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RESUMO 

O Tambaqui (Colossoma macropomum), natural das bacias do rio 

Amazonas e do rio Orinoco, possui características favoráveis ao sistema de cultivo 

e boa aceitação de mercado. Contudo, há poucos estudos genéticos realizados 

com esta espécie, especialmente de melhoramento genético. Para a construção de 

um mapa genético desta espécie, é necessário o desenvolvimento de um elevado 

número de marcadores moleculares. Desta forma, este estudo teve como objetivo 

caracterizar microssatélites gene-associados e neutros (não gênicos), obtidos por 

Next Generation Sequencing (RNA-seq e Whole Genome Shotgun - WGS, 

respectivamente), para serem disponibilizados em estudos de associação com 

QTLs {Quantitativa Trait Loci) e construção de um mapa genético. De modo geral, 

a avaliação de 200 marcadores (100 de cada conjunto) resultou em 45 loci 

polimórficos. Do conjunto de marcadores RNA-seq, as heterozigosidades 

observada e esperada {Ho e He) variaram de 0,09 a 0,73, e 0,09 a 0,85, 

respectivamente. Do conjunto WGS, Hoe Hevariaram de 0,33 a 0,95, e 0,28 a 0,92, 

respectivamente. Posteriormente, alguns microssatélites foram testados em três 

famílias de C. macropomum para buscar associações com características de 

resistência à bactéria e crescimento. Para o estudo de resistência, três famílias (n 

120), foram submetidas ao desafio bacteriano com Aeromonas hydrophila. Os 

dados do desafio apresentaram diferenças significativas nos tempos de morte e 

taxa de mortalidade entre as famílias. O crescimento foi avaliado por medidas 

morfométricas e peso, sendo que todas as características estavam correlacionadas 

significativamente (p < 0,01). Análises de associação microssatélite/fenótipo 

sugeriram que o marcador gene-associado c3842 {tncrc6b) está associado ao 

comprimento padrão (CP) e um marcador neutro (r912) com a altura 2 (A2). O 

presente estudo possibilitou prospectar marcadores moleculares associados com 

crescimento que poderão ser utilizados na validação de seleção assistida por 

marcadores em famílias de tambaqui. Em conclusão, estes dados servirão como 

subsídios biotecnológicos para acelerar o melhoramento genético do tambaqui, que 

é a principal espécie nativa produzida na América do Sul. 

PALAVRAS-CHAVE: tambaqui, NGS, desafio bacteriano, microssatélites gene- 

associados. 
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ABSTRACT 

Tambaqui {Colossoma macropomum), is a fish species of the Amazon and 

Orinoco rivers, with favorable traits to the production system and market 

acceptance. However, there are few genetic studies with this species, especially 

genetic improvement. For the construction of a genetic map of this species, the 

development of a high number of molecular markers is necessary. Thus, this study 

aimed to characterize gene-associated and neutral (non-gene) microsatellites 

obtained by Next Generation Sequencing (RNA-seq and Whole Genome Shotgun- 

WGS, respectively), to be available in association studies with Quantitative Trait 

Loci (QTLs) and construction of a genetic map. Overall, the evaluation of 200 

markers (100 of each set) resulted in 45 polymorphic loci. In the RNA-seq data, the 

observed and expected heterozygosity (Ho and He) ranged from 0.09 to 0.73, and 

0.09 to 0.85, respectively. In the WGS data, Ho and He ranged from 0.33 to 0.95, 

and 0.28 to 0.92, respectively. Subsequently, some microsatellites were tested in 

three families of C. macropomum to seek associations with bacterial resistance and 

growth characteristics. For the resistance study, three families (n = 120) were 

submitted to the bacterial challenge with Aeromonas hydrophila. The challenge data 

presented significant differences in time of death and mortality rate among the 

families. Growth was evaluated by morphometric measures and weight, and ali the 

characteristics were significantly correlated (p < 0.01). Microsatellite/phenotype 

association analyzes have suggested that the gene-associated marker (tncrc6b) is 

associated with the standard length (CP) and a neutral marker (r912) with height 2 

(A2). The present study made it possible to prospect for molecular markers 

associated with growth that could be used in the validation of marker - assisted 

selection in tambaqui families. In conclusion, these data will serve as biotechnology 

subsidies to accelerate the genetic improvement of tambaqui, which is the main 

native species produced in South America. 

KEY-WORDS: tambaqui, NGS, bacterial challenge, microsatellite gene- 

associated. 
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1.1 Desenvolvimento da aquicultura e produção de tambaquí 

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations 

(FAO), o desenvolvimento da aquicultura superou o crescimento populacional, 

resultando na expansão da aquicultura nas últimas três décadas. Em 2014, a 

produção total da aquicultura foi de 73,8 milhões de toneladas. Destes. 49,8 

milhões de toneladas é composta por peixes, e o restante por moluscos, crustáceos 

e outros animais aquáticos (FAO, 2016). De forma geral, a Ásia foi a que mais 

contribuiu com a produção de peixes cultivados para consumo humano, e o Brasil 

encontra-se em 14° lugar na lista dos 25 países que mais contribuíram com a 

aquicultura mundial (FAO, 2016). 

A aquicultura brasileira apresentou expressivo avanço nos últimos anos e, 

em 2015, segundo dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística), 

atingiu um valor de produção de R$ 4,39 bilhões, com a maior parte (69,9%) oriunda 

da criação de peixes, seguida pela criação de camarões (20,6%). A produção total 

de peixes da piscicultura brasileira foi de 483,24 mil toneladas em 2015, 

representando um aumento de 1,5% em relação ao ano anterior (IBGE, 2016). 

A tilápia (Oreochromis spp.) é a espécie mais cultivada (219,33 mil 

toneladas), representando 45,4% da produção de peixes no Brasil (IBGE, 2016). O 

tambaqui, Colossoma macropomum, é uma espécie de peixe nativa e ocupa o 

segundo lugar no ranking nacional de produção de peixes (135,86 mil toneladas), 

com aproximadamente 28% da produção brasileira. Além disso, somando os 

híbridos produzidos tambacu (Piaractus mesopotamicus x Colossoma 

macropomum) e tambatinga {Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus), 
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a contribuição de tambaqui na aquicultura chega a representar 173,301 mil 

toneladas (IBGE, 2016). Como visto, a aquicultura no Brasil tem crescido de forma 

significativa, evidenciando ainda mais a necessidade de estudos genéticos, tanto 

para o melhoramento quanto para conhecimento biológico das espécies. 

O Brasil dispõe de recursos naturais e uma rica biodiversidade de peixes 

com potencial para melhoramento genético, do qual aproximadamente 23 espécies 

nativas de rios brasileiros são utilizadas para aquicultura nacional (IBGE, 2016). A 

maior parte dos cultivos é feita com espécies exóticas, principalmente a tilápia 

(Ponzoni et ai, 2011), evidenciando a necessidade de programas de melhoramento 

em espécies nativas do Brasil. 

1.2 Marcadores moleculares e sua aplicação em programas de 

melhoramento 

Programas de melhoramento genético são importantes para o 

desenvolvimento da aquicultura. A taxa de crescimento é uma das características 

mais visadas em programas de melhoramento, pois como evidenciado em um 

estudo com tilápia pode-se obter respostas de seleção para crescimento em uma 

taxa de 10 - 20% por geração (Gjedrem e Thodesen, 2005). Contudo, pesquisas 

sobre crescimento e genes relacionados em espécies nativas do Brasil são 

escassos, sendo a maior parte desenvolvida em espécies de países asiáticos (Ma 

et ai, 2014; Tian et ai, 2014). 

Além do crescimento, outra característica de interesse para a aquicultura é 

a seleção dos organismos resistentes a doenças (Gjedrem, 2010). A intensificação 

da produção na piscicultura associado com a elevada densidade de estocagem 

ocasiona estresse nos peixes e, com isso, é praticamente inevitável a transferência 
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de patógenos, como bactérias, viroses, fungos e parasitas (Gjedrem, 2015). Na 

aquicultura mundial, a infecção por Aeromonas hydrophila é responsável por surtos 

de mortandade e por grandes prejuízos econômicos no setor aquícola e está 

diretamente associada às modificações nas condições ambientais e aos fatores de 

estresse no cultivo intensivo, que levam à imunossupressâo do sistema 

imunológico dos peixes e, conseqüente, morte (Esteve et ai, 1995; Janda et ai, 

1996). 

