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RESUMO
A pirapitinga, Piaractus brachypomus (Characiformes, Serrasalmidae), € um peixe de
ocorréncia na bacia Amazénica e uma das principais espécies nativas utilizadas para a producéo
em aquicultura. O principal objetivo deste estudo foi realizar o sequenciamento do
transcriptoma de P. brachypomus por meio de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) e, em
seguida, caracterizar um conjunto de marcadores microssatélites para esta espécie. Além disso,
marcadores microssatélites polimoérficos foram usados para realizar a anélise da variabilidade
genética em estoques cultivados de pirapitinga. O sequenciamento do transcriptoma foi
realizado por meio da tecnologia 454/Roche, que resultou em 3.696 contigs ndo reduntantes
(nr). Destes 2.568 genes com correspondéncia no banco de proteinas (nr) foram caracterizados
nas categorias de Gene Ontology (GO), sendo que 2.075 sequéncias (80,8%) foram anotadas em
termos GO. Dos 30 loci de microssatélites, ap6s o processo validacdo, 8 loci de microssatélites
demonstraram polimorfismo. A analise desses marcadores polimérficos em estoques cultivados
revelou que as pisciculturas do Norte apresentaram uma maior variabilidade genética (riqueza
de alelos e heterozigosidade) do que as Pisciculturas do Sudeste. Além disso, os resultados da
AMOVA demonstraram que a maior variacdo estava presente dentro das populacdes (62,5%).
Entretanto, quando comparado os grupos de acordo com a origem (Selvagem, Pisciculturas do
Norte e Pisciculturas do Sudeste), foi verificada uma variacdo consideravel (31,76%) entre os
grupos. Estes dados foram corroborados com os valores de Fst, pois houve alta estruturacdo
genética entre os estoques cultivados e a populacdo selvagem, bem como também entre as
Pisciculturas do Norte e do Sudeste. A estratégia de sequenciamento do transcriptoma por NGS
se demonstrou eficaz na prospecgdo de marcadores moleculares, além de gerar um alto volume
de recursos genéticos para serem explorados em diversas areas da biologia. Os microssatélites
gerados nesse estudo sdo importantes ferramentas para serem empregadas no manejo genético
de estoques de reprodutores cultivados, o que podera aumentar a produtividade em sistemas de

producdo e gerar um alto valor agregado do pescado com qualidade genética.



ABSTRACT

The pirapitinga, Piaractus brachypomus (Characiformes, Serrasalmidae) is an fish
occurrence in the Amazon basin and one of the main native species used for production
in aquaculture. The aim of this study was performed transcriptome sequencing of P.
brachypomus through Next Generation Sequencing (NGS) and then characterize a set of
microsatellite markers for this species. The sequencing of the transcriptome was
conducted through technology 454/Roche, which resulted in 3,696 contigs non
redundant (nr). Of these 2,568 genes with matching proteins in a database (nr) were
characterized in the categories of Gene Ontology (GO), and sequences 2,075 (80.8%)
were noted in GO terms. 30 microsatellite loci, after the validation process, 8
microsatellite loci showed polymorphism. The analysis of these polymorphic markers in
cultured stocks revealed that the northern fish farms had a higher genetic diversity
(richness of alleles and heterozygosity) than the fish farms in the Southeast. In addition,
the AMOVA results demonstrated that the highest variation was present in the
population (62.5%). However, when comparing the groups according to the source
(Wild, North Fish farms and fish farms in the Southeast) considerable variation
(31.76%) between the groups was observed. These data were corroborated with Fst
values, as there was high genetic structuring among cultivated stocks and the wild
population, and also between fish farms in North and Southeast. The sequencing
strategy of the transcriptome by NGS has been shown effective in the exploration of
molecular markers, and generate a high volume of genetic resources to be exploited in
many areas of biology. Microsatellites generated in this study are important tools to be
used in the genetic management of cultured broodstocks, which could increase
productivity in production systems and generate a high added value of the fish with

