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Resumo

O gene Dmrtl é conhecido como um gene participante da diferenciacdo sexual,
porém em peixes esse mecanismo ainda € pouco conhecido. Visando elucidar a
diferenciacao sexual em peixes Parodontidae foram realizados testes de expressao
génica em gbnadas de machos e fémeas para o gene Dmrtl nas espécies Parodon
nasus e Apareiodon sp. Estes testes demonstraram que o Dmrtl apresenta uma
maior expressdo em machos em Apareiodon sp., indicando sua participacdo no
desenvolvimento dos testiculos. Além disso, foi realizada a predicdo da proteina
DMRT1, onde foram encontrados dominios de ligacdo ao DNA e atomos de zinco,
uma caracteristica das proteinas que atuam na regulacdo da expressao génica,
sendo mais um indicativo que este gene atue na regulacdo da diferenciacdo sexual
em Parodontidae. Os dados obtidos sdo promissores e abrem perspectiva para
avaliacao de outros genes envolvidos na cascata de diferenciacdo sexual em peixes.

Introducéo

Parodontidae é constituida por um grupo de peixes com ampla distribuicao
pela América do Sul (PAVANELLI; BRITSKI, 2003). Apresentam um nuamero diploide
conservado de 54 cromossomos. Neste grupo ha espécies sem sistema de
cromossomos sexuais heteromorficos, espécies com proto-cromossomos sexuais e
outras com sistema de cromossomos sexuais simples ZZ/ZW ou multiplo ZZ/W1W>
(SCHEMBERGER et al.,, 2011). No entanto, em peixes a determinacdo sexual é
pouco compreendida para quase a totalidade das espécies.

O gene Dmrtl (Doublesex and Mab-3 Related Transcription factor 1) codifica
um dominio de ligacdo ao DNA que pertence para a familia génica que contém o
dominio DM (Doublesex e Mab-3), o qual esta envolvido na determinacao sexual e
diferenciacdo de organismos extremamente distantes filogeneticamente, incluindo
desde corais a humanos (RAYMOND et al., 1998). Este genee que codifica o fator
de transcricdo DMRT1 que pode atuar na deciséo primaria da determinacao sexual e
na diferenciacao sexual, ou em alguns organismos atuar em ambos 0S mecanismos
(MATSON; ZARKOWER, 2012). Entre os peixes, 0 gene Dmrtl é descrito por ser
expresso preferencialmente no desenvolvimento gonadal de macho.

Em Parodontidae o gene Dmrtl demonstrou a presenca de cinco exons (1235
pb) e a matriz de leitura resultou em uma sequéncia de 295 aminoacidos para
macho e para fémea. A predicdo do polipeptidio demonstrou a presenca de dois
dominios proteicos integros: DM DNA binding domain e o Double-sex mab3 related
transcription factor 1 (SCHEMBERGER et al., 2016). A regido regulatoria deste gene
em Apareiodon sp. demonstrou pequenas variacdes em sequéncias entre 0s
genomas dos machos e fémeas (SCHNEPPER et al., 2016) e entre os genomas das
espécies A. piracicabae, Apareiodon sp., P. nasus e A. affinis (SCHEMBERGER, M.
O. informagédo pessoal). Nesse sentido, associar dados da expressdao génica
diferencial em tecido gonadal macho e fémea destas quatro espécies de
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Parodontidae, bem como, a predicdo da estrutura do fator transcricional DMRTL1
podera auxiliar no entendimento das modificacbes de rotas regulatérias para
alteracdo génica e, da atuacdo das proteinas da cascata de determinacdo sexual
neste grupo de peixes.

