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RESUMO
Nos ultimos anos, a sexagem de animais e aves no Brasil e no mundo apresentou um

grande destaque, principalmente no setor comercial, assim como na preservagao.
Apesar da grande importancia da sexagem em aves, ainda a principal metodologia
empregada é a realizagdo do PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Essa
metodologia utiliza amostras de material biolégico das aves enviadas via correio do
criadouro até empresas de prestacdo de servicos, demandando tempo e burocracia.
Diante deste cenario, o presente trabalho buscou realizar um levantamento de
proteinas sexo-especificas em Gallus gallus presentes na membrana de células
sanguineas, utilizando diferentes ferramentas de bioinformatica, visando a elaboragao
de teste de sexagem caseiro, a partir de analise de aglutinagdo usando amostras de
sangue. Utilizando ferramentas de bioinformatica gratuitas, como Ensembl, UniProt,
Phobius e NCBI, bem como levantamento através da literatura, foram eleitas 11
proteinas de interesse buscando pelas seguintes caracteristicas ideiais: (i) localizagao
no cromossomo W; (ii) presenca de dominio transmembrana e/ou presenca na
membrana celular; (iii) presen¢ca em hemacias ou glébulos brancos, (iv) porcentagem
baixa de homologias com outras sequéncias proteicas e entre sequéncias de mRNA de
galinha, (v) porcentagem alta de homologia com sequéncias ortdlogas de outras aves.
A proteina predita 2 (Ensembl: ENSGALGO00000047434) foi escolhida como a mais
promissora para uso em técnicas de sexagem, por apresentar as seguintes
caracteristicas: i) presenca no cromossomo W; (ii) proteina integral de membrana; (iii)
possui no maximo 41,07% de homologia com outras proteinas da galinha; (iv) possui
boa homologia (89,9%) com outras aves. Considerando o potencial de uso da proteina
2, foram desenhados pares de primers especificos, com base na sequéncia de mRNA
de referéncia. Os proximos passos do presente projeto incluirdo a extragdo de sangue
de aves, preparo de amostras de RNA/cDNA e RT-PCR utilizando os primers
especificos, para verificagado da expressao do gene da proteina 2 em células do sangue

de diferentes espécies de aves.

Palavras-chave: Determinagédo sexual; embriogénese; imunossexagem; anticorpo
monoclonal; diversidade molecular.



RESUMEN
En los ultimos afos, se ha destacado el sexado de animales y aves en Brasil y en todo
el mundo, especialmente en el sector comercial, asi como en la preservacion. A pesar
de la gran importancia que tiene el sexado en aves, aun asi la principal metodologia
utilizada es la realizacién del PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Esta
metodologia se aplica a través de muestras de material biolégico de aves enviadas por
correo desde la granja a los proveedores de servicios, requiriendo tiempo y burocracia.
Ante este escenario, el presente trabajo buscé realizar un mapeo de proteinas sexo-
especificas en Gallus gallus presentes en la membrana celular sanguinea, utilizando
diferentes herramientas bioinformaticas, con el objetivo de la elaboracion de una
prueba casera de sexado, a partir del analisis de aglutinacion de muestras de sangre.
Utilizando herramientas bioinformaticas gratuitas, como Ensembl, UniProt, Phobius y
NCBI, asi como un mapeo a través de la literatura, se eligieron 11 proteinas de interés,
buscando las siguientes caracteristicas ideales: (i) ubicacion en el cromosoma W; (ii)
presencia de dominio transmembrana y/o presencia en la membrana celular; (iii)
presencia en globulos rojos o glébulos blancos, (iv) bajo porcentaje de homologias con
otras secuencias proteica y entre secuencias de ARNm de pollo, (v) alto porcentaje de
homologia con secuencias ortélogas de otras aves. La proteina predicha 2 (Ensembl:
ENSGALG00000047434) fue elegida como la mas promisora para su uso en técnicas
de sexado, ya que presenta las siguientes caracteristicas: i) presencia en el
cromosoma Wi, (ii) proteina integral de membrana; (iii) tiene una homologia maxima del
41,07% con otras proteinas de pollo; (iv) tiene buena homologia (89,9%) con otras aves.
Teniendo en cuenta el uso potencial de la proteina 2, se disefiaron pares de primers
especificos, basados en la secuencia de ARNm de referencia. Los préximos pasos de
este proyecto incluiran la extraccion de sangre de aves, preparacion de muestras de
ARN / ADNc y RT-PCR utilizando primers especificos, para verificar la expresion del

gen de la proteina 2 en células del sangre de diferentes especies de aves.

Palabras clave: Determinacion sexual; embriogénesis; inmunosexo; anticuerpo

monoclonal; diversidad molecular.
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1. INTRODUCAO

1.1 ORIGEM E IMPORTANCIA DA REPRODUGCAO SEXUADA

A busca incessante pelo entendimento sobre a origem da reprodug¢ao incentivou
diversas areas da biologia, principalmente a biologia evolutiva, a investigagao.
Entender perfeitamente as relagbes do ancestral comum, o porqué da reproducio
sexuada e o paralelo com a reprodugdo assexuada, ainda sao topicos de elevado
interesse para a sociedade académica (DACKS, et al., 1999).

A troca de informagbes genéticas iniciou-se ha bilhdes de anos em bactérias
(NARRA, et al., 2006). Os mecanismos reprodutivos baseiam-se em conjugacéo,
transformacao e transdugao, ou seja, reproducao assexuada, permitindo a producao de
organismos com maior diversidade genética (FIO, et al., 2000). Ao passar do tempo,
esses mecanismos de reproducdo assexuada evoluiram por meio de mutagdes,
transferéncias horizontais de gene, selegdo e estresse para um sistema reprodutivo
sexual (NARRA, et al., 2006). Dessa forma, antes do surgimento do eucarioto, emergiu
o Ultimo Antepassado Comum Eucariético (LECA) (GOODENOUGH, et al., 2014)
dando origem as diversas linhagens eucaridticas e suas caracteristicas (figura 1).
LECA surgiu ha mais de um bilhdo de anos e pode ser considerado o primeiro

organismo que realizou a reproducao sexuada (SPEIJER, et al., 2016).
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Figura 1 - Dados de registro féssil sobre a evolugéo celular até os dias atuais (adaptada
de CAVALIER-SMITH, 2002a).

A reproducao sexuada se disseminou eficientemente entre os eucariotos como
uma forma habil para recombinagcao genética (MIGNEROT, et al., 2016). Gragas a
evolugdo, podemos hoje observar a distingdo de cromossomos sexuais, antes
autossbmicos, que foram gerados a partir de mutagdes e reorganizagbes genéticas
obtidas pelo ultimo ancestral comum dos eucariotos (GOODENOUGH, et al., 2014).

Além do aparecimento dos cromossomos sexuais, surgiram 0os mecanismos de

fusdo de células sexuais, garantindo a diploidia, assim como a maquinaria necessaria
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para a meiose. Dessa forma, a evolugao permitiu que células dipléides fossem capazes
de passar por processos de modificagdes cromossdmicas, dando origem a gametas, ou
seja, células hapldides (MIGNEROT, et al., 2016; GOODENOUGH, et al., 2014).

Uma hipotese levantada por CAVALIER-SMITH (2002a) para explicar o
surgimento da reproducdo sexuada, propde que protozoarios, influenciados por
alimento escasso e, com intuito de aumentar a reserva de energia, encontraram na
juncao celular uma alternativa aceitavel para auxiliar na manutengéo da espécie. Nesse
contexto, os cistos produzidos por esses seres teriam chances elevadas de
sobrevivéncia a estresses, mantendo a normalidade do material genético, se
apresentassem caracteristicas diploides (CAVALIER-SMITH, 2002a). A diploidia
desenvolvida nesses organismos, garantia que alteragdes, mutagcdes ou delegdes
tivessem menores chances de afetar as duas copias de DNA, garantindo assim, maior
estabilidade. Com a presencga de alimento escasso e a necessidade de produgao de
cistos, esses organismos foram desenvolvendo um ciclo de vida alternado em duas
fases: a hapldéide e dipldide, consequentemente, aprimorando a maquinaria e o0s
procedimentos de meiose para reparo de erros de poliploidia (CAVALIER-SMITH,
2002a; 1995). Com intuito de diminuir danos, organismos mais complexos
transformaram a fase hapléide em periodos curtos (gametas) e a fase dipléide em
longos periodos (individuos), aumentando a eficiéncia e sua heterogeneidade
(HORANDL, 2009). Esse procedimento foi conservado em diversas espécies
eucarioticas, sendo observado em plantas, animais, entre outros (PAN, et al., 2016;
MIGNEROT, et al., 2016). Ainda assim, ha organismos, como as briéfitas, onde a fase
hapléide (gametdfito) € a fase duradoura, enquanto a dipléide (espordfito) € menos
desenvolvida e de curta duracdo (RAVEN, et al., 2014).

Adicionalmente, sdo conhecidos inumeros fatores que podem influenciar no
desenvolvimento dos sexos e, com 0 avango tecnoldgico de sequenciamento, diversos
elementos ainda estdo sendo avaliados (MIGNEROT, et al., 2016; PAN, et al., 2016).
Além de fatores genéticos, fatores ambientais podem estar associados, promovendo
assim a determinagao sexual do modo simples, até o mais complexo (PAN, et al., 2016;
MIGNEROT, et al., 2016).
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Assim, o desenvolvimento da reprodugcdo sexuada nos eucariotos surgiu ao
acaso, sendo necessarias diversas modificacbes celulares associadas (CAVALIER-
SMITH, 2002a). Adicionalmente, posteriormente, nos eucariotos, observamos
diferentes formas de atragdo do parceiro para acasalamento, seja pela produgdo de
ferombnios ou até mesmo por comportamento especifico relacionado ao ato
(GOODENOUGH, et al., 2014).

1.2 REPRODUCAO SEXUADA EM ANIMAIS

Com o surgimento do mecanismo de reproducédo sexuada entre os organismos,
iniciou-se o desenvolvimento de uma cascata de fatores ligados ao sexo. Entre eles,
podemos destacar o surgimento dos cromossomos sexuais e os genes determinadores
de sexo (PAN, et al., 2016). Acredita-se que houve uma sequéncia de mutagdes
continuas e variadas nos cromossomos autossOmicos em eucariotos com o passar do
tempo, dando origem aos cromossomos sexuais e suas regides determinantes, assim
como loci reguladores e regides nao-codificantes (MIGNEROT, et al., 2016).

Estudos mostram que a evolucdo do sistema de determinacdo sexual entre
mamiferos e aves, por exemplo, ocorreu de forma distinta, depois de uma separagao
nas linhagens ancestrais, ou seja, em taxons diferentes (ZHOU, et al., 2014
CHARLESWORTH, 1991), ha aproximadamente 240 a 320 milhdes de anos (LAHN, et
al, 1999). O mecanismo de determinacdo sexual desenvolvido nesses animais
envolveu um par de cromossomos inicialmente idénticos com genes de determinagao
sexual que, ao longo dos anos, sofreu alteracbes morfolégicas, apresentando assim a
distincdo dos sexos entre organismos heterogaméticos e homogaméticos (XY/ZW e
XX/ZZ) (KAISER, et al., 2010).

1.2.1 Sistema XY de determinagao sexual

Podemos observar diferentes sistemas de determinagdo sexual entre os
eucariotos. Na maioria dos mamiferos, por exemplo, nota-se a presenca de
cromossomos sexuais do sistema XY; em aves, por outro lado, encontramos o sistema

de determinagdo sexual ZW. Ambos os sistemas (XY e ZW) séo caracterizados pela
14



dominéancia de vida do individuo dipldide, ou seja, com a presenga de organizagédo de
pares cromossémicos. Alguns animais, como os anfibios, podem ainda apresentar mais
de um sistema de determinacdo sexual, ou entdo, mais de um par de cromossomos
responsaveis pela determinagédo do sexo do embrido (MALTEMPI, 2017).

Atualmente entende-se que, em mamiferos, encontramos dois diferentes
cromossomos sexuais: o “X” que resulta no desenvolvimento de fémeas, e o “Y” que
produzira machos (SOUZA, 2003). Dessa forma, as fémeas recebem dois
cromossomos “X” semelhantes, um proveniente do 6vulo e outro do espermatozoide e
os machos recebem os dois cromossomos distintos, o “X” do 6vulo e o “Y” do
espermatozoide (SCOTT, 2014).

Os cromossomos sexuais dos mamiferos surgiram a partir de um organismo
hermafrodita com cromossomos idénticos. Esses carregavam diferentes /loci
determinantes e unidos no processo de recombinagdo, evitando a producdo de
organismos inférteis. Mas, com a atuacdo de elementos transponiveis, rearranjos,
sequéncias nao codificantes, assim como o acumulo de sequéncias idénticas no
cromossomo Y, a recombinagao genética fez com que o cromossomo Y se restringisse
a um fragmento minimo (KAISER, et al., 2010; CHARLESWORTH, 1991). Sabe-se, por
exemplo, que, em humanos, o gene Sry, encontrado no cromossomo Y, € um dos
principais atores para a desenvolvimento de caracteristicas sexuais masculinas, porém
esses cromossomos sexuais também podem apresentar inumeros outros genes, nao
necessariamente ligados a determinacgéo sexual do individuo (ROSSETTI, 2016).

A fim de encontrar produtos resultantes desses cromossomos, MULLER (1996)
avaliou em seu trabalho a rejeicdo de implantes de pele de ratos machos para ratos
fémeas, verificando assim uma incompatibilidade celular e demonstrando a existéncia
de um antigeno especifico na membrana das células de machos, o qual denominou HY.

MULLER (1996) clonou o gene responsavel pela codificacdo de tal antigeno
(gene Smcy), mostrando a expressédo da molécula em todas as células. Em organismos
femininos, notou-se a rejeigdo dos transplantes, onde o sistema imunoldgico foi capaz
de detectar o antigeno HY através das células T citotdxicas. Os estudos demonstraram
que, mesmo em camundongos isogénicos (com caracteristicas genéticas idénticas), ha

rejeicdo ocasionada pelo antigeno HY. O autor procurou também a existéncia do gene
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Smcy em humanos, obtendo um resultado positivo para sua presengca (MULLER, 1996)
e importancia para o desenvolvimento sexual do individuo (DAMIANI, et al., 2000).
Atualmente, sabe-se que ha mais de um antigeno HY codificado pelo cromossomo Y
(revisado por POPLI, et al., 2014).

1.2.2 Sistema ZW de determinagao sexual

As galinhas apresentam 38 pares de cromossomos autossémicos e dois
cromossomos sexuais distintos onde, diferentemente dos mamiferos, nas aves, a
fémea é a portadora heterogamética, levando em sua carga genética um cromossomo
Z e um W (HANDLEY, et al., 2004). Ja os machos apresentam dois cromossomos Z, ou
seja, sdo homogaméticos. Cada um dos diferentes cromossomos (Z e W) possui
expressdo de genes especificos que caracterizam cada sexo (ELLEGREN, 2001).
Atualmente, os estudos do sistema ZW de determinagdo sexual sdo realizados a partir
de galinhas (Gallus gallus domesticus), a qual serve como modelo ideal para pesquisas
cientificas (ROSSETTI, 2016).

Podemos observar que os cromossomos sexuais de aves se encontram em
grande parte na forma de heterocromatina e apresentam fungdes genéticas
importantes para a formagdo das gbnadas na fase embrionaria (ROSSETTI, 2016).
Acredita-se que a maior parte de informagdes sexuais esta presente no cromossomo Z,
e poucos estudos apontam a funcionalidade do cromossomo W (WALDRIGUES, 1982).
Sendo assim, a definigdo sexual se daria através de uma dosagem de genes presentes
no cromossomo Z (ROSSETTI, 2016).

De certa forma, ainda ndao ha comprovacdes que explicam a diferenciacéao
sexual das aves, mesmo ja havendo estudos realizados com organismos tripldides,
assim como analises de transcriptomas, que indicam varios genes de influéncia
expressos pelo cromossomo W (JERONIMO, 2016). Experimentos produzindo
quimeras sexuais bilaterais de frango também ja foram realizados, a fim de
compreender o0 desenvolvimento e regulagcdo hormonal das aves. As aves
desenvolveram caracteristicas masculinas e femininas em diferentes lados do corpo,

além de apresentarem altos niveis de testosterona, porém pode-se afirmar que o
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desenvolvimento sexual dos individuos foi regulado autonomamente por cada célula
(MORRIS, et al., 2018).

1.3 DIMORFISMO SEXUAL EM ANIMAIS

Adicionalmente ao desenvolvimento dos cromossomos e sistemas de
determinagcdo sexual, surgiu o sistema de determinagcdo e dimorfismo sexual,
aprimorado pela selegao natural (VALENZUELA, 2009). O dimorfismo entre sexos pode
afetar diferentes espécies de formas distintas, fazendo com que a determinacao sexual
e as caracteristicas ligadas ao sexo apresentem causas geneticas e também
ambientais. Pode-se notar, também, a heterogeneidade em caracteristicas fenotipicas
(LOVICH, et al., 1990) e, até mesmo em respostas a variadas substancias (BECKER,
2016).

Na maioria das espécies, a morfologia € a mais afetada, de forma que os
diferentes sexos apresentam distingdes em tamanho corporal (LOVICH, et al., 1990;
MESQUITA, et al., 2010; MAROCHI, et al., 2016), massa corporal (GOMES, et al.,
2004), tamanho dos membros, coloragdo (REZENDE-PINTO, 2007; MESQUITA, et al.,
2010), assim como em estruturas corporais ligadas ao desempenho social de cada
sexo (AVELAR, 2007) e vocalizagdo (THOME, et al., 2007). Segundo Darwin, pode
haver até trimorfismo sexual entre os animais da mesma espécie, ou seja, uma especie
pode apresentar diferengas morfoldgicas entre os individuos, formando trés classes de
formas distintas (DARWIN, 1859).

Além do dicromatismo (diferenca de coloragcédo entre sexos) (PASTANA, et al.,
2017) e de estruturas genitais, cada espécie pode apresentar mais carateristicas
especificas de cada sexo, ou entdo, ndo apresentar nenhuma delas (AVELAR, 2007).
Segundo Darwin, a “selecao sexual” pode afetar os organismos da mesma espécie de
formas diferentes, apresentando ou nao essas especializagcdes fenotipicas (DARWIN,
1859).

A determinagdo de um embrido em seu estipulado sexo acontece como uma
cascata de informagdes geradas através de genes encontrados nos respectivos
cromossomos sexuais (VALENZUELA, 2009). Esse processo leva ao desenvolvimento

de caracteristicas exclusivas para cada sexo que, em alguns casos, como em certas
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aves, nao € perceptivel a olho nu, havendo entdo a necessidade de equipamentos e
técnicas para determinacdo sexual (MAGGI, 2017). O desenvolvimento dessas
caracteristicas especificas para cada sexo tem grande importancia para o desempenho
ecologico de cada individuo. Como a performance de machos e fémeas na natureza
pode ser desigual, caracteristicas morfoldégicas se aprimoraram para suprir essas
necessidades basicas (VAN DAMME et al.,, 2008). Alguns comportamentos como
habitos alimentares (MESQUITA, 2010) e padrdes sazonais (THOME, et al., 2007;
REZENDE-PINTO, 2007) fortaleceram o sucesso do dimorfismo sexual entre os
animais, assim como beneficiaram a reproducao de individuos com tais caracteristicas
(MESQUITA, et al., 2010).

