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RESUMO

A compreensdo da determinacao sexual em Oreochromis niloticus é crucial na aquicultura por
impactar produtividade, manejo e melhoramento genético. A preferéncia por lotes monossexo
(machos) deve-se a maior produtividade, uniformidade e controle reprodutivo. Embora
possuam sistema XX/XY, fatores genéticos de regibes autossémicas (LG1, LG3, LG20, LG23)
e ambientais, como a temperatura, influenciam o sexo, podendo causar inversao sexual. Esse
conhecimento permite aplicacBes de ferramentas tecnoldgicas voltadas ao cultivo, como
selecdo de reprodutores Y'Y, producdo de lotes monossexo sem horménios e controle das
proporgdes sexuais. Este trabalho busca avaliar a eficacia do sistema amh/amhAy na
identificacdo do sexo genético de tilapias imaturas, verificar se a morfologia genital externa
subestima o numero de fémeas e validar marcadores moleculares do gene amh (e sua variante
amhAy) para sexagem molecular na linhagem GIFT de Oreochromis niloticus. Foram
analisados 1017 juvenis de Oreochromis niloticus, de seis grupos genéticos (1A, 1B; 2A, 2B;
3A, 3B; 4A, 4B; 5A, 5B; 6A, 6B), criados sob manejo padronizado. Cada peixe foi identificado
com PIT-tag e submetido a sexagem fenotipica (inspecdo das papilas genitais) e genotipica
(marcadores amh/amhAy). O DNA foi extraido dos tecidos de nadadeiras, e a genotipagem
realizada via Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) com primers especificos. Os amplicons
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose, e a leitura das bandas definiu o sexo
genético: machos, com amh e amhAy presente (XY; dupla banda), e fémeas quando apenas o
amh presente (XX; Unica banda). Também foram avaliados ganho de peso diario, peso corporal
e taxa de crescimento. Machos apresentaram maior ganho de peso diario, peso corporal e leve
superioridade na taxa de crescimento, com diferencas estatisticamente significativas (p <
0,001). A sexagem fenotipica mostrou viés para machos (73,2%), enquanto a genotipica indicou
proporcéo equilibrada (52,2% fémeas, 47,8% machos). A analise de residuos confirmou a
validade de testes paramétricos, embora a sexagem fenotipica tenha desviado da normalidade.
A matriz de confusdo da sexagem mostrou acuracia de 69,5%, kappa de 0,402, sensibilidade
para fémeas de 90,6% e especificidade para machos de 61,8%, com curva ROC indicando boa
capacidade discriminativa do marcador amh/amhAy (AUC = 0.7618). Por grupo genético, a
sexagem genotipica manteve proporgdes sexuais proximas de 1:1. Os dados gerados reforcam
a confiabilidade do método frente a variacdes entre linhagens e possiveis efeitos ambientais nas
proporcdes sexuais. Dessa forma, conclui-se que os marcadores genéticos (amh/ amhAy)
fornecem sexagem eficiente, precisa e biologicamente coerente (razdo ~1:1).

Palavras-chave: Marcadores genéticos. Sexagem molecular. Tilapia-do-Nilo.



ABSTRACT

Understanding sex determination in Oreochromis niloticus is crucial in aguaculture because it
impacts productivity, management, and genetic improvement. The preference for monosex
(male) stocks is due to higher productivity, uniformity, and reproductive control. Although Nile
tilapia exhibits an XX/XY system, genetic factors from autosomal regions (LG1, LG3, LG20,
LG23) and environmental factors, such as temperature, influence sex, potentially causing sex
reversal. This knowledge enables the application of technological tools for farming, such as the
selection of Y'Y breeders, production of monosex stocks without hormones, and control of sex
ratios. This study aims to evaluate the effectiveness of the amh/amhAy system for identifying
the genetic sex of immature tilapia, determine whether external genital morphology
underestimates the number of females, and validate molecular markers of the amh gene (and its
variant amhAy) for molecular sexing in the GIFT strain of Oreochromis niloticus. A total of
1,017 juveniles from six genetic groups (1A, 1B; 2A, 2B; 3A, 3B; 4A, 4B; 5A, 5B; 6A, 6B)
were analyzed under standardized management. Each fish was identified with a PIT tag and
subjected to phenotypic sexing (inspection of genital papillae) and genotypic sexing (using
amh/amhAy markers). DNA was extracted from fin tissue, and genotyping was performed
through Polymerase Chain Reaction (PCR) with specific primers. Amplicons were visualized
by agarose gel electrophoresis, and band patterns determined genetic sex: males, with both amh
and amhAy present (XY; double band), and females, with only amh present (XX; single band).
Daily weight gain, body weight, and growth rate were also evaluated. Males showed higher
daily weight gain, body weight, and slightly superior growth rate, with statistically significant
differences (p < 0.001). Phenotypic sexing showed a male-biased distribution (73.2%), while
genotypic sexing indicated a balanced ratio (52.2% females; 47.8% males). Residual analysis
confirmed the validity of parametric tests, although phenotypic sexing deviated from normality.
The confusion matrix for sexing showed an accuracy of 69.5%, a kappa of 0.402, female
sensitivity of 90.6%, and male specificity of 61.8%. The ROC curve indicated good
discriminative capacity of the amh/amhAy marker (AUC = 0.7618). Across genetic groups,
genotypic sexing maintained sex ratios close to 1:1. The data reinforce the reliability of the
method despite lineage variation and possible environmental effects on sex ratios. Therefore, it
is concluded that the genetic markers (amh/amhAy) provide efficient, accurate, and biologically
consistent sexing (~1:1 ratio).

Keywords: Genetic markers. Molecular sexing. Nile tilapia.
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1 INTRODUCAO

A determinacdo sexual em tilapias, especialmente em Oreochromis niloticus, & um tema
central para a aquicultura moderna porque influencia diretamente a produtividade, manejo
reprodutivo e estratégias de melhoramento genético. Além do dimorfismo sexual em
caracteristicas econémicas, o setor valoriza fortemente a producdo de lotes monossexo
(geralmente machos), pois além do alto desempenho zootécnico, reduz reproducédo indesejada
em cultivo, aumenta uniformidade e facilita 0 manejo zootécnico. Em funcéo disso, controlar o
sexo fenotipico tornou-se um objetivo aplicado de primeira ordem para programas de
melhoramento e para a industria aquicola (PALAIKOSTAS et al., 2013, 2015). Dessa forma,
as técnicas de inversdo sexual, também conhecida como reversdo sexual, tiveram uma
importancia fundamental para a evolugdo da tilapicultura, promovendo um crescimento no setor
(GITHUKIA et al., 2015).

Do ponto de vista bioldgico, a tilapia do Nilo apresenta, em geral, um sistema de
determinacdo XX/XY, contudo, outros fatores genéticos e ambientais modulam as proporcées
sexuais, 0 que explica variacGes expressivas em familias e popula¢Bes. Essa complexidade
decorre de genes determinantes do sexo distribuidas em mais de um cromossomo (p.ex., LG1,
LG3, LG20 e LG23) e de interacdes com temperatura durante a diferenciacdo gonadal. Em
termos praticos, isso significa que o sexo fenotipico pode se dissociar do genotipo esperado em
certas condi¢cOes de criagdo, exigindo ferramentas moleculares e de manejo mais precisas
(CACERES et al., 2018).

Uma das principais linhagens de tilapia criada no Brasil é a linhagem GIFT (Genetically
Improved Farmed Tilapia), desenvolvida em 1998 pela World Fish Center por meio de
cruzamentos sucessivos entre quatro linhagens de O. niloticus selvagens da Africa e quatro
linhagens cultivadas na Asia, sendo selecionadas para caracteristicas produtivas pré-definidas
(GUPTA & ACOSTA, 2004). Ela tem sido selecionada para ganho de peso ao longo dos anos,
sendo estimado um acréscimo de 4% sobre a geracdo anterior (OLIVEIRA, 2013). O melhor
desempenho produtivo, se deve ao fato das larvas serem 15 a 20% maiores e apresentarem
maturacao sexual tardia quando comparada a outras linhagens como a Chitralada, que mobiliza
menos nutrientes para sua maturacdo (KUBITZA, 2000).

No ambito do melhoramento genético e do manejo reprodutivo, a influéncia ambiental,
especialmente a temperatura, interage com essa base genética e pode induzir inversdo sexual.