Material e Métodos

O DNA genbmico de um macho e uma fémea de Apareiodon sp. foi extraido
pelo método de CTAB segundo Murray e Thompson (1980). O sequenciamento
genbmico foi realizado pelo método illumina HiSeq. O RNA total foi extraido de
Apareiodon sp. e P. nasus (8 machos e 8 fémeas) pelo método de Trizol seguindo
instrucBes do fabricante. O RNA total foi quantificado em NanoVue (GE Healthcare).
Para a sintese do cDNA, aproximadamente 1 pg de RNA total foi submetido a
transcricdo reversa, utilizando-se o kit First strand cDNA (GE Helthcare). Os
procedimentos estdo de acordo com o comité de ética em utilizacdo de animais da
UEPG (CEUA — 29/2016).

Os primers para ensaios da PCR do Dmrtl foram desenhados a partir dos
dados genémicos de Apareiodon sp. A amplificacdo do Dmrtl a partir do cDNA total
de gbnadas de Apareiodon sp. foi realizada por reacdo de PCR que consistiu em
300 ng de cDNA, 1x tampéao, 2 mM MgClz, 200 uM dNTPs, 0.3 uM de primers Dmrt1
Fw e Dmrtl Rv e 1 unidade de Taq polimerase, de acordo com as seguintes
condi¢des: 94°C por 4 min, 35 ciclos a 94°C por 1min, 58°C por 50s e 72°C por 1 min
30 sec. O sequenciamento nucleotidico foi realizado utilizando ABI-PRISM Genetic
Analyzer (Carlsbad, CA). As sequéncias nucleotidicas obtidas foram submetidas ao
BLASTn através do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (USA),
para andlise de similaridade.

O cDNA de Apareiodon sp. e P. nasus foi utilizado para a amplificacdo do
gene Dmrtl por gRT-PCR utilizando os reagentes: SYBR Green master mix (Roche)
e 8 UM de cada primer. O gene do rRNA 18S foi utilizado como controle interno. A
gPCR foi realizada no termociclador tempo real seguindo as seguintes condi¢des:
10 min a 94 °C; 40 ciclos de 15sa 94 °C, 30 s a 60 °C e 30 s a 72 °C; e uma curva
de dissociagao. O threshold cycle (Ct) foi mensurado e a expressao relativa foi
calculada por 2-AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Uma analise estatistica foi
realizada utilizando o teste de Shapiro-Wilk, e a seguir, os dados foram submetidos
a um teste t de Student. O software utilizado para esta andlise foi o The R Project for
Statistical Computing (© The R Foundation) e Microsoft Office Exel.

A modelagem da proteina DMRT1 foi realizada por homologia, através do
software Modeller versédo 9.19 (WEBB,; SALI, 2014). Como molde foi utilizada a
proteina DMRT1 de humano, codigo 4yj0 no Protein Data Bank (PDB), sendo que,
como apenas o dominio DM desta proteina foi cristalizado, a regido predita da
proteina DMRT1 limita-se igualmente ao dominio DM.

L

Resultados e Discusséo

A partir dos dados obtidos para Parodon nasus e Apareiodon sp. foi observar
uma expressdo do génica Dmrtl significativamente maior em gbénadas de
exemplares machos quando comparados as fémeas (Figura 1).

A andlise estatistica resultou em um p-value de 1,554.10* bilateral e 7,77.10°
unilateral em Apareiodon sp., indicando uma maior expressao do gene Dmrtl nos
machos. Em P. nasus o p-value obtido foi de 0,07, e como o valor de a=0,05, ndo
houve diferenga significativa na expresséo do gene Dmrtl nesta espécie, por este
motivo, novos espécimes serdo coletados e submetidos aos testes de expresséao. E
conhecido que o fator de transcricio DMRT1 atua na regulacdo de outros genes
downstream na via de diferenciacdo sexual (MATSON; ZARKOWER, 2012). A
deteccdo de niveis de expressao génica Dmrtl diferencial entre machos e fémeas
de Apareiodon sp. abre perspectiva de investigacdo de promotores de genes da via
de determinacdo sexual em Parodontidae para avaliagdo da presenca do seu sitio
de ligagdo ao DNA — transcription factor binding site (TFBS).
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a) Expresséo do gene Dmrtl em "1 b) Expresséo do gene Dmrtl
Parodon nasus L em Apareiodon sp.
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Figura 1: Em la temos a expressdo do gene Dmrtl em Parodon nasus, e em 1b em Apareiodon sp.
Nota-se que em ambas as espécies a expressao do gene Dmrtl foi maior em macho, porém apenas
em Apareiodon sp. esta diferenca é significativa. O alto desvio padrdo pode ser atribuido ao baixo
desenvolvimento dos testiculos dos espécimes coletados.

