anti-Muleriano, foi identificado em Takifugu rubripes (Kamiya et al., 2012),
enguanto Amhy, horménio Anti-Muleriano ligado ao Y, foi encontrado em Odontesthes (Hattori
et al., 2012). O sdY é determinante do sexo na maioria das espécies de salmonideos, como
Salmo salar, Salmo trutta e Salvelinus alpinus (Quémeéré et al., 2014; Yano et al., 2013). Dmrtl
foi identificado como candidato para determinacdo do sexo em Scatophagus argus e
Cynoglossus semilaevis (Cui et al., 2017; Mustapha et al., 2018). Ainda mais recentemente,
Céceres et al. (2019) fizeram um estudo de associa¢do gendmica ampla (GWAS, Genome Wide
Association Studies) com Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNPs) em tilapia (Oreochromis
niloticus) para identificar 36 SNPs no cromossomo 23 altamente relacionados ao sexo e 10

desses marcadores interceptaram o gene determinante do sexo Amh.

Um mapa de ligacdo genético, gerado com 14.805 SNPs, foi utilizado para
identificar marcadores ligados ao sexo no tambaqui (Varela et al., 2021). O estudo identificou
0 mapeamento da regido associada ao sexo em um Unico cromossomo e marcadores sexuais
com genotipos heterogamético para machos e homogamético para fémeas que sugeriram um
sistema genético de determinacdo do sexo do tipo XX/XY. No entanto, ndo foi feita uma busca
do possivel gene MSD nos cromossomos sexuais, ou seja, ainda ndo esta claro quais variantes
causadoras putativas especificas, em que gene(s), estdo envolvidas na regulacdo do sexo no
tambaqui. Outro estudo realizado com a mesma espécie fez analises de GWAS utilizando o
painel de média densidade Axiom SerraSNP e identificou cinco marcadores moleculares
associados ao sexo (Capitulo 111). O presente trabalho teve como objetivo identificar genes
candidatos a MSR em tambaqui que se encontrem localizados proximos aos SNPs identificados
como sendo associados a determinacao do sexo e, prospectar SNPs nestes genes candidatos em

tambaqui.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 ldentificacdo de potenciais genes candidatos

Um conjunto de 192 amostras de reprodutores de tambaquis (96 fémeas e 96
machos) de sete produtores brasileiros, amostrados entre 2019 e 2022, tiveram seu DNA
genotipado com o painel Axiom SerraSNP (29.575 SNPs) em um estudo prévio (Capitulo I11).
A andlise de associacdo do genoma completo (GWAS) identificou cinco SNPs (AX-
508832278, AX-508825065, AX-509111832, AX-508784292 e AX-508832170)

significativamente relacionados a determinag&o do sexo com acuracia variando entre 62 e 88%.

No presente trabalho essas informacBes foram utilizadas, inicialmente, para
verificar o grupo de ligacédo e a posi¢do em que esses marcadores estdo localizados no genoma
referéncia do tambaqui disponivel no banco de dados do NCBI (Nacional Center for
Biotechnology Information). Para tanto, foi feita uma busca da sequéncia flanqueante de cada
uma das cinco SNPs no BLAST. Em seguida, foi realizado um mapeamento destas sequéncias
para encontrar genes localizados proximos aos marcadores com o intuito de identificar

potenciais genes mestres determinantes do sexo na espécie (Figura 4.1).

Além disso, foram feitas analises de genébmica comparativa com alinhamentos
dos potenciais genes candidatos com os genomas disponiveis do Homo sapiens (ncbhi:
GCF_000001405.40), do Danio rerio (peixe-zebra) (nchi: GCF_000002035.6) e do Piaractus
mesopotamicus (pacu) (nchi: GCA _023558415.1), sendo esta Ultima, a espécie geneticamente
mais proxima do tambaqui (Mateussi et al., 2020). As sequéncias dos genomas encontrados no

NCBI foram alinhadas no programa Needle (EMBOSS) para melhor visualizacdo dos gaps.
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‘ SNP associado a determinacio do sexo ‘

i

| wACTGACAGTGTGGAGCTG[G/TITGGCTCCCATAAGGAATCTGAGCTATGGGAAAGGC...

Localizaciao do SNP no
grupo de ligacio

Genes

ATGATGCTCAGCCCGGATCACTCTG
ATTCTGACCTGCTGTGGCCTCAGT Genémica
CGGACCCGGAAATGCTCCTCAATG | |  comparativa
TCATCAAAGTTGAGCATGTGGCGG T~ (R A

AGAAGCCACTGGAAGCGAATGCGG Piaractus
ATGGTAAGTCCCGTTCCTG mesopotamicus

Figura 4.1: Representacdo da metodologia para identificacdo do potencial gene mestre

determinantes do sexo em tambaqui (Colossoma macropomum).

Trés amplicons presentes apenas em machos do pacu (P. mesopotamicus)
(Mascali et al., 2022) foram alinhados ao genoma do C. macropomum para identificar as regides
homdlogas no tambaqui, em bases de dados publicas (NCBI: GCF_904425465.1) e privadas
(montagem do genoma feito pela Embrapa (dados nédo publicados)). As regides gendmicas do
C. macropomum alinhadas com os amplicons sexo especificos do pacu foram buscadas em
dados privados ainda ndo publicados, uma vez que esses bancos de dados possuem sequencias
de individuos machos e de fémeas. Essa busca foi realizada utilizando o software IGV

(Integrative Genomics Viewer) (Robinson et al., 2011).