1.4 DIMORFISMO SEXUAL EM AVES: IMPORTANCIA ECOLOGICA

Nas aves, o dimorfismo sexual pode aparecer de forma similar aos outros
animais (BRANISLAV, et al., 2010). Essas variagcdes morfoldgicas e fisioldgicas podem
causar diferengas no tamanho (KOHLRAUSCH, et al., 2003), coloragado, tipo da
plumagem (SHULTZ, et al., 2017) ou comportamento dos animais (SIMPSON, et al.,
2015). Padrbes que representam esta diferenga entre sexos ainda nao foram fixados,
porém na maior parte das aves, as diferengas se encontram em regides do corpo como
as areas dorsais, cabeca e peitoral (NEGRO, et al., 2018).

Para as aves, o dimorfismo sexual representa um fator muito importante
ecologicamente (DUNN, et al., 2001). Variagdes de coloragao ou brilho presente na
plumagem podem indicar um relacionamento de parentesco entre as aves, auxiliando
no reconhecimento entre os individuos (IGIC, et al., 2010). Cores mais atraentes em
machos também auxiliam no encontro de maior numero de parceiras, sendo que as
fémeas se sentem mais atraidas pelos machos com belas plumagens. Da mesma
forma, espécies monocromaticas geralmente apresentam apenas um parceiro fixo
(DUNN, et al., 2001).

Alguns comportamentos associados a cada sexo também podem influenciar no
desenvolvimento de caracteristicas morfolégicas proprias (KOHLRAUSCH, et al., 2003).
A migracdo de fémeas de Parulidae, por exemplo, € uma hipotese aceitavel para a

perda de sua coloragao vibrante. O trajeto feito por essas aves fez com que fémeas
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com coloracdo menos extravagante apresentassem maior sucesso e desempenho na
trajetéria (SIMPSON, et al, 2015). Portanto, fatores relacionados ao acasalamento e
sobrevivéncia sao de grande importancia para a evolugédo do dimorfismo sexual (DUNN,
et al., 2001).

A diferenca de tamanho corporal entre machos e fémeas também pode ser
explicada por seu comportamento social. Quando o cuidado parental é direcionado
para as fémeas, em algumas espécies, podemos observar o melhor desempenho em
casais que incluem machos menores (KOHLRAUSCH, et al., 2003). O tamanho
desigual entre os sexos também pode ser explicado pela capacidade de forrageamento
e agilidade para caca apresentado pelos machos, favorecendo a escolha das fémeas
por individuos com maior desempenho (VAN DAMME, et al., 2008). Aves que nao
apresentam padrdes de diferengcas sexuais normalmente desempenham
comportamentos especificos de cada sexo, auxiliando na comunicacdo e
relacionamento entre os animais da mesma espécie (IGIC, et al., 2010).

As aves também podem apresentar inversdao de papéis, acarretado pelas
diferentes pressdes realizadas em cada um dos sexos. Nesse caso, as fémeas estiao
envolvidas na competicdo de parceiros e, os machos responsaveis pelos cuidados
parentais. Em papagaios Eclectus roratus, por exemplo, podemos observar inversao na
diferenca das coloragdes, sendo explicadas por habitos sexuais especificos e sua
possivel selecdo sexual (HEINSOHN, et al., 2005).

Diversas espécies de aves apresentam dimorfismo sexual ndo visivel ao olho
humano (CUTHILL, et al., 1999). Como a capacidade visual das aves se difere dos
humanos, existem alguns padrées na plumagem que podem passar despercebidos
sem a utilizagdo de equipamentos especificos (BOWMAKER, 1980). Inumeras formas
de previsao sexual entre as aves com base no dimorfismo vém sendo utilizadas, como
0 uso de técnicas que envolvem a incidéncia de raios UV na plumagem (CUTHILL, et
al.,, 1999), decifrando variagcdes antes invisiveis a olho nu, ou entdo, sexagem
molecular (IGIC, et al., 2010). Adicionalmente, inumeras técnicas podem ser aplicadas
para a verificacdo de diferencas morfolégicas (REZENDE-PINTO, 2007), entre elas,
medi¢cdes corporais, como a morfometria geométrica, se mostraram eficazes

(MAROCHI, et al.,, 2016). Essas medigcbes podem auxiliar no reconhecimento do
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dimorfismo sexual nas mais variadas espécies, como caranguejos (MAROCHI, et al.,
2016), primatas (AVELAR, 2007), lagartos (REZENDE-PINTO, 2007), tartarugas
(LOVICH, et al., 1990), cobras (MESQUITA, et al., 2010), anfibios (THOME, et al.,
2007), peixes (SILVEIRA, et al., 2012), borboletas (COSTA, et al., 2013), assim como
em aves (KOHLRAUSCH, et al., 2003).

1.5 SEXAGEM EM ANIMAIS: IMPORTANCIA E METODOS

Com a evolugdo de novas tecnologias na ciéncia e a sofisticacdo de
equipamentos disponiveis, iniciou-se uma busca constante pela determinagdo da carga
genética em espermatozoide, buscando uma forma de distingdo e escolha do sexo na
producao de mamiferos de interesse econdmico, principalmente (LIMA, et al., 2019). A
caracterizagcdo de espermatozoides foi alcangada somente em 1981 onde, pela
primeira vez, foi possivel analisar o conteudo genético total do gameta, porém para que
a analise fosse possivel, era necessario que houvesse morte celular (GARNER, et al.,
2008).

Melhorias para a sexagem de gametas foram desenvolvidas, buscando nao
somente o avango cientifico, como o aumento do valor zootécnico animal (LIMA, et al.,
2019). JOHNSON, et al. (1987) notou em seu estudo uma leve diferengca entre o
conteudo total de DNA presente nos diferentes cromossomos. Os cromossomos
sexuais apresentam cerca de 3 a 4% de distingdo em seu tamanho, sendo o
cromossomo “Y” razoavelmente menor que o “X”, facilitando assim a separacdo dos
espermatozoides.

A fim de buscar novas condicdbes para conservagao da estrutura e
funcionalidade das células, foram desenvolvidas metodologias de centrifugacao
(BATISTA, et al., 2008) e citometria de fluxo, avangando para um nivel onde podemos
observar a separagdo do sémen pelas suas cargas genéticas, como se pode observar
em varios trabalhos realizados em diversas espécies de touros (SCOTT, 2014)
camundongos, caes, humanos (BATISTA, et al., 2008), javalis, carneiros, coelhos,
entre outros (GARNER, et al., 1983). A técnica € capaz de distinguir ndo somente os

cromossomos X e Y, como a diferenga nas proporgdes em que se encontram os
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cromossomos sexuais no material seminal das variadas subespécies (GARNER, et al.,
1983).

A citometria de fluxo consiste na emissdo de laser em células reprodutoras
masculinas enfileiradas e previamente preparadas com sondas fluorescentes. Essas
sondas sao capazes de marcar o material genético contido em seus nucleos e, como
foi anteriormente explicado, pela diferenca de cargas elétricas, separar
espermatozoides que contém o cromossomo “X” dos espermatozoides que contém o
cromossomo “Y” (SCOTT, 2014).

Ha ainda a utilizacdo da centrifugagdo em gradiente de densidade, que resulta
em diferentes camadas contendo o material espermatico do animal. Cada uma dessas
camadas contém espermatozoides com diferentes cargas cromossomais, facilitando
assim a separacdo do sémen por massa e densidade de cromossomos sexuais
(MOTHE, 2015).

Em um ambito imunoloégico, a utilizagdo de anticorpo monoclonal para proteinas
sexo-especifica de espermatozoides também € uma técnica usual, principalmente em
bovinos. Além dessa técnica produzir um resultado satisfatério, a motilidade e
qualidade dos espermatozoides submetidos a tal procedimento ndo sao alteradas. A
metodologia consiste na separagao de espermatozoides contendo cromossomo “X”
daqueles com cromossomo “Y”, através da afinidade entre o anticorpo conjugado,
ligado ao anticorpo sensivel ao antigeno, a uma coluna magnética. Para retirar as
células com antigeno sexo-especifico fixadas na coluna, realiza-se uma lavagem da
coluna magnética, utilizando tampao e ima (MATTA, 2003). Segundo a autora, 0 uso
da imunossexagem confere maior praticidade, menor custo e facilidade em
desenvolvimento a larga escala, quando comparado a citometria de fluxo. Em seu
trabalho, MATTA (2003) utilizou anticorpos monoclonais com especificidade para a
proteina HY, realizando sua separacao e posterior avaliacdo de todos os aspectos de
fertilidade. SOUZA (2003) também realizou a produg¢do de anticorpos monoclonais para
imunossexagem de esperma em camundongos e coelhos, mostrando resultados
satisfatérios para a mesma proteina de interesse (HY).

Desde animais de corte, até mesmo animais domésticos tém sido foco de

experimentos de determinagdo sexual. A definicho do sémen desses animais,
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mostrando sua carga genética, é de grande interesse para inumeras areas de comercio
e desenvolvimento (SILVA, et al., 2021). Para a zootecnia, a produgdao de certas
espécies com foco em apenas um dos sexos auxilia no manejo e tomada de decisoes,
principalmente quando se trata de animais de raca (OLIVEIRA, et al., 2014). Outro
aspecto de interesse é a conservacgao de animais selvagens (WILLHELM, 2014).
Atualmente, empresas ja apresentam técnicas para a separacdo do sémen,
voltada ao sexo de interesse, e posteriormente a criopreservagao do material para
venda (GARNER, et al., 2008). Segundo a revista BeefPoint (2010), o sémen com
apenas um sexo de bovinos, por exemplo, ja tem sido comercialmente distribuido a fim
de gerar filhotes com um percentual acima de 90% de chances de produgdo do sexo
desejado, utilizando como instrumento de separacgéao a citometria de fluxo.
Adicionalmente a separacdo dos espermatozoides, existem ainda formas de
distincdo do sexo fetal, como exames de PCR (Reag¢dao em Cadeia da Polimerase) do
material genético do feto livre no plasma, amplificando o DNA do feto e posteriormente

avaliando genes especificos de cada sexo (CRUZ, et al., 2010).

1.6 SEXAGEM EM AVES: IMPORTANCIA E METODOS

O Brasil pertence ao territoério conhecido por ser o “Continente das aves”, com
um abundante numero de espécies, assim como Coldmbia e Peru. Na dultima
atualizacdo da lista de aves brasileiras, feita em 2015 pelo Comité Brasileiro de
Registros Ornitolégicos (CBRO), foi verificado que o Brasil detém 1919 espécies de
aves, sendo essas de origem brasileiras, visitantes ou de ocorréncia pontual/acidental
(PIACENTINI, et al., 2015). Entretanto, por mais que haja uma grande quantidade de
aves e espécies, muitas delas se encontram em ameaga de extingéo.

Assim como para diversos outros animais em extingdo, a criagdo de aves em
cativeiro, devidamente autorizada e legalizada pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), vem sendo cada vez mais
motivada, evitando trafico ilegal e preservando as espécies. Nesse cenario, fica
explicita a importancia da sexagem nesses organismos, auxiliando ndo somente os
criadouros, como também no comércio legal de avicultura, tendo em vista que as aves

muitas vezes nao apresentam dimorfismo sexual (VIEIRA, et al., 2009).
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Essa auséncia de caracteristicas fenotipicas que muitas aves apresentam nao
somente na fase imatura, quanto também depois de adultos, dificulta a diferenciagcao
entre machos e fémeas. Diante desta problematica, técnicas de sexagens baseadas na
extragdo de DNA de uma amostra sanguinea ou um par de penas (CERIT, et al., 2007),
hibridizando ou promovendo uma PCR se tornaram as mais comuns e utilizadas para
diversas espécies de aves (STEINER, et al., 2016).

Além da analise do DNA, outras técnicas como a laparoscopia, realizada através
de uma fissura no abdémen e a introducdo de um endoscopio para a visualizagdo dos
orgaos sexuais (ou sexagem cirurgica), e a citogenética, foram desenvolvidas e
utilizadas desde meados dos anos 80, ainda que muitos criadouros sejam resistentes
em relagdo ao uso da técnica cirurgica (RASO, et al., 2004), em virtude dos problemas
resultantes da cirurgia invasiva. Por isso, a técnica de PCR se qualificou por ser facil,
rapida e, ainda, com reduzidos problemas ou riscos biolégicos que outras praticas
poderiam ocasionar (CERIT, et al.,, 2007). O procedimento se baseia na ligagao de
primers aos genes CHD (Chromo Helicase DNA-binding gene) dos cromossomos
distintos, ou seja, o CHD-W e o CHD-Z, amplificando-os. Depois de amplificados, se
utiliza um gel de agarose para correr as amostras, de forma que os machos iréo
apresentar apenas uma banda correspondente a CHD-Z e as fémeas apresentarao
duas bandas, uma representando o gene CHD-Z (assim como no macho) e uma
adicional apresentando o gene CHD-W (JERONIMO, 2016) (figura 2).
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Figura 2 — (A) - Alelos CHD1 (Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 1)
presentes nos cromossomos sexuais de aves. (B) - Comportamento de bandas encontradas
em gel de eletroforese, utilizando primers P2 e P8 para fragmentos CHD-Z e CHD-W (adaptada
de JERONIMO, 2016).

Diferentes técnicas e procedimentos vém sendo desenvolvidos ao passar dos
anos, em busca de facilidade, rapidez e exatiddo na sexagem de aves (GRANDO,
2002). Em 2001, TERANISHI et al. (2001), utilizando a espécie Gallus gallus
domesticus, notou a presenca de hipermetilacdo na regido MHM (male
hypermethylated region), localizada nos cromossomos Z do macho de galinha,
enquanto a mesma regido do unico cromossomo Z da fémea se apresentava menos
metilada. Essa regido do cromossomo sexual esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento sexual das aves (JERONIMO, 2016) e é caracterizada pela repeticao
de sequéncias Bam HI (responsavel pela geracao de sitios de restricdo para enzimas
de restricdo) (TERANISHI, et al., 2001). Para analise comparativa utilizando a regiéo
MHM, utilizam-se enzimas de restricdo sensiveis a metilagéo, que ndo séo capazes de
clivar residuos metilados de citosina, deixando o DNA metilado intacto, seguido por um
processo de PCR, e verificagdo em gel de agarose. No gel, serdo formados diferentes
padrdes de bandas (figura 3), as quais representam a distingdo entre machos e fémeas.

Atualmente, uma nova técnica de amplificacdo de regides especificas do DNA,
denominada “Loop- Mediated Isothermal Amplification” (Amplificacdo isotérmica

mediada por loop) (LAMP), apresentou maiores vantagens para identificagdo e analise
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com maior rapidez sem a utilizacdo de equipamentos muito especificos. Essa técnica
utiliza um conjunto de 4 primers internos e externos, capazes de, com o controle de
temperatura, gerar um loop com grande quantidade de amplificacbes da molécula-alvo
do DNA (KANCHANAPHUM, 2018). Trata-se de uma metodologia que utiliza pares de
primers especificos assim como o PCR, porém nao ha a necessidade da utilizacao de
equipamentos como os termocicladores e, além disso, € possivel analisar o resultado
final a olho nu, através da precipitacdo do material desejado (KANCHANAPHUM, 2018).
Apesar de apresentar tais vantagens, essa metodologia revelou resultados inferiores na
utilizacao para realizacdo de sexagem de aves comparada ao PCR, o que pode ser
explicado pelo desenho inadequado dos primers utilizados em cada estudo
(ANGGRAENI, 20118; NATALLIA, 2018).

Além de todos esses processos, ainda é possivel realizar o sequenciamento
genético dos animais, seguido de analises por programas computacionais. Essa
metodologia tem o intuito de entender e avaliar as interagbes genéticas ocorridas na
regidao MHM e sua influéncia na sexualizagdo das aves (JERONIMO, 2016). Entretanto,

essas técnicas envolvem equipamentos mais sofisticados e dispendiosos.
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Figura 3 - Padrdo de bandas da regido MHM encontrado através de eletroforese em gel,
utilizando diferentes enzimas de restricdo: Hpall, McrBC e Mapl. F. fémea. M: macho. C:
controle (adaptada de JERONIMO, 2016).
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DIAS, et al., (2006) da Universidade de Sao Paulo, apresentou um método de
sexagem através do uso de radioimunoensaio (RIA) em amostras de excrec¢éo cloacal
de aves. Utilizando técnicas e estudos enddcrinos correspondentes aos diferentes
sexos, ele avaliou quantitativamente a presenca de hormdnios estrégenos e
androgenos. Tendo em vista que esses horménios sdo responsaveis pela maturagao
sexual da ave, esse experimento foi realizado em organismos adultos, o que pode ser
um empecilho para a sexagem em filhotes. Outro impasse para essa técnica € a
dificuldade de sexagem em larga escala, visto que cada individuo deve ser
acompanhado individualmente por certo periodo de tempo para a coleta de suas
amostras (DIAS, et al., 2006).

Um método n&o-invasivo e de precisdo é a tomografia por ressonancia
magnética. Baseada na produgdo de imagens para diagnosticos de alta resolugéo,
essa técnica se fundamenta na emissao de radiagdo com baixas frequéncias, sendo
mais segura e eficaz quando comparado ao raio-x, por exemplo (JUNIOR, et al., 2001).
Para o procedimento, € necessario que haja alguma contengcdo para as aves, seja
fisica ou farmacoldgica, o que pode levar a alguns efeitos perigosos, como a hipotermia.
Outra problematica, como na técnica anterior, € a impossibilidade de sexagem em
organismos imaturos (GRANDO, 2002) e em larga escala, além de ser uma pratica
economicamente inviavel.

A andlise de células sanguineas de amostras da polpa da pena através de
imagens espectroscopica de infravermelho, utilizando espectrdmetro acoplado a um
microscopio infravermelho e um detector, foi um avango realizado somente em 2015.
Para esta analise, as imagens obtidas das células da polpa da pena em suspenséo,
foram avaliadas para diferenciagdo sexual. Buscando variacdes proteicas ou mesmo
gendmicas evidentes em tais células, o uso dessa técnica indicou distingdo entre as
células dos sexos opostos. Dessa forma, o estudo afirmou que os machos continham
uma maior taxa de proteinas e acidos nucleicos presentes, o que permitia a
diferenciagdo das células de sexualidades distintas. Pela presengca de dois
cromossomos Z nos machos, ha um aumento na produgido proteica e,

consequentemente as células sanguineas apresentam maior teor de hemoglobina e
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hematdcrito (STEINER, 2016). Ainda assim, a técnica exige o uso de equipamentos

caros e sofisticados.