Os testes mostraram uma maior expressao do gene Dmrtl nos machos das
espécies analisadas, indicando que este gene pode ter funcdo de desenvolvimento
testicular conservada dentro de Parodontidae. Os altos desvios padrdo presentes
nas andlises se devem a diferenca de maturidade dos espécimes coletados, o que
pode ter resultado em um p-value nao significativo em P. nasus (novos ensaios gRT-
PCR padronizados seréo realizados).

A predicao por homologia do dominio DM da proteina DMRT1 de Apareiodon
sp. foi realizada em associacdo com seu provavel TFBS, quando utilizado como
molde a estrutura 4yj0 depositada no PDB (Figura 2). Em humanos, o dominio DM
apresenta-se como um trimero (MURPHY et al., 2015) e, por tratar-se de uma reqido
parcialmente conservada, é esperado que em Apareiodon sp. este dominio possua
estrutura proteica semelhante. Foi demonstrado que o dominio DM do trimero
DMRT1 se liga ao DNA inserindo suas a-hélices dentro do sulco maior e,
conseguentemente, ancorando o médulo de ligacdo ao zinco no sulco menor
(MURPHY et al., 2015). Devido a similaridade e conservacdo do DMRT1 humana ao
encontrado para Apareiodon sp., € possivel inferir um mecanismo de associacdo ao
DNA semelhante para este peixe Neotropical.

Figura 2: Estrutura do dominio DM da proteina DMRT1, modelado por homologia, apresentando-se
na forma de trimero e sua interacdo com o DNA (estrutura em azul). Os aminoacidos representados
em cinza séo iguais ao do molde 4yj0, os em amarelo sdo semelhantes quimicamente e os em
vermelho séo diferentes quimicamente. As bolas brancas evidenciam os atomos de zinco ligados a
hélice da proteina.

A presenca do modulo de zinco no dominio DM é conservado em
vertebrados, o que caracteriza esta regido como um dominio de ligagdo ao DNA
(ZHU et al., 2000). Acredita-se que os atomos de zinco presentes nas proteinas do
tipo dedo de zinco atuam na regulacdo da expressao génica em resposta a
variacfes na concentracdo de zinco (LAITY et al., 2001). Esta resposta regulatéria é
um indicativo de que o gene Dmrtl pode atuar como regulador da cascata génica
para diferenciagcdo sexual em Apareiodon sp.

Nossos dados demonstraram uma possivel associacdo do dominio DM ao
DNA de Parodontidae semelhante ao encontrado para humanos. Ainda, a diferenca
de expresséao génica significativa do Dmrtl dentro de machos de Parodontidae € um
indicativo de que este gene pode atuar como regulador da cascata génica para
diferenciacéo sexual neste grupo de peixes.
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Conclusdes

Os dados de expressdo génicas mostram que o gene Dmrtl é mais expresso
em testiculos em relacdo aos ovarios de Apareiodon sp., sendo um indicativo de que
este gene esta relacionado com o desenvolvimento testicular na familia
Parodontidae. A analise estrutural do dominio DM da proteina DMRT1 mostrou
semelhancas com a proteina 4yj0 (codigo PDB) deste gene em humanos. Foram
encontrados atomos de zinco na estrutura da proteina, o que € caracteristico das
proteinas que atuam na regulacdo da expressao génica. Sendo assim, é possivel
inferir que o Dmrtl pode atuar como regulador da cascata génica na diferenciacéao
sexual em Parodontidae.
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