4.2.2 Desenho dos iniciadores para sequenciamento dos genes associados a determinacao
do sexo

Os primers foram projetados utilizando o programa Primer3Plus (Untergasser et
al., 2012) posicionados em introns e éxons de genes potencialmente associados ao Sexo.
Adicionalmente, éxons de outros genes localizados proximos a regido gendmica identificada
tambem foram alvo de primers. Alem disso, SNPs associados ao sexo identificados
recentemente por Varela et. al 2021, foram mapeados no genoma e primers especificos foram
desenhados para comparar a acuracia obtida no presente trabalho e no estudo feito

anteriormente. Como complemento, regifes gendmicas do tambaqui que apresentaram
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alinhamento com regiBes sexo especificas do pacu (P. Mesopotamicus) (Mascali et al., 2022),

também foram selecionadas como alvos para amplificag&o.

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando os primers desenhados e um
subconjunto de 24 amostras, composto por 12 machos e 12 fémeas (Tabela 4.1), as quais
também foram previamente genotipadas com o painel AxiomSerraSNP. As condi¢fes da PCR
incluiram: desnaturacdo inicial a 95°C por 2 min, seguida de 35 ciclos a 95°C por 30 seg,
anelamento com temperaturas que variaram entre os primers (Tabela 4.2) por 30 seg, extensdo
a 72°C por 60 s; e alongamento final a 72 °C por 5 min. Os produtos de PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1,0% com brometo de etidio para visualizacdo das bandas,
seguida de purificacdo com o kit EXoSAP-IT™ da Thermo Fisher. Posteriormente, os produtos
de PCR foram sequenciados com um protocolo Sanger em um ABI 3100 e por fim as sequéncias
foram alinhadas e analisadas para a identificacdo de varia¢gdes de um unico nucleotideo (SNPs)
potencialmente especificos para o sexo. Esta Ultima etapa foi feita utilizando o programa
PhedPhap Consed (Gordon, 2003).

Tabela 4.1: Amostras de produtores de tambaqui (Colossoma macropomum) utilizados no
estudo.

N° de amostras

Produtor
Fémeas Machos
1 2 2
2 3 3
3 1 1
4 2 2
5 1 1
6 1 1
7 2 2
Total 12 12

4.2.3 Estudo de associacao genémica ampla - GWAS

Apos a identificacdo de SNPs nos genes candidatos a determinantes do sexo, 0
software SNP e Suite Variation v8.x (Golden Helix) foi utilizado para analises de associacao
do genoma. O fendtipo binario para determinacao do sexo foi registrado como “0” para fémeas

e “1” para machos. As analises foram conduzidas utilizando o modelo linear misto de locus



98

unico (EMMA — Efficient Mixed Model Association) e modelo genético dominante. Uma matriz
de parentesco foi calculada usando todos os marcadores para corrigir potenciais vieses
decorrentes da estrutura da subpopulacéo e ao parentesco entre os individuos. O modelo usado

tem o seguinte formato:
Y =XB+Zu+ e
onde:
Y é o vetor dos fendtipos (sexo)
X € uma matriz de efeitos fixos composta pelos gendtipos de todos os marcadores
B € o vetor de incidéncia dos efeitos fixos (marcadores)
Z é a matriz dos coeficientes de identidade estimados entre todos os individuos
u é o vetor dos coeficientes dos efeitos aleatdrios

€ é o efeito dos residuos

Apos a realizagdo do GWAS, os gen6tipos dos marcadores associados a determinagdo
do sexo foram averiguados em relacdo a acuracia, ou seja, foi quantificado o nivel de erro entre

0 gendtipo desejado e o gendtipo observado.
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4.3 RESULTADOS
4.3.1 Identificacdo de potenciais genes candidatos

Os SNPs previamente relacionados a determinacdo do sexo foram identificados
em introns dos genes znrf2b, zgc:158766 e LOC118799143. Mais especificamente, a sonda
utilizada na genotipagem da SNP AX-508832278 foi mapeada no scaffold NW_023494809.1
(NCBI) e no intron do gene znrf2b (GL26: 622.746 — 622.799). De forma semelhante, o
amplicon 5117879 descrito por Varela et al. (2021) também foi encontrado na mesma regido
gendmica (GL26: 634.013 — 634.041) (Figura 4.2A). Este ultimo amplicon contém outro SNP
associado ao sexo genotipico em tambaqui.

Outra busca realizada com o gene znrfb2 resultou no alinhamento da sequéncia
da proteina do gene do C. macropomum com a proteina znrf2b do Homo sapiens. Esse
alinhamento apresentou gap de 33% e identidade de 53%. Os gaps foram encontrados nas
proteinas do tambaqui em relacdo a humana (Figura 4.2B). Além disso, quando a sequéncia dos
éxons do gene znrf2b do tambaqui foi alinhada ao genoma do peixe-zebra foi encontrado um
query de 35% e identidade de 93,58% (Figura 4.3).
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C. macropomum
PCLCIYHKGCIDEWFEVNRWCPEHPSD

- sopaens RLPCLCIYHKGCIDEWFEVNRSCPEHPSD

Figura 4.2: (A) Representacdo do gene znrf2b do Colossoma macropomum localizado no
scaffold NW_023494809.1 do NCBI. Os numeros indicam a localizacdo das sequéncias de
DNA. As sequéncias representam: azul claro — introns; azul escuro —éxons; vermelho — sonda
do SNP AX-508832278 associado ao sexo; verde — amplicon 5117879 em que esté localizado
um dos SNPs associados ao sexo genotipico em tambaqui descrito por Varela et al. (2021). (B)
Alinhamento da sequéncia da proteina do gene znrf2b do tambaqui com a do humano. As

sequéncias em roxo representam os gaps e o verde indica a presenca de identidade.
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Figura 4.3: Alinhamento da sequéncia dos éxons do gene znrf2b do tambaqui com o do peixe-

zebra. As sequéncias em roxo representam os gaps e o verde indica a presenca de identidade.