Dessa forma, o conhecimento de genes associados a determinagdo sexual principalmente



14

aqueles ligados ao LG23 (e, conforme a linhagem, ao LG1 ou a moduladores como LG20)
possibilitam: (i) selecdo assistida por marcadores moleculares (MAS) para formacdo de
reprodutores Y'Y (super machos) e de lotes monossexo via acasalamentos dirigidos; (ii) reducéo
da dependéncia de hormonios para masculinizacdo; e (iii) diagnostico e controle finos de
proporgdes sexuais ao longo do ciclo produtivo. Entretanto, a diversidade de origens e historias
de selecdo das linhagens exige validacdo prévia dos marcadores em cada populacdo-alvo, pois
0 “locus majoritario” pode variar entre estoques. Em GIFT, por exemplo, o principal sinal reside
no LG23, sustentando o uso de MAS para controle de sexo. Em alguns estoques o LG1 pode
predominar, e moduladores adicionais devem ser monitorados. Assim, combinar genotipagem
direcionada (especialmente na regido amh/amhy do LG23) e acasalamentos racionais € a via

mais robusta para consolidar sistemas de produgdo monossexo e elevar a eficiéncia zootécnica.
1.1 Objetivos
1.1.1 Obijetivo Geral

Avaliar o desempenho produtivo em tilapias (Oreochromis niloticus) com base na
sexagem assistida pelo marcador ligado a variante do gene AMH, 0 AMHAY.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Avaliar se o sistema amh/amhAy é capaz de classificar o sexo genético de tilapias

imaturas com eficiéncia;

o Verificar se a morfologia gonadal externa de animais imaturos subestima o total
de fémeas;
o Validar marcadores moleculares disponiveis para a linhagem GIFT para a

sexagem molecular em O. niloticus por meio do gene AMH e das suas variantes (Amhy
e AmhAy).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econdmica da tilapia e as perspectivas para o estado de Tocantins
A tilapia do Nilo destaca-se como espécie-chave na aquicultura mundial devido as suas
caracteristicas zootécnicas versateis e relevancia comercial. Segundo a FAO (2024), em 2024

foram produzidas 6,95 milhdes de toneladas da espécie, resultado direto de sua
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adaptabilidade a diversos sistemas de cultivo, eficiéncia alimentar e boa aceitagdo
comercial (RODRIGUES et al., 2017; D’ABRAMO, 2025). E a segunda espécie de peixe mais
produzida no mundo, sendo a Carpa a lider, em razéo da larga producdo de varias linhagens
deste animal na China.

De acordo com dados atuais da Associagéo Brasileira de Piscicultura (PEIXEBR, 2024),
0 Brasil se coloca na posi¢éo de 4° maior produtor de tilapia do mundo, ficando atras da China,
Indonésia e Egito, superando com ampla vantagem de quase 90 mil toneladas, a Tailandia e as
Filipinas. A espécie ja representa 57% da producéo nacional, com 432.149 toneladas produzidas
em 2019, sendo o Espirito Santo responsavel pela producdo de 13.756 toneladas/ano,
aparecendo entre os 10 maiores produtores nacionais (PEIXEBR, 2024).

Nesse cenario, a tilapia ampliou sua participacdo na producdo brasileira de peixes de
cultivo, em 2023, com 579.080 toneladas — crescimento de 5,28% em relacéo ao ano anterior —
mostra levantamento da Associacdo Brasileira da Piscicultura (Peixe BR). Com esse resultado,
a espécie passou a representar 65,3% do total nacional. No ano anterior, 0 pais colocou no
mercado 550.060 toneladas (63,93% do total) (PEIXEBR, 2024).

No ambito da producao animal brasileira, o cenario no pais estad marcado pela ascenséao
da piscicultura, que vem se consolidando como o0 segmento que mais tem crescido e
desenvolvido nos ultimos anos. Desse modo, conforme observado por Medeiros et al. (2023),
a piscicultura no Brasil € uma industria relativamente jovem, mas tem sido o setor de producgéo
animal que mais cresceu no pais nos ultimos anos. Esse crescimento pode ser atribuido, em
parte, ao consumo ainda moderado de peixes no pais, que € de aproximadamente 9,5
quilogramas por habitante por ano. Apesar do baixo consumo per capita, a previsao e o retorno
financeiro da producéo em larga escala de tilapia atrairam investimentos significativos. Nesse
sentido, a Embrapa Pesca e Aquicultura relata que esse investimento na piscicultura esta sendo
realizado tanto por pequenos e médios produtores quanto por grandes empresas multinacionais.
Grandes cooperativas e empresas que ja tinham presenca em outras areas da producdo animal,
como aves e suinos, estao direcionando seus recursos para a producéo de tilapia, aproveitando
a experiéncia e a infraestrutura ja estabelecidas em outros setores (EMBRAPA, 2022;
ZAMPIERI, 2023).

Contudo, o Tocantins é uma das unidades federativas com maior potencial para o
desenvolvimento da piscicultura, devido as suas caracteristicas geograficas, disponibilidade
hidrica, clima favoravel e localizagdo estratégica, fatores que facilitam a producdo, o
escoamento da producdo e a aquisi¢do de insumos (COSTA et al., 2023). Apesar disso, a

producéo de tilapia ainda é incipiente no territorio tocantinense, em razéo da liberacéo recente
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do cultivo desta espécie exotica, regulamentada apenas em 2018, pela Resolucdo n° 88 do
Conselho Estadual do Meio Ambiente (COEMA) (TOCANTINS, 2018). Em 2024, o estado
produziu cerca de 18.100 toneladas de peixes cultivados, sendo apenas 3,9% de tilapia. Em
contraste, o Parana, lider nacional, produziu 250.315 toneladas da espécie, no mesmo ano
(PEIXEBR, 2025).

Nesse contexto, estudos realizados pela Embrapa Pesca e Aquicultura, revelam que a
dindmica produtiva da tilapicultura no Tocantins apresenta larga vantagem competitiva quando
comparada aos principais polos nacionais, como Sdo Paulo e Parand. De acordo com a
Secretaria da Agricultura, Pecuéria e Aquicultura do Tocantins (SEAGRO, 2022), a tilapia se
destaca como espécie preferencial para cultivo nos quatro grandes reservatorios federais
alocados no Rio Tocantins (Sdo Salvador, Peixe Angical, Lajeado e Estreito), que juntos
apresentam capacidade de suporte estimada em 290 mil toneladas anuais. No entanto, a
Embrapa enfatiza que apesar desse potencial, a cadeia produtiva ainda enfrenta gargalos
estruturais, especialmente na logistica de transporte, no escoamento para grandes centros
consumidores devido a menor populacéo e renda per capita do estado em comparacao a regides
como o Parand, e também na oferta limitada de alevinos. Dessa forma, um dos projetos que esta
em andamento na Embrapa, o Tilatech Recria, visa desenvolver um pacote tecnoldgico para a
producdo de juvenis de tilapia em tanques-rede, a fim de atender a demanda de produtores que
buscam adquirir peixes ja na fase juvenil, a partir de aproximadamente 50 g, adequados para a
etapa de engorda (SANTOS, 2022). Essa estratégia reduz desafios operacionais associados ao
manejo de alevinos, que requerem alimentacdo frequente e manutencdo em estruturas de
bercario. Assim, esses indicadores reforcam o crescimento expressivo da tilapicultura no estado
e evidenciam sua consolidacdo como atividade estratégica para o setor aquicola regional.

2.2 Principais linhagens de tilapia cultivadas no Brasil

O avanco da tilapicultura no mundo inteiro estd levando a uma intensificacdo dos
cultivos. Um dos sintomas desta intensificacdo é a busca por linhagens de performance superior
(ZIMMERMANN, 2000). No Brasil, a tilapia foi introduzida pela primeira vez em 1953,
guando a “"Light™", em Séo Paulo, importou a Tilapia rendalli (Coptodon rendalli) do Congo.
Posteriormente, em 1971, o Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCYS)
introduziu exemplares da especie tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) visando ao
peixamento dos reservatdrios publicos da Regido Nordeste. Todavia, varias linhagens de tilapia

nilotica tém surgido no mundo, dentre estas a Tailandesa ou Chitralada, a Vermelha e a
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Genomar Supreme vém merecendo especial atencdo devido ao seu comportamento ddcil e
elevado potencial de producdo (SANTQOS, 2006).

A linhagem Tailandesa, também conhecida como Chitralada, ja é bastante comum entre
os produtores de alevinos. Essa variedade foi inicialmente desenvolvida no Japao e melhorada
no Palécio Real de Chitralada na Tailandia. Esta linhagem foi introduzida no Brasil em 1996,
por meio de alevinos doados pelo Asian Institute of Technology (AIT), e desde entdo, esta
linhagem vem passando por continuos processos de melhoramento genético no pais. O peixe
tailandés vem sendo intensamente manipulado (domesticado), hd mais de 30 anos. Como
resultado, apresenta taxas de alimentacdo mais elevadas, devido a docilidade e a avidez pelo
alimento, observadas mais intensamente na populacdo Chitralada, quando comparada as
demais, mesmo lado a lado, em gaiolas flutuantes (ZIMMERMANN, 2000).

Figura 1 - Tilapia Tailandesa (Oreochromis niloticus)
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Uma linhagem de relevante interesse comercial € a tilapia vermelha (Figura 2) que,
segundo HILSDORF (1995), é um mutante genético surgido evolutivamente a partir de espécies
do género Oreochromis. As espécies originais, O. mossambicus, O. niloticus e O. honorum,
tém sido cruzadas com outras tilapias vermelhas de origens desconhecidas ou tipos selvagens
de Oreochromis sp., de modo que a composi¢do genética da maior parte destas variedades,
permanece indeterminada. De modo geral, apresentam maior tolerancia a salinidade e menor
resisténcia ao frio quando comparadas a tilapia do Nilo. Contudo, sdo consideradas menos
produtivas, principalmente em fungdo de sua baixa taxa de sobrevivéncia, agravada pelo

aumento da predacdo por passaros nos viveiros. A maior vantagem sobre a Tilapia do Nilo,



18

reside na melhor aceitabilidade por parte dos consumidores, que associam a coloragao vermelha
aos diversos peixes marinhos com coloragéo similar, pagando mais por quilo do produto (DOS
SANTOS, 2006).