Os avanços na pesquisa genômica melhoraram significativamente as 

ferramentas disponíveis para o estudo de características comercialmente 

importantes. Os marcadores moleculares são empregados para detectar 

associações entre genótipo e o fenótipo desejável, indicando a sua localização no 

genoma e a intensidade com que estes /oc/afetam uma característica (Gutierrez et 

ai, 2015). Estudos de loci de características quantitativas (QTLs) são 

particularmente úteis para compreender o direcionamento de características que 

são difíceis de medir diretamente sobre os candidatos de seleção (Villanueva et ai, 

2011, Taylor, 2014). Estudos de marcadores moleculares para associação com 

características de interesse zootécnico, têm merecido destaque em diversas 

espécies de peixes (Korol et ai, 2007), mas ainda não foram aplicados para 

espécies nativas do Brasil. 

A capacidade de determinar as regiões que afetam características 

economicamente importantes levou à implementação de programas de seleção 

baseados na identificação de animais com genótipos favoráveis (Gutierrez et ai, 

2015). Com a identificação de um QTL, é possível realizar a seleção assistida por 

marcadores (MAS), a qual permite selecionar indivíduos que possuem 

determinadas características de interesse (Korol et ai, 2007; Goddard e Hayes 
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2009). Na aquicultura a seleção assistida por marcadores pode ser uma ferramenta 

valiosa para os programas de seleção, melhorando a precisão da seleção e, por 

conseguinte, o ganho genético (Sonesson, 2007). Os investimentos em programas 

de melhoramento são únicos, porque os ganhos genéticos obtidos em tais 

programas são cumulativos (Weller, 2006). A genética quantitativa e a reprodução 

seletiva representam um campo recente da ciência, e esta técnica no setor aquícola 

está em fase inicial em comparação com as indústrias de plantas e outros animais 

cultivados (Gjedrem, 2012). A herdabilidade relativamente alta para características 

economicamente importantes em peixe e crustáceos, combinada com alta 

fecundidade e intervalos de geração curtos (1-4 anos) na maioria das espécies, 

explica os altos ganhos genéticos obtidos em muitos programas de aquicultura 

(Gjedrem, 2012). 

1.3 Caracterização de marcadores moleculares por sequenciamento de 

nova geração {Next Generation Sequencing - NGS) 

Entre os marcadores moleculares, os microssatélites são um dos 

marcadores mais utilizados em estudos de genética de peixes. Os microssatélites, 

também conhecidos como SSR (Simple Sequence Repeats), são elementos 

repetitivos, formados por arranjos de repetições em tandem, de dois a seis 

nucleotídeos de comprimento e estão entre os locos mais polimórficos dos 

genomas (Ferguson et a!., 1995; Milach, 1998; Matioli, 2001). O polimorfismo 

desses marcadores baseia-se na variação do número dos elementos repetidos, 

provavelmente devido aos erros da DNA polimerase durante o processo de 

replicação e reparo da molécula de DNA (Studart, 2001), demonstrando altos níveis 

de polimorfismo alélico (Oliveira et ai, 2006). Devido ao alto polimorfismo e 
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codominância, os marcadores microssatélites foram os mais utilizados nos últimos 

anos em estudos de peixes (Liu etal., 2008). 

Considerando os avanços biotecnológicos e genéticos, a prospecçâo e 

desenvolvimento de marcadores estão cada vez mais acessíveis, de modo a 

contribuir para o conhecimento biológico e genético de muitas espécies aquáticas. 

Atualmente, o NGS possibilita a descoberta de milhões de marcadores 

moleculares, que podem estar associados a características de interesse 

econômico, como crescimento e resistência a doenças, com maior rapidez e baixo 

custo (Davey et a!., 2011). Uma das estratégias utilizada é o Whole Genome 

Shotgun (WGS), que consiste no sequenciamento aleatório do DNA genômico, para 

prospecçâo de marcadores neutros freqüentemente utilizado em genomas de 

peixes (Carvalho et ai, 2011; Carvalho e Beheregaray, 2011). O sequenciamento 

do transcriptoma é outra estratégia para a descoberta de genes, e pode ser utilizada 

em espécies cujo genoma ainda não está disponível (Grabherr et ai, 2011). Esta 

metodologia tem demonstrado ser muito eficaz para identificação de microssatélites 

gene-assocíados em peixes (Ji et ai, 2012; Long et ai, 2013; Gross et ai, 2013). 

Análises feitas em peixes, com marcadores obtidos do transcriptoma, tem 

demonstrado êxito na busca de associações entre marcadores moleculares e 

características de interesse, como crescimento, resposta imune e diferenciação das 

gônadas (Ma et ai, 2016). 

2. OBJETIVOS 

Caunesp 11 



Mestranda Raquel Belini Ariede Orientador - Diogo Teruo Hashimoto 

2.1 Objetivo Geral 

• Caracterizar marcadores microssatélites neutros e gene-associados para 

estudos genéticos aplicados ao tambaqui. 

2.2 Objetivos Específicos 

• Realizar análises de bioinformática para caracterização e anotação 

funcional dos microssatélites. 

• Testar dois conjuntos de marcadores microssatélites (RNA-seq e WGS) em 

indivíduos selvagens para validação de polimorfismo. 

• Buscar marcadores microssatélites que estejam associados a 

características de interesse zootécnico, como crescimento e resistência à 

bactéria. 
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MANUSCRITO 1 

Desenvolvimento de marcadores microssatélites 

utilizando sequenciamento de nova geração 

para Colossoma macropomum 
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Resumo 

O Tambaqui {Colossoma macropomum), natural das bacias do rio 

Amazonas e do rio Orinoco, possui características zootécnicas favoráveis ao 

sistema de cultivo e aceitação no mercado. No entanto, a construção de um mapa 

genético para o melhoramento desta espécie é limitada pelo baixo número de 

marcadores moleculares atualmente descritos. Desta forma, este estudo teve como 

objetivo analisar 100 microssatélites gene-associados e 100 microssatélites 

neutros (não gênicos), obtidos por Next Generation Sequencing (RNA-seq e Whole 

Genome Shotgun - WGS, respectivamente), para futura construção de um mapa 

genético e busca por QTLs {quantitativa trait loci). Para isso, análises genéticas 

foram realizadas em indivíduos selvagens (n = 24) do Rio Curuá-Uná (bacia 

Amazônica). Do conjunto RNA-seq, as heterozigosidades observada e esperada 

{Hoe He) variaram de 0,09 a 0,73, e 0,09 a 0,85, respectivamente. Do conjunto 

WGS, Hoe Hevariaram de 0,33 a 0,95, e 0,28 a 0,92, respectivamente. De modo 

geral, a avaliação dos 200 marcadores resultou em 45 loci polimórficos, sendo 14 

gene-associados do conjunto RNA-seq e 31 neutros do conjunto WGS. Além disso, 

alguns marcadores relacionados a genes do sistema imune, regulação/controle 

biológico e biogênese foram encontrados. Este estudo contribui com o aumento 

significativo de marcadores moleculares para C. macropomum, permitindo futuras 

análises para busca por QTLs. 

PALAVRAS-CHAVE: NGS, aquicultura, SSRs gene-associados, tambaqui. 
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Abstract 

Tambaqui {Colossoma macropomum) is a fish species from the Amazon and 

Orinoco rivers, with favorable traits to the production system and market acceptance 

in South America. However, the construction of a genetic map for the genetic 

improvement of this species is limited by the low number of molecular markers 

currently described. Thus, this study aimed to validate gene-associated and neutral 

(non-genic) microsatellites obtained by Next Generation Sequencing (RNA-seq and 

Whole Genome Shotgun - WGS, respectively), for future construction of a genetic 

map and search for QTL (Quantitative trait toe/) in this species. In the RNA-seq data, 

the observed and expected heterozygosity {Ho and He) ranged from 0.09 to 0.73, 

and 0.09 to 0.85, respectively. In the WGS data, Ho and He ranged from 0.33 to 

0.95, and 0.28 to 0.92, respectively. In general, the evaluation of 200 markers 

resulted in 45 polymorphic toe/, of which 14 were gene-associated (RNA-seq) and 

31 were neutral (WGS). Moreover, some markers were related to genes of the 

immune system, biological regulation/control and biogenesis. This study contributes 

to increase the number of molecular markers available for genetic studies in C. 

macropomum, which will allow the development of breeding programs assisted by 

molecular markers. 