O SNP AX-508825065 esta localizado no intron do gene zgc:158766. O SNP
AX-509111832, foi encontrado em uma regido proxima a esse mesmo gene (Figura 4.4A).
Enquanto o AX-508832170 foi localizado no intron do gene LOC118799143 (Figura 4.4B). O
gene zgc:158766 ndo foi caracterizado e 0 LOC118799143 é uma glicoproteina MAG (Myelin-

associated glycoprotein).
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Figura 4.4: (A) Representacdo do gene zgc:158766. (B) Representacdo do gene
LOC118799143. Ambos os genes foram encontrados scaffold NW_023494809.1 do NCBI. Os
nameros indicam a localizacéo das sequéncias de DNA. As sequéncias representam: azul claro
— introns; azul escuro — éxons; verde — sequéncias antes e depois do gene; laranja — sondas dos

SNPs associados ao sexo.

A sonda utilizada na genotipagem o SNP AX-508784292, que também
apresentou associacdo com a determinacdo do sexo do tambaqui, foi mapeada no scaffold
NW_023495214.1 (78.170 — 78.227pb - NCBI) com query e identidade de 100%. O gene mais
préximo desse SNP é o hélice-al¢ca-hélice proteina tipo 2 (bHLH), localizado na posi¢do 15.524
— 15.663pb do mesmo scaffold (Figura 4.5A). A busca da sequéncia desse gene no genoma do
Piaractus mesopotamicus identificou uma sequéncia correspondente no scaffold
NW _023494784.1 com query de 100% e identidade de 86% (Figura 4.5B). Neste mesmo
scaffold, foi localizado o amplicon 598710 do P. mesopotamicus, presente em uma regido
genbmica especifica encontrada exclusivamente em machos (Mascali et al., 2022) (Figura
4.5B).

4] il

355.521 355.721
78.170 78.227
15.097.829 15.097.964

Figura 4.5: Representagdo dos scaffolds (A) NW_023495214.1 e (B) NW_023494784.1 do
Colossoma macropomum encontrados no NCBI. Os numeros indicam a localizagdo das
sequéncias de DNA. As sequéncias representam: azul claro — genoma do tambaqui; cinza —

gene hélice-alca-hélice proteina tipo 2 (bHLH); roxo: sonda Axiom AX-508784292; verde:
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amplicon 598710 presente em uma regido gendémica especifica presente apenas em machos em

pacu descritos por (Mascali et al., 2022) .

Outros dois amplicons do pacu, presentes apenas em machos (Mascali et al.,
2022), também foram alinhados com o genoma do tambaqui (Figura 4.6). Os amplicons
598710, 708218 e 242215B apresentaram gaps de 32, 49 e 23% e identidade de 66, 48 e 68%,
respectivamente. Foi realizada uma busca das regiGes gendmicas do tambaqui alinhadas com
os amplicons do pacu (regides em verde na figura 4.6) em uma montagem especifica do genoma

de machos e fémeas, no entanto, ndo houve nenhum alinhamento.

Amplicon 598710 Amplicon 708218 Amplicon 242215B
A ACGGAACAGGT TATGGAGCTTTACATTCCTTTCATGATGATGTACCTACA A TGLTCCCCCTACTGTCCAMCTTTATGGTGTTCATATTACACCTCAGTTG
-, B . B B
A CTTAGCCAAAGACCATGAAAAAATATCTTTGTGGTTAATTAGCTCAATCT AT A
EELLEEEEEELCEEELEEELE R EERREEr - B B
8 e CATGAAAAAATATCTTTGTGGT TAATTAGCTCAATGT
A o A CAGTCTARS
A CAGAATGAAAATATGAAAGAAACCTAACTTTTATTTGAAGTACATTTAGT B 11
g MULEELUEEEERVEEE ALELEEEEEEEPEE LR LT LEELL T N B aarc
CAGAATGAAAATATGAGAGAAACCTAACTTTTATTTGAAGTACATTTAGT A A Tl
A CTAAGAAAACAAAACTTTTTTTTTTTTTTAACAAAACCACATCACAATTA B B
LECEELLERLELEET) LELEEEEEEEREEEREE LRy
B CTAAGAARACAAAAC----~ TTTTTTTTTAACAAAACCACATCACAATTA A A CF
A TTAACAGTTGAGCATTTAGTACTTTTTGCAACCTCCACTTACCAACACAA B - B
B DEEEEE LR AEEEE LR T REEEEL - L] A
TTAACATTTGTGCATTTAGTACTTTTTGCAACCTCCAGTTGCCAACATAA A
B B
A AAACACTGAATCATCTCATGTTGAGT TTCTGTTGCCAAAAAGTGC
TLCCLLLELEELETEEL A A
B AAACACTGAATCATCTCAT-=-=======s=zszzmmzmmmazan
B B
A A
B B
AT A
B ¢ B
A A TTCTATTGTAGAGTTATGTGAAATATCCCAAGCTTCATASGCCAGGTGGT
B 8
A KCTIGMAGG 507
B 396

Figura 4.6: (A) Amplicons presentes em regides gendmicas especificas presentes apenas em
machos em pacu (Mascali et al., 2022) alinhados com (B) genoma de C. macropomum. As

sequéncias em roxo representam os gaps e o verde indica a presenca de identidade.