Figura 2 - Peixe tilapia Vermelha (Oreochromis niloticus), variedade colorida

Fonte: Divulgagdo/AEN (2020).

Outra linhagem de til&pia recém introduzida no mercado brasileiro, foi a Supreme
Tilapia, desenvolvida pela empresa Genomar, apds mais de duas décadas de selecdo genética.
O plantel GST (Genomar Supreme Tilapia) é resultado do maior, mais caro e mais longo
programa de melhoramento genético de tilapias, que teve inicio nas Filipinas na década de 80
a partir da linhagem, Genetic Improved Farmed Tilapia (GIFT) (ZIMMERMAN, 2003). No
final da ultima década, a empresa norueguesa Genomar adquiriu todos os direitos de
comercializacdo dos produtos gerados, bem como de todo o material genético produzido apos
a 102 geragdo. Introduziu, também, grandes inovacGes no programa GIFT como a marcacao dos
animais através de seu proprio DNA, eliminando os erros de selecdo (efeitos ambientais), além
do mapeamento dos genes de maior importancia da GST (ZIMMERMAN, 2003).

Desse modo, varias caracteristicas conferem as tilapias a condi¢do de um dos grupos de
peixes mais amplamente cultivados no mundo. Estes animais alimentam-se da base da cadeia
tréfica, aceitam uma variabilidade de alimentos e respondem positivamente a fertilizacdo dos
viveiros. Além disso, sdo bastante resistentes a doencas, ao superpovoamento € a baixos niveis
de oxigénio dissolvido. Somam-se a estas vantagens, suas boas caracteristicas organolépticas,
como a carne saborosa, baixo teor de gordura, auséncia de espinhos intramusculares em forma
de “Y” (mioceptos) e excelente rendimento de filé de aproximadamente 35 a 40% em
exemplares, com peso médio de 0,45 kg (HILSDORF, 1995).

2.3 Linhagem GIFT e o sucesso adaptativo e econdmico na piscicultura brasileira
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As tilapias (O. niloticus) sdo ciclideos africanos que foram introduzidos no Brasil e se
adaptaram a quase todo territorio nacional com faixa de temperaturas entre 14 a 33° C
(RODRIGUES et al., 2013). Sdo animais precoces, rusticos, suportam manejos intensivos e sao
mais resistentes a doencas (PEZZATO et al., 1986).

Das linhagens de tilapias que tém sido criadas no Brasil, entre elas destaca-se a GIFT
(Figura 3) (Genetic Improvement of Farmed Tilapia) que tem sido utilizada por muitos
piscicultores do estado do Parana e Sao Paulo. Esta linhagem comecou a ser desenvolvida a
partir de um projeto mundial em que o principal objetivo era melhoramento genético de peixes
tropicais (GUPTA & ACOSTA, 2004). Ainda de acordo com 0s autores, para que isso fosse
estabelecido houve cruzamento entre quatro linhagens comerciais puras de tilapias cultivadas
na Asia e outras quatro linhagens selvagens comumente cultivadas na Africa. Ou seja, este
programa envolveu quatro linhagens silvestres de tilapias capturadas em 1988-1989 no Egito,
Gana, Quénia e Senegal, e quatro linhagens confinadas, introduzidas nas Filipinas de 1979 a
1984, de Israel, Singapura, Tailandia e Taiwan (BENTSEN, 1998).

Fonte: Autora (2025).

Desse modo, apds a obtencdo da variedade melhorada, a tilapia GIFT foi distribuida
para quase todo o mundo, sendo criada em diferentes condi¢des climéticas. A partir de um
convénio realizado entre a Universidade Estadual de Maringd (UEM) e WorldFish Center,
apoiado pela extinta Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca (SEAP), atual Ministério de
Pesca e Aquicultura (MPA), foram importados cerca de 600 animais de 30 familias de tilapias
do Nilo — GIFT, dando origem a um programa nacional de melhoramento genético, apoiado em
parte pelo projeto SEG - AquaBrasil (RESENDE et al., 2010). Neste programa, o objetivo
principal da selecdo foi aumentar a taxa de crescimento corporal, sendo utilizado como critério



20

de selecdo 0 ganho de peso médio diario, obtendo-se um ganho genético médio de 18% entre
geragdes (OLIVEIRA et al., 2013). Com a utilizagdo deste animal, houve um acréscimo em
termos de eficiéncia no sistema de producédo saindo de uma condicdo em que eram produzidos
peixes com peso final de 400 a 600 gramas ap0s 6 a 8 meses de engorda para aqueles que
produzem peixes com 800 g de peso em 4-6 meses, 0 que permite um ciclo producdo a mais
por ano na mesma area. Como impacto econémico observou-se um ganho na receita liquida de
22% em relacao ao uso da tilapia ndo melhorada (FERNANDES, 2019).

O melhor desempenho produtivo da GIFT, se deve ao fato das larvas serem de 15 a 20%
maiores e apresentarem maturacao sexual tardia quando comparada a outras linhagens como a
Chitralada, mobilizando menos nutrientes para a maturacdo (KUBITZA, 2000). A variedade
tem grande potencial e aceitacdo no mercado consumidor, devido a boa qualidade da carne,
apresenta pouca gordura tornando uma carne mais leve, com sabor suave e auséncia de espinhas
intermusculares (BOSCOLO, 2007). Esse sucesso crescente do programa, faz com que haja
mais estudos e pesquisas, principalmente no desenvolvimento de novas variedades, pois ainda
ndo existem estudos que avaliem se as caracteristicas da carne da GIFT sdo transmitidas quando

sdo cruzados com animais de outras variedades (RODRIGUES, 2024).

2.4 Aspectos bioldgicos e comportamentais da tilapia do Nilo

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) possui potencial econémico (FAO, 2018)
devido a caracteristicas como rapido crescimento, aceitacdo no mercado por ter a carne branca,
leve e de sabor suave (LUND E FIGUEIRA, 1989) além de alta resisténcia a doencas e ao
superpovoamento. Essa variedade apresenta atributos reprodutivos favoraveis aos programas
de melhoramento genético, como alta prolificidade, maturidade sexual precoce, fecundidade
relativa elevada, desova frequente (HULATA et al., 1993) e disponibilidade de alevinos durante
todo o ano nas regides mais quentes do pais (BOSCOLO et al., 2002). A maturidade sexual da
tildpia ocorre quando o animal tem por volta de 30 g (DE GRAAF et al., 1999). Trata-se de um
taxon que apresenta formacdo hierarquica social (presenca de peixes dominantes e submissos)
logo apds as primeiras semanas de vida (HUNTINGFORD, 1986), o que ocasiona
comportamento agonistico frente a coespecificos, impactando ndo somente no bem-estar quanto
na producdo (MOYLE & CECH-JUNIOR, 1988).

A tilapia do Nilo possui 0 habito de consumir fitoplancton por meio de filtragem da
agua, com preferéncia por microalgas (LOURES et al., 2001). Dentro dos seus limites toleram

diferentes condi¢des de qualidade da &gua, suportam baixos niveis de oxigénio dissolvido,
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tendo desenvolvimento sensivelmente afetado em concentracdo abaixo de 3,0 ppm. Em relagéo
a intensidade de sua propagacdo, quando controlada, torna-se uma das espécies mais
recomendadas para a piscicultura pois adapta-se facilmente as praticas de manejo alimentar e
também tolera altas densidades de estocagem em sistemas intensivos de criacdo (SILVA et al.,
2012).

A espécie possui dentes rudimentares nos labios, intestino bastante longo, respiracéo do
tipo branquial e o corpo coberto de escamas. Sua reproducdo é do tipo parcelada, podendo
desovar de 8 a 12 vezes no ano. A sua maturidade sexual esta muito relacionada com o clima
da regido, condigdes de espaco, manejo e alimentacdo. Geralmente, comeca a reproduzir-se por
volta dos 4 a 5 meses de idade, colocando em média 800 a 2.000 évulos/desova ou 4 a 5 dvulos
gt de peso vivo de fémea (OLIVEIRA et al., 2007).

A tildpia apresenta dimorfismo sexual, ou seja, possui presenca de caracteres que
distinguem morfologicamente machos de fémeas. A existéncia da gonada masculina ou
feminina é considerada como um dimorfismo sexual primario. Diferencas fisicas externas entre
o0s dois sexos podem existir ou ndo de acordo com a espécie de peixe. Se existirem, podem ser
permanentes ou temporarias e sao chamadas de dimorfismos sexuais secundarios. As tilapias
apresentam dimorfismo sexual secundario permanente, representado principalmente pela papila
urogenital distinta entre os sexos (BORGES, 2004), o que facilita a separacdo entre os
individuos. Entre as diferencas, é possivel citar o namero de orificios na regido ventral, cuja
fémea apresenta trés orificios (anus, oviduto e uretra) e 0 macho apenas dois (anus e orificio
urogenital, sendo este ltimo a abertura por onde passam urina ¢ sémen) (Figura 4). Além
disso, as fémeas reprodutoras apresentam menor porte que os machos da mesma idade e
escurecimento na regido gular (papo). J& os machos, quando preparados para a reproducéo,
podem apresentar coloracdo rosada na cabeca e na extremidade da nadadeira caudal e coloracdo
azul/cinza na regido abdominal (OLIVEIRA et al. 2007).