genetic quality.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, apesar da aquicultura comercial representar uma atividade zootécnica
recente (estabelecido efetivamente na década de 1990), este setor tem crescido de forma
expressiva nos Ultimos anos. Entre o periodo de 2007 a 2010, a producdo de pescado pela
aquicultura teve um avango de 87%, cujos valores passaram de 210.644 t para 394.340 t,
segundo estatisticas do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis e Ministério da Pesca e Aquicultura (IBAMA, 2007; MPA, 2012). Assim,
somado ao crescente consumo de peixes (MPA, 2012) e as vantagens nutricionais do pescado
para alimentacdo humana, a adocdo de tecnologias genéticas por pisciculturas sdo
fundamentais para suprir a demanda do mercado consumidor, bem como para garantir a
producdo de peixes com qualidade e de forma sustentavel.

A piscicultura de &gua doce no Brasil é dividida em dois setores: a producdo de
alevinos e o cultivo de peixes (engorda) (Suplicy, 2007). E possivel encontrar empresas com
uma producdo de alevinos de pequena a grande escala em quase toda parte do pais, embora o
nimero exato de produtores seja dificil de determinar devido a um deficiente servico de
estatistica neste setor. A escala de producdo varia de 5 mil a 50 milhdes de alevinos/ano.
Entretanto, a maioria das pisciculturas produz cerca de 500 mil a 10 milhdes de alevinos/ano.
O Estado de SP é um dos que apresenta maior nimero de instalagdes de pisciculturas
produtoras de alevinos (Suplicy, 2007).

Na década de 1980, a inddstria do comércio de alevinos foi fortemente focada para
fornecer peixes a empreendimentos de lazer ou repovoamento de represas. A producdo de
alevinos para a piscicultura comercial visando o abastecimento de restaurantes,
supermercados e fabricas de processamento e filetagem so foram estabelecidos na década de

1990, o que trouxe consideraveis mudancas na demanda do consumidor (Suplicy, 2007).



Logo, no Brasil ha uma crescente exigéncia por peixes de melhor qualidade, o que mostra a
necessidade do estabelecimento de estratégias de manejo genético para as pisciculturas
nacionais, principalmente para os produtores de alevinos, que é considerado a base deste
setor.

A partir dos anos 80, a utilizacdo de metodologias genéticas passou a contribuir de
maneira efetiva nos programas de criacdo de peixes de pisciculturas mundiais (Foresti, 2000;
Hulata, 2001). Entretanto, no Brasil, € insignificante o porcentual de pisciculturas que se
utilizam de tecnologias genéticas para a producdo de alevinos com qualidade. Para as espécies
de peixes nativos do pais, poucas tecnologias genéticas estdo disponiveis para ser utilizado em
nivel de producgdo, principalmente o uso de marcadores moleculares, que poderiam ser
aplicados no monitoramento da endogamia ou direcionamento de cruzamentos dos estoques

de reprodutores.

1.1 Caracterizacao da espécie Piaractus brachypomus

De acordo com Jégu (2003), a subfamilia Serrasalminae inclui 15 géneros e 80
espécies, com uma distribuicdo estritamente na regido Neotropical. Atualmente, este grupo é
classificado em nivel de familia, denominado Serrasalmidae (Calcagnotto et al., 2005;
Mirande, 2010), e englobam os peixes conhecidos popularmente conhecidos como pacus,
tambaqui e as famosas piranhas. Com base em dados moleculares, os serrasalmideos sdo
compreendidos por trés grupos principais: “Piranha”, “Myleus” e “Pacu” (Orti et al., 1996;
Orti et al., 2008).

O clado “Pacu” inclui espécies herbivoras dos géneros Mylossoma, Colossoma e
Piaractus. As espécies deste clado sdo as mais importantes economicamente da familia, pois

sdo consideradas alimentos de alta qualidade na América do Sul. No Brasil, o cultivo de



representantes deste grupo corresponde & maior parcela da producdo de espécies nativas na
aquicultura continental (IBAMA, 2007). O aproveitamento destas espécies pela piscicultura
tem sido uma boa alternativa para suprir a demanda do mercado e reduzir o impacto nos
estoques das populagfes naturais provocados pelo alto nivel de explotacéo.