KEY-WORDS: NGS, aquaculture, SSR gene-associated, tambaqui. 
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1. Introdução 

Orientador - Diogo Temo Hashimoto 

O tambaqui {Colossoma macropomum) (Curvier, 1818) é uma espécie de 

peixe reofílico nativo das bacias do rio Amazonas e do rio Orinoco, pertencente á 

ordem dos Characiformes (Eigenmann, 1915; Britski, 1977). Essa espécie tem uma 

considerável importância econômica na aquicultura, principalmente, pelo seu alto 

valor nutricional, rápido crescimento, adaptação e reprodução em cativeiro (Gomes 

et al., 2010). Além disso, C. macropomum é muito utilizado nas regiões Centro- 

Oeste e Sudeste do Brasil para cruzamentos com outras espécies de 

Serrasalmidae, resultando em híbridos interespecíficos (Hashimoto et al., 2012). 

No Brasil, C. macropomum e seus híbridos, tambacu (híbrido do Piaractus 

mesopotamicus x Colossoma macropomum) e tambatinga (híbrido do Colossoma 

macropomum x Piaractus brachypomus) correspondem ao segundo grupo de 

peixes mais produzidos na aquicultura, representando cerca de 36% da produção 

(173,301 t) (IBGE, 2016). Além disso, o tambaqui também tem importância na 

aquicultura de outros países da América do Sul (Valladão et a!., 2016) e, portanto, 

é uma espécie-alvo para programas de melhoramento que aumentarão sua 

produção na aquicultura. 

Ferramentas moleculares têm sido utilizadas em várias espécies de peixes 

modelo para mapeamento de loci de características quantitativas (QTLs), 

resultando no desenvolvimento de programas de melhoramento por meio do uso 

da seleção assistida por marcadores. Esta metodologia busca localizar regiões 

genômicas relacionadas a variações genéticas de fenótipos economicamente 

importantes, isto é, marcadores moleculares ligados a uma determinada 

característica de interesse (Souza, 2001). No entanto, a descoberta e 
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caracterização de marcadores moleculares são o primeiro passo para a 

implementação desta metodologia. 

Até o momento, há 41 marcadores microssatélites neutros descritos para C. 

macropomum (Santos et ai. 2009; Hamoy et ai, 2010; Santana et ai, 2012), os 

quais foram os primeiros estudos a contribuir com dados genéticos nesta espécie. 

No entanto, estes marcadores descritos, foram utilizados apenas para estudos de 

variabilidade genética, não sendo testados em associação com características 

economicamente importantes. Para estudos de caracterização de marcadores 

associadas a QTLs, esta quantidade disponível é pequena e, portanto, a 

probabilidade de serem detectados QTLs é menor, tornando necessário a 

descoberta de novos marcadores microssatélites para serem aplicados em 

programas de melhoramento genético de C. macropomum. 

Historicamente, o método tradicional para o isolamento de microssatélites 

era uma tarefa dispendiosa e demorada, por meio da construção de bibliotecas de 

genomas enriquecidos em microssatélites, clonagens e sequenciamentos pelo 

método de Sanger (Billotte et ai, 1999). Atualmente, o sequenciamento de nova 

geração {Next Generation Sequencing - NGS) oferece vantagens significativas em 

termos de rapidez e custo, facilitando a descoberta de milhões de marcadores 

moleculares (Seeb et ai, 2011; Davey et ai, 2011). Whole Genome Shotgun (WGS) 

é uma das estratégias NGS utilizadas para a descoberta de marcadores 

moleculares, que consiste no sequenciamento aleatório do DNA, um processo 

rápido que localiza marcadores neutros e que tem sido utilizado freqüentemente 

em genomas de peixes (Carvalho et ai, 2011; Carvalho e Beheregaray, 2011). 

Além disso, muitos estudos com peixes vêm adotando a estratégia de 

sequenciamento do transcriptoma (RNA-seq), que consiste no sequenciamento de 
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mRNA (RNA mensageiro) de diferentes tecidos para a identificação de 

microssatélites associados a genes (Liu et a/., 2011; Ji et ai, 2012; Long et ai, 

2013; Gross et ai, 2013). 

Neste contexto, o objetivo principal deste estudo foi a descoberta e 

caracterização de novos marcadores microssatélites para C. macropomum, obtidos 

por NGS, por meio das estratégias de sequenciamento WGS e RNA-seq, e que 

serão úteis para análises de QTLs e melhoramento genético de C. macropomum. 

2. Material e métodos 

2.1 Sequenciamento WGS e Bioínformática 

Para o sequenciamento Whole Genome Shotgun (WGS), 500 ng de DNA 

genômico de um indivíduo de C. macropomum (coletado no Centro Nacional de 

Pesquisa e Conservação de Peixes Continentais, CEPTA, Pirassununga, SP) foi 

fragmentado aleatoriamente por nebulizaçáo com gás nitrogênio (30 psi). O DNA 

fragmentado foi purificado usando o "MinElute PCR Purification Kit" (Qiagen), de 

acordo com as instruções do fabricante. A construção da biblioteca e o 

sequenciamento foram realizados por pirosequenciamento em um equipamento 

454 GS-FLX Titanium® equipment (Roche Diagnostics), no Instituto 

Agrobiotecnológico de Rosário, INDEAR, Argentina, seguindo os procedimentos 

descritos em Margulies et ai (2005). 

Como foi realizado um sequenciamento de baixa cobertura do genoma do 

tambaqui, a prospecção dos microssatélites foi realizada diretamente sobre os 

reads, ou seja, não foi feita a montagem de novo das seqüências porque resultaria 

em um baixo número de contigs. Os reads de WGS foram analisados para 
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identificar Repetições de Seqüência Simples (SSRs) (mínimo de cinco repetições), 

usando o software "Msatcornmander" (Faircloth, 2008). O desenho dos primers foi 

realizado no software "PrimerS" (Rozen e Skaletsky, 2000). Foram excluídas 

seqüências de microssatélites que mostraram homologia com mtDNA (DNA 

mitocondrial), transposons, mRNA e microsatélites já descritos para C. 

macropomum, usando a função BLASTn da base de dados GenBank. 

2.2 Sequenciamento RNA-seq e Bioinformática 

Para realizar o sequenciamento do transcriptoma foram coletadas amostras 

de fígado de dez exemplares de C. macropomum, de cinco diferentes estoques 

cultivados no Brasil: sendo, n = 3 do CEPTA, Pirassununga, SP; n = 2 do 

CAUNESP, Jaboticabal, SP; n = 1 do Projeto Surubim, Santa Rita do Tocantins, 

TO; n = 2 da Fazenda São Paulo, Brejinho de Nazaré, TO; e n = 2 da Fazenda 

Sambaíba, Porto Nacional, TO. O RNA foi extraído com Rneasy Mini Kit (Qiagen). 

Preparou-se um pool equimolar de amostras de RNA total (de 10 indivíduos) para 

o enriquecimento de mRNA com pMACS mRNA Isolation Kit (Miltenyi Biotech). A 

construção da biblioteca e o sequenciamento foram realizados por 

pirosequenciamento em um equipamento 454 GS-FLX Titanium® (Roche 

Diagnostics), na empresa HELIXXA (Campinas, SP). 

O processo de trimming {quality score Q > 20), montagem de novo, retirada 

de contaminação por DNA mitocondrial e RNA ribossômico foi realizado por meio 

do software "CLC Genomics Workbench" (version 7.5.1). O software "CD-HIT" 

{Weizhong Li's Group) foi utilizado para retirar seqüências menores que 200 pb e 

remoção da redundância, com um limiar de 90% de identidade. 
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A anotação funcional das seqüências consenso foi realizada por homologia 

no BLASTx em pesquisa contra o banco de dados zebrafish {Danio rerió) no NCBI 

{National Center for Biotechnology Information) {E-value cutoff de 1E-3) para a 

obtenção da identidade gênica utilizando o software BLAST2GO (Conesa, 2005). 