Figura 4 - Dimorfismo sexual da tiléia Oreochromis niloticus)
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Fonte: Autora (2025).
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As fémeas pertencentes desenvolvem cuidados com a prole, de forma que apos a
fecundacdo recolhem os ovos com a boca (Figura 5), onde os mantém por cerca de sete a oito
dias, durante o periodo de incubacdo e desenvolvimento das larvas. Nesse periodo, ndo se
alimenta e, mesmo apos o0s peixes adquirirem capacidade de natacdo e busca de alimento, ela
continua dispensando cuidado com os filhotes por cerca de 20 dias, fazendo o recolhimento dos
filhotes para a boca sempre que pressentir condigdes de perigo para eles (OLIVEIRA et al.
2007).

Figura 5 - Fémea de tilapia realizando incubacéo oral dos ovos

Fonte: Autora (2025).

2.5 Linhagem monossexo para o aprimoramento da tilapicultura

O gonocorismo, que caracteriza aproximadamente 95% dos teledsteos, geralmente
inclui uma desigualdade fenotipica entre machos e fémeas da mesma espécie, principalmente
na fase adulta (pds-pubere). Na piscicultura, essa diferenca pode representar ganhos
econdmicos significativos, ou seja, pode haver uma agregagdo de valor ao produto se forem
produzidos somente individuos do sexo com superioridade zootécnica. Tais caracteristicas
podem estar relacionadas com a taxa de crescimento, tempo de maturacéo e idade, forma ou
coloracdo do corpo ou ainda composicdo da carcaca (ARAI, 2001; CNAANI E LEVAVI-
SIVAN, 2009). Os estoques monossexo podem ainda ser vantajosos quando evitam a
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reproducédo descontrolada em cativeiro de engorda, resultando em lotes uniformes e, portanto,
de alto valor comercial (CNAANI E LEVAVI-SIVAN, 2009; TURRA et al., 2010).

O controle do sexo em peixes € um procedimento relativamente simples e de facil
sucesso. Essa manipulacéo € possivel porque a formacédo de ovarios e testiculos nesta classe é
muito tardia e, em comparagdo com os mamiferos, a via de diferenciacdo sexual € um processo
relativamente flexivel que pode ser afetado por diferentes fatores endégenos e exdgenos
(DEVLIN & NAGAHAMA, 2002).

O primeiro estudo experimental de inverséo sexual de peixe foi realizado em 1954, por
Yamamoto (1958) utilizando o medaka Oryzias latipes. No ambito de espécie comercial, 0
primeiro trabalho foi com salmonideos na década de 80 (DONALDSON e HUNTER, 1982),
guando lotes exclusivos de fémeas foram produzidos. Até o inicio do século XXI, mais de 60
espeécies de teleosteos distribuidas em 16 familias tinham sido invertidas sexualmente com o
uso de esteroides sexuais, aproximadamente 16 andrégenos e 12 estrdgenos (Tabela 1)
(PIFERRER, 2001).

Tabela 1 - Espécies com producdo de popula¢bes monossexo

Espécie Sexo Vantagem Referéncias

Anguilla anguilla F  Crescimento Tzchori et al. (2004)

Betta splendens M  Cor e nadadeiras Kirankumar e Pandian (2002)
Cyprinus carpio F  Crescimento Grozea et al. (2007)
Dicentrarchus labrax F  Crescimento Navarro-Martin et al. (2009)
Epinephelus marginatus M  Reprodutores Sanches et al. (2009)

Gadus morhua F  Qualidade da carne Lin et al. (2012)
Hippoglossus hippoglossus F  Crescimento Hendry et al. (2003)
Ictalurus punctatus M  Crescimento Davis et al. (2007)

Lepomis macrochirus M Crescimento Wang et al. (2008)
Oncorhynchus mykiss F  Crescimento Razmi et al. (2011)
Oncorhynchus tshawytscha F  Crescimento Hunter et al. (1983)
Oreochromis niloticus M  Crescimento Drummond et al. (2009)
Paralichthys lethostigma F  Crescimento Luckenbach et al. (2003)
Poecilia latipinna M  Nadadeira dorsal Kavitha e Subramanain (2011)
Poecilia reticulata M  Cor e nadadeira Basavaraja et al. (2014)
Pomoxis nigromaculatus M  Crescimento Arslan e Phelps (2004)
Puntius gonionotus F  Crescimento Pongthana et al. (1999)
Rhamdia quelen F  Crescimento Junior et al. (2008)

Salmo salar F  Qualidade de carne Lee et al. (2004)
Scophthalmus maximus F  Crescimento Piferrer et al. (2004)

Espécies de peixes em que ha a produgdo (comercial ou experimental) de populagio monosexo. As letras F
(feminino) e M (masculino) indicam o género superior zootecnicamente a ser produzido.

Fonte: Producéo de popula¢Ges monossexo em peixes (2016).

A criacdo de lotes masculinos é praticada em varios paises, um exemplo classico sao as
tilapias. Especies desse género sdo altamente proliferas nos tanques de piscicultura, gerando

lotes com individuos de diferentes tamanhos. Como 0s machos apresentam crescimento mais
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rapido que as fémeas, os lotes exclusivos de machos ndo s6 evitam a reproducdo indesejada
como aumentam a producdo (BOMBARDELLLI et al., 2007; ZANONI et al., 2013).

O principal fator que contribuiu para o rapido desenvolvimento mundial da tilapia
incluiu melhoramentos na qualidade das sementes (alevinos) por meio da adocédo da tecnologia
da inversdo sexual na década de 1990 e a introdugdo de linhagens de tilapia do Nilo
geneticamente melhoradas, tal como a Chitralada em 1996 e, alguns anos apo6s, a linhagem
GIFT (ROCHA; KUBITZA; COSTA, 2011).

A producado de lotes monossexo de peixes pode ser obtida por diversos meios, como:
hibridizacdo, manipulagdes genéticas, como ginogénese e androgénese, ou com o uso de
esterdides sexuais. Ainda, em algumas espécies de peixe a masculinizagdo é feita com a
administracdo de inibidores de aromatase (por exemplo, Fradozole). A inibicdo dessa enzima,
e consequente bloqueio da conversao de testosterona a estradiol, resulta em uma masculinizacdo
mais préxima a fisioldgica se comparado a administracdo direta de andrdgenos (REIS et al,
2016).

De acordo com o Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais (GIA, 2015), a
formacéo de linhagens monossexo pode ser obtida por meio da ginogénese, quando a progénie
possui apenas material genético da fémea, ou androgénese, quando a progénie exibe somente
material genético do macho. A consecucdo de linhagens de tilapias de apenas um dos sexos,
também pode ser obtida sem a manipula¢do cromossdmica, através da inversao sexual.

Outro método de obtencdo de plantéis monossexo é a producdo de linhagens
supermacho, que ocorre por meio de acasalamentos de peixes revertidos para a obtencdo de
linhagem Y'Y. Na tilapicultura, a técnica é realizada da seguinte maneira: as larvas sexualmente
indiferenciadas sdo alimentadas com racdo contendo estrogeno, para gerar fémeas invertidas,
gue na verdade sdo machos genotipicos (XY). Estes quando identificados depois de maduros,
através da sexagem molecular, serdo cruzados com machos normais, a progénie obtida consiste
em 25% de fémeas normais (XX), 50% de machos normais (XY) e 25% de supermachos (YY).
Quando for realizado o cruzamento dos supermachos com fémeas normais, a prole obtida é de
100% machos normais (GIA, 2015).

Contudo, além dos métodos ja citados, o uso da temperatura na producéo de alevinos
machos de tilapia tem sido testado com bons resultados experimentais. A elevacdo da
temperatura da agua (35-37°C) nas fases iniciais de desenvolvimento das larvas dos peixes
produz um efeito masculinizante. A propor¢do de machos produzidos varia de 80 a 100%,
dependendo das espécies e das linhagens/familias utilizadas, sendo necessarios mais estudos

para a aplicacdo comercial desse método (BORGES, 2019).
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Nesse contexto, na piscicultura comercial a reproducdo nos sistemas de cultivo tem se
tornado um desafio, pois podem prejudicar o tamanho e o peso adequados para a
comercializacdo (BORGES et al., 2005). Nas tilapias, caracteristicas reprodutivas como: alta
capacidade de reproducdo, maturidade sexual precoce, fecundidade relativa elevada e desova
frequente, tém levado a uma das principais dificuldades encontradas pelos criadores que é a
superpopulacdo dentro dos viveiros de criacdo, o que prejudica a taxa de crescimento dos
individuos (BORGES, 2005). Desse modo, busca-se na tilapicultura a criacdo de populagdes
monossexo de machos, as quais sao realizadas atraves da inversdo sexual ainda na fase de pos-
larva para producgdo de alevinos visando diminuir a propor¢do de fémeas e melhorar o
desempenho produtivo, garantindo a qualidade do lote. Isso se deve ao fato de os machos de
tilapia apresentarem melhor crescimento e desempenho na engorda, enquanto as fémeas
direcionam suas reservas a reproducao e interrompem a alimentacdo durante a incubacao bucal
(BORGES, 2019). Desse modo, considerando 0s aspectos praticos e comerciais, para tilapia
torna-se coerente 0 uso de tecnologias que favorecam o sexo gonadal masculino de forma a

minimizar o tempo de intervencao sobre os animais (DONALDSON, 1996).