1.7 PROTEINAS DE MEMBRANA E SEXAGEM

A imunossexagem, além de ser uma técnica muito estudada por diversos
pesquisadores, desenvolveu-se de forma eficiente e facil depois da descoberta dos
anticorpos monoclonais (MATTA, 2003). A metodologia consiste em analise
imunologica das proteinas de membrana de células, como por exemplo, o0s
espermatozoides (BRITO, et al., 2018). As proteinas identificadas devem se apresentar
apenas em individuos de um dos sexos (LIMA, 2007). Um exemplo de proteina de
membrana especifica a uma determinada classe de individuos € o sistema sanguineo

ABO em humanos.

1.7.1 Um exemplo de proteinas de membrana em células sanguineas de
mamiferos: sistema ABO

O sistema sanguineo ABO corresponde ao principal grupo proteico observado
por Karl Landsteiner em cerca de 1900 e, até hoje é o mais utilizado para a distingao de
caracteristicas de células do sangue. Este sistema esta relacionado diretamente a
presenca ou nao de antigenos ou epitopos que sao provenientes de genes
encontrados no locus ABO, no brago longo do cromossomo 9 (BATISSOCO, et al.,
2003). Esses antigenos sao constituidos por grande variabilidade génica, apresentando
diferentes proteinas e/ou glicoproteinas na superficie das células (ARRUDA, et al.,
2013). Essas caracteristicas celulares sao residuos terminais presentes em hidratos de
carbono na membrana celular, ndo somente de hemacias, como também de diversos
outros tipos celulares presentes no sangue (BATISSOCO, et al., 2003).

O locus ABO é responsavel pelos quatro tipos de sangue: A, B, AB e O, onde o
individuo com sangue A apresenta a glicoproteina aglutinogénio ou antigeno A nas
células sanguineas e aglutinina ou anticorpo anti-B presente no plasma; o grupo B
contém aglutinogénio B (celular) e aglutinina anti-A no plasma; pessoas que

apresentam caracteristicas AB apresentam aglutinogénio A e B e nenhum tipo de
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aglutinina; ja individuos tipo O nao apresentam nenhum aglutinogénio, porém
apresentam os dois tipos de aglutinina no plasma: anti-A e anti-B (FRIDMAN, 2012).

O processo génico para a presenga ou auséncia desses antigenos baseia-se em
uma relagéo de alelos muiltiplos, sendo eles: A ou IA, B ou IB e O ou i (FRIDMAN, 2012;
BATISSOCO, et al., 2003). Essa caracteristica de proteina de membrana celular foi
estudada e classificada como sendo de alta conservagao entre mamiferos ao longo da
evolucao (BATISSOCO, et al., 2003).

Para transfusbes de sangue, ha a necessidade de averiguacédo do tipo
sanguineo do receptor, evitando assim uma possivel rejeicdo ocasionada por doadores
incompativeis, e comprometendo a vida do paciente (FERREIRA, et al., 2008). Os
testes sado realizados, em sua maioria, com a utilizacdo de soros contendo anticorpos
anti-A/B, para assim visualizar a possivel aglutinagdo na amostra, obtida através da
reagcao antigeno-anticorpo, que forma pequenas massas aglomeradas de eritrécitos
(GUERRA, et al., 2007).

1.7.2 Uso de proteinas de membrana para sexagem de animais

Com intuito de aprimorar as técnicas de sexagens, SOUZA (2003) buscou
identificar proteinas de membrana sexo-especificas e desenvolver anticorpos
monoclonais que fossem capazes de identifica-las.

A principio, foram utilizadas células leucocitarias de equinos para produgao de
anticorpos monoclonais que se aplicariam as células espermaticas, buscando
identificar e selecionar os espermatozoides conforme sua carga genética (X ou Y).
Levando como base o antigeno HY, o autor investigou a eficiéncia de anticorpos
produzidos sobre 50% da populagdo de espermatozoides em um ejaculado (a
porcentagem correspondente a porgdo de células masculinas) (SOUZA, 2003).
Inicialmente foram coletadas amostras sanguineas de equinos dos dois sexos, que
foram purificadas até se obter apenas os leucocitos. Utilizando detergente e tampéao
PBS, a amostra foi reservada por um certo periodo de tempo e entdo ultracentrifugada
para que houvesse a separagao das proteinas de membrana do restante do conteudo.
SOUZA (2003) utilizou a metodologia de Bradford (ZAIA, et al., 1998) para a

quantificacdo proteica de suas amostras obtidas. Esse método baseia-se na utilizagao
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de um corante capaz de interagir com proteinas de alto peso molecular, provocando
certo desequilibrio nas caracteristicas do corante, o que pode ser observado através de
espectrofotometro a 595 nm (ZAIA, et al., 1998).

Apos todo processamento das proteinas, essas foram preparadas e diluidas em
tampao para separa-las em géis de poliacrilamida SDS-PAGE a 12%. Apds o processo
de eletroforese, o gel foi devidamente preparado (com corantes) e transformado em
imagens para ser analisado por programa computacional de analises comparativas
(SOUZA, 2003).

O resultado analisado do gel revelou trés bandas distintas, relatando a presenca
de trés proteinas distintas para os sexos. As duas primeiras tratavam-se de antigenos
encontrados nas amostras masculinas e, apresentavam peso molecular de 68 e 46 kDa.
Ja a terceira apresentou-se no gel de fémeas, mostrando a presenga de uma proteina
de 35 kDa. Isso revela que ha uma diferenca entre proteinas de membrana dos
leucdcitos entre fémeas e machos da mesma espécie (SOUZA, 2003).

Depois de todo o procedimento, SOUZA (2003) extraiu esses antigenos dos géis
para seguir com o procedimento de imunizagdo dos animais e posterior produgéo dos
anticorpos de interesse. Apos diversos testes, o autor obteve uma resposta positiva
para a producgao do anticorpo e sua utilizagdo na sexagem. Ainda no mesmo trabalho,
o autor apresentou a producéo de células fusionadas, ou seja, uma fusdo de células de
mieloma com esplendcitos, a fim de produzir hibridos capazes de gerar anticorpos
particulares para o antigeno em questdo. A partir dessas células, a produgcdo de
anticorpos seria escalonada, fazendo com que nao houvesse a necessidade de
utilizacdo de animais.

Trabalhos semelhantes, como o de MATTA (2003) e Van TILBURG, et al. (2006),
reforcam a eficiéncia e facilidade da imunossexagem do conteudo seminal em
mamiferos, destacando novamente a presenga de proteinas macho especificas. Nao
ha, entretanto, descricdo de utilizagdo deste tipo de abordagem para sexagem de aves.
Diante deste cenario, e considerando a importancia econémica e ecolégica da
sexagem de aves, o presente trabalho busca analisar o uso de proteinas sexo-
especificas de membrana de células do sangue para o desenvolvimento de

metodologias baratas e rapidas de sexagem de aves.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Identificar proteinas sexo-especificas de membrana de células sanguineas de

Gallus gallus, e analisar a possibilidade de seu uso para sexagem de aves.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar, com uso de ferramentas de bioinformatica, a presenga de possiveis
proteinas de membrana provenientes do cromossomo W de galinha (Gallus
gallus);

b) Eleger uma ou mais proteinas identificadas para futuras analises de seu
potencial para sexagem;

c) Desenhar primers para futuros testes de RT-PCR, para verificar a presenga do
MmRNA da proteina em questdo nas células de sangue de aves (galinha) de
ambos 0s sexos;

d) Analisar o grau de conservacao, utilizando ferramentas de bioinformatica, do(s)

gene/proteina(s) de interesse da galinha em relacéo a demais espécies de aves.
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3. JUSTIFICATIVA

A sexagem de aves ainda é uma problematica no contexto aviario atual,
dificultando o comércio e manejo de muitas espécies. Atualmente, a sexagem de aves
é realizada apenas seguindo o método molecular, uma técnica que fornece resultados
rapidos, porém nao imediatos, e exige a utilizagdo de reagentes e equipamentos
relativamente caros. Buscando auxiliar na sexagem de forma mais eficaz e rapida, a
utilizacdo de anticorpos monoclonais tem sido promissora nos ultimos anos, conforme
relatado em trabalhos ja realizados em inumeros animais (SOUZA, 2003; MATTA, 2003;
GARNER, et al., 2008), entretanto ainda nao foi relatado para aves. A produgao de um
potencial kit contendo anticorpo monoclonal especifico para fémeas, fixado em um
papel de cromatografia, traria um auxilio para criadores de aves com finalidade
econdmica ou ecoldgica, e poderia ser utilizado como teste rapido em trabalhos de
campo realizados por pesquisadores, analisando instantaneamente a diferenca sexual
em ninhadas, de forma simples e eficaz. Desta maneira, faz-se necessario o estudo de
proteinas de membrana sexo-especificas, que s&do encontradas em amostras de

sangue de aves, e podem ser utilizadas como base para testes de imunossexagem.
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4. METODOLOGIA

4.1 IDENTIFICACAO IN SILICO DE POTENCIAIS PROTEINAS DE
MEMBRANA COM GENES LOCALIZADOS NO CROMOSSOMO W DE GALLUS
GALLUS

Utilizando recursos disponiveis na web, especialmente a plataforma Ensembl
(www.ensembl.org/), foi realizada uma busca por proteinas de membrana do
cromossomo W da galinha. Esta plataforma contém uma grande variedade de
informacgdes de diversas espécies em seus bancos de dados, atualizados anualmente

(ZERBINO et al., 2018), e esta disponivel gratuitamente online.

4.1.1 Levantamento de genes potenciais no cromossomo W utilizando o
Ensembl

Na pagina inicial do Ensembl (figura 4A), foi realizada a selegdo da espécie de
interesse: “chicken”, na caixa disponibilizada, no canto esquerdo da tela. A plataforma
entdo carregou uma nova pagina com algumas informagbes sobre a espécie

selecionada (figura 4B).
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Figura 4: A) Pagina inicial do Ensembl. A seta preta indica o local para escolha da
espécie de interesse. A seta vermelha indica o link para a plataforma BioMart. B) Informacoes
gerais disponiveis sobre “Chickens” (G. Gallus), na plataforma Ensembl. A seta preta indica o

link para a visualizacao de informacgdes do cariétipo da espécie.

Apos clicar em “View karyotype” (figura 4B), ao centro da tela, abaixo da imagem
ilustrativa de diferentes cromossomos, foi carregada uma ilustragdo dos cromossomos
presentes na espécie de interesse. Ao clicar sobre o cromossomo de estudo (no caso,
o cromossomo W), a pagina foi direcionada a um resumo do cromossomo
(“Chromosome summary”). Nesta nova pagina gerada, obteve-se a visdo geral do

cromossomo (ver Resultados).

4.1.2 Utilizando filiros para analise de regides codificadoras de proteinas
transmembranares

Na pagina inicial da plataforma Ensembl (figura 4A), foi selecionada a opg¢ao
‘BioMart” na regiao superior da tela. A ferramenta BioMart (figura 5) permite a extragao

de dados com a utilizagao de filtros e atributos, de facil navegacéo.
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Figura 5: A) Pagina inicial da ferramenta BioMart, disponibilizada no site da plataforma

Ensembl. Seta vermelha indica a sessdo de banco de dados disponiveis pela plataforma. A
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seta preta sinaliza a caixa de escolha de banco de dados. B) Escolha do banco de dados
(“Dataset”) em “Choose database”. A seta vermelha indica a caixa onde deve ser escolhida a
opcao “Ensembl genes 104°. Seta preta aponta a caixa onde deve ser escolhida a opcao
“Chicken genes (GRCg6a)” C) Escolha dos filtros (“Filters”). A seta vermelha mostra a sesséo
“Filters” onde encontramos os filtros disponiveis. Seta preta indica as opgdes relacionadas a
regido de interesse da proteina. A seta azul aponta para o cromossomo W, no quadro de
opgdes cromossdmicas. D) Escolha dos atributos (“Attributes”). A seta vermelha aponta para a
sessao “PROTEIN DOMAINS AND FAMILIES’. A seta preta, indica a opgao “Only” em “With
Transmembrane helices” E) Escolha de mais fun¢des relacionadas aos atributos (“Attributes”).
A seta vermelha aponta para a sessao de fungdes de atributos. A seta preta indica a opcgao
“Gene stable ID”. A seta azul indica a opcao “Transcript stable ID”. A seta verde indica a opcgao
“Protein stable ID”. F) Resultados obtidos na analise. A seta vermelha aponta para o link dos
resultados obtidos pela plataforma. Seta preta indica a primeira coluna da tabela de resultados,
“Gene stable ID”. G) Informacbes dos genes e transcritos obtidos pela ferramenta BioMart. A
seta vermelha aponta para a janela de informacdes sobre o gene estudado. Seta preta aponta

para a janela de informagdes sobre o transcrito do gene estudado.

Para a busca, foram utilizados os bancos de dados “Ensembl genes 104” (na
opcao “Choose database”) (figura 5A) e “Chicken genes (GRCg6a)” (na opgao “Choose
dataset”) (figura 5B). Ap6s o carregamento dos dados, foram escolhidos os seguintes
filtros: para a opg¢do “Region” foi selecionado o filtro “Chromosome/scaffold W” (figura
5C); na opcao “PROTEIN DOMAINS AND FAMILIES’ em “Limit to genes...”, foi
selecionado o filtro “With Transmembrane helices: Only” (figura 5D).

Por fim, foram selecionados os seguintes atributos (“Aftributes”): “Gene stable
ID”, “Transcript stable ID” e “Protein stable ID” (figura 5E). Apos a selegao desses filtros,
foi selecionada a opgao “Results” (figura 5F), para extragdo dos dados.

A plataforma gerou como resultado, uma tabela com trés colunas (figura 5F). Na
primeira coluna, denominada “Gene stable ID”, ao clicar sobre o link disponivel, houve
direcionamento para as informagdes dos genes de cada resultado obtido. O mesmo
pode ser feito para os transcritos (“Transcript stable ID”) e proteinas (“Protein stable

ID”). Na pagina de cada gene (figura 5G) pode-se obter varias informacdes sobre o
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gene e seu transcrito, navegando pelas abas denominadas “Gene” e “Trans” (figura

5G), respectivamente.

4.2 ANALISES IN SILICO DOS GENES/PROTEINAS DE INTERESSE

4.2.1 Analise e alinhamento das proteinas de interesse pela plataforma Ensembl

Em seguida, com os resultados obtidos pelas analises descritos no topico 4.1.2,
foi iniciada analise sobre as duas proteinas encontradas, utilizando a aba “Trans” na
pagina mencionada no item anterior (figura 6A). Na opc¢ao “Summary” foram analisadas
a descricdo, localizagdo e o gene responsavel pelos transcritos em questao.
Navegando pelo menu a esquerda (figura 6A), foi possivel conseguir informagdes sobre
as sequéncias de exons, cDNA e proteinas, bem como obter dados sobre estrutura
proteica e variantes. Por exemplo, no topico “Sequence”, ao clicar na opgao “Exons”,
podemos observar a sequéncia proteica previamente desmembrada entre os exons e
introns existentes.

Ao clicar na opgéo “Protein”, houve direcionamento para o sequenciamento da
proteina de interesse. A nova pagina gerada (figura 6B) apresentou a sequéncia
proteica e um botdo com a opgao “BLAST this sequence”, que direciona o usuario a
pagina de BLAST do Ensembl (figura 6C).
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Figura 6: A) Informagdes dos transcritos dos genes encontrados. A seta preta aponta
para o tépico “Summary” do transcrito em questao. A seta vermelha indica o link para a pagina
da plataforma UniProt, com as informacdes proteicas relevantes. B) Resultado contendo
sequéncia proteica de interesse. A seta preta aponta para o topico “Protein”, para obtengao da
sequéncia proteica. A seta vermelha indica a opg¢ao “BLAST this sequence”, para analises de
homologias da sequéncia estudada. C) Tela inicial da ferramenta BLAST, disponibilizada na
plataforma Ensembl. A seta preta aponta para a opcado “Protein database” da ferramenta
BLAST. D) Regido inferior da tela inicial da ferramenta BLAST. A seta preta indica a opgéo
“Run’ da ferramenta BLAST.

Para as analises de BLAST, a opgao “Protein database” foi escolhida (“Search
against”) e todos os demais parametros foram mantidos de acordo com a configuragao

disponibilizada pela plataforma seguido de clique na opc¢ao “Run’ (figura 6D).

4.2.2 Analise das regides transmembranares, utilizando a ferramenta Phobius
Apos obtidas as sequéncias das proteinas de interesse, foi utilizada a
ferramenta Phobius, disponivel no site <www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/phobius/>, online,
gratuitamente, com o intuito de avaliar as regides transmembranares, nao
citoplasmaticas e citoplasmaticas de cada proteina, utilizando sua sequéncia de
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aminoacidos. No quadro 1 da pagina inicial da plataforma, intitulado “STEP 1 - Enter
your input sequence” (figura 7A), foi inserida a sequéncia da proteina de interesse,
mantendo os demais quadros sem alteragdes, seguido de clique na opg¢ao “Submit’ , na

regido inferior da pagina (figura 7B).

wep senices | Help & Documentation | Biowiormatees Tools FAQ |

prediction of tran?embrane topology and signal peptides

Phobius 15 a program for prediction of tragaifembirane topology and signal peptide:

m the ammno acxd sequence of a prolen

STEP 1 - Enfer your input sequence

Enter or paste & PROTEIN sequence in any supparted formal

B Inp Ul wen services. Help & Documentabon | Bloinformatics. Tools FAC = snare
Ente

 or paste @ PROTEIN sequence in any supported format

O uploas a file: [ Escoinar Arquivo | Nenhum arquwva excolhido Use a example sequence | Clear sequence | See more example nputs

STEP 2 - Sef your Parameters.

Output Format

Long with Graphics

STEP 3 - Sul your job
Be noife it email (Tick this box if you wan to be notified by email when the resulls are availabie)

Figura 7: A) Tela inicial da ferramenta Phobius. A seta indica o quadro 1: “STEP 1 -
Enter your input sequence”. B) Regiao inferior da tela inicial da ferramenta Phobius.). A seta

indica a opgao “Submit’ presente na ferramenta Phobius.

4.2.3 Levantamento de genes codificantes de proteinas potenciais através da
literatura

Com o intuito de aumentar a gama de potenciais proteinas de interesse, foi
realizada uma busca na literatura. Buscou-se por genes/proteinas com baixa homologia
de sequéncia em outros cromossomos, especialmente o cromossomo Z, além de
genes/proteinas que possuem expressao diferencial em fémeas. Foram utilizados
especialmente os artigos de AYERS et al. (2013a) e HIRTS et al. (2017). Ao final desta
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busca, identificamos 9 principais genes/proteinas que apresentavam critérios positivos
para o presente estudo (ver resultados).