4.3.2 Desenho dos primers, PCR e sequenciamento

Os genes znrf2b e bHLH bem como os éxons dos genes fzd1 e nod1, localizados
proximos a regido gendmica do znrf2b (Figura 4.7), foram selecionados como alvos para
amplificacdo e sequenciamento. Iniciadores foram projetados em regides flanqueantes dos
éxons dos quatro genes, além de trés introns especificos do gene znrf2b do tambaqui, com o
intuito de encontrar novos SNPs associados a determinacdo do sexo. Além disso, foram
projetados inciadores nas mesmas regides em que Varela et al. (2021) identificou SNPs
relacionados ao sexo, bem como e em regides gendmicas do tambaqui que foram alinhadas com

regibes sexo especificas de machos de pacu. No total foram desenvolvidos e testados 32 pares
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de iniciadores. As sequencias de todos os pares de iniciadores estdo descritas na Tabela 5.2
enquanto o detalhamento dos desenhos dos iniciadores pares dos genes znrf2b, fzd1 e nodl

estdo apresentados na Figura 4.7.

Tabela 4.2: Sequéncias dos 32 primers desenhados com descricdo das condi¢des da PCR. Os

tracos (-) indicam os primers que ndo amplificaram.

Tamanho Temperatura Concentracgéo

Nome do iniciador Sequéncia do primer do de do primer
amplicon* anelamento para PCR
CM_1 znrf2b_fw TTAATACCCCACCGACCCCT 691
CM_1 znrf2b_rv ACTGCTGCTATCGCCACTAC
CM_2_znrf2b_fw GCTGTTGCTCTGTTGTGGTG 678
CM_2 znrf2b_rv ACAAGCGATTTCCCTCCAGG
CM_3 znrf2b_fw ATACACACACTCAGGGCAGC
- - 657 62°C 2uM
CM_3 _znrf2b_rv AAATGTGAACTTGCGACGCC
CM_4 znrf2b_fw TGTGCTGGAATCTCCGTGTT
- - 634 62°C 3uM
CM_4_znrf2b_rv TGACCGTTCCCATGGTTACT
CM_5_znrf2b_fw ACTTGGTGGACTTCCCCTTT
- - 187 62°C 2uM
CM_5 znrf2b_rv GGTTAACCCGCGATGTACCA
CM_6_znrf2b_fw GGGCTCATATCCCTTACAATCA
- - 606 50°C 3uM
CM_6_znrf2b_rv TCTGAAGGATGTTCAGGGCAC
CM_7_znrf2b_fw ACGTGCTCTGATGGGAAAGC
- - 600 62°C 1uM
CM_7_znrf2b_rv ATGTGTGTGAAGGCAGACGA
CM_8_znrf2b_fw CGTCATGCAACGTCAGGAAG 574
CM_8 _znrf2b_rv GCTGCGGGCTTTTTACCTTC
CM_9 Cma5119693 fw AGCTGAGTGAGGAGGCCTAA
505 64°C 3uM
CM_9 Cma5119693 rv TTAACCTCTTCCTGCAGGCC
CM_10 Cmab119452 fw AAAGTGGCTGTAGCTGAGCT
- - 505 64°C 2uM
CM_10_Cma5119452 rv.  GACGTTGCACTCACTCTCCA
CM_11 Cmab117879 fw GCTTGTTTTCACGCACCGAT
531 58°C 2uM
CM_11 Cma5117879 rv  AAAATCACCTGCAGGCTGGA
CM_12 Cmab145911 fw AATTGCTGTCAGGCAGTTGC 577
CM_12 Cmab5145911 rv GCTGGATTTTTGCCACGTAACT
CM_13 bHLH_fw TCCCTAAAAGAACAGTTGAGCT
585 58°C 2uM
CM_13 bHLH_rv GACCCGGAAATGCTCCTCAA
CM 14 fzdl fw GTGAGCGCCATGACCTTACT
- T 7 595 62°C 2uM
CM_14 fzdl rv CCAGGAAGCGGTAGTTGAGG
CM_15_fzd1_fw TGTGTGTGGGTCAGAATGCA -
CM_15 fzd1 rv CCAGGATCACCCACCAGATG ) )
CM_16 fzdl fw GACAATGAGTTCCGGACGGT 508
CM_16_fzd1_rv AGTAGCAGGCGATGACGATG ) )
CM_17 fzdl fw CCAAGACGGAGAAGCTGGAG 580
CM_17 fzd1_rv CGTCGGAACTCAGAAGTCTGT
CM_18 nodl fw TTTCTGGATGACGTGACGGG 525 - -
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CM_18_nod1_rv CAGAGCGGTTCAGAGTGGTT
CM_19_nod1_fw TTGCTGGCCAGACCTTCAAA
=T 535 60°C 2uM
CM_19_nod1_rv GTCTTTCGGCGAATGGCATC
CM_20_nod1_fw GGCTGCTTAATGGTGCGTTT
=TT 585 62°C 2uM
CM_20_nod1_rv CAGCCAAGTTCACACATGCA
CM_21_nod1_fw AACCAACCCATCTCCTCCCT 520
CM_21_nod1_rv AGCCAAGTATACTGTAGGGTACT
CM_22_nod1_fw GGGGCCAGTTTAGTCCCAAG
501 60°C 3uM
CM_22_nod1_rv CCAGAGAACTCATCAGGCACA
CM_23 nod1_fw CTTGTCCAGCCCAGTTCCTT
519 60°C 3uM
CM_23_nod1_rv CGTGCCAGAGATACAGACCC
CM_24_nod1_fw CTGCGTTGGTTTTGGACAGG 543
CM_24 _nod1_rv TCCAGACTCTTGCATCACCC
CM_25_nod1_fw GCTCCTCTTCAGCAGTCCAG
- 541 64°C 2uM
CM_25_nod1_rv CAGCGAGGTCTTCAGGTACA
CM_26_nod1_fw GGTCCCCATCTGGATAGCAG 507
CM_26_nod1_rv GTAGAGCAAACGGTCCTGGG
CM_27_nod1_fw GCAGAAGGCATTCAAACGCA
668 64°C 2uM
CM_27_nod1_rv TCGTCCACCCCTAGCCTTTA
CM_28 _nod1_fw AGTAAGGCCTGGGAGTGAGA 579
CM_28_nod1_rv CGCTTTTCTCTCCTGCTCGA
CM 29 bHLH fw  ACATTAGGATGTTAGTGTGGACA
602 60°C 3uM
CM_29_bHLH_rv CACATCCGAGTTGAGGCCTT
CM_30_bHLH fw  ACAGTGTATCCAGTTAAAGGACA
- - 505 58°C 3uM
CM_30_bHLH_rv TAGATGATGCTCAGCCCGGA
CM_31_708218_fw TTTCCAGCCGTTTTGCCATG 500
CM_31_708218_rv TGTCCCTGGAAGCTCAGTCT
CM_32_242215_fw TGCTGGCACACTTCTGGAAT
- - - 627 58°C 3uM
CM_32_ 242215 rv TTTCGACCAACAGACCCCTG