2.6 O papel do gene AMH na determinacéo sexual dos peixes

Os peixes possuem a maior diversidade e plasticidade de mecanismos de determinacao
do sexo dentro dos vertebrados (SANDRA & NORMA, 2010). Os estudos sobre determinacéo
e diferenciacdo sexual em peixes representam uma area de estudo extremamente vasta, e sdo
importantes por fornecerem uma rica fonte de dados para a compreensdo dos caminhos
evolutivos e a flexibilidade deste processo. Especialmente, porque 0s peixes ocupam uma
posicao basal na filogenia destes animais (DEVLIN & NAGAHAMA, 2002).

O Hormonio Anti-Mdilleriano (AMH) é uma glicoproteina membro da familia TGF-3
(transforming growth factor-beta), que tem um papel chave na regressao do ducto de Muller
durante a diferenciacdo sexual masculina em vertebrados tetrapodes (JOSSO et al., 2006). Em
relacdo a sua estrutura, o AMH apresenta-se como um gene de cOpia Unica nos vertebrados.
Porém, em duas espécies de peixes teledsteos, peixe-rei da Patagbnia (Odontesthes
argentinensis) (HATTORI et al., 2012) e tilapia do Nilo (ESHEL et al., 2014), o AMH
apresenta-se duplicado, neste caso esta segunda coOpia, denominada AMHY, atua como
determinante sexual (Figura 6).



26

Figura 6 - Estrutura do gene AMH e AMHY em peixe-rei da Patagdnia
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Fonte: HATTORI et al. (2012).

O gene AMH apresenta cinco éxons em mamiferos e aves, e sete éxons em peixes
tele6steos. Em humanos e camundongos, a proteina formada contém 554 e 560 residuos de
aminoéacidos, respectivamente. Em galinhas, sdo formados 644 e em peixes teledsteos 500, com
excecdo do peixe truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) que possui 571 residuos de
aminoécidos, codificados por seis exons (RODRIGUEZ-MARI et al., 2005; HALM et al., 2007,
KLUVER et al., 2007; JAMIN et al., 2008; HATTORI et al., 2012).

O AMH é secretado como um precursor homodimérico com tamanho de 140-kDa, o
qual consiste em dois mondmeros de 70-kDa cada. Ele é composto por uma regido C-terminal
madura com 25-kDa. Esta regido se torna bioativa apds sofrer uma clivagem proteolitica e se
ligar ao receptor do AMH tipo 2 (AMHRII), induzindo assim sinais intracelulares através de
proteinas Smads (PEPINSKY et al., 1988; DI CLEMENTE et al., 2010). A regido N-teminal é
chamada de prd-regido. Esta parte é importante para a sintese e transporte do AMH extracelular.
O precursor do AMH é clivado entre estes dois dominios (prd-regido e C-terminal). Em seguida,
uma segunda clivagem ocorre na pro-regido dando origem a trés regides diferentes: regido pro-
semi-madura, semi-madura e 29 madura (Figura 5) (JOSSO e DI CLEMENTE, 2003; DI
CLEMENTE et al., 2010; MAMSEN et al., 2015).

A regido C-terminal se torna biologicamente ativa quando se associa de maneira ndo-
covalente com a pré-regido. Uma nova clivagem resulta na dissocia¢do da pré-regido com a
regido C-terminal madura. Desta forma o AMH maduro € liberado na matriz extracelular. A
porcdo N-terminal é importante para a manutencao da atividade biologica da por¢do C-terminal
do AMH (Figura 7) (WILSON et al., 1993; JOSSO e DI CLEMENTE, 2003; DI CLEMENTE
et al., 2010). As sequencias da proteina deduzida do AMH mostram caracteristicas bem

conservadas entre as espécies de vertebrados, tais como o dominio TGFf} na regido C-terminal
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e 0 dominio AMH_N na regido N-terminal. No entanto, vale ressaltar as diferengas no sitio de
clivagem entre os vertebrados. Em mamiferos e aves, a regido onde ocorre o reconhecimento
pelas proteases para a clivagem é simples (R-X-X-R), enquanto que em peixes teledsteos a

regido € dupla (R-X-X-R-X-X-R). Esta clivagem é necessaria para o processamento do AMH.

Figura 7 - Diagrama mostrando o processamento do AMH
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Fonte: MAMSEN et al., (2015).

Os peixes sao um grupo extremamente diverso de organismos, com 0S mecanismos
subjacentes de determinacdo do sexo ndo sendo fortemente conservados entre o0s tdxons. Estes
podem variar entre espécies intimamente relacionadas e até mesmo mostrar variacao
intraespecifica. Por exemplo, trés genes diferentes responsaveis pela determinacdo do sexo
foram identificados em trés espécies diferentes de peixes em um género: Dmy/Dmrtlby em
Oryzias latipes (MATSUDA et al., 2002; NANDA et al., 2002), Sox3y em O. dancena
(TAKEHANA et al., 2014) e Gsdfy em O. luzonensis (MYOSHO et al., 2012). Diferentes
componentes do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) foram identificados como
fortes candidatos para genes mestres determinantes do sexo em diferentes espécies de peixes -
AMHY em Odontesthes hatcheri (HATTORI et al., 2012), AMHr2 em Takifugu rubripes
(KAMIYA et al., 2012) e AMHY na tilapia do Nilo (ESHEL et al., 2014; L1 et al., 2015). Um
gene sexualmente dimarfico relacionado com a imunidade, presente apenas no cromossoma Y
(sdY), é o principal gene determinante do sexo na truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (YANO
et al., 2012) e descobriu-se que este gene especifico do macho é conservado nos salmonideos
(YANO et al., 2013).
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Os sistemas heterogaméticos de determinagdo do sexo masculino (XX/XY) e feminino
(Wz/ZZ) e as influéncias ambientais sobre 0 sexo sdo evidentes em diferentes espécies de
tilapia. Devido a essa peculiaridade, bem como a demanda por cultura de sexo unico (macho
monossexuado, para evitar reproducdo indesejada e aproveitar o crescimento mais rapido dos
machos) tém encorajado os pesquisadores a elucidar os mecanismos por tras desse fenémeno.
Diferentes loci de determinacéo do sexo foram mapeados em diferentes cromossomos (grupos
de ligacdo, LGs) em espécies de tilapia. A partir de estudos baseados em marcadores
microssatélites, loci em LG1 e LG3 foram associados ao sexo fenotipico na tilapia azul, O.
aureus, que possui principalmente determinagdo do sexo heterogamético feminino (LEE et al.,
2004), enquanto um locus de determinagdo do sexo heterogamético masculino foi encontrado
em LG1 na tilapia de Mocambique (O. mossambicus) originaria da Africa do Sul (LIU et al.,
2013).

A tildpia do Nilo apresenta heterogametia masculina (XX/XY) que pode, as vezes,
interagir com fatores genéticos ou ambientais menores para resultar no sexo fenotipico
(PENMAM et al., 2008). Dois loci diferentes de determinacdo do sexo (em LG1 e LG23) foram
mapeados em diferentes estoques de tilapia do Nilo. Um locus foi mapeado para LG1 na
linhagem Stirling de tilapia do Nilo, originalmente derivada do Lago Manzala no Egito, usando
analise de marcadores microssatélites mediada por BSA (Anéalise de Segregantes Agrupados)
(LEE et al., 2003) e sequenciamento de DNA associado ao sitio de restricdo (RADseq)
(PALAIOKOSTAS et al,, 2013). A termossensibilidade associada aos loci em LG20
(PALAIOKOSTAS et al., 2015) e LG1, LG3 e LG23 (LUHMANN et al., 2013; WESSELS et
al., 2014) tambem foi observada na tilapia do Nilo Stirling.

Em um estoque em lIsrael, derivado do estoque Swansea de tilapia do Nilo (ele préprio
derivado do estoque Stirling), outro locus determinante de sexo XX/XY, em LG23, foi
encontrado usando repeticBes de sequéncia simples (SSR) e analise de marcadores especificos
de sexo (ESHEL et al., 2011; ESHEL et al., 2012). Uma variante duplicada em tandem do gene
AMH, AMHY (associada a determinacdo do sexo masculino), foi identificada como um
determinante de sexo candidato neste estoque (ESHEL et al., 2014). A mesma variante AMH
foi identificada em uma linhagem japonesa de tilapia do Nilo, originaria do Egito, bem como
uma variante chamada de AMHAy para distinguir da outra copia duplicada em tandem do gene
AMHY (LI et al., 2015).

AMHY esta localizado imediatamente a jusante de AMHAY no haplétipo Y (Figura 8)
em LG23 e a sequéncia de codificacao é idénticaa do AMH ligado ao X, exceto por uma delecdo

do promotor de 5608 pb e uma unica substituicdo de base identificada no exon Il (este ultimo
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considerado como tendo um papel critico na determinacéo do sexo masculino) (TASLIMA et
al., 2020).

Figura 8 - Diagrama detalhado mostrando a regido putativa de determinacéo sexual XX/XY no LG23 do GIFT
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Fonte: TASLIMA et al., (2020).