A busca se baseou na procura por genes/proteinas preferencialmente expressos
em individuos fémeas de G. gallus. No trabalho de AYERS et al. (2013a), ha uma
listagem dos principais genes expressos em fémeas de galinha, assim como analises
de expressao genética, em diferentes estagios do desenvolvimento das gbnadas. Além
dessa lista (tabela 1 do artigo de AYERS et al. (2013a)), os autores ainda trazem uma
vasta revisdo sobre o assunto.

Para encontrar as proteinas citadas em ambos trabalhos, foi utilizada a
plataforma UniProt (<www.uniprot.org>) onde, em sua pagina inicial, foi inserido o
nome do gene/proteina mais a palavra “gallus” na caixa de pesquisa, seguido de clique
no botédo “Search” (indicado na figura 8A). O usuario é direcionado a uma nova pagina,
contendo uma lista de resultados (figura 8B). Nessa lista, foi selecionado o cdédigo
disponivel para cada sequéncia (primeira coluna, indicada na figura 8B), e a plataforma
carregou uma nova pagina contendo as informagdes de cada gene/proteina (figura 9).
Esses genes foram escolhidos para analises adicionais pois apresentaram transcritos
ativos com caracteristicas de interesse, detalhados na tabela 1 (em resultados), como
baixa homologia de sequéncia com genes de outros cromossomos e presenca de

dominio transmembrana.
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O Q3mMmMY7 Q3MMY7_CHICK HINTW HINTW Gallus gallus (Chicken) 82
O Q3MMYs Q3MMY5_CHICK HINTW HINTW Gallus gallus (Chicken) 82

Figura 8: A) Pagina inicial da plataforma Uniprot. A seta preta indica a caixa de

pesquisa da pagina inicial da plataforma UniProt. A seta vermelha aponta para o botao “Search
de pesquisa da plataforma. B) Lista de resultados obtidos na plataforma UniProt. A seta indica

o link que direciona a nova pagina de informacdes proteicas.

4.3 AVALIACAO DAS PROTEINAS DE INTERESSE PELA PLATAFORMA
UNIPROT

Através da pagina inicial do Ensembl, foi possivel direcionar a analise das
proteinas para a plataforma UniProt, ao escolher a opgao “UniProt Match” (figura 6A).
Na opgao “Function” (figura 9A) foi possivel obter informagdes sobre a fungao
molecular e biolégica das proteinas. A plataforma também descreve outras
caracteristicas das proteinas, como localizagédo celular (“Subcellular location™) (figura
9B), expressao tecidual (“Expression”), estrutura (“Structure”) e interacao (“Interaction”)
(figura 9C), assim como sua sequéncia em formato FASTA (“Sequence”) (figura 9D).

Nessa plataforma, foi realizado um BLAST para cada uma das 11 proteinas
selecionadas para estudo, contra os bancos de dados de galinha e demais espécies
disponiveis. Para tanto, foi selecionada a ferramenta “BLAST" disponivel na pagina

principal de cada proteina, e foi utilizada a opgao “Go”, presente ao lado direito de cada
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sequéncia (figura 9D). Essa busca direcionou para uma nova pagina contendo os
parametros para realizacdo do alinhamento (figura 9E). Foram mantidos os parametros
sugeridos pela plataforma, conforme figura 9E, e o alinhamento foi realizado (“Run
BLAST”). Como resultado dessa busca, foi obtida uma listagem de sequéncias
homologas (figura 9F) e suas respectivas informacgdes, incluindo, além de Gallus gallus,
resultados de homologias com outras espécies de aves para cada uma das proteinas

de interesse.
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Figura 9: A) Tela inicial da plataforma UniProt, com informagdes proteicas. A seta
indica a sessado “Function” disponibilizada pela plataforma UniProt. B) Informagdes de
localizagdo subcelular das proteinas, disponibilizada pela UniProt. A seta preta aponta para o
tépico “Subcellular location”, ainda na pagina inicial das informacdes proteicas. A seta vermelha
indica as informacbes de localizacdo celular da proteina em questdo. C) Informagbes de
expressao, interacdo e estrutura proteica, disponibilizada pela UniProt. A seta preta aponta
para a sessao de informacodes referente a expressao proteica. A seta vermelha indica a sessao
de informacbes sobre interagdes proteicas. Seta azul aponta para a sessdo de informagdes
sobre a estrutura proteica. D) Ferramenta BLAST, na tela inicial da plataforma UniProt. A seta
preta indica a sessao com informacbes da sequéncia proteica. A seta vermelha aponta para a
funcéo “Go” da ferramenta BLAST. E) Pagina inicial da ferramenta BLAST, disponibilizada pela
plataforma UniProt. A seta aponta para a opg¢ao “Run Blast’, para analise com a ferramenta
BLAST. F) Resultados obtidos pela ferramenta BLAST, utilizando a plataforma UniProt. A seta

indica a sessdo onde estao listados os alinhamentos apds a analise realizada pelo BLAST.

4.4 ANALISE DE HOMOLOGIA DO mRNA UTILIZANDO A PLATAFORMA NCBI
A plataforma do NCBI, disponibilizada pelo site:<www.ncbi.nlm.nih.gov>

gratuitamente, foi utilizada para analises de homologia das sequéncias de mRNA das
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11 proteinas de interesse. Para tanto, foi utilizada a ferramenta Gene
(<https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/>), que apresenta diversas informagdes dos genes.
Para a busca, foram utilizadas as identidades dos genes obtidas pela plataforma
Ensembl, conforme a figura 10. Primeiramente, foi escolhida a opg¢do “Location:..”
(figura 10A), seguida da opcao “NCBI’ na regiao inferior da tela. Ao clicar no link do
NCBI (figura 10A) pela plataforma Ensembl, foi carregada uma nova pagina, como
pode-se observar na figura 10B. Nessa nova tela, ao clicar sob a barra em cinza (figura
10B), pode-se observar uma caixa contendo as informagdes do gene em questéo.
Clicando no link do gene (figura 10B), o usuario é direcionado para a pagina inicial de
informacgdes gerais, disponibilizada pelo NCBI (figura 10C).

Em seguida, foram selecionados os links de cada sequéncia de mRNA na opgéo
“‘NCBI Reference Sequences (RefSeq)” (figura 10D) e, apds direcionamento para nova
pagina, foi realizado o download das sequéncias no formato FASTA através da
ferramenta “Send to” selecionando o item “File” na opcao “Choose Destination”,
seguido de “Create File” (figura 10E). Esse procedimento foi realizado para todas as 11

sequéncias de interesse.

4. Chicken (GRCg6a) ¥ ‘ Gere | Transcript Exonss chck an asoe 192000 iy, oe Over 9 s cataih
w4 Recion [ 4| Locnzsaned » [ || [(xm 02s1as081+] b o
»cation: W:1,840,623-1,896,773 5
Location: W:1.840,623-1,39%.773 CLu LIl ZNC0s1ss. QO | G & m EF I A Toolse | @Tracks = ¥ Downlosde & ¢+
Location-based displays Chromos b K T e s & [T a8 e K / T o et e e
romosome summary Geres, NCB 1lus gallus Annotation Helease 104, 2018-08-17 i0
Region in detail smmeinanims
=)- Comparative Genc chromasome MB25184505 1 ' &0 & HINTW

| Gene: H

d nuclectide binding protein W
Region it L Ny
I a a IG“!m kil l . '] I.llu m
lus| 839,400..1,696,965) o
Contigs 335‘403‘.1.535%_53-
C HINTW histidine triad nucleotide binding protein W [ Gallus gallus (chicken) ]
Gene ID: 395423, updated on 16-Apr-2021

= Summary

Symbol HINTW CONC
Full Name histidine triad nucleotide binding protein W
Primary source CGNC 49311
See related Ensembl ENSGALG00000035998
Gene type protein coding
RefSeq status VALIDATED
Organism  Gallus gallus
Lineage Eukaryota, Metazoa, Chordata; Craniata. Vertebrata. Euteleostomi; Archelosauria; Archosauria; Dinosauria, Saunschia, Theropoda; Coelurosauna; Aves.
Neognathae, Galioanserae; Galliformes; Phasianidae. Phasianinae; Gailus
Also known as  ASW. HIM, PKCIW, Wpkci, WPKCI-8; Wpkci-7
m Try the new Gene table
Try the new Transcript table

43



D) E)

NCBI Reference Sequences (RefSeq) Phomnn rnning
@® Complete Record

oding Sequences

(O Gene Feafyres

= Try the new Transcript table

7 RefSegs maintained independently of Annotated Genomes chooseafstination

@ File
These reference st independently of genome builds. Explain O Collections © Analysis Tool
MRNA and Prorein(s) Download 1 item.
Format
N— R— - [GenBank  ~
1. NM 204688.2 — NP 990019.1 histidine triad nucleotide binding protein W D
ow Gl O
See identical proteins and their annotated locations for NP 990019.1
| Create File

F)

Gallus gallus histidine triad nucleotide binding protein W (HINTW), mRNA

Customize view -
NCBI Reference Sequence: NM_204688 2
FASTA  Graphics V4
— Analyze th%quence -
Goto: [¥] Run BLAST
. Find regions of similarity between this sequence and other
Locus N_204688 1375 bp  mRNA  linesr VRT | saquences using BLAST Pick Primers
DEFINITION Gallus gallus histidine triad nucleotide binding protei
mRNA, Highlight Sequence Features
ACCESSION  NM_2@84683 XM_429243 Find in this S
VERSION N_204688.2 ina mies Sequence
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Gallus gallus fosmid J_AD-744C24, complele sequence Gallus gallus 310 310 19% Te-82 8550% 38281 AC2703821

Gallys gallus histidine triad nucleotide binding protain 2 (HINT2) mRNA Gallys gallus 306 306 41% Be-81 T227% 629 NM 2046891

Figura 10: A) Tela inicial de informagdes gerais dos genes de interesse e sua
localizagao, disponibilizada pela plataforma Ensembl. A seta preta aponta para a sesséo de
informagbes sobre a localizagdo do gene em analise. A seta vermelha indica o link que

direciona para uma nova pagina no NCBI com informagbes sobre o gene e sua localizagdo. B)
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Informacgbes gerais sobre estrutura e localizagao dos genes de interesse, disponibilizada pela
plataforma NCBI. A seta preta aponta para a barra cinza de informacbes sobre o gene
estudado. Seta vermelha indica o link que direciona para as informagdes sobre o gene na
pagina do NCBI. C) Informag¢des e descricdes sobre os genes de interesse, disponivel pelo
NCBI. D) Link de acesso as informacdoes de mRNA e proteinas provenientes dos genes de
interesse. A seta preta aponta para o tépico “NCBI Reference Sequences (RefSeq)’. A seta
vermelha indica o link que direciona para as informacées do mRNA de cada gene estudado. E)
Ferramenta para download da sequéncia de mRNA na pégina inicial de informacdes gerais dos
MRNA referentes aos genes estudados, disponibilizado pela plataforma NCBI. A seta preta
aponta para o botdo “Send to”. A seta vermelha indica o item “File” a ser selecionado. A seta
azul indica a opg¢éao “Create File” para download da sequéncia. F) Pagina inicial de informacdes
gerais dos mRNA referentes aos genes estudados, com destaque para a ferramenta BLAST,
ainda na plataforma NCBI. A seta indica a ferramenta “Run BLAST” disponibilizada pelo NCBI.
G) Tela inicial da ferramenta BLAST. A seta preta aponta para o quadro onde inserir a
sequéncia de estudo. A seta vermelha indica a caixa onde selecionar a opcao “Gallus gallus
(taxid:9031)". H) Regiao inferior da tela inicial da ferramenta BLAST. A seta preta indica a
opcao “Somewhat similar sequences (blastn)’ a selecionar. A seta vermelha aponta para o
botdo “BLAST”, para iniciar as analises. |) Resultados obtidos através da analise realizada pela
ferramenta BLAST, disponibilizada pelo NCBI. A seta aponta para o link de informagdes do

mRNA homélogo.

Ainda na pagina inicial das informacdes de cada mRNA no NCBI, foi utilizada a
ferramenta BLAST (“Run Blast’), disponibilizada em um quadro a direita da tela (figura
10F). Apos o direcionamento para a nova pagina (figura 10G), foram mantidos os
parametros da ferramenta, no entanto, foi escolhido o organismo modelo “Gallus gallus
(taxid:9031)”, no tépico “Choose Search Set’. Logo abaixo, foi selecionado a opgao
“Somewhat similar sequences (blastn)’, e entdo clicado no botdo “BLAST” para iniciar
as analises (figura 10H). Ao serem reconhecidas homologias de mRNA de diferentes
cromossomos (principalmente o cromossomo Z), a plataforma oferece um link de
acesso a sequéncia homoéloga (figura 10I). Os resultados do BLAST foram conferidos
através da nova pagina carregada (similar a pagina da figura 10E) com as informagdes

do mRNA homologo, onde foi realizado o download da sequéncia do mRNA, também
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em formato FASTA. Este procedimento foi realizado para todas as 11 sequéncias

estudadas.

4.5 DESENHO DE PRIMERS PARA FUTUROS TESTES DE RT-PCR

Na pagina do NCBI, na janela de informagdes dos mRNAs, encontra-se uma
ferramenta chamada “Pick primers”, disposta na regiao direita da tela (figura 11A). Ao
clicar na operagdo ocorre o direcionamento para uma nova pagina, onde ha a
ferramenta Primer-BLAST (figura 11B), que propde primers para eventuais

procedimentos de PCR da regido e interesse.
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Figura 11: A) Tela inicial de informacbes gerais dos mMRNA de estudo, com énfase na
ferramenta “Pick Primers”’. A seta indica a ferramenta “Pick Primers’. B) Ferramenta de
producado de pares de primers: “Primer-BLAST’, disponibilizada pela plataforma NCBI. A seta
indica o quadro onde incluir a sequéncia de analise. C) Regiado inferior da tela da tela inicial da
ferramenta “Primer-BLAST”. A seta preta aponta para a caixa onde escolher a opcao “Gallus

gallus (taxid:9031)". A seta vermelha indica o botao "Get Primers”, para dar inicio as analises.

Na caixa denominada “Enter accession, gi, or FASTA sequence”, pode-se inserir

a sequéncia do mRNA em formato FASTA, ou entdo, inserir seu respectivo cédigo,
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como mostra a figura 11B. Para dar continuidade na producédo dos primers, foram
mantidas as outras opg¢des de configuragdes no formato original, selecionando apenas
o organismo modelo: “Gallus gallus (taxid:9031)”, como demonstra a figura 11C.
Utilizando os parametros descritos, clicou-se no botdo "Get Primers” em azul na
regiao inferior da tela (figura 11C), e ocorreu o redirecionamento para uma nova pagina
com os resultados obtidos pela plataforma. A partir de entdo a plataforma produziu
pares de primers para cada amostra requerida. Esse processo foi realizado para cada
um dos mRNAs elegidos como potenciais para nosso estudo. Foram selecionados os
cinco primeiros pares de primers para cada sequéncia de mRNA, para testes

posteriores.

4.5.1 Teste RT-PCR in silico

Com as sequéncias de primers em maos, foi utilizada a mesma ferramenta de
Primer-BLAST disponibilizada no site do NCBI para a realizagao de um RT-PCR virtual.
Porém, desta vez foi preenchido o campo “Primers Parameters” com os pares de

primers obtidos no tépico anterior, conforme mostra a figura 12.
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Figura 12: Ferramenta de RT-PCR virtual, denominada “Primer-BLAST”, disponibilizada
pela plataforma NCBI. A seta preta aponta para a caixa onde incluir o primer 5 — 3'. A seta

vermelha indica a caixa onde incluir o primer reverso (3’ — 5').

Novamente, o organismo selecionado para analise foi “Gallus gallus (taxid:9031)”
ou, alternativamente, a opgao “birds (taxid:8782)" e entdo foi utilizado o botdo “Get
Primers” novamente. A plataforma gerou uma nova pagina contendo os resultados

obtidos para tal analise.

4.6 ANALISES IN SILICO DE CONSERVACAO DA REGIAO DE INTERESSE

Com auxilio de ferramentas disponibilizadas na plataforma Ensembl, foram
realizadas ainda analises do grau de conservagao das regides de interesse de diversas
aves, utilizando a galinha como referéncia, para verificar a viabilidade de uso desta
metodologia de sexagem em espécies diferentes.

Na pagina inicial de informacdes gerais do gene de interesse (figura 13A), na
coluna a esquerda da pagina, estdo disponiveis algumas opgdes, entre elas, a opg¢ao
“Comparative Genomics”, que apresenta uma ferramenta nomeada “Gene tree”. Ao

escolher essa opcéao, a plataforma gera uma figura (arvore filogenética) com todas as
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informagcdes de homologias existentes entre as diversas espécies conhecidas pelo
banco de dados.

Ainda no tépico “Comparative Genomics” (figura 13A), foi utilizada a fungéo
“Orthologues” (figura 13B) para andlise de ortologias entre os grupos de espécies.
Apods carregamento dos resultados para cada sequéncia de interesse (figura 13B), foi
escolhida a opg¢ao “Sauropsida (68 species) - Birds and Reptiles”, e entdo foi gerada
uma lista de espécies com seus respectivos genes ortdlogos, porcentagem de

identidade de sequéncia, links de acesso e pontuagdes para cada gene de interesse.
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Figura 13: A) Pagina inicial de informagdes sobre os genes de interesse,
disponibilizada pela plataforma Ensembl. A seta preta indica para o topico “Comparative
Genomics”. A seta vermelha aponta para a ferramenta “Gene tree”. B) Resultados obtidos da
ferramenta “Orthologues”, disponibilizada pelo Ensembl. A seta preta aponta para a ferramenta

“Orthologues”. A seta vermelha aponta para a sele¢do da opgéo “Sauropsida (68 species) -
Birds and Reptiles”.
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5. RESULTADOS

5.1. LEVANTAMENTO DE GENES/PROTEINAS DE POTENCIAL APLICACAO
PARA ENSAIOS DE SEXAGEM

5.1.1. Identificacdo de proteinas transmembrana pela Plataforma Ensembl
Utilizando ferramentas disponibilizadas pelo site Ensembl inicialmente buscou-se

identificar regides genéticas codificantes do cromossomo W para proteinas de

interesse.
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Figura 14: Visdo geral do cromossomo W obtido pela plataforma Ensembl.