*Tamanho esperado em pares de bases.
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Figura 4.7: Representacdo dos genes fzdl, znrf2b e nodl do Colossoma macropomum

localizado no scaffold NW_023494809.1 do NCBI. Os nameros indicam a localizacdo das
sequéncias de DNA. As sequéncias detalhadas de cada gene representam: azul claro — introns;
azul escuro —éxons; laranja escuro - primers desenhados que amplificaram; laranja claro —
primers desenhados que ndo amplificaram. znrf2b: CM_01 a CM_8; fzd1: CM_14 a CM_17,
nodl: CM_18 a CM_28.

No gene znrf2b foram identificados 31 SNPs. No entanto, os inciadores CM_01
e CM_02 ndo resultaram em nenhuma amplificacdo. Como alternativa, novos iniciadores foram
projetados para 0 Exons 1 ((CM_08, Figura 4.7), mas também ndo apresentaram sucesso. Entre
0s 31 SNPs detectados no gene znrf2b, quatro, CM_03 436, CM_03 489, CM_03 555 e
CM_07_1122, demonstraram maior associacdo com a determinacdo do sexo, com acuracia
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variando de 74 a 96%. Todos esses marcadores apresentaram genétipos homozigotos para
fémeas e heterozigotos para machos (Tabela 4.3 e Figura 4.8A, B, C e D).

No gene fzdl, houve sucesso na amplificacdo utilizando o par de iniciadores

CM_14; no entanto, nenhum SNP relacionado ao sexo foi identificado (Figura 4.7).

Para o gene nod1, 11 pares de iniciadores foram projetados, desses, seis (CM_19,
CM_20,CM_22, CM_23, CM_25 e CM_27) amplificaram a regido do genoma de interesse. O
marcador CM_25 632 apresentou acuracia de 96% em determinar o sexo. Esse SNP esta
localizado no éxon do gene nod1, e resulta em uma varia¢do no codon do RNAm (TGC e TGT)
(Figura 4.8E), no entanto trata-se de uma substituicdo sinbnima uma vez em que ambas as
trincas codificam o mesmo aminoacido, a cisteina. Nos genes nod1 e znrf2b foram encontrados

varios indels, mas nenhum estava relacionado ao sexo.
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Figura 4.8: Genotipo de SNPs em individuos machos e fémeas identificados por
sequenciamento. (A) CM_03_436; (B) CM_03_489; (C) CM_03_555; (D) CM_07_1122; (E)
CM_25 632. () fémea e (&) macho. As setas pretas indicam a localizacdo dos loci de SNP.

As PCRs realizadas com as 24 amostras (12 fémeas e 12 machos), utilizando os
iniciadores CM_13 localizados no intron e no éxon do gene bHLH, resultaram em amplificacéo
para 11 machos e apenas uma fémea. Com base nesses resultados, PCRs adicionais foram
realizadas com 188 amostras (95 fémeas e 93 machos) (Figura 4.9). A amplificacdo ocorreu
somente em oito fémeas e em 84 machos, alcangando assim a acurécia de 85% para prever o
sexo corretamente. Outros dois iniciadores (CM_29 e CM_30) foram desenhados nessa regido

para sequenciar e identificar diferencas nas sequéncias entre os machos e as fémeas (Figura
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4.10). CM_29 apresentou amplificacdo em uma fémea e em todos os machos, enquanto CM_30
amplificou uma ténue banda em seis fémeas. Posteriormente, PCRs com CM_29 foram
realizadas utilizando o conjunto ampliado de 188 amostras, resultando em uma acuracia de 89%
(Figura 4.11).

A Fémeas

1 2 34 5 6 7 8 910111213 141516 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80

B Machos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 B 78 79 80

- !

Figura 4.9: Géis dos produtos de PCR, feitas com os primers CM_13, de 95 fémeas (A) e 93

machos (B) de tambaqui (Colossoma macropomum). As amostras destacadas em amarelo
indicam resultados diferentes do previsto (auséncia de bandas em machos e presenca de bandas

em fémeas.