Os termos Gene Ontology{GO) foram atribuídos a cada gene com base nos termos 

GO anotados em homólogos correspondentes na base de dados NCBI {e-value 

cutoff 1e-6). Os transcritos foram anotados no banco de dados de proteínas 

InterPro, Enzyme code (EC) e KEGG {Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes), e analisados em vias metabólicas através do método Bi-direcional Best 

Hit (BBH). 

Os microssatélites foram identificados usando o software "Msatcommander" 

e os primers foram desenhados no "PrimerS". Nas pesquisas BLASTx, foram 

identificadas a localização dos microssatélites nos genes, ou seja, cds (seqüência 

codificante) ou UTR 3 'e 5' (região não traduzida). Foram selecionados 

preferencialmente microssatélites localizados nas regiões 3" ou 5' UTR dos genes, 

pois estes poderiam ser mais polimórficos do que aqueles posicionados em cds. 

2.3 Validação e Genotipagem (RNA-seq e WGS) 

Após a filtragem das seqüências de microssatélites, foram selecionadas 100 

SSRs gene-associados (RNA-seq) e 100 SSRs neutros sem associação gênica 

(WGS) para validação em uma população selvagem de C. macropomum (n = 24), 

do Rio Curuá-Uná (2 0 26 '4,20 "S 54 0 7' 43,70" O), bacia Amazônica. As amostras 

de nadadeiras foram fornecidas por Jonas da Paz Aguiar, da Universidade Federal 

do Pará (UFPA), Brasil. 
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O DNA genômico foi extraído utilizando amostras de nadadeira, seguindo o 

protocolo do kit comercial "Wizard Genomic DNA Purification Kit" {Promegá). Para 

a reação em cadeia da polimerase (PCR), um volume final de 25 pl foi utilizado, 

contendo 100 pM de cada dNTP, 1,5 mM MgCb, 1X Taq DNA buffer, 0,1 pM de 

cada primer (F e R), 0,5 unidades de Taq polimerase (Invitrogen) e 10-50 ng de 

DNA genômico. As reações foram feitas em um termociclador (ProFIex™ PCR 

System, Life Technologies) nas seguintes condições; 30s a 95 X, 30s a 55-60 0C 

(ajustado para cada conjunto de primers) e 20s a 72 "C. Os fragmentos de DNA 

foram aplicados num gel de agarose a 2%, corado por Nancy (S-gma), para verificar 

a ocorrência de polimorfismo. 

Os microssatélites que mostraram polimorfismo em géis de agarose a 2% 

foram analisados no sequenciador ABI3730 XL DNA Analyzer (Life Technologies) 

para melhor acurácia na determinação dos alelos. A estratégia de sequenciamento 

adotada neste estudo foi de acordo com o protocolo descrito por Schuelke (2000), 

utilizando o iniciador CAGtag (S^CAGTCGGGCGTCATCA-S') marcado com os 

fluorocromos HEX, FAM e NED. A genotipagem foi realizada com os seguintes 

reagentes; 100 pM de cada dNTP, 1,5 mM MgCI2, 1X Taq DNA buffer, 0,1 pM de 

cada primer (F e R), 0,01 pM do pr/mer CAGtag, 0,5 unidades de Taq Polymerase 

(Invitrogen) e 10-50 ng de DNA genômico. As condições de PCR foram; 9 ciclos de 

95 0C / 30s, 55-60 0C / 30s (ajustado para cada conjunto de primers) e 72 0C / 20s; 

e então 30 ciclos de 95 0C / 30s, 50 0C / 30s e 72 0C / 20s. Os produtos da PCR 

foram analisados por eletroforese capilar no equipamento ABI3730 XL, utilizando a 

matriz DS-30, com o Size Standart GeneScan 500 ROX (Thermo). Foi utilizado o 

programa GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems) para analisar os tamanhos dos 

alelos. 
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Os parâmetros de diversidade genética foram estimados utilizando os 

softwares "GENEPOP" (Rousset,2008) e "ARLEQUIM" (Excoffier,2005), incluindo 

o número de alelos observados (Na), heterozigozidade observada (Ho), 

heterozigosidade esperada (He), testes de qui-quadrado para Hardy-Weinberg 

(EHW), desequilíbrio de ligação (DL) e o coeficiente de endogamia (Fis) segundo 

os parâmetros de Weir e Cockerhsam (1984). Os níveis de significância foram 

ajustados para testes múltiplos utilizando a correção de Bonferroni (p < 0,05) 

(Rice,1989). O conteúdo de informação polimórfica (PIC) foi calculado utilizando o 

software "CERVUS 3.0.7" (Kalinowsk etal., 2007). Para determinar possíveis erros 

de genotipagem e a ocorrência de alelos nulos, foi utilizado o software 

"MicroChecker" (Van Oosterhout etal., 2004). 

3. Resultados 

3.1 Whole Genome Shotgun (WGS) 

O sequenciamento WGS produziu 42.563 reads, que foram depositadas no 

Short Read Archive (SRA) do NCBI sob o número de acesso SRR5122724. No 

total, 6.105 microssatélites foram encontrados nesta biblioteca (Tabela 1) e primers 

flanqueadores foram desenhados para 1.255 loci. Foram selecionados 100 

microssatélites neutros (sem associação gênica) para validação, dos quais 31 

foram polimórficos quando testados na população selvagem de C. macropomum 

(número de acesso GenBank KY379117 - KY379147). A análise do genótipo 

mostrou os seguintes valores: o número médio de alelos foi oito, H0 variou de 0,33 

a 0,95 e He variou de 0,28 a 0,92. Os índices de H0 e He tiveram uma média de 0,64 

e 0,75, respectivamente (Tabela 2). Quatro loci mostraram desvio significativo de 
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EHW (p < 0,0011, após correção de Bonferroni). Houve desequilíbrio de ligação 

entre os microssatélites r4722 e r6071 (p = 0). A presença de alelos nulos foi 

detectada nos loci r912, r846, r4990, r4880, r3061, r1986 e r1247. 

3.2 RNA-seq 

O processo de trimming do RNA-seq resultou em 277.245 reads, que foram 

depositadas no Short Read Archive (SRA) do NCBI sob o número de acesso 

SRR5122711. Estes reads foram montados em 7.119 contigs (Tabela 1). dos quais 

4.637 contigs foram anotados funcionalmente por BLASTx e 4.028 seqüências 

(86%) foram classificados em termos Gene Ontology (GO): Processo Biológico 

(47,7%), Função Molecular (29,3) e Componente Celular (23%). Os principais 

termos GO relacionados ao Processo Biológico foram, cellular process, metabolic 

process, e single-organism process, para a Função Molecular foram binding, 

catalytic activity, e transporter actMty, e ao Componente Celular foram cell, 

organelle e membrane (Fig. 1). Foram encontradas 3.760 seqüências anotadas 

com números de acesso da Interpro. A caracterização dos transcritos na base de 

dados KEGG resultou em 1.176 transcrições relacionadas a 116 vias metabólicas 

com a participação de 328 enzimas. 

Foram encontrados 748 contigs contendo microssatélites, contudo, foram 

desenhados primers para 233 SSRs loci. A anotação funcional por BLASTx 

identificou 224 microssatélites com identidade gênica, dos quais 100 SSRs foram 

escolhidos para validação. Após a genotipagem, 14 microssatélites demonstraram 

polimorfismo (número de acesso do GenBank KY379103 - KY379116). O número 

médio de alelos foi quatro, a Ho variou de 0,09 a 0,73, e He variou de 0,09 a 0,85. 

Os valores médios de Ho e He foram de 0,46 e 0,51, respectivamente (Tabela 3). 

Caunesp 23 



Mestranda Raquel Belini Ariede Orientador - Diogo Temo Hashimoto 

Após a correção de Bonferroni para múltiplos loci (p = 0,0011), todos os loci 

entraram em Equilíbrio de Hardy-Weinberg. Houve desequilíbrio de ligação entre 

os microssatélites c3843 e C1842 (p = 0,0002). 