A figura 14 mostra alguns aspectos gerais do cromossomo W, incluindo uma

quantificacdo de genes codificantes para proteinas. Na imagem, pode-se distinguir seis
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colunas: a esquerda, em preto, uma ilustracdo do cromossomo W; a segunda coluna,
em vermelho, representa genes de codificagao de proteinas; a terceira coluna, em azul,
revela alguns genes curtos n&o codificadores; a quarta coluna, em cinza, demonstra a
presengca de um pseudogene na regido; a quinta coluna, em vermelho, revela o
percentual de guaninas e citosinas, e em preto, suas regides de repeticdes; a sexta e
ultima coluna, representa o numero de variagbes que podemos encontrar em cada
gene descrito. O cromossomo dispde de 6.813.114 bps (pares de base), sendo
identificados 103 genes codificantes para proteinas. Além disso, apresenta 20 genes
nao codificantes e 20 genes curtos, também nao codificantes. Destaca-se, ainda, a
presenca de apenas um pseudogene (Ou seja, um gene que nao apresenta como
resultado, um produto funcional) e, cerca de 20.722 variagdes curtas entre todos os

genes descritos nas colunas.

5.1.2 Identificagao de proteinas transmembrana utilizando a ferramenta BioMart,
disponibilizada pelo Ensembl

Em seguida, a fim de restringir a quantidade de regides codificantes de proteinas
para estudo e analise detalhada, foi utilizada a ferramenta BioMart disponibilizada pelo
Ensembl, para uma busca por proteinas contendo porgbes transmembrana no

cromossomo W.
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Conjunto de dados
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Com identificacao (des) de ! 2991 | ENSGALG NSGALT00000044221 | ENSGALT00000044221.3
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Visao 10 v |linhas como |[HTML Apenas resultados exclusivos

Figura 15: Identificacdo de proteinas transmembranas localizadas no cromossomo W

de galinha, conforme analise realizada no Ensembl (BioMart).
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Foram identificados dois genes potenciais para a transcricdo de proteinas com
hélices transmembranares (figura 15): ENSGALG00000026991 (Disponivel em:<Gene:
ENSGALG00000026991 - Summary - Gallus_gallus - Ensembl genome browser 102>),
o qual iremos denominar gene 1, e ENSGALG00000047434 (Disponivel em:<Gene:
ENSGALG00000047434 - Summary - Gallus_gallus - Ensembl genome browser 102>),

que denominaremos gene 2.

Conforme informagbes extraidas do site Ensembl, a transcrigdo do gene 1
codifica uma proteina (ENSGALT00000044221.3), a qual chamaremos proteina 1,
denominada ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase  3-W,
localizada na regidao do cromossomo W: 6.537.641-6.548.025 em sua fita senso. Ja o
gene 2 codifica uma proteina (ENSGALT00000091635.1) sem nomenclatura na
plataforma, localizada no cromossomo W: 3.570.685-3.580.610, na fita antisenso, a
qual denominaremos proteina 2.

Ao analisar com detalhes o gene 1 (figura 16 A e B), ainda na plataforma
Ensembl, pode-se verificar que ele possui 10,38 kb, apresentando 4 éxons e 3 introns,
sendo transcrito em 1.707 pares de base, e codificando uma proteina de 568
aminoacidos, e possui ainda 234 alelos variantes.
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C)
METPWDWGHHNALECHSPLPIGYCPWQGVGMLMRRGLOLMPDCEEKWGCQTPMLTLRLCHCRD
SGAGRGHCVTPQDHRGEATQSCWEGTWARGGHTGGHHQGCRVEFEVPNGGDGGGTPAR
PGPSGORPVGGRLPTAMPTRRRLIPPEFSHRLPAVPAPSPSPLPPRPPPLHAAPRQPRRTRPAA
GPPPVMRNCKMVRVASVLGLVMVSIALLILSFISYISLKKDNIIGAPRAASPRGPRMYMFHAG
FRSQFALKFLDPSEVPITNLLGHELQDKPSKWVENRTAFTOQOKQEILQHVDVIKNESLTKNSV
RIGQLMHYDYSSHKYVESISNNFRSLLPDVSPILNKHYNVCAVVGNSGILTGSQCGQEIDKSD
FVFRCNFAPTEAFQKDVGRKINLTTENPSILEKYYNNLLTIQDRNNFFLSLKKLDGAIIWIPA
FFFHTSATVTRTLVDFEFVEHRGQLKVOLAWPGNIMOHVNRYWKNKHLSPKRLSTGILMYTLAS
ATICEETHLYGEFWPFGEFDPNTREDLPYHYYDKKGTKEFTTKWQOESHQLPAEFQLLYRMHGEGLAK
LTLLHCA

Figura 16: Gene 1 (ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 3-W). A)

Estruturacao proteica. B) Variantes da proteina 1. C) Sequéncia de aminoacidos da proteina 1.

Com base na sequéncia de aminoacidos da proteina 1 (figura 16C) foi executado
um alinhamento (BLASTP), ainda utilizando a plataforma Ensembl, contra todo o banco
de dados de Gallus gallus, com o intuito de identificar outras proteinas parecidas
presentes em outros cromossomos (figura 17). Foram coletados 53 pareamentos ao
total, dentre elas, a propria proteina 1 (que aparece com 100% de identidade de
sequéncia). Adicionalmente, a proteina 1 apresentou similaridade de 96% com outra
proteina, nomeada ST8SIA3Z, proveniente do cromossomo Z de Gallus gallus. Com
excegdo deste alinhamento, os demais ndo ultrapassaram 38% de identidade de
sequéncia com proteinas provenientes de regides de diferentes cromossomos, como

podemos observar na figura 17B.
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Figura 17: Resultados obtidos através da ferramenta BLASTP disponibilizada pela
plataforma Ensembl. A) Principais alinhamentos encontrados por BLASTP da proteina 1. B)
Localizacao das principais regides de semelhanga com o gene que codifica para a Proteina 1

(gene codificador indicado pela seta vermelha, no cromossomo W).

Da mesma forma, realizamos um levantamento das caracteristicas conhecidas
do gene 2. Ao analisar com detalhes o gene 2 (figura 18A e B), ainda na plataforma
Ensembl, pode-se verificar que ele possui 9,93 kb, divididos em 3 éxons e 2 introns,

sendo transcrito em 4.123 pares de bases, e codificando uma proteina de 1.340
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MHGLIGAAHNGAMAGLGSGYGTGLLSANRHSLMVGAHREDGVGLRSAHSLVPNQVAVPQLPVQ
SATSPELNPSQDPYRGELQRGCCGCVALLRCSEVALLRCGVVALRCGCIELWLHCIALLHCSV
VALCCCIEVWLHCIALLHCSVVALHCIGAALHCIALHCCIAVWLHCVEAALHCIALWCGCIAL
LRCSVVALHCSVVALHCIVVWLHCVALRCGVVALHCGVVALHCIGAALHCIVALQCRCIALQC
GCVALHCGVVALDCIAVWLHCIALHCCIAVWLHCIALLHCSVVALOWGSIAVHWGCIALHYWV
ALLCGCIALQWHCVGAALHCIALRCGCIALWLHCIALHCCTAVWLHCIGAALHCGALHCTALK
LORHRIAVVLHRVARAALCGCTAMHLHPVALHHCKCNAIASHGVAQASLCTPMALHCSQGSLC
SQIPLHCTQIPLHCTQHALHRSQLPLHRTGPALHRSGLTLOALRPCIALRSPCIALRPRFALT
SPCIALRSPCIAFPWPCIALRPCFALTSPCIALRSPCIALRARFALRSPCIALRSPCIALTSP
CIALRPRFALRSPCIALRSPCIALRSPCIALRARFALRSPCIALRSPCIALRSPCIALRALFA
LRSPCIALRSPCIAPSSRCIAQGRPCKLSGLALPSHPLALHSHGLALLSGLALLSDPLALLSD
PLALLSGLALLSDPLALLSDPLALHSHCLALLSGLALPSHPLALLSDPLALLSDPLALLSGLS
LPSHPLALLSDPLALHPAPLASLPAPVASLPAPVASHRAGLASLRAHVASSQALHCSQIPLHC
SQIPLHCSQGSLCSQIPLHCSQIPLHCSQASLCSHIPLHCTKMALHCSQASLCPHIPLHCSQI
PCIASIPCIALSSLLOQIPLHCSQIPLHCSQASLCPHIPLHCSQIPLHCTPMALHCSQGSLCSP
IPLHCSQIPLHCSQIPLHCSQGSLCSQISLLCTQLPLHCTQLPLHRSQLPLHRTGPALQALRP
RFALRSPCIALRSPCIALRARFALTSPCIALRSPCIALPSPCIALRALFALRSPCIAPSSPCI
APSSRCIAPSSHCIAQGRPCKLSGLALPSHPLALLSDPLALLSGLALLSDPLALLSDPLALLS
DPLALLSGLALPSDPLALHSDPLALLSDPLALHQILACSQGSFALRSLIAPSSLASLPAPVAS
LOLPCIAQGRPCKLSGLALLSHPLALLSDPLALHSDPLALLSGLALLSDPLALLSDPLALLSD
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PLALLSGLALLSDPLALHPAPVASLPAPVASLPAPLASHRAGLASSQASLCSQIPLHCSQASL
CPHIPLHCSQIPLHAPD

Figura 18: Gene 2 (ENSGALTO00000091635.1). A) Estrutura proteica. B) Variantes da
proteina 2. C) Sequéncia de aminoacidos da proteina 2.

Apods analise de BLASTP para a proteina 2, foram identificados 34 pareamentos,
dentre esses, homologias de 100% de identidade com trechos do préprio produto do
gene 2. Além disso, a proteina 2 apresentou 41,07% de similaridade com a proteina
ENSGALP00000066534, proveniente de um gene do cromossomo 22 de G. gallus
(figuras 19A e 19B). Outros pareamentos com transcritos de outros cromossomos

também foram encontrados, porém, nenhum obteve similaridade superior a descrita

acima.
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Figura 19: Resultados obtidos através da ferramenta BLASTP disponibilizada pela
plataforma Ensembl. A) Principais alinhamentos encontrados por BLASTP da proteina 2. B)
Localizagao das principais regides de semelhanca com o gene que codifica para a proteina 2

(gene codificador indicado pela seta vermelha, no cromossomo W).
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5.1.3 Identificacdo de regides transmembranares, utilizando a plataforma
Phobius

Para confirmar a caracteristica transmembrana das proteinas 1 e 2, as
sequencias de aminoacidos foram analisadas pela ferramenta online Phobius. O
resultado obtido revelou a performance proteica, onde é possivel observar suas
variagdes citoplasmaticas, transmembranares e nao citoplasmaticas (figura 20A e 20B).
Como podemos observar na figura 20A, a proteina 1 apresenta um forte sinal peptidico
transmembranar (em cinza) em apenas uma regido, alcangando 100% de probabilidade,
porém seus resultados citoplasmaticos e nao citoplasmaticos apresentam
probabilidades ligeiramente superiores a 60%. Ja para a proteina 2 (figura 20B)
observamos resultados fortes (acima de 80% de probabilidade) para uma regido maior
de peptideos, apresentando nessa porgao proteica, sinais citoplasmaticos, nao

citoplasmaticos e transmembranares, como desejado para nosso estudo.

A) B)

Phobius posterior probabilities for EMBO3S_001 Phobius posterior probabilities for EMBOSS_001

0.8 1 0.8

0.6

=3
o

0.4 F

=3
kS

Posterior label probabilitu
Posterior label probability

0.2

0 100 200 300 400 500 0 200 400 600 00 1000 1200

transmembrane cytoplasmic === non cytoplasmic === signal peptide = transmenbrane cytoplasmic === non cytoplasmic == sisnal peptice s

Figura 20: Analise computacional para resultados funcionais das proteinas 1 e 2,
utilizando a plataforma Phobius. A) Resultado obtido para a sequéncia da proteina 1. B)

Resultado obtido para a sequéncia da proteina 2.
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Assim, com base nas analises descritas acima, elencamos as duas proteinas,
principalmente a proteina 2, devido a baixa homologia de sequéncia com outras

proteinas, como promissoras para o uso em eventual procedimento de sexagem.

5.2 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DE POTENCIAL INTERESSE A PARTIR
DE LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

A fim de aumentar o numero de proteinas candidatas para eventuais testes em
laboratério, foi realizado, em seguida, um levantamento bibliografico. A partir das listas
de genes disponibilizados por AYERS et al. (2013a) e HIRTS et al. (2017), foram
escolhidos 9 genes/proteinas, que se encontram listados na tabela 1 (que inclui ainda
as proteinas 1 e 2, ja citadas nos itens anteriores). Para analisar o potencial de uso dos
genes/proteinas escolhido/as, foi feita uma analise de cada proteina, e as seguintes
caracteristicas de interesse foram verificadas, utilizando as plataformas UniProt,
Ensembl e Phobius: (i) localizagdo no cromossomo W, (ii) presenga de dominio
transmembrana e/ou esta presente na membrana celular; (iii) presente em hemacias ou

glébulos brancos; e (iv) fungdo molecular conhecida (tabela 1).

5.3 ANALISE DE HOMOLOGIA DE SEQUENCIAS

Posteriormente, com o intuito de verificar se ha outras proteinas com sequéncias
parecidas no genoma de galinha, foram realizadas analises de BLASTP para todas as
proteinas de interesse (tabela 2). Duas plataformas online foram utilizadas para estas
analises: no Ensembl, foram avaliadas as homologias existentes entre as proteinas de
interesse com o restante do proteoma de G. gallus; ja no UniProt, além de realizar um
levantamento de homologia com sequéncias da prépria espécie, comparamos a
sequéncia da proteina de interesse com diversas outras espécies de aves. Os
resultados encontram-se na tabela 2, onde sdo apresentadas as proteinas com maior
identidade de sequéncia.

Por fim, foram analisadas as 11 sequéncias de mRNA. Foi realizado BLAST para
cada sequéncia em busca de possiveis alinhamentos com produtos de outros
cromossomos. Utilizou-se o banco de dados do NCBI, onde encontramos o mRNA

correspondente a cada proteina (tabela 3).
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Nucleo
SIM SIM - Nada consta  Produz ATP a partir de ADP na  AOA1L1RZJ6
Membrana plasmatica (ATP) presenga de um gradiente de
prétons através da membrana.

SIM NAO - Nada consta Ligante de DNA,; Helicase e Q9DGQ2
Nucleo hidrolase.
Cromossomo 1 NAO - Oviduto Inibidor de protease, inibidorde  AOA1D5P3R8
Secrecgao extracelular Clara do ovo protetina serina
Cérebro Envolvido no crescimento,

diferenciagéo e fungao do oviduto de
frango

Tabela 1: Proteinas potenciais e caracteristicas de interesse, informagdes obtidas através das plataformas: Ensembl,
UniProt e Phobius.

96% com o crom. Z

96% com o crom. Z (score 95,8% com Colinus virginianus (codorna americana)
mediano)

41,07% com o crom. 22 31,2% com crom. ndo descrito 89,9% com Patagioenas fasciata monilis (pombo de

cauda) (score baixo)

71,11% com o crom. 2 72,7% com crom. 2 89,7% com Bambusicola thoracicus (perdiz de bambu
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_ 65,59% com crom. Z Sem resultados 96,8% com Lonchura striata domestica (manon)
45,55% com o crom. Z Sem resultados 96,5% com Anas platyrhynchos platyrhynchos (pato-
_ 43,61% com crom. 27 Sem resultados 92,4 % com Colinus virginianus (codorna americana
_ Sem resultados Sem resultados Sem resultados
_ 62,05% com o crom. Z 55,7% com o crom. 2 58,6% com Aythya fuligula (zarro-negrinha)
_ 97,03% com o crom. Z 96,4% com crom. Z 97,3% com Colinus virginianus (codorna americana)
_ 92% com o crom. Z 96,3% com o crom. Z 97,2% com Aythya fuligula
_ 37,03% com o crom. 27 Sem resultados 91,5% com Meleagris gallopavo (peru-selvagem)

Tabela 2: BLASTP (BLAST da sequéncia proteica) de todas as proteinas de interesse encontradas, utilizando Ensembl e
UniProt como ferramentas de analise.

ST8SIA3W

ST8SIA3 94,59% com crom. Z XM_001235792.4

Transcription LOC112531805 74,71% com crom. 2 (FEMEA)  XM_025144558.1
factor 4-like

HINTW HINT2 72,27% com crom. Z NM_204688.2
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_ ST8SIA2 ST8SIA4 68,39% com crom. Z NM_001001604.1
_ ST8SIA1 ST8SIA5 68,63% com crom. Z NM_205008.1
A2M: transcript Sem resultados Blast apenas com organismos  XM_025142803 .1
variant X1 com G. gallus femininos (80,36% com
OVOSTATIN)
FAF, clone BAC clone 77,33% com crom. Z AJ606296.1
FAF3 CH261-26P21
LOC112530494,  HINT2 76,84% com crom. Z XR_003072122.1
ncRNA
ATP5A1W, ATP5F1AZ 92,81% com crom. Z XM_429118.6
transcript
variant X1
CHDBH1, CHD1Z 90,68% com crom. Z XM_015300463.2
transcript
variant X6
- OVST A2ML4 66,33% com crom. 27 (FEMEA)  NM_205226.2

Tabela 3: BLAST das sequéncias de mRNAs das proteinas de interesse, utilizando ferramentas disponibilizadas pelo NCBI.
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5.4 CLASSIFICACAO DAS PROTEINAS DE POTENCIAL INTERESSE PARA
DEFINICAO DA ORDEM DE ESTUDO

Para avaliar a melhor proteina com potencial para a finalidade do projeto, foi
realizado um ranqueamento, estipulando pontuacdes para cada requisito proposto nas

tabelas 1 e 2. A pontuacgao utilizada esta descrita na tabela 4.

Proveniente do cromossomo W 5 pontos
Transmembrana 3 pontos
Presente na membrana celular 3 pontos
Presente em hemacias e/ou glébulos brancos 3 pontos
% de homologia com outros cromossomos < 50% (tabela 2) 3 pontos

% de homologia com outros cromossomos > 50% e < 75% (tabela 2) 2 pontos
% de homologia com outros cromossomos > 75% (tabela 2) 1 ponto

Tabela 4: Definicao de pontuacao por cada requisito.

Utilizando os critérios descritos na tabela 4, realizamos a pontuagédo para cada
proteina de interesse. Com base nessa analise, o principal produto elencado para o
presente estudo é a proteina 2, como podemos observar na tabela 5.

14 pontos
12 pontos
12 pontos
12 pontos
8 pontos
8 pontos
7 pontos

7 pontos

6 pontos
3 pontos

3 pontos

Tabela 5: Ranqueamento (pontuagéo) das proteinas descritas.