Nos peixes teledsteos, a expressdo do AMH é maior em machos do que em fémeas, como
por exemplo, em linguado (YOSHINAGA et al., 2004), tilapia do Nilo (IJIRI et al., 2008) e
zebrafish (RODRIGUEZ-MARI et al., 2005). J4 em hermafroditas, como no pargo preto
(Acanthopagrus schlegeli), por exemplo, niveis elevados de AMH estdo associados com o inicio
da diferenciacéo testicular (WU et al., 2010; WU e CHANG, 2013), e seu padréo de expressao
¢ mantido durante o periodo de inversdo sexual de fémea para macho. Por outro lado, na
inversdo de macho para fémea, seus niveis diminuem drasticamente (WU et al., 2010; WU et
al., 2012; WU e CHANG, 2013).

Em Odontesthes hatcheri, Hattori e colaboradores (2012) mostraram que machos
apresentam uma copia duplicada do gene AMH, o AMHY, que esté ligado ao cromossomo Y e
é requerido para a determinacdo sexual desta espécie. Neste sentido, 0 AMH e seu receptor
devem desempenhar um papel importante na diferenciagéo sexual masculina, assim como no

desenvolvimento testicular dos vertebrados de uma maneira geral, inclusive nos peixes.

2.7 Selecdo assistida por marcadores como estratégia para a producdo de linhagens

MOoNoSsexo
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Nos ultimos anos, diversas técnicas de manejo tém sido empregadas no sentido de
minimizar os problemas devido a reproducdo em ambientes de cultivo a fim de viabilizar a
tilapicultura. Algumas foram baseadas apenas na reducao da atividade reprodutiva (utilizagéo
de cultivos em gaiolas); reducdo do crescimento dos filhotes ou recrutamento (policultivo como
peixes predadores ou constante despesca dos viveiros de cultivo). Outras técnicas mais eficazes,
baseadas na manipulacdo direta e indireta do sexo fenotipico dos peixes foram ganhando
destaque, baseadas na eliminacdo das fémeas dos ambientes de cultivo a partir de inversdo
sexual por tratamentos hormonais e manipulacdo genética ou ambiental (DONALDSON,
1996).

No geral, existem basicamente dois méetodos de controle enddcrino do sexo, que sdo 0s
diretos e os indiretos. O primeiro método ira atuar diretamente sobre os processos fisioldgicos
gue determinam a masculinizacdo, feminilizacdo ou esterilizacdo. Estes utilizam tratamentos
com agentes androgénicos, estrogénicos ou esterilizantes durante o0s estagios de
desenvolvimento dos animais quando ainda estdo sexualmente indiferenciados. O segundo
método atua diretamente sobre processos genéticos (cromossomos e sistemas cromossémicos,
e diferentes linhagens e familias) ou varidveis ambientais (temperatura da agua, densidade de
estocagem e compostos hormonais no ambiente), os quais influenciardo indiretamente os
processos fisiolégicos que determinam o sexo fenotipico (DONALDSON, 1996).

Em tilapia, a formacdo de populacbes monossexo por meio da inversao sexual, ou
comumente chamada de inversdo sexual, atualmente tem sido o método que melhor tem
atendido a cadeia produtiva da tilapicultura no mundo, pela sua efetividade e praticidade
(LUNDSTEDT et al., 1997). Esta técnica consiste na administracdo de hormonios esteroides
sexuais sintéticos, como a 17-a-metiltestosterona e o 17-p-estradiol, por meio da dieta, as larvas
antes de sua diferenciacdo gonadal (HERBST, 2002; DESPREZ et al., 2003; DESPREZ et al.,
2006).

Contudo, vérios fatores ambientais, como qualidade de &gua, frequéncia de
arragoamento, qualidade do horménio, forma de sua incorporacéo na racdo e a idade da larva,
podem determinar uma reducdo significativa na eficiéncia desse processo (POPMA e GREEN,
1990). Sequéncias de erros podem reduzir os indices de masculinizacdo para 80%
(LUNDSTEDT et al., 1997) e, como consequéncia, havera reducdo da eficiéncia zootécnica e
econémica do lote. Além disso, a escassez de informacéo sobre possiveis impactos ambientais
de residuos dos hormonios (DESPREZ et al., 2006) e o uso desse tipo de produto em animais
com destino ao consumo humano geram discussdes e possiveis rejeicdes a ele (HERBST, 2002;
DESPREZ et al., 2003; BORGES, 2004).
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Apesar de ter sido demonstrado em estudos especificos (ROTHBARD et al., 1990;
CURTIS et al., 1991) que a utilizacdo do horménio ndo resulta no acimulo de residuos nos
tecidos dos peixes revertidos com hormoénio masculinizante, ainda existem preocupacdes
quanto a sua liberacdo no ambiente e a postura dos consumidores em relagdo ao produto
(BEARDMORE et al., 2001; KARAYUCEL et al., 2003). Essa preocupagio tem feito com que
se busque uma melhor qualidade e eficiéncia no processo com a diminuigdo dos custos e riscos
e, principalmente, com reducéo de impactos ambientais (PANDIAN e SHEELA, 1995; BARAS
etal., 2001). Dessa forma, uma estratégia viavel e de menor custo, é a aplicagdo dos marcadores
moleculares na disting&o sexual precoce, para posteriores cruzamentos direcionados.

As tilapias tém se tornado um importante grupo de peixes cultivados, utilizados em
pesquisas em diversos paises tropicais e subtropicais por sua versatilidade produtiva. Sua
transferéncia, tanto intencional quanto acidental, para regiGes fora de sua area de origem tem
resultado na formacdo de hibridos, inclusive com a introgressdo de outras espécies, 0 que
dificulta a identificacdo morfolégica e a avaliacdo dos estoques naturais, bem como a
determinacdo do sexo genético (MELO, 2004). Diante desse cenério, o uso de marcadores
moleculares torna-se fundamental, sendo estes definidos como referéncias derivadas de genes
expressos ou de segmentos especificos de DNA que possibilitam a distin¢do entre grupos ou
individuos, os quais sdo transmitidos geneticamente de acordo com as leis basicas de heranca
descritas por Mendel (MILACH, 1998; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MATIOLI,
2001). De modo geral, apresentam maior poder de resolucédo e informagcdo em comparagdo a
abordagem cariotipica, uma vez que permitem o acesso direto as mutacdes responsaveis pelos
polimorfismos que diferenciam individuos, populacdes e taxon.

Além desses aspectos, os marcadores morfologicos apresentam a desvantagem de serem
identificados, em sua maioria, apenas em individuos adultos ou totalmente desenvolvidos,
exigindo alto custo na manutencdo do plantel (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). Em
contraste, os marcadores moleculares — especialmente os baseados em DNA — permitem
determinar o potencial genéetico de um organismo com maior precisdo, mesmo antes da
manifestacdo de seu fendtipo. Em outras palavras, é possivel avaliar o valor genético de um
embrido sem a necessidade de analisar seu desempenho ou o de sua progénie (COUTINHO;
REGITANO, 2001).

Os avancos nas técnicas de biologia molecular possibilitaram aos geneticistas e
melhoristas que trabalham com peixes investigar diretamente as variagdes no DNA, permitindo

a analise completa do gendtipo dos individuos (MOREIRA, 2001).
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A aplicagdo dos marcadores moleculares tem tido papel importante, pois eles sdo
ferramentas fundamentais no processo de selecéo, desenvolvimento e aplicagdo em programas
de melhoramento e poderdo determinar o éxito de um projeto neste mercado altamente
competitivo (COUTINHO e REGITANO, 2001)

Diante das dificuldades de discriminacdo do sexo nos peixes tilapia apenas pela
morfologia na fase juvenil, o uso dos marcadores moleculares tem se destacado com forte
potencial em tilapia com capacidade de discriminacdo precoce. Varios estudos tém sido
realizados no intuito de encontrar aquele com maior eficdcia na identificacdo do sexo
(TASLIMA et al. 2020; ESHEL et al., 2014; LI et al., 2015). Desses, 0s que mais se destacaram
com maior possibilidade de aplicagdo foram aqueles ligados ao gene AMH (Hormonio Anti-
muleriano) devido sua forte ligacdo na via metabodlica relacionada a determinacdo sexual.
Taslima et al. (2020) demonstraram sua aplicabilidade nos peixes da linhagem GIFT, porém, o
estudo também revelou alguma variacdo nos resultados, provavelmente devido a natureza
genética da linhagem, além de ter apresentado limitacdes na sexagem molecular em outras
linhagens como a Stirling, sendo, dessa forma, apropriado a execucdo de prévios testes de
validacdo antes de sua aplicacéo.

Diante do que foi exposto, 0 uso de marcadores moleculares pode ser a chave para a
formagéo de linhagens monossexo, o que possibilita a reducdo de hormoénios masculinizantes,
sendo utilizados apenas nas fases iniciais para induzir o cruzamento de animais que serdo
identificados por sexagem molecular para conduzir a formacdo de machos geneticamente Y'Y
que servirdo como base para a formacdo de proles 100% XY. Com isso, € possivel um
monitoramento adequado por selecédo assistida por marcadores para a conducdo de programas
de melhoramento genético com o controle do sexo do plantel.