4. Discussão 

Até o momento, três estudos anteriores foram realizados para isolar e 

caracterizar 41 loci de microssatélites em C. macropomum (Santos et a!., 2009; 

Hamoy et a!., 2010; Santana et ai, 2012). No presente estudo, utilizamos a 

estratégia de NGS para aumentar a quantidade de microssatélites disponíveis para 

estudos genéticos e programas de melhoramento desta espécie. Os níveis de 

polimorfismo (número de alelos e heterozigosidade) de microssatélites descritos 

anteriormente em outros estudos (Santos et ai, 2009; Hamoy et ai, 2010; Santana 

et ai, 2012) foram semelhantes aos encontrados nesta pesquisa para o WGS. No 

entanto, os marcadores neutros do WGS apresentaram maiores taxas de 

polimorfismo (dos 100 marcadores analisados, 31 foram polimórficos), PIC, número 

de alelos e média de heterozigosidade em comparação com os microssatélites do 

conjunto de dados RNA-seq (14 polimórficos) (Tabela 4). De fato, os microssatélites 

associados a genes são suscetíveis à pressão seletiva, o que pode explicar os 

menores níveis de polimorfismo neste conjunto de dados (Papetti et ai, 2016). 

Embora menos polimórficos, os marcadores derivados de transcriptoma podem 

ser usados como marcadores funcionais na identificação de genes que 

desempenham papéis importantes em características zootécnicas. Estudos de 

caracterização e descrição de microssatélites associados a genes já demonstraram 

a utilidade desses marcadores na detecção de características quantitativas 
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economicamente importantes e sua aplicabilidade em estudos de melhoramento, 

como descrito em barramundi {Lates calcarifer), tilápia {Oreochromis spp.), carpa 

comum {Cyprinus carpio), salmão atlântico {Salmo salar) e bacalhau (Gados 

morhua) (Yue et a/., 2001; Yue e Orban, 2002; Yue et al., 2003; Vasemãgi et ai, 

2005; Stenvik et ai, 2006). Em dourada {Sparus aurata) (Almuly et ai, 2005), por 

exemplo, observou-se um microssatélite dinucleotídico (alelos 250 e 254) 

localizado no gene do hormônio de crescimento {gh) em associação com o grupo 

de peixe de maior peso corporal. Este microssatélite, localizado na região 

promotora de gh, pode ser considerado um marcador genético candidato para 

manejo de estoques de reprodutores e programas de seleção de crescimento de 

Sparus aurata. 

No presente estudo, identificamos diferentes genes relacionados ao sistema 

imune, como: o GTPase IMAP (c4296), que está envolvido em respostas 

inflamatórias causadas pelo aumento de peso e pelo consumo de ração contendo 

produtos vegetais em peixe-zebra {Danio rerio) e salmão do Atlântico {Salmo salar) 

(Drew et ai, 2012; Sahlmann et ai, 2012), respectivamente; e o gene Calnexin 

precursor (c2311), que é descrito como um componente do sistema imune inato e 

adaptativo em peixes ósseos (Vasta et ai, 2011). Portanto, estudos futuros sobre 

esses loci podem melhorar o conhecimento sobre a associação de microssatélites 

com características zootécnicas. Por fim, estes 45 novos loci polimórficos de SSRs 

são potencialmente úteis para estudos genéticos de populações naturais e 

cultivadas de C. macropomum. 
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5. Conclusão 

Orientador - Diogo Temo Hashimofo 

A estratégia de sequenciamento genômico NGS permitiu o desenvolvimento 

de um alto número de marcadores, disponibilizando milhares de SSRs para 

validação. Estes novos microssatélites, somados aos descritos, permitem a 

construção de um mapa genético para caracterização de QTLs em C. 

macropomum, que fornecerá importantes ferramentas moleculares para programas 

de melhoramento genético na aquicultura. 
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Lista de Tabelas 

Tabela 1. Dados obtidos no sequenciamento do transcriptoma (RNA-seq) e 
WGS.   

Características RNA-seq WGS 

Seqüências 277.245 42.563 

Total (pb) 101.959.245 15.604.478 

Tamanho médio dos reads (pb) 400.9 366.6 

Contigs 7.119 - 

N50 865 - 

SSR 748 6.105 

SSR com primers 233 1.255 

Dinucleotídeos 592 5.258 

Trinucleotídeos 138 465 

Tetranucleotídeos 14 339 

Pentanucleotídeos 2 22 

Hexanucleotídeos - 21 
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^bel^^Comgara^ãod^esujtado^omdado^escrit^^ 

Comparação dos Resultados  

Referências 
Tipo de 

marcador 

Quantidade de 
marcadores 

(Motifs) 

Média de 
alelos 

Média de 
He 

Média de 
Ho 

Média PIC 

7 Neutro 14 (dinudeotídeos) 11,5 0,77 0,70 * 

8 Neutro 
13 (tri e 

tetranudeotídeos) 
7,0 0,76 0,66 * 

9 Neutro 14 (dinudeotídeos) 11,9 0,85 0,67 0,81 

Presente 
Estudo 

Neutro 
31 (di, tri e 

tetranudeotídeos) 
8 0,72 0,65 0,70 

Presente 
Estudo 

Gene- 
associado 

14 (di, tri e 
pentanudeotídeos) 

4 0,51 0,46 0,45 

Ho = heterozígosidade observada, HE = heterozígosidade esperada e PIC (Conteúdo de informação polímórfica) (•) 
Dados não disponíveis. 

Caunesp 37 



Mestranda Raquel Belini Ariede Orientador - Diogo Temo Hashimoto 

Manuscrito 2 

Caracterização de marcadores microssatélítes 

associados ao crescimento e análise de 

resistência à Aeromonas hydrophila em 

tambaqui Colossoma macropomum 
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Resumo 

O cultivo de tambaqui, Colossoma macropomum, está crescendo em países 

da América do Sul e, no Brasil, é a principal espécie nativa produzida. Por isso, 

pode ser considerada uma espécie alvo para o melhoramento genético em 

aquicultura, aumentando sua produtividade e gerando impacto econômico. Além 

disso, estudos de melhoramento podem ser otimizados com o uso de marcadores 

moleculares associados a fenótipos produtivos. O objetivo deste estudo foi testar o 

desempenho de características de crescimento e resistência à bactéria Aeromonas 

hydrophila, em associação com marcadores microssatélites no tambaqui C. 

macropomum. Neste estudo, três famílias de tambaqui (n = 120) foram formadas e 

submetidas ao desafio bacteriano e avaliações morfométricas de crescimento. Em 

relação ao desafio bacteriano, as famílias diferiram significativamente para o tempo 

de morte e taxa de mortalidade. Entretanto, não houve associação das 

características de resistência com os microssatélites. Em relação às características 

de crescimento, houve associação marcador/fenótipo em dois microssatélites. O 

marcador presente no gene trinucleotide repeat-containing gene 6b isoform x5 

{tncrcôb) está associado ao comprimento padrão, enquanto que um marcador 

neutro (sem associação gênica) está associado à altura. O presente estudo 

possibilitou prospectar marcadores moleculares associados com crescimento que 

poderão ser utilizados na validação de seleção assistida por marcadores em 

famílias de tambaqui. 

PALAVRAS-CHAVE: aquicultura, desafio bacteriano, melhoramento animal, QTL. 
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Abstract 

The farming of tambaqui, Colossoma macropomum, is growing in countries 

of South America and it is the main native species produced in Brazil. Therefore, 

this fish can be considered a target species for genetic improvement in aquaculture, 

increasing its productivity and generating economic impact. In addition, breeding 

studies can be optimized with the use of molecular markers associated with 

productive phenotypes. The objective of this study was to test the performance of 

growth traits and resistance to the bactéria Aeromonas hydrophila, in association 

with microsatellite markers in tambaqui C. macropomum. In this study, three families 

of tambaqui (n = 120) were created and submitted to bacterial challenge and 

morphometric growth assessments. Regarding the bacterial challenge, the families 

differed significantly for the time of death and mortality rate. However, there was no 

association of resistance characteristics with microsatellites. Regarding the growth 

characteristics, there was a marker/phenotype association in two microsatellites. 

The marker present in the repeat-containing gene 6b isoform x5 gene {tncrc6b) is 

associated with the standard length, whereas a neutral marker (without gene 

association) is associated with height. The present study allowed to prospect for 

molecular markers associated with growth that could be used in the validation of 

marker assisted selection in tambaqui. 