5.5 ANALISE DE HOMOLOGIA COM OUTRAS AVES

Em busca de analisar a conservagao do gene codificante para a proteina 2 entre

diferentes espécies, em especial aves, foram utilizadas ferramentas disponibilizadas

pela plataforma Ensembl para a criagdo de uma a

rvore filogenética (figura 21). Com

base nessa analise, € possivel observar a homologia existente entre individuos de

diferentes espécies, ndo somente aves. A regiao d
uma ilustragdo da sequéncia do gene estudado
porcentagem de alinhamento entre a sequéncia de

sequéncias de nucleotideos das outras espécies

ireita de cada imagem, representa
e, a coloracdo verde sinaliza a

nucleotideos de G. gallus com as

descritas. Quanto mais escura a

pigmentacdo esverdeada, maior sua similaridade e, regides em branco representam

lacunas no alinhamento. A escrita realgcada de vermelho em cada imagem representa a

sequéncia estudada, proveniente do organismo modelo.
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'< Bony vertebrates: 26 homalogs
.‘ Placentals: 62 homelogs

— T N1 NN TNTNIN VW W

T IITET WEN O NI TR W
T 1 11| I I
L8 _im I TR 1|

T W WWW TN | (] L NI

L ENSAPLGD0000D11135, Duck | TINIE ™
L TCF4, Elephant shark I I W0 — ] | | N N — e -
LEGEND
Branch Length Nodes Genes. Collapsed nodes Collapsed Alignments Expanded Alignments
—— x1 branch length o gene node Gene ID gene of interest < collapsed sub-tree 0 - 33% aligned seq gap
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Figura 21: Arvore filogenética para o gene promissor. Analise de homologia do gene

codificador da proteina 2 (ENSGALGO00000047434).
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Podemos observar, na figura 21, que o gene ENSGALG00000047434 (proteina
2) apresenta homologia superior a 66% em 8 casos, porém todos em pequenas regides,
nao contemplando a sequéncia inteira do gene. O gene mais relacionado € o
ENSGALG00000055022, considerado paralogo ao gene estudado e, proveniente do
cromossomo Z da mesma espécie (galinha), seguido de membros do grupo
Archosauria (aves e répteis crocodilianos), tartarugas e da ave peru.

Utilizando a plataforma Ensembl, foi realizado um levantamento de genes
ortélogos (ou seja, homodlogos duplicados de um ancestral comum, compartilhados por
duas espécies) para as duas moléculas de interesse.

Para o gene codificante da proteina 2 (figura 23), de um total de 280 espécies,
incluindo invertebrados, apenas 111 ndo apresentaram ortologias com a sequéncia. Na
figura 23, pode-se observar os resultados obtidos para diferentes grupos de espécies.
Para uma melhor anadlise, foi selecionada a opg¢ao “Sauropsida’ (que inclui aves e
répteis), a fim de identificar as espécies de aves e suas respectivas porcentagens de
identidade de sequéncia com G. gallus. Pode-se destacar, dentre os resultados,

representantes das espécies observadas na figura 22.

Nome popular | __llustragio

Struthio camelus australis Avestruz sul-africano

Aquila chrysaetos chrysaetos  Aguia dourada

Strigops habroptila Kakapo ou papagaio-coruja

Anser brachyrhynchus Ganso-de-bico-curto ou ganso-
de-pé-rosa

_€
—;ﬁf‘
Meleagris gallopavo Peru selvagem '

Figura 22: Aves que apresentaram ortologias para o gene codificante da proteina 2.
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Species set Show detalls With 1:1 orthologues With 1:many orthologues With many:many Without orthologues
orthologues

Laurasiathe

Placental Mammals (7109 speces

Figura 23: Grupos de espécies com percentual de ortologia para os genes de interesse.
Quantidade de espécies ortdlogas em cada grupo, para analise do gene
ENSGALG00000047434 (codificante da proteina 2).

5.6 PRODUCAO DE PRIMERS

Utilizando a ferramenta “Pick Primers” do Ensembl, foram desenhados pares de
primers para amplificacdo do DNA codificante da proteina eleita, com base na
sequéncia de mRNA de referéncia (tabela 3), para futuros ensaios de RT-PCR. Assim,
seguindo os procedimentos descritos no topico 4.3.1, realizamos o levantamento dos
cinco principais pares de primers para a proteina de interesse, ou seja, a proteina 2
(tabela 6).

Proteina Pares de primers Tm (°C) Ta“;":‘)“m
Amplicon
Proteina 2 |Forward primer1 TCTTCCTCCGATGTCCACCT 20 60.04 161
PAR 1 Reverse primer 1 GGGAGAACCGACAGGAGTTG 20 59.63
Proteina 2 |Forward primer1 CCTCGTTGCAGAGTTACCCA 20 59.96 104
PAR 2 Reverse primer 1 GTGGAAGGTGGACATCGGAG 20 60.36
Proteina 2 |Forward primer1 CTCTCTGGTGCCCAATCAGG 20 59.90 163
PAR 3 Reverse primer 1 TAAGGATCCTGGCTCGGGTT 20 62.40
Proteina 2 |Forward primer1 GGGGATATGCACGGCTTGAT 20 60.11 105
PAR 4 Reverse primer 1 CGACCATCAACGAATGCCTG 20 57.45
Proteina 2 |Forward primer1 GGTCCTTGCAGGGTCATAGT 20 60.11 117
PAR 5 Reverse primer 1 ACTGGAGTTGATGTCGGCTG 20 62.51

Tabela 6: Pares de primers da proteina 2, obtidos pelo NCBI. Tm: temperatura de melting

(melting temperature) para realizagao dos testes com cada fita de pares de primers.
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Para testar a especificidade dos pares de primers em uma eventual PCR, foi
utilizada a ferramenta “Primer-BLAST’ do NCBI, usando os primers encontrados contra
o transcriptoma completo de galinha.

Para a proteina 2, o primeiro par de primers deu dois resultados contra o banco
de dados de transcritos de galinha (figura 24A), ambos com tamanho de fragmento
igual ao esperado (tabela 6). Para verificar a identidade destes transcritos, foi clicado
no codigo de referéncia do mRNA (figura 24A), que direciona para nova pagina (figura
24B). Ao clicar na opgao “Show in Genome Data Viewer”, pode-se verificar que a
primeira sequéncia (XM_040656224.1) é proveniente do cromossomo Z, € a segunda
(XM_040655274.1) ¢é proveniente do cromossomo W (figuras 24C e D,
respectivamente). Portanto, no caso deste primeiro par de primers desenhado para o

MRNA da proteina 2, ndo ha especificidade de produto.

B B)

Sequence (5537 PREDICTED: Gallus gallus transcription factor 4 (TCF4), mRNA
Forward primer TCTTCCTCCGATGTCCACCT NCBI Reference Sequence. XM_D40656224 1
Reverse primet GGGA
Pmducuml.«oeA

lates -
REDICTED: Gallus gallus transcription factor 4 (TCF4), mRNA Zaxe

Bmomv [ o =17 \g_é'Min.J ) 6006006000009000000

]]]
]][,/ 5

D)= = —

Figura 24: A) Resultados de PCR virtual para o primeiro par de primers da proteina 2. A
seta preta indica o link para acessar as informagdes do primeiro transcrito com homologia ao
par de primers. A seta vermelha indica o link para acessar as informagbes do segundo
transcrito com homologia ao par de primers. B) Pagina inicial de informag¢des do transcrito que
houve resultados com o primeiro par de primers. A seta aponta para a opcao “Show in Genome

Data Viewer”. C) Informacdes de localizagdo do primeiro transcrito com homologia ao par de
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primers. A seta aponta para o cromossomo onde se localiza o transcrito (Z). D) Informacdes de
localizagdo do segundo transcrito com homologia ao par de primers. A seta aponta para o

cromossomo onde se localiza o transcrito (W).

A mesma analise foi realizada para todos os pares de primers da tabela 6. Os
dados obtidos (tabela 7) demonstraram que os mesmos resultados foram observados

para os pares 1, 3 e 4, enquanto os pares 2 e 5 nao resultaram em alinhamento.

Par de primers para proteina 2 Especificidade
PAR 1 Primers nao especificos
PAR 2 Sem resultados
PAR 3 Primers nao especificos
PAR 4 Primers nao especificos
PAR 5 Sem resultados

Tabela 7: Resultados da analise de PCR virtual para a proteina 2, utilizando os

diferentes pares de primers, disponibilizados pela plataforma NCBI.

Como os resultados do PCR virtual (tabela 7) para a proteina 2 foram ineficazes,
julgou-se necessario uma reavaliagao dos primers obtidos. Ao realizar a busca no site
do NCBI, utilizando sua referéncia disponibilizada na tabela 3 do presente trabalho,
nota-se que a sequéncia havia sido removida do banco de dados. A remocao de
sequéncias de banco de dados online acontece devido a um processo de estruturagao
do genoma, necessario para a atualizacdo dos dados. Com isso, foi realizado
novamente o BLAST da sequéncia removida, resultando em duas sequéncias
homodlogas, as mesmas das imagens 24 C e D. Para confirmagdo da sequéncia de
mRNA encontrada, buscou-se sua sequéncia proteica (na plataforma NCBI) e foi
realizado um BLAST contra a sequéncia proteica da plataforma Ensembl (Transcript:
ENSGALT00000091635.1). O alinhamento gerado apresentou 100% de homologia
entre a sequéncia proteica proveniente do mRNA (XM_040655274.1) e a sequéncia da
proteina 2 de estudo, presente na plataforma Ensembl. Portanto, a sequéncia
XM_040655274.1 foi eleita, proveniente do cromossomo W (figura 24 D). Utilizando
essa sequéncia, foi realizada a producédo de primers, utilizando a mesma ferramenta
disponibilizada pelo NCBI (tabela 8), os quais foram analisados conforme previamente

descrito (tabela 9).
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Proteina Pares de primers Tm (°C) | Tamanho
do
Amplicon
Proteina 2 |Forward primer1  GAGAGAGCGGAACCTGAACC 20 60.11 278
PAR 1 Reverse primer1  GGCTAATGAGCTCTCGGCTT 20 59.89
Proteina 2 |Forward primer1 AGTGAGAGAGCGGAACCTGA 20 60.25 359
PAR 2 Reverse primer1  CACAAAATCCGCCTTCAGCC 20 60.11
Proteina 2 |Forward primer1  ATTCGTTGATGGTCGGTGCT 20 60.04 953
PAR 3 Reverse primer1  TTCAGGTTCCGCTCTCTCAC 20 59.40
Proteina 2 |Forward primer1 ~ACGACAAGAAGCTGGACGAG 20 60.04 307
PAR 4 Reverse primer 1 GGGTTCAGGTTCCGCTCTC 19 60.08
Proteina 2 |Forward primer1 GGGGAAAGCACTCGCATCTA 20 59.82 924
PAR 5 Reverse primer1 GGGTTCAGGTTCCGCTCTCT 20 61.55
Proteina 2 Forward primer1  TGCACCTGAAGAGCGACAAA 20 60.18 112
PAR 6 Reverse primer1  GCCTTCGGGTTCAGGTTCC 19 60.67
Proteina 2 Forward primer 1 ~ GGGGATATGCACGGCTTGAT 20 60.25 645
PAR 7 Reverse primer1  CAGGTTCCGCTCTCTCACTTG 21 60.67
Proteina 2 | Forward primer1  AGAGAGCGGAACCTGAACCC 20 61.55 530
PAR 8 Reverse primer1  AGTACACTTGGATCCGGCAA 20 59.02
Proteina 2 | Forward primer 1 CAATGGGACGGAAGGCATCA 20 60.39 999
PAR 9 Reverse primer1  TTCGGGTTCAGGTTCCGCT 19 61.51
Proteina 2 Forward primer 1  GCGGAACCTGAACCCGAA 18 5997 539
PAR 10 Reverse primer1  TCGTTCCCATCCGAAGTACAC 21 59.80
Tabela 8: Pares de primers da proteina 2 (para sequéncia homdéloga:

XM_040655274.1), obtidos pelo NCBI. Tm: temperatura de melting (melting temperature) para

realizagao dos testes com cada fita de pares de primers.
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Par de primers para proteina 2 Especificidade
PAR 1 Primers especificos
PAR 2 Primers especificos
PAR 3 Primers especificos
PAR 4 Primers nao especificos
PAR 5 Primers nao especificos
PAR 6 Primers nao especificos
PAR 7 Primers nao especificos
PAR 8 Primers especificos
PAR 9 Primers nao especificos

PAR 10 Primers nao especificos

Tabela 9: Resultados da analise de PCR virtual para a proteina 2 (para sequéncia
homologa: XM_040655274.1), utilizando os diferentes pares de primers, disponibilizados pela
plataforma NCBI.

Adicionalmente, o mesmo procedimento foi realizado para os quatro pares
especificos, alterando o organismo G. gallus para todas as aves [birds (taxid:8782)], e

os resultados foram os mesmos encontrados quando apenas G. gallus foi utilizado.

6. DISCUSSAO

6.1. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA REPRODUTOR DE AVES

O embrido de galinha é um excelente modelo para estudos genbémicos e
pesquisas relacionadas ao desenvolvimento embrionario. Entre muitas vantagens,
podemos destacar a facilidade em manipular e observar os estadios embrionarios. Com
a introdugao de técnicas moleculares, como CrisprCAS9, entrega viral e eletroporagao
que facilitaram a manipulacdo dos embrides, houve um aumento no entendimento de
processos moleculares e fisioldgicos destes organismos (AYERS, et al., 2013b). Dessa
forma, inUmeras plataformas online foram alimentadas com banco de dados de varios
organismos, incluindo G. gallus. Assim €& possivel realizar levantamentos de dados
moleculares in silico, utilizando ferramentas disponiveis em diferentes plataformas.

A diferenciacdo sexual nas aves se inicia molecularmente nas células dos
tecidos gonodais indiferenciados nos embrides. Tal processo € resultado de uma

cascata de genes regulatorios especificos de cada sexo (AYERS, et al., 2013b). Antes
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da diferenciagcdo morfolégica das gdénadas, ambos 0s sexos apresentam receptores
para diferentes vias moleculares, como a do estrogénio (BELLAIRS & OSMOND, 2005).

Atualmente, é aceito que a diferenciacdo sexual em aves nao procede apenas
de um mecanismo isolado (AYERS, et al., 2013a; B; SHARP, 1975). Além da
expressao molecular celular, processos hormonais também estdo associados ao
aparecimento de manifestagdes sexuais, como a gonadogénese (HIRTS, et al., 2018;
JIN, et al., 2020).

Segundo o sistema de Hamburger e Hamilton (HH) (HAMBURGER &
HAMILTON, 1951), o desenvolvimento do embrido de G. gallus dura 21 dias e pode ser
classificado em 45 fases distintas. O sistema urogenital das aves provém do
mesoderma intermediario e o primeiro sinal de desenvolvimento gonadal aparece no
HH18 (fase 18 segundo Hamburger e Hamilton), simultdneo ao desenvolvimento dos
somitos e intimamente ligado ao desenvolvimento do sistema urinario. Com o
espessamento do epitélio ventral, originam-se os corddes nefrogénicos, situados aos
lados do intestino. Em torno do terceiro dia de incubacéo, esses corddes formam a
crista urogenital (néfrica), que dardo origem as estruturas urogenitais (BELLAIRS &
OSMOND, 2005). Por volta do dia 3,5, com a formacdo das gbnadas iniciais, ha a
migracao das células germinativas primordiais em direcdo as gonadas (HIRTS, et al.,
2018 e AYERS, et al., 2013b), onde dardo origem as células germinativas primordiais
(PGCs) e entdo, aos gametas. As gbnadas iniciais sdo bipotenciais e tém a capacidade
de diferenciagdo em ovarios ou testiculos (BELLAIRS & OSMOND, 2005).

Ainda, em galinhas do sexo feminino, podemos observar diferengcas entre o
desenvolvimento das duas gbnadas, onde ha um aumento de tamanho da gbnada
esquerda superior a direita representando maior quantidade de PGCs. Essa
diferenciagdo assimétrica, ou seja, maior proliferagdo da camada cortical da gbénada
esquerda, pode ser explicada pela expressao do fator de transcricdo PITX2 em niveis
de dosagens distintos entre as génadas (AYERS, et al.,, 2013b; JIN, et al., 2020),
apresentando expressao exclusiva no cortex da génada esquerda (RODRIGUEZ-LEON,
et al., 2008). Apds o inicio da assimetria entre ovarios, a expressdo de aromatase
(produto exclusivo feminino, crucial para a mediagdo na produgao de estrogénio) é

superior na gbnada esquerda feminina, sendo essencial para o desenvolvimento
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ovariano (BELLAIRS & OSMOND, 2005). Assim como acontece na maioria das aves,
apenas o ovario esquerdo se desenvolve e torna-se funcional, e o direito € degenerado
através de apoptose celular, adaptacdo possivelmente associada a reducdo de peso
corporal em fungdo do voo (SCANES, 2014). No entanto, para organismos do sexo
masculino, podemos observar o desenvolvimento dos dois testiculos funcionais. Apesar
disso, ambos 0s sexos apresentam uma assimetria morfoldgica no epitélio germinativo
entre as duas gdnadas, onde a espessura do epitélio da gbnada esquerda é superior
ao epitélio da gbnada direita (GUIOLI & LOVELL-BADGE, 2007).

No dia 4.5 ainda ndo ha diferenciagdo gonadal, e pode-se observar o tecido
como uma camada cortical fina envolvendo uma medula interna. Nas gbnadas
indiferenciadas, ha a expressdo de alguns genes em ambos 0s sexos, cComo:
Steroidogenic Factor-1 (SF1) (controlador de atividade genética relacionado as
gbnadas) e GATA4 (fator de transcricdo, envolvido na embriogénese) e, apenas SF1
tem sua expressao continuada apds a diferenciacdo gonadal em organismos do sexo
feminino (HIRTS, et al., 2018). De fato, o processo de desenvolvimento gonadal
depende de diversas vias moleculares, envolvendo processos biologicos distintos,
ainda nao totalmente descritos (HIRTS, et al., 2018). Duas principais vias moleculares
estdo associadas ao aparecimento do sistema urogenital em fémeas de G. gallus. Sao
elas FOXL2 / Aromatase / Via do estrogénio e RSPO1 / WNT4, as quais restringem o
aparecimento testicular em embrides. A expressdo de FOXL2 acontece
aproximadamente apos a metade do quinto dia, seguida pela expressdo da aromatase
(JIN, et al., 2020). Apbs o aparecimento de tais moléculas, incluindo suas expressdes
nas células da medula das génadas, se iniciam os processos de diferenciacédo gonadal
(HIRTS, et al., 2018). Independentemente de tais vias de expressdo genética serem
restritas as fémeas e apresentarem expressdo apos eclosdo do individuo, um
levantamento realizado através da plataforma NCBI gene demonstrou que os genes
descritos acima sao provenientes de cromossomos autossémicos. Por exemplo,
FOXL2 provém do cromossomo 9; Aromatase do cromossomo 10; RSPO1 do
cromossomo 23 e WNT4 do cromossomo 21.

A via do estrogénio esta diretamente relacionada ao aparecimento de génadas

femininas. Estudos revelam ainda que a introducdo exdgena desse horménio em
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individuos machos em desenvolvimento resulta na transicdo do tecido gonadal
bipotencial em um ovario ou um ovo-testiculo, em especial na gbnada esquerda do
embrido (HIRTS, et al., 2018). Ainda ndo ha muito conhecimento sobre a forma em que
as duas vias (FOXL2 / Aromatase / Via do estrogénio e RSPO1 / WNT4) interagem
entre si, entretanto suas expressdes sao observadas em regides diferentes. A via do
FOXL2 foi observada na medula, enquanto RSPO1 se apresenta no cértex do embrido.