3 METODOLOGIA

3.1 Montagem do experimento

O experimento foi realizado na Embrapa Pesca e Aquicultura, (Palmas - TO, latitude
10°08'41"S e longitude 48°18'51"W) com animais adquiridos pela Empresa de Pesquisa
Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) (Floriandpolis-SC, latitude 27°
35"49" e longitude 48° 32' 58"), esses animais foram divididos em 6 grupos genéticos (1A, 1B;
2A, 2B; 3A, 3B; 4A, 4B; 5A, 5B; 6A, 6B), onde foram submetidos a uma alimenta¢do ad
libitum, cada animal recebeu um identificador Unico (PIT-tags) onde foi amostrado para: (i)

classificacdo do sexo por morfologia gonadal (método fenotipico) e (ii) classificacdo do sexo
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por marcadores moleculares (método genotipico). Para a analise de desempenho foram
utilizados trés indicadores zootécnicos: ganho de peso diério, peso corporeo e taxa de
crescimento especifica. A sexagem fenotipica foi realizada por inspecdo morfologica externa
das papilas genitais. A classificacdo ocorreu atraves de avaliadores previamente treinados, com
base nos critérios morfoldgicos usuais de diferenciacdo gonadal. Os peixes foram anestesiados
e tratados de acordo com as normas de bem-estar animal (MAPA). Para a sexagem genotipica
foram utilizados marcadores do sistema amh/amhy/amhAy, conforme sugerido no trabalho de
Taslima et al. (2020), que distinguem cromossomos sexuais por presenca/auséncia do alelo Y-
especifico. Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Embrapa Pesca e Aquicultura (protocolo n° 05/2025).

3.2 Material biologico e extracdo de DNA gendmico total

O DNA gendmico total foi extraido de uma fragdo da nadadeira de cerca de 0,25 cm?
usando o kit Extracta® Kit — DNA e RNA de Patégenos (MPTA-BO1K) (Loccus Ltda),
conforme recomendac6es do fabricante. Para maior rendimento do DNA, o tempo de digestao
ao qual o tecido foi submetido, em tampéo de lise e proteinase K, foi de 1 hora e 30 min a uma
temperatura de 72°C. A quantidade e o grau de pureza foram avaliados usando o
espectrofotdbmetro de &cidos nucleicos Nanodrop One® (Thermofisher). Para verificar a
integridade do genoma, as amostras foram visualizadas em gel de agarose a 0,8%, corado com
SybrSafe na concentracao final de 0,2 x, submetido ao campo eletroforético e registrado no
fotodocumentador Chemidoc™ (BioRAD). O tamanho do genoma foi comparado com o

padrdo de bandas gerados pelo ladder 1 kb (ludwig Ltda) (Figura 9).

Figura 9 - Protocolo de extracdo de DNA gendmico total
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Fonte: Autora (2025).
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3.3 Sexagem molecular de tilapia (Oreochromis niloticus)

Trés pares de primers, desenvolvidos por Taslima et al. (2020), que amplificam regides
polimorficas do gene do Hormonio Anti-Muleriano, Amh (principal responsavel pela
determinacéo sexual) e suas variantes AmhA-y e Amhy foram avaliados, a fim de rastrear o sexo
genético de todos os espécimes empregados no experimento (Tabela 2). Para a reacdo de
amplificacdo foi preparado um volume final de 10 pL, contendo os seguintes reagentes: 1.25 X
de tampé&o contendo MgCl, (Dreamtaq, Thermo fisher scientific™), 0.8 mM de dNTP, 0.5 uM
de cada primer e 1U de Tag-polimerase (Dreamtaq) e pelo menos 10 ng de DNA (Figura 10).

Figura 10 - llustracdo do processo de PCR (Reacdo da Cadeia de Polimerase)
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Fonte: Profisséo Biotec (2017).

Para a execucdo da reacao, a programacao no termociclador (BioRad) consistiu de uma
desnaturacdo de 95°C por 1 minuto, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15-30 segundos, 55-
62°C por 15 segundos, 72°C por 30 segundos, com uma extensdo final de 72°C por 5 minutos
(Tabela 2). A genotipagem foi realizada por meio da visualizagdo direta dos fragmentos
amplificados, separados por eletroforese em gel de agarose de 1,5%, corado com SybrSafe 0,2
X, com o perfil de bandas comparado com ladder 100 bp (Ludwig Ltda), fotografados e
registrados no sistema de fotodocumentagédo (Chemildoc™ -BioRad). Conforme observado no

trabalho de Taslima et al. (2020), individuos que apresentavam uma Unica banda no gel para os
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trés locus, foram considerados como fémea genética, e aqueles com duas eram machos, que é
referente a delecdo do fragmento presente nas variantes do gene Amh, no cromossomo Y do

grupo de ligacdo LG 23.

Tabela 2 - Relacdo de primers e programacao utilizados para amplificar trechos do exon 0 e exon VII do gene

Amh/AmhAy
Sequence do primer (5°- Tamanhos
Primer Marcador 3 Ta(°C)| observados (pb) Referéncia

AmhAy.Exon| TGC CAT CCT TCA M — 480/650; F — Taslima et al.

Amh_EQ_F2 02 AGT GAG CTG G 62 650 (2020)
GGG ACA CGG AGG Taslima et al.

Amh_EQ_R2 TAA ACAGAAG (2020)
Amh_ExonV|AmhAY.Exon| TGT GTTTTCTTT M — 200/450; F — Taslima et al.

I_R VIl CTG CGT CCG CCA 55 450 (2020)
Amh_ExonV AGC AGC TCT AGC Taslima et al.

Il_F GGC ATCCACA (2020)

Fonte: Autora (2025).

3.4 Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas usando a plataforma R, utilizando-se o0s pacotes stats para a
estatistica descritiva, analise de variancia e teste de normalidade de Shapiro-Wilks.

Para a analise do desempenho discriminatério dos marcadores, utilizou-se como base de dados
uma matriz de dados (V/E) conforme a genotipagem molecular, onde “V” indica concordancia com o
sexo fenotipico esperado e “E” indica discordancia. Para isso o pacote caret foi empregado. Para isso
empregou-se o: teste de sensibilidade (recall ou verdadeira taxa positiva), no qual sensibilidade é igual
a tp/ (tp + fn), ou seja, proporcéao de individuos realmente do sexo feminino que foram corretamente
identificados como tal, tp — individuos corretamente classificados como fémeas e fn — individuos
incorretamente classificados como machos, mas que séo fémeas; teste de especificidade (verdadeira taxa
negativa), onde especificidade é igual a tn / (tn + fp), ou propor¢do de individuos realmente do sexo
masculino que foram corretamente identificados como tal, tn — individuos corretamente classificados
como macho, fp— incorretamente classificados como fémea, mas que s@o machos; Valor Preditivo
Negativo — VPN, sendo vpn =tn/ (tn + fn), onde vpn seria a probabilidade de um individuo ser realmente
do sexo feminino, dado que o teste foi negativo para macho; e acuracia, ou proporcao de previsdes
corretas em todas as classificacdes feitas que seria, (tp + tn)/ total. Para ter uma viséo geral da eficiéncia

do marcador estimou-se também a curva de ROC usando 0 mesmo pacote estatistico.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os marcadores moleculares baseados no gene AMH (Anti-Milleriano Hormone),

especificamente aqueles localizados nos exons VII e 0, originalmente desenvolvidos para a
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linhagem GIFT (TALISMA et al., 2020), apresentaram desempenho consistente na
identificacdo do sexo genético. Entre os marcadores avaliados, AmhAy (exon VI1I) e Amh (exon
02) produziram bandas nitidas e reprodutiveis em gel de agarose, permitindo distinguir com
precisdo os gendtipos sexuais. O padrdo observado foi conforme o esperado: machos (XY)
exibiram amplificacdo do fragmento associado ao AmhAdy, enquanto fémeas (XX) néo
apresentaram esse produto (Figura 11). Esses achados foram amplamente concordantes com a
sexagem genotipica, reforcando a eficiéncia e robustez do sistema amh/amhy para determinacgéo
sexual em linhagens derivadas de GIFT. O perfil de bandeamento dos marcadores evidenciou
amplificacOes especificas entre os sexos, em concordancia com Talisma et al., (2020),
indicando dele¢des no cromossomo Y dos machos para a variante AmhAy: 233 bp no exon VII
e 161 bp no exon 0, caracteristicas que sustentam o padrdo diferenciado de amplificacdo

observado.

Figura 11 - Gel de agarose com o produto de amplificacdo dos marcadores e sexo morfologico. A) AmhAy
(exon VII), B) Amh (exon 02) e C) Identificacdo do sexo morfoldgico

Fonte: Autora (2025).

Considerando como critério de classificagdo sexual a genotipagem molecular ou

sexagem genotipica, os machos apresentaram maiores médias de ganho de peso diario e peso
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final, aléem de exibirem taxa de crescimento especifico ligeiramente superior (Figura 12). Os

valores de p indicaram diferengas estatisticamente significativas na maior parte das

comparagoes (p < 0,001). Os diagndsticos de residuos (densidade, Q-Q plot e residuos vs

ajustados) demonstraram adequacdo aos pressupostos de normalidade e homocedasticidade,

justificando o emprego de testes paramétricos. Contudo, os dados provenientes da sexagem

morfolégica apresentaram desvios de normalidade (Figura 12).