A pirapitinga Piaractus brachypomus é um peixe nativo das bacias dos rios Amazonas
e Orinoco e pode alcancar até 20 kg de peso corporal (Alcantara et al., 1990). E considerada
uma espécie rustica, valorizada pela sua carne, com crescimento rapido, e que apresenta
excelente condicéo para a criagdo de peixes (Fresneda et al., 2004). Em condigdes naturais, a
pirapitinga migra entre Junho a Outubro e desova entre Novembro a Fevereiro, quando a
temperatura da agua atinge 27°C ap0s as primeiras chuvas (Hernandez, 1994).

No Brasil, o cultivo de P. brachypomus alcancga o terceiro maior valor de producdo de
pescado (aproximadamente 10 mil toneladas) entre as espécies nativas puras (MPA, 2013a).
Além disso, esta espécie tem sido amplamente utilizada para a producdo de hibridos
interespecificos, em especial a tambatinga (fémea de tambaqui X macho de pirapitinga), cujo
valor de producdo é superior a 14 mil toneladas por ano. As unidades produtivas de
pirapitinga concentraram-se particularmente nas regides Centro-Oeste e Norte (87%), seguido
do Sudeste (9%), Nordeste (3%) e Sul (1%) (MPA, 2013b). Esta espécie também tem
consideravel importancia econdmica para a aquicultura de outros paises da América do Sul
(Colémbia, Peru e Venezuela), e também em paises asiaticos (China, Mianmar, Tailandia e
Vietnd) (Flores Nava, 2007; Honglang 2007; FAO 2010).

Entretanto, apesar desta representatividade na aquicultura mundial, poucos dados
bioldgicos e genéticos estdo disponiveis para P. brachypomus, além de que nenhum programa

de manejo ou melhoramento genético tem sido desenvolvido.

1.2 Problemas decorrentes da endogamia



Infelizmente, existem poucos estudos de endogamia com peixes, 0 que faz ser o
aspecto menos estudado na genética de peixes. A maioria dos estudos foi conduzida com
salmonideos, particularmente com truta arco-iris. Enquanto a endogamia é uma importante
forma de manipulacdo genética que pode ser usada para melhorar um estoque quando bem
planejado e dirigido, processos de endogamia sem planejamento e descontrolado podem
arruinar um estoque com a depressdo por endocruzamento, 0 que causa uma diminui¢do no
crescimento e na viabilidade, acoplada com um aumento de anormalidades (Tave, 1999).

Com aumento da consanguinidade em programas de piscicultura, aumenta-se a chance
de ocorrer a depressao por endocruzamento, que resulta do fato de individuos biologicamente
aparentados terem maior chance de possuirem genes recessivos deletérios. Assim, a
probabilidade de anomalias bioldgicas e zootécnicas aumenta quando 0s pais sao aparentados
e, quanto maior for o nivel de consanguinidade, maiores serdo os danos bioldgicos, tais como
0 crescimento e a sobrevivéncia, causando também aumento na frequéncia de deformidades
de coluna vertebral e opérculos (Kincaid, 1983; Galhardo, 1989; Su et al., 1996; Imsland et
al., 2001).

Desta forma, nos estoques utilizados em piscicultura, os niveis de consanguinidade
devem ser mantidos abaixo dos limites criticos, sob aspecto da biologia e genética (Toledo-
Filho et al., 1998). Entretanto, especialmente na piscicultura brasileira, hd uma tendéncia dos
plantéis de matrizes serem formados por peixes que possuem alto grau de parentesco. Isto se
deve principalmente aos seguintes fatores: formacdo de lotes de reprodutores a partir de
estoques ja endogamicos de outras pisciculturas; falta de controle da reproducdo e
desconhecimento da origem dos animais; falta de recursos para obtencdo de matrizes de boa
qualidade genética; utilizacdo de baixo ndmero de reprodutores; caréncia de profissionais
especializados na piscicultura; e auséncia de programas de monitoramento de endogamia

(Hashimoto et al., 2012).



