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Resumo

A determinacdo sexual € pouco compreendida em peixes.
Como isso, esse estudo teve por objetivo padronizar a
extracdo de RNA em Apareiodon aff. ibitiensis a fim de
analisar a expressdo do gene Amh, relacionado a
diferenciacdo gonadal. Para isso, foi realizada a extragéo
de RNA total, sintese de cDNA e qRT-PCR. A expressédo
Ambh foisignificativamente maior em gdnadas masculinas.
Nossas analises demonstraram que Amh tem atuagdo na
diferenciagéo gonadal masculina em teledsteos.

Introducéao

Peixes tém alta plasticidade na determinacdo sexual e
variacdo nos genes chave que desencadeiam o
mecanismo, além de fatores ambientais podendo
influenciar no processo. O horménio antimulleriano (Amh)
possui papel importante na regressao do ducto de Muller
durante a diferenciacdo sexual masculina em vertebrados
tetrdpodes (Josso et al.,, 2006). Ja os teledsteos ndo
possuem ductos millerianos, mas possuem genes
ortélogos Amh, que desempenham papéis essenciais na
difenciacdo sexual e regulagdo das células germinativas.
Apareiodon aff. ibitiensis tem sistema de cromossomos
sexuais ZZ/ZW e foi utilizado nesse estudo para
padronizar o método de extragdo de RNA total dos tecidos
cérebro e gbnada com finalidade de investigar a
expresséo do gene Amh.

Material e Métodos

Os tecidos cérebro e gbnadas de exemplares machos e
fémeas de A. aff. ibitiensis foram submetidos ao método
de extracdo de RNA total com o reagente Trizol. O RNA
obtido foi utilizado para a sintese de cDNA utilizando
GoScript™Reverse  Transcription  System. Primers
utilizando a estratégia éxon-exon foram desenhados para
0 gene Amh a partir do genoma de Apareiodon sp. e
utilizados para os testes de eficiéncia de primers e
ensaios de expressdo génica realizados por meio de
guantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (QRT-
PCR). A expresséo relativa foi obtida utilizando o célculo
de 228Ct A gndlise estatistica foi conduzida com os testes
T independente, F e Tukey.

Resultados e Discussao

Os dados de concentracdo, qualidade e pureza do RNA
extraido com o método Trizol demonstraram-se eficazes
para a extracdo do RNA total dos tecidos cérebro e
gbnada, com a maioria das amostras apresentando
razdes de absorbéancia Azeoi2soentre 1,8 e 2,2 (Tabela 1),
considerados de alta qualidade.
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Tabelal- Quantificacdo de RNA total extraido detecidos de A. aff.
ibitiensis,bem como as razdes de absorbancia (A 2s012s80 € A260230)-

Amostras Tecido Sexo Concentragdo Azsopsn  Azeorm
1156 Go6nadas 3 715,63 2,038 1,426
1154 3 4820,64 2,012 2,379
1161 a 4508,15 2,009 2,368
1153 Q 11092,42 2,413 2,005
1155 Q 9733,80 2,316 1,788
1157 Q 8722,65 2,280 1,747
1158 Cérebro 3 406,59 2,170 0,948
1159 5 788,85 2,161 2,295
1161 3 1000,57 2,156 2,214
1165 Q 676,34 2,150 2,199
1166 Q 778,02 2,139 2,233
1167 Q 910,15 2,098 2,211

Os ensaios de expressao génica e analises estatisticas
mostraram que a expressdao Amh é significativamente
maior em gbnadas de machos (Figura 1).
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Niveis de RNAm AMH/B-actina

Figural. Expressio de mRNA AMH/B-actinaem tecidos cerebrais e
gonadais de machos e fémeas. ** indica que ha diferenga
significativaentre o grupo gdnadamacho eos demais grupos.

A expressdo Amh aumentada em génadas masculinas em
teledsteos foi descrita por Lin et al. (2021). Nossos
achados corroboram a atuagdo do Amh para a
diferenciacdo de gdénadas masculinas em Apareiodon.

Concluséao

O método de extracdo de RNA total portrizol é eficaz para
os tecidos gonadal e cerebral em A. aff. ibitiensis. A
expressdo Amh é significativamente maior em gbnadas
masculinas de A. aff. ibitiensis, corroborando o papel
crucial desse gene na diferenciagdo gonadal masculina
em teledsteos.
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