KEY-WORDS: aquaculture, bacterial challenge, animal improvement, QTL 
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O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), é uma espécie de 

peixe de grande porte, que pode atingir 1 m de comprimento padrão e pesar até 30 

kg. No Brasil, é a principal espécie nativa produzida, com um total aproximado de 

135,86 mil toneladas no ano (IBGE, 2016). Além disso, o cultivo de C. macropomum 

está crescendo em países da América do Sul, como a Bolívia, Colômbia, Equador, 

Peru e Venezuela (Valladão et ai, 2016). Neste sentido, o melhoramento genético 

de estoques cultivados de C. macropomum pode ser uma ferramenta importante 

para aumentar a sua produtividade em aquicultura. 

O conhecimento sobre o desempenho de crescimento, tolerância ao 

estresse, rendimento e qualidade da carne, assim como resistência a doenças, são 

muitas vezes limitadas a pesquisas em peixes exóticos, como a truta arco-íris, 

salmão e tilápia, por meio de programas de melhoramento genético (Gjedrem 2000, 

2010; Brummett et ai, 2004). Em espécies de peixes nativos do Brasil, pouco 

esforço tem sido destinado para obtenção de linhagens geneticamente 

melhoradas. 

Um dos principais problemas nos estoques aquícolas é a mortalidade 

ocasionada por patógenos, dos quais destaca-se a infecção por Aeromonas 

hydrophila. Esta bactéria é freqüentemente associada à septicemia hemorrágica, à 

erosão das nadadeiras e à distensão da cavidade abdominal, entre outras 

condições patológicas (Paniagua et ai, 1990, Joseph ef a/.,1994) que ocasionam a 

mortalidade em massa de várias espécies (Abdel-Tawwab et ai, 2008). Deste 

modo, estudos de resistência à esta bactéria são de interesse para a aquicultura, 
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visto que esta bactéria ocasiona grandes perdas econômicas para o setor aquícola 

(Monette et ai, 2006). 

Estudos de melhoramento podem ser otimizados com o uso de marcadores 

moleculares associados a fenótipos produtivos. Deve-se destacar que o uso da 

seleção assistida por marcadores (MAS) pode ajudar a melhorar geneticamente a 

espécie em cerca de 25 a 50% em comparação com as técnicas tradicionais de 

reprodução seletiva artificial, pois centra-se principalmente na análise de genótipos- 

alvo combinados com fenótipos, além de poder ser realizado durante os estágios 

iniciais de vida dos organismos (Ma et ai, 2014). A associação de marcadores 

moleculares à fenótipos produtivos são úteis como ferramentas para auxiliar a 

seleção de prole (Na-Nakorn e Moeikum, 2009). Estudos genéticos têm buscado a 

identificação, caracterização e validação de marcadores moleculares associados a 

diferentes características, incluindo o crescimento e resistência a patógenos em 

distintas espécies (Rodríguez-Ramilo et ai, 2012; Song et ai, 2012). 

Tendo em vista os avanços genéticos e as vantagens da utilização de 

programas de melhoramento, este estudo teve como objetivo testar o desempenho 

de características de crescimento e resistência à bactéria Aeromonas hydrophila, 

em associação com marcadores microssatélites no tambaqui C. macropomum. 

2. Material e Métodos 

Todos os experimentos realizados com peixes foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), da Faculdade de Ciências Agrárias 

e Veterinárias, UNESP - Câmpus de Jaboticabal - SP, protocolo; 18.764/16. 
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2.1 Formação das famílias 

Três famílias foram formadas a partir de três casais de reprodutores, 

provenientes do plantei de reprodutores do Centro de Aquicultura da UNESP 

(Caunesp), em Jaboticabal-SP. A indução à desova foi realizada com uso de extrato 

bruto de hipófise de carpa, dissolvido em solução salina (0,9% NaCI) e aplicado 

intramuscular em duas doses, com intervalo de 12 h (1a dose de 0,6 mg hipófise 

kg1 de peixe; 2a dose de 5,4 mg de hipófise kg1 de peixe), conforme protocolo 

descrito por (Pinheiro et ai, 1988). Os peixes manipulados foram anestesiados por 

meio de imersão em benzocaína diluída em água (100 mg / L). 

Uma pequena parcela das larvas, eclodidas de cada casal 

(aproximadamente 150 larvas por família), foi mantida em hapas separadas de 

aproximadamente 60 L até atingirem aproximadamente 3 g de peso corporal. Em 

seguida, os juvenis foram identificados morfologicamente com marcações coloridas 

(cada família possuía uma coloração diferente). Após a marcação, os juvenis foram 

soltos em três diferentes tanques com capacidade para 500 L. Nesse período, 

foram alimentados quatro vezes ao dia com aproximadamente 100 náuplios de 

Artemia / larva / dia (BioArtemia. Ltda, RN, Brasil) e após um período de 20 dias, 

alimentadas com ração comercial em pó e com ração extrusada, com freqüência 

de 4 porções diárias, até completarem 6 meses após a eclosão. 

2.2 Experimento de desafio bacteriano com Aeromonas hydrophila 

Um total de 40 animais foram utilizados de cada família (3 famílias, n = 120) 

para o delineamento experimental (inteiramente ao acaso) de desafio à bactéria A. 

hydrophila, sendo 30 para tratamento (10 em cada réplica, em triplicata) e 10 para 

o grupo controle. Cada réplica foi mantida em uma caixa de 500 L (densidade de ~ 
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7 g de peixe por 1 L de água), com um sistema de recirculação de água 

independente, filtro mecânico, filtro biológico e temperatura mantida constante em 

30 0 C ± 1 0 C. 

O desafio bacteriano foi realizado com uma cepa de A. hydrophila, isolada 

de um surto de aeromoniose e mantida pelo Laboratório de Patologia do Caunesp. 

Para escolha da melhor dose de A. hydrophila, a dose letal em 50% dos indivíduos 

(DL50) foi testada previamente nas seguintes dosagens: 106 ,107e IO8 Unidade 

Formadora de Colônias (UFC) por mL1 de cepa viva de A. hydrophila, em 30 

indivíduos (10 de cada família) escolhidos aleatoriamente das famílias de tambaqui, 

por meio da inoculação intraperitoneal. No experimento desafio definitivo, a 

infecçâo foi induzida por meio de inoculação de 0,1 x 108 UFC / 10 g de peso 

corporal. 

As famílias infectadas foram observadas por um período de 15 dias em 

relação a duas características: taxa de mortalidade e tempo de morte. Todos os 

animais que morreram tiveram os sinais clínicos decorrentes da aeromoniose, 

como petéquias hemorrágicas, distensão da cavidade abdominal, lesões 

ulcerativas na superfície do corpo, isolamento do cardume e coloração escura. 

Para avaliar a resistência entre as famílias, análises de variância do tempo 

de morte foram realizadas por meio do Teste de Tukey (p < 0,05) e a taxa de 

mortalidade foi avaliada por testes de Qui-Quadrado (p < 0,01). 

2.3 Medições das características de crescimento 

Seis características relacionadas ao crescimento foram mensuradas em 96 

indivíduos, sendo 32 irmãos completos de cada família. Estas características 

incluem o comprimento da cabeça (CC), altura da cabeça (AC), comprimento 
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padrão (CP), altura do início da nadadeira dorsal até o início da nadadeira ventral 

(A1), altura do final da nadadeira dorsal ao começo da nadadeira anal (A2) e peso 

corporal (P). 

As cinco medidas morfológicas foram aferidas em milímetros por meio do 

software Image J / Fiji 1.46 e o peso corporal foi mensurado por uma balança digital 

de precisão (precisão de 0,01 g). Após as medições, análises de correlações das 

variáveis morfométricas foram estimadas por meio da correlação de Pearson. Não 

foi possível realizar análises comparativas de crescimento entre as famílias, visto 

que as famílias avaliadas cresceram em ambientes diferentes. 