Devido aos prejuizos que podem acarretar para os produtores de peixes, ha uma
imediata necessidade para o monitoramento da variabilidade genética dos plantéis de
matrizes. Com a informacdo do perfil genético desses animais, em conjunto com praticas
adequadas de manejo genético, pode-se reduzir e até evitar os principais problemas
resultantes do uso inadequado de animais em programas de producdo. Mesmo quando 0s
estoques cultivados séo formados por peixes selvagens, o processo de endogamia deve ser
monitorado e evitado, pois geralmente uma baixa amostragem de peixes coletados néo
representa a variabilidade genética natural e os acasalamentos sdo realizados sem qualquer
critério de selecdo (Hashimoto et al., 2012).

O outro motivo pela qual se torna imprescindivel o monitoramento da variabilidade
genética em pisciculturas é o uso das espécies cultivadas como potenciais bancos genéticos
ex-situ para repovoamentos de populacdes selvagens. O objetivo destes programas de
repovoamento tem sido contribuir para a conservagdo do potencial biolégico de populacBes
selvagens de peixes, cujo habitat tenha sido alterado e que corram, portanto, risco de reducédo
ou até mesmo de extincdo (Toledo-Filho et al., 1992; Koljonen et al., 2002; Machado-
Schiaffino et al., 2007).

Existem trés métodos mais usados para estimar 0s niveis de consanguinidade em
piscicultura: método da genealogia, método do nimero de parentais e método dos marcadores
genéticos. Dentre estes, 0s marcadores genéticos mostram-se mais Vvantajosos por
possibilitarem célculos relativos de endocruzamentos acumulados, sem que haja necessidade
de conhecimento prévio a respeito da genealogia ou do nimero de reprodutores efetivamente
usados por geracdo (Toledo-Filho et al., 1998).

A aplicacdo de tecnologias moleculares para monitoramento da endogamia requer
metodologias polimorficas e com alto poder de resolucéo para revelar as variagdes genéticas

entre os individuos (Liu e Cordes, 2004). Os microssatélites tem se mostrado eficiente para



esta finalidade e representam a principal classe de marcadores genéticos aplicados em peixes
comerciais da piscicultura (Koljonen et al., 2002; Lehoczky et al., 2005; Machado-Schiaffino

et al., 2007).

1.3 Marcador molecular do tipo microssatélite

Inferéncias sobre fluxo génico, variabilidade e estrutura genética em populacGes
podem ser feitas por meio de varias técnicas moleculares disponiveis para a detec¢do de
polimorfismos genéticos em nivel de DNA. O desenvolvimento da tecnologia da reacdo de
polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction) causou uma revolucdo na
biologia, por possibilitar andlises moleculares de grande numero de individuos de qualquer
organismo (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Microssatélites, também conhecidos como sequéncias simples repetidas (SSRs -
Single Sequence Repeats) ou repeti¢cdes curtas em tandem (STRs - Short Tandem Repeats),
representam um tipo Unico de sequéncias gendmicas de DNA ndo codificante repetidas em
tandem, as quais sdo distribuidas abundantemente pelo genoma eucariético e demonstram
altos niveis de polimorfismo alélico (Oliveira et al., 2006). Sdo marcadores codominantes
onde as sequéncias repetidas sdo de tamanho relativamente pequeno (sequéncias curtas de 1 —
6 pb) que podem ser amplificadas facilmente pela PCR. Os microssatélites geralmente
estendem-se de vinte a algumas centenas de bases (Chistiakov et al., 2006).

Os microssatélites ocorrem em alta frequéncia e séo aleatoriamente distribuidos pelo
genoma. As estimativas da taxa de mutacdo de microssatélites em E. coli em sistemas in vivo
s30 elevadas (107, quando comparadas & taxa de mutacio de ponto que ocorre na ordem de
107 e 10™™ (Hancock 2000). Varios mecanismos tém sido sugeridos para explicar a alta taxa

de mutacdo dos microssatélites gerando a variagdo no numero de repeticdes em tandem: erros



durante a recombinacdo, eventos de crossing-over desiguais e deslizamento da DNA
polimerase durante a replicacéo ou reparo (Oliveira et al., 2006).