Figura 12 - Representacéo da distribuicdo dos residuos referente ao ganho e peso diario, ganho de peso final e taxa de
crescimento considerando a sexagem genotipica (A) e fenotipica (B)
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Quanto a razdo sexual, a sexagem fenotipica apresentou forte viés para machos, com 49

fémeas (26,8%) e 408 machos (73,2%). Em contraste, 0 método baseado em marcador

molecular revelou uma proporc¢éo equilibrada, proxima de 1:1, com 291 fémeas (52,2%) e 266
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machos (47,8%) (Figura 13). Dessa forma, alguns estudos constataram que a exposi¢cdo a
temperaturas elevadas (36 °C) pode promover masculinizagdo significativa em determinadas
progénies quando iniciada por volta de 10 dias apds a fertilizacdo e mantida por, no minimo,
10 dias (BAROILLER et al., 2001; TESSEMA et al., 2006). Wessels e Horstgen-Schwark
(2007) demonstraram que a sensibilidade da propor¢do sexual a temperatura possui base
hereditaria, variando conforme o fundo genético das familias. Em complemento, Lihmann et
al. (2012) identificaram QTLs especificos associados a masculinizacdo térmica nos grupos de
ligacdo LG1, LG3 e LG23, reforcando o carater gendmico desse fendmeno. Além disso, ha
evidéncias de que altas temperaturas também podem induzir feminizagdo, mesmo em
cruzamentos cuja progénie seria teoricamente composta apenas por machos (ABUCAY et al.,
1999; WESSELS et al., 2011).

Desse modo, a discrepancia marcante entre os métodos, sobretudo o viés masculino
observado na sexagem fenotipica, indica que a identificacdo visual é insuficiente e imprecisa
em determinadas fases do ciclo produtivo. A elevada propor¢do de machos morfologicos,
contrastando com a razdo equilibrada revelada pelo marcador molecular, sugere que a
morfologia subestima a presenca de fémeas, especialmente quando os individuos se encontram
em estagios imaturos ou apresentam caracteristicas externas ambiguas. Tal padrdo € coerente
com descricGes prévias de que o dimorfismo sexual em tilapias pode ser sutil e dependente de

condicdes fisioldgicas, ambientais e etarias.

Figura 13 - Grafico da Proporcédo Sexual: Sexo G (Marcador) vs Sexo F (Morfologia)

Proporgéo Sexual: SexoG (marcador) vs SexoF (morfologia)
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Fonte: Autora (2025).
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A matriz de confusdo revelou acurdcia de 0,695, coeficiente kappa de 0,402,
sensibilidade para fémeas de 0,906, especificidade para machos de 0,618, valor preditivo
positivo (VPP) de 0,464, valor preditivo negativo (VPN) de 0,947 e acurécia balanceada de
0,762. A curva ROC manteve-se acima da linha de referéncia, indicando boa capacidade
discriminativa (AUC= 0,76) do marcador molecular, resultado também sustentado pelas
métricas de concordancia.

A acuracia moderada (0,695) e o coeficiente kappa de 0,402 apontam concordancia
intermediaria entre a sexagem morfologica e a genotipica, sugerindo a presenca de erros
sistematicos no diagndstico visual. Por outro lado, a alta sensibilidade (0,906) e o elevado VPN
(0,947) demonstram excelente desempenho do marcador molecular na identificagcdo de fémeas
genéticas, praticamente eliminando falsos negativos. A menor especificidade (~0,62) evidencia
que parte dos individuos classificados morfologicamente como machos corresponde, na
realidade, a fémeas genéticas, reforcando a limitagdo do método fenotipico.

Embora a acuracia em relagdo ao “padrao” morfologico seja moderada (0,695; kappa =
0,40), a elevada sensibilidade para fémeas (0,906) e o alto VPN (0,947) demonstram que nédo
ha possiveis falhas do marcador na identificacdo de fémeas genéticas. A especificidade reduzida
(~0,62) sugere que parte dos individuos classificados morfologicamente como machos
corresponde, na verdade, a fémeas. Um resultado esperado quando a avaliagdo visual subestima
fémeas imaturas ou com caracteristicas pouco definidas. A curva ROC posicionada acima da
diagonal reforca a capacidade discriminativa do marcador, evidenciando sua eficacia mesmo

guando comparado a um método de referéncia que apresenta limitacGes intrinsecas.

Tabela 3 - Indicadores de desempenho do modelo de classificagdo

Indicador Estimativa
Acuracia (Accuracy) 0,6947935
Coeficiente Kappa 0,4020662
Sensibilidade (Sensitivity) 0,9060403
Especificidade (Specificity) 0,6176471
Valor Preditivo Negativo (NPV) 0,9473684
Precisdo (Precision / PPV) 0,4639175
Revocacéo (Recall) 0,9060403

Fonte: Autora (2025).

Taslima et al., (2020) no trabalho ligado a determinacdo do sexo da linhagem GIFT de

tilapia, mostraram que a performance dos marcadores moleculares utilizados para sexagem foi
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avaliada por meio de pardmetros estatisticos que derivam diretamente da matriz de confuso.
Embora a matriz completa (TP, TN, FP e FN) ndo tenha sido mostrada graficamente, os autores
empregaram métricas classicas de classificacdo, como: acuracia global, taxa de falsos positivos,
taxa de falsos negativos e concordancia entre o geno6tipo predito e o fendtipo observado. Essas
métricas foram essenciais para quantificar a capacidade discriminatéria dos marcadores
identificados, permitindo verificar se cada SNP conseguia, de forma consistente, distinguir
machos genéticos de fémeas genéticas nas diferentes familias analisadas, demonstrando que a
avaliacdo de marcadores usando a matrix de confusdo com input pode ser uma Otima alternativa
para verificar o poder discriminatorio dos marcadores.

A avaliacdo por grupo genético mostrou que diversos grupos apresentaram Viés
masculino na sexagem fenotipica, enquanto a genotipica manteve proporcdes proximas de 45—
55% para a maioria deles. Essa consisténcia entre grupos reforca a robustez do marcador
AMH/AMHY frente as variacdes entre linhagens, principalmente no que se refere aqueles nos
exons VIl e Exon 0 (Figura 14). Essa estabilidade das proporgdes sexuais obtidas pela sexagem
genotipica, concentradas majoritariamente entre 45-55% nos diferentes grupos genéticos,
demonstra a eficiéncia do marcador diante da variabilidade entre linhagens. Desse modo, 0 Viés
masculino recorrente observado na avaliacdo fenotipica confirma que o método morfoldgico
esta sujeito a distor¢des sistematicas, e ndo apenas a erros esporadicos.

Nesse sentido, 0 gene AMH/AMHY é considerado um dos mais promissores candidatos
para aplicacdes de sexagem molecular em tilapias devido a um conjunto de evidéncias
genéticas, funcionais e evolutivas que sustentam seu papel direto na determinacdo do sexo
masculino, além disso, é o gene responsavel por iniciar uma cadeia de eventos metabdlicos que
culminam no processo de determinacdo sexual nos peixes. Esse marcador, 0 AMHY, esta
localizado exatamente na principal regido determinante do sexo no LG23, o que reforca a
associacdo genética entre este gene e o fendtipo masculino.

Diversos trabalhos como aqueles conduzidos por Li et al. (2015), Conte et al. (2021) e
Taslima et al. (2020), demonstraram que o AMHY apresenta altissima concordancia entre
gendtipo e sexo fenotipico, com taxas reduzidas de falsos positivos e falsos negativos,
superando os marcadores SNP anteriormente utilizados. Assim, foi relatado que os membros
da via de sinalizagio do fator de crescimento transformador beta (TGF-p)
(Gsdfy , Amhy e Amhr2 ) podem fazer parte de uma via comum para a determinacéo do sexo
em muitos peixes (MYOSHO et al., 2012; HATTORI et al., 2012; KAMIYA T. et al., 2012).
VariagOes do gene Amh (seja 4mhAy ou Amhy), um membro da superfamilia TGF-, parecem

ser 0 gene candidato para a determinacao do sexo masculino em GIFT (TASLIMA et al., 2020).



41

Figura 14 - Grafico da Proporcéo Sexual por Grupo: Marcador (Genotipico) vs Morfologia (Fenotipico)

Proporgéo sexual por grupo: marcador (Genotipico) vs morfologia (Fenc
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Fonte: Autora (2025).

Dessa forma, os resultados reforcam que o marcador amh/amhy constitui uma
ferramenta confiavel para a determinacdo sexual em O. niloticus, especialmente em fases
precoces, nas quais a morfologia apresenta baixa precisao. A adocao do método molecular tende
a reduzir falhas de manejo, aprimorar programas de melhoramento e aumentar a acurécia na

formacédo de lotes monossexo, contribuindo para maior eficiéncia produtiva na cadeia aquicola.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os marcadores moleculares amh/amhAy demonstraram elevada precisdo e coeréncia
bioldgica na identificacdo do sexo genético, evidenciada pela razdo sexual préxima de 1:1. Em
contraste, a sexagem morfoldgica subestimou a propor¢do de fémeas, especialmente em
individuos imaturos, o que explica a acurdcia moderada quando ambos 0s métodos sdo
comparados. Assim, a “discordancia” observada ndo reflete limitagcdes do marcador molecular,
mas sim as restricdes da morfologia externa como padrdo-ouro inadequado nesses estagios.
Portanto, a acurécia deve ser interpretada a luz do método de comparacao utilizado, e ndo como

indicativo de insuficiéncia do marcador.
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