2.4 Avaliação dos marcadores microssatélites 

Microssatélites gene-associados foram priorizados para o teste de 

associação com os fenótipos de crescimento e resistência a A. hydrophila, sendo 

escolhidos 13 marcadores gene-associados (c5009, c5837, c4604, c3592, c3842, 

C4296, C2311, C3818, C841, C4706, C2647, C3843, C3905) e 4 marcadores neutros 

(rl366, r912, r415, r3808). Inicialmente, um total de 17 microssatélites descritos 

anteriormente (capítulo 1) foram testados nos parentais. Entretanto, apenas os 

marcadores com genótipo heterozigoto, em um dos parentais, foram selecionados 

para o teste na respectiva progênie. Dos 17 marcadores, apenas 9 microssatélites 

(C5837, C4604, C3592, C3842, C4296, C2311, c3818, r1366, r912) foram 

heterozigotos nos parentais, sendo que sete são microssatélites gene-associados 

e dois marcadores neutros. Os indivíduos da família 1 foram genotipados com os 

seguintes microssatélites c2311, c3592, C5837, c3818, c4296; a família 2 com 

C3842: e a família 3 com C4604, C3842, ri366, r912. 
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O DNA genômico foi extraído de fragmentos de nadadeiras dos irmãos 

completos e dos três casais parentais (n = 6), seguindo o protocolo do kit comercial 

"Wizard Genomic DNA Purification Kit" (Promegá). As amplificações foram feitas 

por PCR (com adição de fluorocromos, FAM, HEX e NED) e ocorreram conforme 

descrito a seguir: 1X de tampão da Taq polimerase; 1,5 mM de MgCI2; 100 pM de 

cada dNTP; 0,1 pM de cada primer{F e R); 0,01 pM do pr/mer CAGtag; 10-50 ng 

de DNA genômico e 0,5 U de Taq polimerase (Invitrogen). Os ensaios de PCR 

foram realizados no equipamento ProFIex™ PCR System {Life Technologies) com 

nove ciclos de 95 0C / 30s, 55 a 60 0C / 30s (ajustado para cada loci de 

microssatélite), e 72 0C / 20s; e 30 ciclos de 95 0C / 30s, 50 0C / 30s e 72 0C / 20s. 

A genotipagem foi realizada no Centro de Recursos Biológicos e Biologia 

Genômica (CREBIO), sediada na UNESP - Jaboticabal/SP, por sequenciador 

automático ABI3730 XL DNA Analyzer {Applied Biosystems) utilizando a matriz DS- 

30, com o marcador GeneScan 500 ROX dye Size Standard {Thermo). A análise e 

padronização dos tamanhos de fragmentos de alelos foram realizadas por meio do 

software "GeneMapper v.4.0" {Applied Biosystems). Foram realizados testes de 

Qui-Quadrado (p < 0,01) nos genótipos das progênies para verificar se estes estão 

distribuídos de acordo com o padrão mendeliano. 

A associação microssatélite / fenótipo foi avaliada por meio da análise de 

variância utilizando o programa estatístico SAS (Statistical Analysis System, 

version 9.2), aplicando o Modelo Linear Generalizado (PROC GLM), com o modelo: 

Y = m+G+e, em que, Y é o valor observado de determinada característica contínua 

(características de crescimento e tempo de morte); m é a média geral da 

característica; G é o efeito do genótipo; e e o efeito de erro aleatório (p < 0,05). O 

modelo estatístico escolhido foi baseado no modelo descrito por Ma et al. (2014), 

Caunesp 46 



Mestranda Raquel Belini Ariede Orientador - Diogo Teruo Hashimoto 

com algumas modificações. A taxa de mortalidade foi considerada uma 

característica binária (vivo = 1 e morto = 0), deste modo, este fenótipo foi avaliado 

por meio de tabela de contingência (teste de Qui-Quadrado, p < 0,01). 

3. Resultados 

3.1 Análises de variâncía entre tempo de morte e taxa de mortalidade 

As primeiras mortalidades ocorreram 11 h após o desafio em todas as 

unidades experimentais, com exceção dos peixes do tratamento controle 

inoculados com solução salina. Os tempos observados nas famílias 1, 2 e 3 (em 

horas) foram 17,20; 9,13 e 18,25 h, respectivamente, evidenciando diferenças 

significativas entre as famílias 1-2 e 2-3 (Figura 1). Além disso, as taxas de 

mortalidade foram significativamente diferentes entre as famílias, demonstradas na 

Figura 2, sendo a porcentagem da família 2 (57,6%) superior às famílias 1 (30,5%) 

e 3 (28,5%). 

3.2 Análises Morfométricas 

Entre os indivíduos da família 1, o menor peso (g) encontrado foi 12 e o maior 

foi 70 g; na família 2, de 16 e 67g; e na família 3, de 21 e 57g, respectivamente. As 

demais características morfométricas estão descritas na (Tabela 1). 

A correlação fenotípica revelou que todas as características avaliadas estão 

correlacionadas significativamente (p < 0,01). No entanto, as medidas de 

comprimento padrão (CP) e altura (A1) estão pouco correlacionadas, com valor de 

correlação igual a 0,37 (Tabela 2). 
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3.3 Associação dos genótípos com as características de interesse 

Os genótipos dos parentais com seus respectivos microssatélites estão 

descritos na Tabela 3. Os genótipos das progênies, assim como a média das 

características de crescimento, estão descritos na Tabela 4. Em relação á 

característica de resistência a A. hydrophila, não houve associação significativa 

entre os microssatélites (p < 0,05) para tempo de morte e taxa de mortalidade. 

Em relação ao crescimento, houve associação significativa nas famílias 2 e 

3 com os marcadores C3842 e r912, respectivamente. O marcador gene-associado 

c3842 apresentou associação com o comprimento padrão (CP) e o marcador neutro 

r912 com a altura 2 (A2). Dos peixes avaliados com o marcador c3842, os 

indivíduos com genótipo 183/183 apresentaram média de comprimento padrão 

maior (CP= 111,56) e o genótipo 183/186, média de (CP= 98,33) (mm) (Tabela 4). 

O marcador r912 apresentou médias diferentes da altura 2 (A2) em relação aos 

genótipos, ou seja, a média de A2 nos indivíduos com genótipo 175/175 foi de 27,44 

e nos que apresentaram genótipo 175/185 a média foi de 29,65 (mm). 

Apenas os marcadores c4604, c3842 e ri 366 aplicados na família 3 não 

seguiram padrão de segregação mendeliano (p < 0,01) e, portanto, foram excluídos 

da análise de associação. 

4. Discussão 

Os experimentos de desafio realizados neste estudo revelaram variações 

significativas nos tempos de morte e taxa de mortalidade entre as famílias. Nossos 

resultados indicaram que a família 2 é mais suscetível à bactéria A. hydrophila, uma 

vez que o tempo de morte foi menor e a taxa de mortalidade desta família foi maior 

comparada às outras duas famílias. Estes resultados sugerem que a suscetibilidade 
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desta família a aeromoniose é ocasionada por fatores genéticos. Do mesmo modo, 

também foi observada a influência genética dos indivíduos em um desafio 

bacteriano em salmão (Houston et a!., 2010). Neste referido estudo, os autores 

observaram que os padrões de mortalidade dentro das famílias estavam 

relacionados com os genótipos dos animais, sugerindo que os peixes homozigotos 

para o alelo resistente não apresentariam mortes. Já os portadores de uma única 

cópia do alelo de resistência mostraram uma mortalidade baixa, indicando possível 

dominância do alelo de resistência. 

Sabe-se que experimentos de desafio baseados em testes de sobrevivência 

à exposição a patógenos, têm sido realizados para buscar estimativas confiáveis 

de seleção de famílias resistentes às enfermidades (Moen et ai, 2007; Pardo et ai, 

2008; 0degard et a!., 2011). Embora o presente estudo não tenha identificado a 

associação de marcadores com a resistência a A. hydrophila, os dados obtidos no 

desafio podem ser úteis para futuros estudos de seleção de famílias resistentes em 

C. macropomum, visto que a bactéria A. hydrophila tem importância no setor 

aquícola, pois tem sido responsável por altas taxas de mortalidade ocasionando 

grandes prejuízos econômicos (Janda et ai, 1996). 

Quanto ao desempenho de crescimento, neste estudo, os resultados de 

correlação fenotípica entre as medidas morfométricas foram semelhantes aos 

resultados encontrados em tambaqui por Mello et ai (2016), o qual demonstrou que 

a seleção para o peso do filé pode ser feita utilizando medidas morfométricas, pois 

há um coeficiente de correlação positivo entre tais características. Em ambos os 

estudos, o peso apresentou maior correlação fenotípica com o comprimento padrão 

e comprimento da cabeça (0,70 em ambos os estudos). Além disso, o maior valor 
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de correlação fenotípica foi observado entre o comprimento da cabeça e 

comprimento padrão (0,84, no presente estudo; e 0,9, em Mello et ai, 2016). 