ATACAAAACTAAAAAGATTTACCCTAAAAGTACAAAGAAAAAAA NORTIAGGATGIT
BETGTGERER 1A A ATCTATATAATGTGCTACATATTTAATTACAGATAATTAGTGTCTTT
TTAAAGACATTTTCATGTCATTTTTAAAAAAAAGCAGTAAAATATTGTATGAATAATGC
AGTCATTTTTCTATAAAAAAAAAAAAAGAAATAAATGTAATTTGTCATTATTGGCATA
ATCCCTAAAAGAACAGTTGAGCTGTTAATTTACAGATGTTGTCCTTAATTTTACAGAG
TTTTGTACACAATTAAAAAAAAATGGAAAACTACTGTAAAAATGTAGGGTTATTTTCT
GTAAAATTAGGACCTTTTTIACAGTGIATCCAGT TARAGGACATCTTTCACTCAACCA
AACAGCAGGCTTCTCTTATGCTGCTGACAGTATTATCACTAATATTTGCTGTCTTCTCT
CCTGTTGGTCTGAATGTTCTCCTCGGGGTTTAAACATCTAGCATGTGGTCCAGGCAG
GTTATGTAATATATGGCGAGGTCCAGAATCTCGATCTTGGAGAGCTTCTTGTCAGGCG
GAACTGTGGGTAACAGCTTCCGGAGCTCTGCGAATGCCACGTTGARGGOCTOARGT
EEEATETG CTCGTGGATGGTGTGGGCCTGCCTGTCTTTACTGGTTGCGCGCCACCGC
TGCTTCTCCTCGTGGGTCAGGGGGGGTGCCAAGGAGCAGGAACGGGACTTACCATC
CGCATTCGCTTCCAGTGGCTTCTCCGCCACATGCTCAACTTTGATGACATTGAGGAG
CATTTCCGGGTCCGACTGAGGCCACAGCAGGTCAGAATCAGAGTGA
GCATCATCTATAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGTTAAATTAAGGTTAA

CM_13

EXON
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Figura 4.10: Sequéncia da regido gendmica do tambaqui em que os primers CM_13, CM_29
e CM_30 foram desenhados. A sequéncia em azul é o exon do gene helix-loop-helix proteina
tipo 2 (bHLH).

A Fémeas

1 2 34 5 6 7 8 9 10111213 141516 33 34 35 36 37 33 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80

B Machos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 B 78 79 80

Figura 4.11: Géis dos produtos de PCR, feitas com os primers CM_29, de 95 fémeas (A) e 93

machos (B) de tambaqui (Colossoma macropomum). As amostras destacadas em amarelo
indicam resultados diferentes do previsto (auséncia de bandas em machos e presenca de bandas

em fémeas).

Os iniciadores CM_09 a CM_12 foram desenvolvidos para identificar quatro
SNPs associados ao sexo no tambaqui, previamente publicados por Varela et. al (2021), e para
comparar a acuracia obtida no presente trabalho com os resultados do estudo original. Dentre
0s SNPs investigados, dois foram identificados: CM_09 Cmab5119693 497 e
CM_10 _Cmab119452 702, com acurécias de 74% e 60%, respectivamente, valores inferiores

aos relatados por Varela et al (2021).

Os primers CM_31 e CM_32 foram desenhados para identificar regifes sexo
especificas em tambaqui, com base na regido SDR descrita em pacu. Mascali et al. (2022)
identificou trés regides especificas de machos em P. mesopotamicus, porém, foi possivel
desenvolver iniciadores apenas para duas regies no genoma do tambaqui. A analise
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comparativa indicou que a sequéncia equivalente ao scaffold 598710 do pacu encontra-se

duplicada em C. macropomum. A amplificacdo foi realizada com sucesso somente para o

marcador CM_32, no entanto, o sequenciamento ndo apresentou dados satisfatorios.

4.3.3 Estudo de Associacdo Genémica Ampla com SNPs descoberto e com painel Axiom

SerraSNP

No total, foram encontrados 82 SNPs nos amplicons resultantes dos 19 pares de

primers. A analise GWAS foi conduzida utilizando as 24 amostras que possuiam dados do

conjunto completo de marcadores, ou seja, 0s 21.447 do Axiom SerraSNP e 0s recém

descobertos. A Tabela 4.3 resume os resultados e a Figura 4.12 demonstra o grafico de

Manhattan. Em relacdo aos SNPs do painel de média densidade, observou-se que o AX-

508832278 apresentou um dos maiores valores acuracia, assim como foi observado em estudo

realizado previamente.

Tabela 4.3: Marcadores significativamente associados ao sexo obtidos com o conjunto de 24

amostras e 21.529 SNPs.
SNPs GLr_upONde Posicédo LOD Acurécia Macho Fémea
igacdo

CM_03_436 26 632.046 3,95 90% CIT c/C
CM_03_489 26 632.100 0,04 74% AlG A/A
CM_03_555 26 632.166 9,10 96% AlG A/A
CM_07_1122 26 643.092 591 88% GIC GIG
CM_25 632 26 660.941 591 96% AlG GIG
AX-508832278 26 622.764 4,27 94% GIT T/T
AX-508825065 26 4.966.888 0,00 64% C/IG c/C
AX-508784292 - - 0,00 67% AIT A/A
AX-509111832 26 4.921.591 0,04 65% AlG GIG
AX-508832170 26 398.815 0,68 55% AlG A/A
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Figura 4.12: Gréafico de Manhattan para analise GWAS. A pontuacdo de -logl0OP para
associacao de SNPs genotipados € plotada em funcdo da posi¢do do mapa genético. Cada grupo
de ligacao foi representado com SNPs de cores diferentes. O conjunto de dados foi analisado
com 24 amostras e 21.529 SNPs. A figura abaixo do grafico de Manhattan esta demonstrado os

SNPs do grupo de ligacdo 26. A linha pontilhada vermelha indica o limite significativo.
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4.4 DISCUSSAO