Outros genes sao expressos em embrides e podem estar associados ao

desenvolvimento das gbnadas, pois apresentam expressdo sexualmente dimorfica,

como por exemplo Calpain-5 (CAPN5), GPR56 e CYP19A1 (JIN, et al, 2020),

associados a diferenciagdo feminina; Hemogen (HEMGN), DMRT1 e SOX9,
associados a diferenciacdo masculina (HIRTS, et al., 2018). A expressao de WNT4 é
observada nos tecidos de génadas indiferenciadas para ambos os sexos de galinha e,
perde sua expressdo em embrides machos no periodo de diferenciagdo gonadal.
RSPO1 é expresso em individuos com gbnadas bipotenciais e, diminui (mas nao se
cessa) em embrides masculinos. Nas fémeas, RSPO1 também apresenta uma queda
temporaria na expressao, mas retoma fortemente apos o oitavo dia (HIRTS, et al.,
2018). Embora esses genes sejam expressos de maneira sexualmente dimorfica e
apresentem expressao diferenciada apds a diferenciagado sexual, ndo foram incluidos
no levantamento realizado na tabela 1, por ndo apresentarem caracteristicas de
interesse ao presente trabalho, como um produto proteico de transmembrana.

A diferenciagao gonadal morfolégica acontece entre os estadiosHH29 — HH30.
Entretanto, a total organizacéo e fungcao do ovario esquerdo de galinhas so é finalizada
apo6s a eclosao do individuo, quando sao formados os foliculos, onde se encontram os
oocitos (AYERS, et al., 2013b). Apesar das caracteristicas morfolégicas e hormonais
distintas entre sexos, ha pouca informagao disponivel na literatura sobre a expressao

dos genes citados acima apos a eclosao.

6.2. CROMOSSOMOS SEXUAIS ZE W EM AVES
Além da complexidade e pouco conhecimento sobre o processo de

desenvolvimento, cromossomos sexuais sdo notoriamente dificeis de sequenciar e
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montar, devido a sua maior divergéncia em relagdo aos autossomos, alto conteudo de
sequencias repetitivas e haploidia (TOMASZKIEWICZ, et al., 2017), o que torna o
estudo desses cromossomos ainda mais desafiador. Muitas plataformas, como
Ensembl, UniProt e NCBI, apresentam analises moleculares efetivas sobre produtos
dos cromossomos sexuais, porém, muitos desses resultados nao estdo associados as
referéncias bibliograficas disponiveis, exibindo assim apenas uma predigdo de
possiveis genes ativos e/ou produtos proteicos vinculados.

Sabe-se atualmente que o cromossomo Z de galinhas é constituido de 82,3 Mb,
enquanto o cromossomo W apresenta apenas 7 Mb (cerca de 6% do tamanho do
cromossomo Z). Isso acarreta em uma grande diferenga de niveis de expresséo entre
células ZZ e ZW. Essa diferenga em dosagem de expressdo genética entre os sexos
pode ser observada em todas as células do individuo. Enquanto o individuo macho
apresenta uma regiao de hipermetilagdo (denominada MHM) em seus cromossomos Z,
ou seja, se encontra silenciada, em fémeas, a mesma regido se apresenta hipometilada.
Essa caracteristica pode ser explicada como forma de compensacao para a diferenca
na dosagem de expressdo genética entre os sexos, visto que o cromossomo W
feminino € consideravelmente menor e apresenta poucas regides ativas. Contudo,
estudos apontam que a regido hipometilada do cromossomo Z feminino n&o esta
amplamente distribuida em todas as espécies de aves, sendo exclusiva de galiformes
(AYERS, et al., 2013b; HIRTS, et al., 2018).

O cromossomo W apresenta poucos genes ativos, sendo considerado uma
copia do cromossomo Z, que sofreu grande degradagcdo com a evolugdo. Segundo
HIRTS et al. (2018), pode-se observar, no cromossomo W, apenas 28 loci ativos. Além
disso, o cromossomo sexual W apresenta acumulo de regides telomeéricas repetitivas
em sua sequéncia, dificultando a definicdo exata de genes ativos (AYERS, et al,,
2013b). Contudo, segundo a plataforma Ensembl, existem 103 genes codificantes para
proteinas (figura 14) e a maioria dos genes codificantes apresenta funcdes
relacionadas aos processos celulares fundamentais, tais como transcricdo, traducgao,
transdugdo de sinais, modificagdes proteicas e da cromatina. Adicionalmente,
apresenta mais de 100 RNAs nado codificantes (HIRTS, et al., 2018). A maioria dos

genes analisados no presente trabalho esta associada a regulagdo transcricional,
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sinalizagcao, via de ubiquizacdo, ATP sintase, atividade de dimerizagdo de proteinas,
atividade sialiltransferase, atividade helicase e hidrolase (tabela 1) (AYERS, et al.,
2013a). A funcéo dos genes expressos de maneira sexualmente dimorfica pode trazer
informagdes cruciais para o presente projeto, como sua presenca em diferentes tecidos
e/ou expressao em localidades celulares especificas.

Os produtos proteicos provenientes do cromossomo W apresentam,
predominantemente, uma sequéncia homdéloga Z muito similar (LOUBSER, 2019). Este
fato foi também observado em nossas analises, onde algumas das proteinas estudadas
apresentaram identidades de sequéncia superiores a 70% com genes do cromossomo
Z (tabela 2). Para a realizacdo de sexagem através de produtos génicos, € ideal que as
moléculas-alvo sejam expressas apenas em individuos de um sé sexo, e por isso, no
presente trabalho, buscamos por genes/proteinas codificadas apenas do cromossomo
W, exclusivo de fémeas de aves. Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade de
um gene ser expresso apenas em um dos sexos, mesmo ndo estando presente nos
Cromossomos sexuais.

De fato, no caso dos machos, 85% dos genes determinadores da diferenciagao
sexual molecular sao provenientes do cromossomo Z, 1,6 vezes mais do que em
individuos do sexo feminino (AYERS, et al., 2013a). Para as fémeas, apenas 38% dos
genes reguladores sao provenientes do cromossomo W. Isso indica uma diferenga na
determinacgao sexual molecular entre os organismos femininos e masculinos, levando a
uma cascata de modificagdes fisioldgicas (AYERS, et al., 2013a e b). Tal fato gera uma
maior dificuldade para o levantamento e entendimento dos genes sexo-especificos
femininos expressos nas células do individuo.

As taxas evolutivas entre os cromossomos sexuais de aves também diferem
drasticamente, principalmente se comparado ao sistema de determinacdo sexual XY,
em mamiferos. Acredita-se que a selecao sexual conserve genes benéficos masculinos,
que sao acumulados nos cromossomos Z e s&o inibidos para recombinagdo no
cromossomo W (ZHOU, et al., 2014). Nota-se que os cromossomos Y e W apresentam
caracteristicas  similares (com regides repetitivas) quando comparados
epigeneticamente, sendo ambos silenciados em sua maioria (ZHOU, et al., 2019).

Entretanto, € conhecido que o cromossomo Y possui antigenos H-Y, uma classe de
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antigenos de histocompatibilidade menor (revisado por POPLI, et al., 2014). Essas
proteinas transmembrana tendem a ser altamente expressas em varios tecidos do
corpo e geralmente apresentam alto grau de similaridade com as proteinas homadlogas
H-X localizadas no cromossomo X, mas apresentam regides distintas de disparidade
que sao geralmente imunogénicas (revisado por POPLI, et al., 2014). Portanto, da
mesma forma, no cromossomo W pode haver genes codificadores de proteinas com
caracteristicas desejaveis para o desenvolvimento do presente projeto.

Segundo AYERS, et al. (2013 A), os genes expressos nas gbnadas femininas,
provenientes do cromossomo W, apresentam grande homologia com sequéncias do
cromossomo Z, com excegao da proteina FAF. Apenas a proteina HINTW apresentou
homologias inferiores a 50%, indicando menor pressdo seletiva exercida sobre este
gene (AYERS, et al., 2013a). HINTW apresenta cerca de 40 cépias no cromossomo W,
€ altamente conservado entre passaros que voam e apresenta alta expressao no
desenvolvimento de galinhas (HIRTS, et al., 2018). Em nossas analises, ambas as
proteinas FAF e HINTW foram investigadas devido a essas caracteristicas descritas na
literatura, entretanto ndo foram consideradas promissoras por ndo possuirem dominio
transmembrana e por ndo terem sido encontradas informacbes a respeito de sua

presenca em células do sangue.

6.3. CONSERVACAO

Muitos dos genes provenientes do cromossomo W ndo estdo amplamente
distribuidos entre as espécies de aves, visto que a maioria dos genes sofreu
degradacao independente entre os grupos (AYERS, et al.,, 2013 A). Entretanto, uma
proteina promissora para o desenvolvimento de um procedimento de sexagem como
sugerido no presente trabalho, necessita de boa conservagdo entre as diferentes
espécies de aves. Apesar da grande variagao entre as sequéncias dos cromossomos
sexuais em aves, estudos de bioinformatica demonstraram que varias espécies de
aves mantém um grande numero de genes nos segmentos ndo-recombinantes do
cromossomo W, tendo esses cromossomos ndo tdo degenerados como a galinha. Isso
poderia indicar que algum gene de interesse pode ainda estar presente em outras aves
(ZHOU, et al., 2019).
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A proteina 2, além de apresentar homologia inferior a 50% com outro produto
proteico de outro cromossomo da galinha, estda conservada entre diferentes aves,
incluindo avestruz sul-africano, aguia dourada, kakapo ou papagaio-coruja, ganso-de-
bico-curto ou ganso-de-pé-rosa e peru selvagem. Essas cinco aves sao pertencentes a
cinco diferentes ordens dentro da classe “Aves”, distribuidas em duas superordem
existentes: os Palaeognathae (ndo voadores, como avestruz) e os Neognathae
(restante das aves, como aguia, galinha, ganso, entre outros). Tal fato sugere que a
expressao dessa proteina esta conservada nas distintas espécies de aves, reforcando
seu potencial para reconhecimento em testes rapidos de sexagem, utilizando

anticorpos monoclonais.

6.4. PROTEINA 2 E POTENCIAL USO PARA SEXAGEM

Além da homologia com outras aves, as caracteristicas que favoreceram a
escolha da Proteina 2 como promissora foram: i) presenga no cromossomo W; (ii) ser
proteina integral de membrana; (iii) possuir no maximo 41,07% de homologia com
outras proteinas da galinha. Apesar disso, ndo ha informagbes sobre o tecido onde
essa proteina esta presente nas plataformas Ensembl e UniProt, porém na plataforma
NCBI, para a sequéncia de mRNA XM _040655274.1, ha informagbes de que sua
sequéncia de mRNA foi encontrada através do sangue de galinha fémea. Apesar de
haver pouca informacdo nos bancos de dados sobre a presenga desta e outras
proteinas nos diferentes tecidos dos individuos (o que esta diretamente relacionado a
baixa atualizacdo de banco de dados e estudos moleculares referentes as diversas
espécies de aves), o fato do mRNA XM_040655274.1 ser encontrado em sangue de G.
gallus sugere uma possivel expressdo da proteina 2 em membrana de células
sanguineas. Apesar da plataforma NCBI denominar o mRNA da proteina 2 como um
fator de transcricdo, sugerindo que esse mMRNA se localiza no nucleo celular,
interferindo, consequentemente, na sublocalizagcao celular do produto final, a proteina 2
elegida, os dados adquiridos no presente trabalho, somados a escassez de

informacdes sobre essa proteina, ainda permitem sustentar o seu estudo futuramente.

7



Apesar das analises de homologia do mRNA terem encontrado 99,92% de
homologia de sequéncia com outro da mesma espécie (cujo gene esta presente no
cromossomo Z) de individuo fémea, os primers 1, 2, 3 e 8 (tabela 9) apresentaram
especificidade para a sequéncia de mRNA da proteina 2, o que significa que se
ligariam unicamente com o produto desejado. Apesar da boa especificidade dos pares
de primers ao mRNA da proteina 2 para G. gallus, as poucas sequéncias disponiveis
no NCBI para diferentes espécies de aves levam a uma incerteza quanto ao
funcionamento dos primers nas distintas espécies. Como a proteina 2 é apenas predita,
pode-se especular que ainda ndo haja estudos sobre a sequéncia de interesse em
outras aves, ou mesmo erros de sequenciamento. Mesmo assim, as caracteristicas
encontradas para a proteina 2 demonstram que ela possui bom potencial de uso para
utilizacdo em sexagem e os primers desenhados para galinha podem vir a funcionar
inclusive em outras aves. Alternativamente, novos primers para esta proteina podem

ser desenhados, visando grupos de espécies de interesse.
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7. CONCLUSOES

Através de buscas in silico e em literatura, foram listados 11 genes/proteinas
que poderiam ser de interesse para uso em procedimento de sexagem de aves. Apds
anadlises de localizagcdo cromoss6mica, dominios proteicos, localizagdo celular,
presenca em células de sangue e homologias de sequencias, a proteina 2 (Ensembl:
ENSGALG00000047434; UniProt: AOA3Q2UGW9; NCBI/mRNA: XM_040655274.1),
uma proteina predita e ainda n&o caracterizada, foi eleita como sendo a de melhor
potencial para uso em eventuais testes de sexagem de aves.

Adicionalmente, analises de conservacdo demonstraram que a proteina 2 é
conservada em outras espécies de aves, incluindo aves de duas grandes superordens,
Palaeognathae e Neognathae, indicando um potencial papel para uso em sexagem em
diferentes espécies.

Com base na sequéncia de mRNA, foram desenhados quatro pares de primers
especificos para os proximos passos do presente projeto, que incluirdo a extragao de
sangue de aves, preparo de amostras de RNA/cDNA e RT-PCR para verificagdo da

expressao do gene da proteina 2 em células do sangue de diferentes espécies de aves.

79



8. REFERENCIAS

ANGGRAENI, D. V. Molecular sexing pada burung bangsa passeriformes. S1 thesis,
UAJY. 2018.

ARRUDA, E. H. P., et al. Importancia do Autoconhecimento dos Grupos Sanguineos
(ABO e Rh) de Alunos de Tangara da Serra-MT. UNOPAR Cient Ciénc Biol Saude,
15(3), pag. 199-202, 2013.

AVELAR, A. A. Ontogenia e dimorfismo sexual nas espécies de guaribas vermelhos,
género Alouatta lacépéde, 1799 (Primates, Atelidae). Dissertagao de mestrado, UFPA,
MPEG, Belém, PA, Brasil, 2007.

AYERS, K. L., et al. RNA sequencing reveals sexually dimorphic gene expression
before gonadal differentiation in chicken and allows comprehensive annotation of the
W-chromosome. Genome Biology, 14(3), pag. 26, 2013 A. doi:10.1186/gb-2013-14-3-
r26.

AYERS, K. L., et al. The Molecular Genetics of Ovarian Differentiation in the Avian
Model. Sexual Development, 7(1-3), pag. 80-94, 2013 B. doi:10.1159/000342358.

BATISSOCO, A. C., et al. Aspectos moleculares do Sistema Sanguineo ABO. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter., [online], vol.25, n.1, pag.47-58, 2003.

BATISTA, A. M., et al. Sexagem de sémen. Ciénc. vet. trop., Recife-PE, v. 11, no 2/3,
pag. 49 — 56, maio/dezembro de 2008.

BECKER J. B. Sex differences in addiction. Dialogues Clin Neurosci, 18(4), pag. 395—
402, dezembro de 2016.

BELLAIRS, R., & OSMOND, M. The Atlas of Chick Development. Department of

Anatomy and Developmental Biology, University College London, UK. Segunda
edicao, pag. 59 — 67, setembro de 2005.

BOWMAKER, J. K. Colour vision in birds and the role of oil droplets. Trends in
Neurosciences, Volume 3, edi¢céo 8, pag. 196-199, agosto de 1980.

80



BRANISLAV, |., et al. Size dimorphism and avian-perceived sexual dichromatism in a
New Zealand endemic bird, the whitehead Mohoua albicilla. Journal of morphology,
Volume 271, edicéo 6, 7, janeiro de 2010.

BRITO, B. F., et al. Nova biotécnica de imunosexagem de espermatozoides de
ruminantes. Anais do IX Congresso Norte e Nordeste de Reprodugdo Animal
(CONERA 2018), Belém, PA, 10 a 12, setembro de 2018.

CAVALIER-SMITH, T. Cell Cycles, Diplokaryosis and the Archezoan Origin of Sex.
Archiv fir Protistenkunde, Volume 145, edigao 3—4, pag. 189-207, abril de 1995.

CAVALIER-SMITH, T. Origins of the machinery of recombination and sex. Heredity, [S.
l.]. Hereditariedade. Volume 88, pag. 125 — 141, 20 de fevereiro de 2002 A.

CAVALIER-SMITH, T. The neomuran origin of archaebacteria, the negibacterial root of
the universal tree and bacterial megaclassification. JF International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 01 de janeiro de 2002 B.

CAVALIER-SMITH, T. The Origin of Eukaryote and Archaebacterial Cells. Annals of
the New York Academy of Sciences, 503(1 Endocytobiolo), pag. 17-54, julho de
1987.

CERIT, H., et al. Sex Determination by CHDW and CHDZ Genes of Avian Sex
Chromosomes in Nymphicus hollandicus. Turk. J. Vet. Anim. Sci., 31(6), pag 371-374,
2007.

CHARLESWORTH, B. The evolution of sex chromosomes. Science, vol. 251, edi¢cao
4997, pag. 1.030-1033, 01, margo de 1991.

CHARLESWORTH, D., et al. Evolutionary Biology: The Origins of Two Sexes. Current
Biology. Volume 20, edigédo 12, pag. R519-R521, 22, junho de 2010.

COSTA, M. C,, et al. Dimorfismo sexual e reconhecimento de parceiros em Heliconius
ethilla narcaea (Lepidoptera, Nymphalidae). Trabalho de conclusdao de curso,
UFRGS, Instituto de Biociéncias, Porto Alegre, dezembro de 2013.

CRUZ, A. S., et al. Sexagem fetal de Bovinos através do DNA extraido de plasma
materno. Dissertacdo de mestrado. Programa de Pdés-Graduagdo em Biologia
Molecular e Celular, Campus Samambaia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas 4. Goiania,
GO. Brazil, 2010.

81



CUTHILL, C., et al. Plumage Reflectance and the Objective Assessment of Avian
Sexual Dichromatism. The American Naturalist 153, n. 2, pag. 183-200, fevereiro de
1999.