Sendo assim, de acordo com os dados morfométricos observados em C. 

macropomum, esta espécie apresenta um grande comprimento da cabeça. No 

entanto, esta característica não é atrativa para o setor comercial, pois, quanto maior 

o comprimento da cabeça menor o rendimento de filetagem, conforme evidenciado 

por Mello et ai (2016). Como observado em ambos os estudos, há uma correlação 

positiva entre comprimento da cabeça e peso e, deste modo, não é possível 

selecionar indivíduos de maior peso corporal sem que estes possuam comprimento 

de cabeça também maior. Este padrão de correlação também foi observado em 

tilápia do Nilo (Rutten et ai, 2005), pois foi observada uma forte relação entre as 

medidas corporais e o peso (0,9), sugerindo que a seleção para uma característica 

resultaria no ganho das demais características, assim como ocorre para o 

tambaqui. 

Em relação à análise por marcadores genéticos, a maior parte dos estudos 

sobre crescimento associado a marcadores foram realizados em genes que estão 

diretamente ligados a este fenótipo, como o gene do hormônio do crescimento {gh) 

e o gene da insulina {igfl) (Yue e Orban, 2002; Tsai et ai, 2014). Diferente destes 

estudos, o marcador c3842, identificado neste estudo em associação com o 

crescimento, está inserido na região do gene trinucleotide repeat-containing gene 

6b isoform x5 {tncrcGb), localizado na região 5' UTR. Este gene já foi descrito em 

mamíferos (humanos e ratos) e em peixes {Maylandia zebra) e sua função pode 

estar relacionada com diferentes processos biológicos, como o silenciamento de 

genes guiados por miRNAs, e com a regulação positiva RNAm, dentre outros. 

Nesse sentido, deve-se destacar a importância de uma melhor compreensão sobre 
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o papel deste gene e a possível relação entre as suas funções moleculares com o 

crescimento diferencial desta espécie. Os resultados obtidos da análise de 

associação com o marcador gene-associado C3842 sugerem que o alelo 183, 

quando está em homozigose, exerça influência no aumento da média do CP do 

animal. 

O segundo microssatélite que apresentou associação com o crescimento foi 

o marcador neutro r912. Em geral, os marcadores neutros são freqüentemente 

utilizados em estudos de identificação de QTLs, pois nestes casos, os marcadores 

estão próximos fisicamente a estes loci e, portanto, intimamente ligados (Reid et 

a/., 2005; Bouza et ai, 2012). Nossos resultados sugerem que está relacionado a 

uma segunda característica morfométrica (Altura 2) e, de forma oposta ao 

observado no marcador gene-associado, o aumento da altura ocorre quando o 

marcador r912 está em heterozigose, sugerindo que a presença do alelo 185 

exerça influência na altura do animal. 

5. Conclusão 

Os dados obtidos permitem direcionar futuros programas de melhoramento 

genético em relação a características de crescimento para tambaqui, pois os 

microssatélites prospectados poderão ser utilizados na validação de seleção 

assistida por marcadores em famílias de C. macropomum. 
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Lista de Tabelas 

Tabela 1. Médias com valor de desvio padrão do peso (g) e das medidas 
morfométricas (mm) por família. 

FAMÍLIA 1 

Peso (g) 

44,5 ± 13 

CC (mm) 

38,0 ± 4,9 

AC (mm) CP (mm) 

34,5 ±4,0 105,6 ±11,3 

A1 (mm) 

55,4 ± 5,8 

A2 (mm) 

32,6 ±4,7 

FAMÍLIA 2 

Peso (g) 

39,8 ± 8 

CC (mm) 

38,5 ±4,8 

AC (mm) CP (mm) 

35,2 ±3,9 104,3 ±18,0 

A1 (mm) 

55,6 ± 10,1 

A2 (mm) 

32,2 ±4,1 

FAMÍLIA 3 

Peso (g) 

31,7 ± 11 

CC (mm) 

35,4 ± 4,6 

AC (mm) CP (mm) 

31,1 ±3,4 96,4 ±8,2 

A1 (mm) 

47,4 ±4,4 

A2 (mm) 

28,5 ± 3,0 

CC= comprimento da cabeça, AC= altura da cabeça, CP= comprimento padrão, A1= altura do inicio da nadadeira 
dorsal até o inicio da nadadeira ventral, A2= altura do final da nadadeira dorsal ao começo da nadadeira anal. 

Tabela 2 ^g[[lgla9ões morfométricas. 

PESO CC AC CP A1 

CC 0.71 

AC 0.70 0.94 

CP 0.73 0.84 0.83 

A1 0.62 0.58 0.62 0.37 

A2 0.73 0.66 0.70 0.73 0.68 

CC= comprimento da cabeça, AC= altura da cabeça, CP comprimento padrão, A1- altura do início da 
nadadeira dorsal até o início da nadadeira ventral, A2= altura do final da nadadeira dorsal ao começo da 
nadadeira anal. 

biblioteca^ 

.wi, 
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Tabela 3. Associação dos genótipos parentais com os microssatélites avaliados. 

Loci Genótípo S Genótipo $ 

5837 174/179 174/174 

2311 163/169 166/175 

Família 1 3818 204/214 204/210 

3592 166/170 170/170 

4296 118/122 118/118 

Família 2 3842 183/186 186/186 

4604 142/151 148/151 

3842 183/186 183/186 

Família 3 
1366 261/277 261/277 

912 175/175 175/185 
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3. DISCUSSÃO GERAL 

Orientador - Diogo Temo Hashimoto 

Para que possam ser realizados programas de melhoramento que utilizem 

marcadores moleculares na seleção, é necessária a caracterização de um alto 

número de marcadores moleculares (Navajas-Pérez et ai, 2012, Gutierrez et ai, 

2015). Em geral, em estudos genéticos com peixes Neotropicais, grande parte dos 

marcadores caracterizados são para estudos de diversidade genética, estimativas 

do tamanho efetivo de populações, variabilidade genética, identificação de híbridos 

e espécies, entre outros (Barroso et ai, 2005; Hashimoto et ai, 2012, Bao et ai, 

2016). Atualmente, a quantidade de marcadores prospectados para a realização de 

análise aplicada à seleção assistida é pequena para os peixes nativos, não sendo 

o suficiente para realizar estudos de associação de marcadores, construção de 

mapas genéticos e definição de estratégias de melhoramento. 

O tambaqui é uma espécie importante do ponto de vista econômico e, 

portanto, uma espécie alvo para programas de melhoramento. Contudo, há pouco 

conhecimento genético desta espécie, sendo necessário o desenvolvimento de um 

maior número de marcadores que permitam realizar a sua associação com 

fenótipos desejáveis. Deste modo, este estudo foi o primeiro a contribuir com um 

grande número de marcadores para serem utilizados em estudos genéticos 

aplicados ao melhoramento do tambaqui. 

A estratégia de sequenciamento genômico NGS permitiu o desenvolvimento 

de um alto número de marcadores, e disponibilizou milhares de microssatélites para 

futura validação. Estes novos microssatélites, somados aos descritos na literatura, 

possibilitam a construção de um mapa genético para C. macropomum. Além disso, 

uma contribuição importante deste estudo foi a prospecção de dois marcadores 
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moleculares que estão associados a características de crescimento em C. 

macropomum. Com os recentes avanços de tecnologias NGS, o presente estudo 

visou integrar estas ferramentas moleculares com o desempenho zootécníco do 

principal peixe nativo da aquicultura da América do Sul. 

Por fim, o presente estudo estabeleceu um protocolo de desafio a A. 

hydrophila para tambaqui. Como a propagação de doenças é um dos principais 

problemas para a produção na aquicultura, é de interesse determinar a relação 

genética com às características de resistência a doenças (Moen et a/., 2004). Por 

meio de desafios bacterianos, é possível a identificação de genes responsáveis por 

diferentes respostas do sistema imune, o que permitirá a seleção de animais mais 

resistentes e que respondam melhor aos tratamentos (Pardo et ai, 2008, 0degard 

et ai, 2011). 
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