O presente estudo identificou regides gendmicas associadas ao sexo no C.
macropomum. Para tanto, foi necessario encontrar o grupo de ligacdo e as posi¢cdes dos SNPs
significativamente associados a determinacdo do sexo; realizar analises de genémica
comparativa; sequenciar genes MSD candidatos com o método Sanger. Nos ultimos anos as
tecnologias de sequenciamento de alto rendimento (NGS, Next Generation Sequencing) tem
sido amplamente utilizada para identificar marcadores sexuais em peixes (Gong et al., 2022).
No entanto, alguns fatores impossibilitaram que metodologias mais recentes fossem utilizadas
na execucdo deste trabalho, como por exemplo, a necessidade de DNA de altissima qualidade,
maior custo em comparacdo ao método utilizado e maior tempo para obtencdo dos resultados
(Yin et al., 2018). Apesar do uso de tecnologias mais antigas, foi possivel identificar alguns
genes associados a determinacdo do sexo, uma vez que a andalise de associacdo do genoma
completo (GWAS) realizada no Capitulo Il com os dados genotipicos do painel de média
densidade Axiom SerraSNP ja havia revelado pequenas regies de DNA com potencial

relevancia para o tema.

Analises de gendmica comparativas foram realizadas inicialmente com foco nas
sequéncias do gene znrf2b do tambaqui e do peixe zebra. Segundo Nunes et al. (2017) existe
um alto nivel de conservacdo genémica entre o tambaqui e 0 peixe zebra para a maioria dos
grupos de ligagdo. Além disso, no alinhamento dos éxons do gene do C. macropomum com 0
genoma do D. rerio ocorreu no grupo de ligacdo (GL) 16 desta espécie modelo, o que corrobora
a sintenia observada por Nunes et al. (2017) entre os GL 26 e 16 das duas espécies. Ainda ndo
existem pesquisas sobre genémica comparativa entre C. macropomum e H. sapiens, mas foram
encontrados estudos feitos entre humanos e outras espécies de teledsteos. Woods et al. (2005)
fizeram uma analise comparativa do genoma humano com Tetraodon nigroviridis e D. rerio e

definiram numerosas regides de sintenia conservada. Foi sugerido que o ancestral comum dos
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vertebrados tinha um genoma composto por 12 cromossomos e 0 mapeamento comparativo dos
genomas das trés espécies indicou a presenca do conteldo genético de 11 desses 12
cromossomos ancestrais propostos. Além disso, D. rerio tem cerca de 26.000 genes
codificadores de proteinas e a comparacdo com o genoma de referéncia humano mostra que
aproximadamente 70% dos genes humanos tém pelo menos um ort6logo 6bvio do peixe-zebra
(Howe et al., 2013). Sendo assim, esses estudos indicam que existe uma conservacao entre o

genoma humano e o dos teledsteos.

Descobertas interessantes foram obtidas em estudos com o gene znrf3 em
vertebrados. Harris et al. (2018) revelaram que, em mamiferos, o gene znrf3 tem um papel
determinante dos testiculos. Rjiba et al. (2023) identificaram que uma crian¢a do sexo feminino
com disgenesia gonadal completa 46, XY (distrbio do desenvolvimento sexual associada a
anomalias do desenvolvimento gonadal que resultam na presenca de genitais femininos
externos e internos, apesar do cariétipo 46, XY) carregava uma variante patogénica rara no gene
znrf3. Além disso, este gene foi um candidato para determinacdo do sexo em Betta splendens
(Panthum et al., 2022).

Além do SNP AX-508832278, localizado no intron do gene znrf2b, o AX-
508784292 também foi associado ao sexo, sendo que este foi encontrado em um scaffold em
gue o gene hélice-alca-hélice proteina tipo 2 (bHLH) estava presente (Figura 4.5). As bHLH
sdo uma superfamilia de fatores de transcricdao que sao encontradas em varias espécies, desde a
levedura Saccharomyces cerevisiae até humanos (Zhao et al., 2018), e funcionam em processos
criticos de desenvolvimento como a determinacdo do sexo. Bhandari et al. (2011) levantaram a
hipbtese que o gene determinante do sexo Sry se liga ao promotor do gene bHLH e ativa a
expressdo génica para ocorrer uma cascata de eventos associados a diferenciacao das células de
Sertoli e ao desenvolvimento embrionario dos testiculos em camundongos. Ja Li et al. (2014)
procuraram compreender a hierarquia regulatoria do gene para Sry e Sox9 e constataram que 0
Sry se liga a varios genes de diferenciacdo ovariana e reprime sua ativacdo por meio da
sinalizagdo Wnt/s-catenina. Lobo et al. (2020) fizeram um estudo do transcriptoma no tambaqui
durante a diferenciacdo das gonadas e os resultados mostraram que antes da diferenciagéo,
componentes da via Wnt/f-catenina, genes fox e fst imprimem o desenvolvimento do sexo
feminino, enquanto vias antagdnicas (gsk3b, wtl e fgfr2), sox9 e genes para sintese de
androgenos indicam diferenciacdo masculina. Tais descobertas indicam que o gene bHLH pode
estar relacionado com essa cascata descoberta por Lobo et al. (2020).
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E possivel que os genes znrf2b e bHLH ajam em conjunto na cascata genética de
determinacéo e diferenciacdo do sexo em tambaqui. Tamura et al. (2001) sugeriram que bHLH
é expresso em um padrdo intimamente relacionado, mas principalmente complementar ao da
expressdao Ad4BP/SF-1 na gbnada em desenvolvimento em camundongos e o Ad4BP/SF-1

codifica um fator de transcri¢do do gene dedo de zinco (zf).