DACKS, J., et al. The First Sexual Lineage and the Relevance of Facultative Sex.
Journal of Molecular Evolution, 48(6), pag. 779-78, 3 de junho 1999.

DAMIANI, D., et al. O Enigma da Determinagdo Gonadal -O Que Existe Além do
Cromossomo Y? Arq Bras Endocrinol Metab, vol.44, no.3, Sdo Paulo, junho de 2000.

DARWIN, C. On The Origin of Species by Means of Natural Selection, or the
Preservation of Favoured Races in the Struggle for Life. London: John Murray,
Albemarle Street. Edicao 1. 1859.

DAWSON, D. A., et al., A critique of avian CHD-based molecular sexing protocols
illustrated by a Z-chromosome polymorphism detected in auklets. Molecular Ecology
Notes, 1 (3). pag. 201-204, 2001.

DIAS, E. A., et al. Psittacine sex determination by radioimunoassay (RIA) of sex
steroids using fecal samples. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal
Science, 43(supl.), pag. 5-11, 03, dezembro de 2006.

DUNN, P. O., et al. Mating systems, sperm competition, and the evolution of sexual
dimorphism in birds. Evolution. Volume 55, edigédo 1, pag. 161-175, janeiro de 2001.

ELLERGREN, H. First gene on the avian W chromosome (CHD) provides a tag for
universal sexing of non-ratite birds. Royal Society. Volume 263, edicdo 1377, 22 de

dezembro de 1996.

ELLEGREN H. Hens, cocks and avian sex determination. A quest for genes on Z or W?
EMBO Rep. 2(3), pag. 192-196, 1 de margo, 2001.

FERREIRA, R., et al. Transfusbes sanguineas em animais de companhia. Veterinary
Medicine, marco/abril 2008.

FIO, F. S. D., et al. Resisténcia bacteriana. Revista Brasileira de Medicina (Rio de
Janeiro), Brasil, v. 57, n.10, pag. 1129-1140, 2000.

82



FRIDMAN, C. Replicacdo de DNA, gendtipo/fendtipo e heranga quantitativa, Tépico 3.
Genética e Bioestatistica, Ser humano e meio ambiente, Licenciatura em Ciéncias,
USP/Univesp, 2012.

FRIDOLFSSON, A. K., et al. A Simple and Universal Method for Molecular Sexing of
Non-Ratite Birds. Journal of Avian Biology, Vol. 30, No. 1, pag. 116-121, marco de
1999.

GARNER, D. L., et al History of commercializing sexed semen for -cattle.
Theriogenology, Volume 69, edicédo 7, pag. 886-895, 15 de abril de 2008.

GARNER, D. L., et al. Quantification of the X- and Y-Chromosome-Bearing
Spermatozoa of Domestic Animals by Flow Cytometry. Biology of Reproduction,
Volume 28, edi¢ao 2, pag. 312-321, 1 de margo de 1983.

GOMES, M. N. et al. Abrigos diurnos, composi¢cao de coldnias, dimorfismo sexual e
reproducdo do morcego hematdfago Desmodus rotundus (E. Geoffroy) (Chiroptera,
Phyllostomidae) no Estado de Sdo Paulo, Brasil. Revista Brasileira de Zoologia, 21
(3), pag. 629-638, setembro de 2004.

GOODENOUGH, U., et al. Origins of Eukaryotic Sexual Reproduction. Cold Spring
Harbor Perspectives in Biology, 6(3), 2014.

GRANDO, A. P. Utilizacdo de tomografia por ressonéncia magnética nuclear para
sexagem de aves silvestres sem dimorfismo sexual. Dissertagdo de mestrado, S&o
Carlos, 85p, Universidade de Sao Paulo, 2002.

GRAVES, J. A. M. How to evolve new vertebrate sex determining genes.
Developmental Dynamics, 242(4), pag. 354-359, 16 de outubro de 2012.

GRIFFITHS, R., et al. A DNA test to sex most birds. Molecular Ecology, 7, pag. 1071—
1075, 01 de janeiro de 1998.

GUERRA, T. A., et al. Tipagem sanguinea em felinos: 148 gatos domésticos na rotina
laboratorial do Lacvet - UFRGS. Acta Scientiae Veterinarae, 35, pag. 573-574, 2007.

GUIOLI, S., & LOVELL-BADGE, R. PITX2 controls asymmetric gonadal development in
both sexes of the chick and can rescue the degeneration of the right ovary.
Development, 134(23), pag. 4199-4208, 11 de setembro de 2007.
doi:10.1242/dev.010249.

83



HAMBURGER V., HAMILTON H. L. A series of normal stages in the development of the
chick embryo. J Morphol, 88, pag. 49-92, 1951.

HANDLEY L.J., et al. Evolutionary strata on the chicken Z chromosome: implications for
sex chromosome evolution. Genetics, Volume 167, edicao 1, maio de 2004.

HEINSOHN, R., et al. Extreme Reversed Sexual Dichromatism in a Bird Without Sex
Role Reversal. Science, vol. 309, Edicao 5734, pag. 617-619, 22 de julho de 2005.

HIRTS, E. H., et al. Sex determination and gonadal sex differentiation in the chicken
model. The International Journal of Developmental Biology. 62(1-2-3), pag. 153—
166, 2018. doi:10.1387/ijdb.170319cs.

HIRTS, E. H., et al. Sex Reversal and Comparative Data Undermine the W
Chromosome and Support Z-linked DMRT1 as the Regulator of Gonadal Sex
Differentiation in Birds. Endocrinology. 158(9), pag. 2970-2987, 2017.
doi:10.1210/en.2017-00316.

HORANDL, E. A combinational theory for maintenance of sex. Heredity, 103(6), pag.
445-457, 22 de julho de 2009.

IGIC, B., et al. Size dimorphism and avian-perceived sexual dichromatism in a New
Zealand endemic bird, the whitehead Mohoua albicilla. Journal of Morphology,
Volume 271, edi¢éo 6, pag. 697-704, 07 de janeiro de 2010.

JERONIMO, B. C. Caracterizacdo da regido MHM em aves: padrdes diferenciais de
metilacdo em machos e fémeas. Dissertagdo de mestrado. Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu, 2016.

JIN, et al. CYP19A1 (aromatase) dominates female gonadal differentiation in chicken
(Gallus gallus) embryos sexual differentiation. Bioscience Reports. VVolume 40, edicado
10, 2020.

JOHNSON, L. A, et al. Flow sorting of X and Y chromosome-bearing spermatozoa into

two populations. Molecular Reproduction & Development, Volume 16, edicado 1, pag.
1-9, janeiro de 1987.

84



JUNIOR, E. A., et al. Aspectos basicos de tomografia computadorizada e ressonancia
computadorizada e ressonancia magnética. Rev Bras Psiquiatr, 23 (Supl I), pag. 2-3,
2001.

KAISER, V. B., et al. Evolution of Sex Chromosomes in Insects. Annual Review of
Genetics, 44(1), pag. 91-112, dezembro de 2010.

KANCHANAPHUM, P. Identification of human DNA by loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) technique combined with white ring precipitation of Cu(OH)2.
Songklanakarin J. Sci. Technol. 40 (4), 738-742, Jul. — Aug. 2018.

KOHLRAUSCH, A. B., et al. Biologia reprodutiva, comportamento e ecologia de atobas
(Sulidae): implicacbes para a evolugdo do dimorfismo sexual no tamanho. Tese de
doutorado, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 30 de outubro de 2003.

LAHN, B. T., et al. Four Evolutionary Strata on the Human X Chromosome. Science,
vol. 286, edigdo 5441, pag. 964-967, 29 de outubro de 1999.

LIMA, V. F. M. H. Avangos metodologicos na selegcdao do sexo de espermatozoides
bovinos para utilizagdo no melhoramento genético e na produgdo animal. R. Bras.
Zootec., Vol. 36, Vicosa, julho de 2007.

LIMA, V. F. M. H., et al. Evolugao da utilizagdo de espermatozoides sexados. Anais do
XXIIl Congresso Brasileiro de Reproducao Animal (CBRA-2019); Gramado, RS, 15
a 17 de maio de 2019.

LOVICH, J. E., et al. Age at maturity influences adult sex ratio in the turtle Malaclemys
terrapin. OIKOS 59, pag. 126-134, Copenhagen, 1990.

MAGGI, B. S. Coloracao e selegao sexual em Tropidurus hispidus. Tese (Doutorado
em Ecologia) - Centro de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Natal, 30 de agosto de 2017.

MAHMOOQOD, T., et al. Western Blot: Technique, Theory, and Trouble Shooting. N Am J
Med Sci., 4(9), pag. 429-434, setembro de 2012.

MALTEMPI, P. P. P. Mais cromossomos sexuais do que autossomos: Um caso

observado em anfibios. Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Londrina, v. 38, n. 1 (Supl.
1), pag. 41, maio/jun. 2017.

85



MAROCHI, M. Z., et al. Dimorfismo sexual em Hepatus pudibundus (Crustacea,
Decapoda, Brachyura). lheringia, Sér. Zool., vol.106, Porto Alegre, 10 de junho de
2016.

MATTA, C. G. F. Desenvolvimento de uma Metodologia para Sexagem de
Espermatozoides de Bovinos Utilizando Anticorpos Monoclonais e Complemento. Tese
de doutorado, Universidade Estadual do Norte Fluminense; 2003.

MESQUITA, P. C. M. D., et al. Dimorfismo sexual na “cobra-cipd” Oxybelis aeneus
(Serpentes, Colubridae) no estado do Ceara, Brasil. Revista Biotemas, 23 (4), pag.
65-69, dezembro de 2010.

MIGNEROT, L., at al. The origin and evolution of the sexes: Novel insights from a
distant eukaryotic linage. Rendus Biologics, 339 (7-8), pag. 252-257, 24 de maio de
2016.

MIRZAGHADERI, G., et al. The evolution of meiotic sex and its alternatives. Royal
Society B: Biological Sciences, volume 283, edicdo 1838, 14 de setembro de 2016.

MORRIS, K. R., et al. A Smith, Gonadal and Endocrine Analysis of a Gynandromorphic
Chicken. Endocrinology, Volume 159, edic&o 10, pag. 3492-3502, outubro de 2018.

MOTHE, G. B. Sexagem de espermatozdides caninos em gradiente descontinuo de
densidade: avaliagao in vitro. Dissertagao de mestrado, Programa de Pds Graduagao
em Biotecnologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botocatu-
SP, outubro de 2015.

MULLER, U. H-Y antigens. Human Genetics, 97(6), pag. 701-704, junho de 1996.

NARRA, H. P., et al. Of What Use Is Sex to Bacteria? Current Biology, Volume 16,
edicdo 17, pag. R705-R710, 5 de setembro de 2006.

NATALLIA, C. E. Molecular sexing pada accipitidae menggunakan metode loop
mediated isothermal amplification (LAMP) dan polymerase chain reaction (PCR). $1
thesis, UAJY. 2018.

NEGRO, J. J., et al. Melanin-based sexual dichromatism in the Western Palearctic

avifauna implies darker males and lighter females. Avian Biology, Volume 49, edicao 4,
20 de fevereiro de 2018.

86



OLIVEIRA, R. A., et al. Sexagem fetal em equinos. Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo
Horizonte, volume 38, n.1, pag. 37-42, jan./mar. de 2014.

PAN, Q., et al. Vertebrate sex-determining genes play musical chairs. Rendus
Biologies, 339(7-8), pag. 258-262, 09 de junho de 2016.

PASTANA, M. N. L., et al. Um novo Hyphessobrycon (Teleostei: Characiformes:
Characidae) miniatura dicromatico do Rio Formiga, bacia do alto Rio Juruena, Mato
Grosso, Brasil, com uma revisdo do dicromatismo sexual em Characiformes. J Fish
Biol., 91 (5), pag. 1301-1318, novembro de 2017.

PIACENTINI, V. Q., et al. Annotated checklist of the birds of Brazil by the Brazilian
Ornithological Records Committee / Lista comentada das aves do Brasil pelo Comité
Brasileiro de Registros Ornitolégicos. Revista Brasileira de Ornitologia, 23(2), pag.
91-298, junho de 2015.

POKORNA, M., et al. Phylogeny of sex-determining mechanisms in squamate reptiles:
are sex chromosomes an evolutionary trap? Zoological Journal of the Linnean
Society, 156(1), pag. 168—-183, 20 de abril de 2009.

POPLI, R. et al. Clinical impact of H-Y alloimmunity. Immunologic research. Vol. 58,
pag. 2-3, 2014. doi:10.1007/s12026-014-8514-3.

RASO, T. F., et al. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Arq. Bras.
Med. Vet. Zootec. Vol.56, no.2, Belo Horizonte, abril de 2004.

RAVEN, P.H., et al. Biologia Vegetal. 8% edi¢cdo. Editora Guanabara Koogan, Rio de
Janeiro, 830p, 2014.

REZENDE-PINTO, F. M. Ciclo reprodutivo e dimorfismo sexual em Cnemidophorus
vacariensis Feltrim & Lema, 2000 (Sauria, Teiidae) nos campos do Planalto das
Araucarias do Rio Grande do Sul, Brasil. Dissertagao de mestrado, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2007.

RODRIGUES, L. F., et al. Sexagem molecular em aves do género Agapornis através
de extragao de DNA de penas. Anais da Xl Mostra Cientifica FAMEZ / UFMS, Campo
Grande, 2018.

RODRIGUEZ-LEON, J. et al. Pitx2 regulates gonad morphogenesis. Proc Natl Acad
Sci U S A. 12 de agosto de 2008. doi: 10.1073/pnas.0804904105.

87



ROSSETTI, V. Os sistemas “ZW’/“XY” e fatores que interferem na determinagcdo do
sexo em aves € mamiferos. NetNature, 26 de junho de 2016.

SCANES, C. G. Sturkie's Avian Physiology. Elsevier. 62 Edigdo. Cap. 28, pag. 635-665,
2014.

SCOTT, C. Efeitos da sexagem por citometria de fluxo sobre a composigao protéica da
membrana de espermatozodides bovinos. Dissertagcao de mestrado, Botucatu — SP,
pag. 1-58, 17 de janeiro de 2014.

SEMEN sexado: histérico e atual status da tecnologia. BeefPoint, 29 de julho de 2010.
Disponivel  em:<https://www.beefpoint.com.br/semen-sexado-historico-e-atual-status-
da-tecnologia-64734/>. Acesso em dez. 2019.

SHARP, P. J. A comparison of variations in plasma luteinizing hormone concentrations
in male and female domestic chickens (gallus domesticus) from hatch to sexual maturity.
Journal of Endocrinology, 67(2), pag. 211-223, 1975. doi:10.1677/joe.0.0670211.

SHULTZ, A. J., et al. The role of sexual and natural selection in shaping patterns of
sexual dichromatism in the largest family of songbirds (Aves: Thraupidae). Evolution,
Volume 71, edigao 4, pag. 1061-1074, 7 de fevereiro de 2017.

SILVA, N. S. R,, et al. Determination of seminal plasma protein range with molecular
chromatography exclusion in young bulls. Brazilian Journal of Animal and
Environmental Research. v. 4, n. 2, 2021.

SILVEIRA, M. L., et al. Biometria, razao sexual e dimorfismo sexual de Trachemys
dorbigni (Duméril & Bibron 1835) (Testudines, Emydidae) em um agude no municipio
de Sao Gabriel, Rio Grande do Sul, Brasil. Biotemas, UFSC, Florianépolis, SC, Brasil,
2012.

SIMPSON, R. K., et al. Migration and the evolution of sexual dichromatism: evolutionary
loss of female coloration with migration among wood-warblers. Royal Society, Volume
282, edicao 1809, 22 de junho de 2015.

SOUZA, G. V. Producgao de anticorpos monoclonais contra proteinas sexo-especificas

de membrana de espermatozodides de equino. Dissertagcao de mestrado. Campos dos
Goytacazes — RJ, pag. 1-59, 27 de margo de 2003.

88



SPEIJER, D. What can we infer about the origin of sex in early eukaryotes? Philos
Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci., 371(1706), 19 de outubro de 2016.

STEINER, G., et al. Label free molecular sexing of monomorphic birds using infrared
spectroscopic imaging. Talanta, Volume 150, pag. 155-161, 1 de abril de 2016.

TERANISHI, M., et al. Transcripts of the MHM region on the chicken Z chromosome
accumulate as non-coding RNA in the nucleus of female cells adjacent to the DMRT1
locus. Chromosome Research, volume 9, pag. 147-165, fevereiro de 2001.

THOME, M. T. C., et al. Dimorfismo sexual, uso do ambiente e abundancia sazonal de
Elachistocleis cf. ovalis (Anura: Microhylidae) em um remanescente de Cerrado no
estado de S&o Paulo, sudeste do Brasil. Biota Neotrop., vol. 7, no. 1, jan/abr de 2007.

TOMASZKIEWICZ, et al. Y and W Chromosome Assemblies: Approaches and
Discoveries. Trends Genet., 33(4), pag. 266-282, abril de 2017.

VALENZUELA, N. Co-evolution of genomic structure and selective forces underlying
sexual development and reproduction. Cytogenet Genome Res, 127, pag. 232-241,
20009.

Van DAMME, R. et al. Causes of sexual dimorphism in performance traits: a
comparative approach. Evolutionary Ecology Research, 10, pag. 229-250, 2008.

Van TILBURG, M. F., et al. ldentificagdo de antigeno macho-especifico de ovino.
Revista Portuguesa, Ciéncias Veterinarias, RPCV, 101 (559-560), pag. 231-233,
2006.

VIEIRA, J. N., et al. Sexagem molecular em aves silvestres. Rev Bras Reprod Anim,
Belo Horizonte, v.33, n.2, pag. 66-70, abr./jun 2009.

WALDRIGUES, A. Citogenética de aves lll. Cromossomos sexuais e digametia em
aves. Semina, 3(10), pag. 111-115, 1982.

WILLHELM, B. R. Sexagem de sémen por citometria de fluxo e sua aplicabilidade em
animais selvagens. Trabalhos de Conclusao de Curso de Graduagao, Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, 2014.

ZAIA, D. A. M., et al. Determinagao de proteinas totais via espectrofometria: vantagens
e desvantagens dos métodos existentes. Quim. Nova, vol.21, n.6, pag. 787-793, 1998.

89



ZERBINO, D. R. et al. Ensembl 2018. Nucleic Acids Research, Volume 46, edicao D1,
pag. D754-D761, 4 de janeiro de 2018.

ZHOU, Q., et al. Complex evolutionary trajectories of sex chromosomes across bird

taxa. Science, vol. 346, edicdo 6215, 12 de dezembro de 2014. DOI:
10.1126/science.1246338.

90



	1.2 REPRODUÇÃO SEXUADA EM ANIMAIS
	1.2.1 Sistema XY de determinação sexual
	1.2.2 Sistema ZW de determinação sexual
	1.5 SEXAGEM EM ANIMAIS: IMPORTÂNCIA E MÉTODOS