O gene candidato frizzled (fzds), que é um dos principais receptores da proteina
Whnt, tem um Gnico éxon com 1629 pb no tambaqui. Foram desenhados quatro iniciadores nessa
regido, no entanto, houve amplificacdo somente quando o CM_14 foi utilizado (Figura 5.1).
Isso pode ter ocorrido devido a mutacfes desconhecidas presentes na regido no éxon do fdz1 a

qual os primers anelam.

No gene nodl foi identificado um SNP localizado em um éxon (CM_25 632)
gue apresentou acuracia de 96% para a determinacdo do sexo nas amostras estudadas. Alguns
estudos feitos com teledsteos (Chen et al., 2021; T. Li et al., 2018; Zhang et al., 2018)
demonstraram que os receptores do tipo NOD ou NLRs (NOD-like Receptors) atuam com outros
receptores para orquestrar uma resposta imune eficiente do hospedeiro contra invasoes
microbianas e sinais de perigos enddgenos, no entanto a funcdo dos genes NLRs ainda é pouco
compreendida em peixes (Chuphal et al., 2022; Sahoo, 2020). Uma pesquisa do
neurotranscriptoma do tambaqui demonstrou que dentre os transcritos expressos diferentemente
entre machos e fémeas, existem genes candidatos relacionados a resposta imune, como 0
NLRC3 e NLRP3 (Miranda et al., 2024). Essa nédo seria a primeira vez que um gene do sistema
imune estaria relacionado com a determinacéo e diferenciacdo do sexo em espécies aquicolas.
O gene IRF-9 que tem funcdo relacionada ao sistema imunolégico foi considerado o ancestral
do Sdy, gene mestre (MSD) descoberto em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss (Yano et al.,
2012).

Ferramentas moleculares tém sido utilizadas para identificacdo do sexo para
obter populacdes monossexuais quando ocorrem dimorfismos sexuais relacionados a
caracteristicas produtivas, como o crescimento (Niu et al., 2024). Uma forma eficaz de
desenvolver essas ferramentas € encontrando SNPs ou regifes sexo especificas localizados em
potenciais genes determinantes do sexo. O sequenciamento permitiu identificar um SNP
localizado em um éxon, no entanto, a substituicdo de base encontrada ndo altera o aminoacido
do nodl. Outros estudos tiveram éxito utilizando essa estratégia. Em Takifugu rubripes, por
exemplo, um SNP (C/G) foi localizado no éxon do gene Amhr2, em que as fémeas apresentam

gendtipo homozigoto e os machos heterozigoto. Esse polimorfismo altera um aminoacido que
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resulta em fémeas His/His e machos His/Asp. Logo, 0 sexo dessa espécie provavelmente é
determinado pela combinacéo de dois alelos de Amhr2 (Kamiya et al., 2012).

No presente estudo, foram encontrados cinco SNPs associados ao sexo que
corroboram com o sistema de determinacdo genético XX/XY (Tabela 4.3), assim como foi
proposto anteriormente (Varela et al. 2021). Além disso, os iniciadores desenvolvidos para o
éxon do gene bHLH amplificaram o fragmento de DNA principalmente nos machos (Figuras
4.9 e 4.11). Os marcadores do tipo SNP que apresentaram maior acuracia estao localizados nos
introns do gene znrf2b (AX-508832278 - descoberto em um estudo prévio e CM_03_555) e no
éxon do nodl (CM_25 632). Apesar de ndo terem sido encontrados SNPs que alterem os
aminodcidos, algum desses genes pode ser 0 mestre da determinacéo do sexo em tambaqui. E
importante considerar que ndo foi possivel sequenciar todos os éxons desses genes devido a
auséncia de amplificacdo das sequéncias-alvo (dentre os 26 iniciadores desenvolvidos, somente
15 amplificaram com sucesso). Sendo assim, a realizacdo de estudos complementares que
explorem ainda mais essas regides para compreender melhor os mecanismos de determinacgéo

e diferenciacdo do sexo em tambaqui ainda se faz necessaria.
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CONCLUSAO

No presente estudo, foram encontrados dez SNPs associados ao sexo que
corroboram com o sistema de determinacdo genético XX/XY. Além disso, foi possivel
identificar os genes znrf2b, nod1, bHLH e fzd como candidatos a gene mestre determinante do
sexo (MSD). Os marcadores que apresentaram maior acuracia estao localizados nos introns do
gene znrf2b (AX-508832278 e CM_03 555) e no éxon do nodl (CM_25 632). O SNP
CM_25 632 é responsavel por uma variacdao no cédon do RNAm (TGC e TGT), no entanto,
trata-se de uma substituicdo sindbnima em que as duas trincas de bases codificam um mesmo
aminoéacido, a cisteina. Os iniciadores desenvolvidos que tém como alvo o éxons do gene bHLH
amplificaram o fragmento de DNA principalmente nos machos, o que indica a presenca de uma
regido sexo-especifica. O fzd, com um Unico éxon com 1629 pb no tambaqui, teve quatro pares
de iniciadores desenvolvidos para esta regido, e somente um deles funcionou. Isso pode ter
ocorrido devido a variacdes presentes na regido do éxon do fdz1 a qual os primers anelam. Néo
foi possivel sequenciar todos os éxons dos genes candidatos devido a auséncia de amplificacédo
das sequéncias-alvo em alguns casos. Dentre 0s dez marcadores associados ao sexo, nenhum
apresentou acuracia de 100% para prever o sexo corretamente. A partir dos resultados obtidos,
ndo foi possivel desenvolver ensaios 100% precisos para atribuir 0 sexo genético do tambaqui,
no entanto, descobertas relevantes foram feitas, como especificadas acima. Esses resultados
indicam uma direcdo para pesquisas complementares que ajudem a compreender melhor os

mecanismos de determinagdo do sexo em tambaqui.