A distribuicdo dos microssatélites no individuo é funcdo da historia evolutiva no
genoma e dos efeitos da pressdo de selecdo. Os locos SSR parecem ser geneticamente
estaveis, sao multialélicos e apresentam segregacdo mendeliana. Em uma populacéo, todos o0s
alelos daquele loco podem ser detectados e discriminados, fazendo com que os microssatélites
estejam entre os marcadores moleculares mais apropriados para mapeamento genético e fisico
de genomas, para a identificacdo e discriminagdo de gendtipos, andlise de parentesco e
estudos de genética de populacdes (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Fungaro e Vieira, 2001;
Oliveira et al., 2006).

Quando sequéncias Unicas que flanqueiam um dado microssatélite sdo conhecidas,
primers complementares podem ser sintetizados e utilizados como iniciador loco-especifico
em reagdes de PCR. Os produtos de amplificacdo de diferentes individuos, visualizados ap6s
a eletroforese, geralmente diferem em tamanho devido as diferengas no numero de unidades
de repeti¢des no loco de microssatélite. Cada unidade de microssatélite assim detectada é um
loco polialélico e, em um individuo diploide, a amplificacdo de um loco resultara em uma ou
duas bandas, respectivamente, dependendo se é um homozigoto ou heterozigoto (Fungaro e
Vieira, 2001).

Os microssatélites apresentam vantagens sobre 0s metodos classicos da genética na
analise da estrutura genética de populacGes, tais como: a heranca das caracteristicas
detectadas pode ser facilmente demonstrada, a maioria dos locos é codominante e as
frequéncias alélicas podem ser calculadas diretamente sem a necessidade de delineamentos
geneéticos; as estimativas da variabilidade genética podem ser comparadas diretamente entre
populacdes e um conjunto de locos pode ser acessado usando-se uma pequena quantidade de

material. A utilizacdo de microssatélite, pela sua neutralidade, apresenta como principal



vantagem & possibilidade de caracterizagdo de forcas evolutivas sem a influéncia da selecéo,
permitindo maior compreensdo do comportamento das populacfes naturais, em termos de
deriva genética e migracdo (Chistiakov et al., 2006).

Entretanto, esta classe de marcadores ainda ndo esta disponivel para a maioria das
espécies, em especial para P. brachypomus, considerada um organismo ndo modelo da
aquicultura. A geracdo de dados genéticos para a pirapitinga € um dos aspectos prioritarios
para ser incorporada dentro do cenario de pesquisa agropecuaria no pais, frente a sua
importancia econdmica para piscicultura nacional e mundial, a crescente demanda do
consumidor por produtos melhorados e a expanséao da piscicultura brasileira nos Gltimos anos.
Somente nestas condigdes sera possivel realizar um programa de manejo e melhoramento
genético acelerado para a pirapitinga, como tem sido feito para outras espécies da piscicultura
mundial, como salmao, catfish, carpa e tilapia (Liu et al., 2011; Lien et al., 2011; Jin et al.,

2012; Guyon et al., 2012).

1.4 Sequenciamento de nova geracao para descoberta de microssatélites

Para suprir esta demanda, as tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS)
estdo causando uma revolucdo na biologia nos Gltimos cinco anos, pois tém possibilitado a
descoberta de milhdes de marcadores moleculares em organismos ndo modelos (Seeb et al.,
2011; Davey et al., 2011). Para identificar um maior nimero de marcadores moleculares, é
necessario um maior rendimento das leituras de sequéncias. Neste caso, sequenciadores de
nova geracdo como as plataformas Roche/454, Solexa/lllumina e ABI/SOLID séo
particularmente adaptadas para produzir uma alta cobertura de sequéncias com precis&o.

Com a utilizacdo de tecnologias NGS, a auséncia de um genoma referéncia é uma das

maiores dificuldades para montagem de sequéncias em organismos ndo modelos. Nestes



casos, as leituras individuais podem ser montadas em sequéncias consenso (contigs), que
poderdo servir como um genoma de pseudorreferéncia (Waldbieser, 2011). Além disso, para
descoberta de marcadores em organismos sem genoma de referéncia, uma etapa de reducéo
genoma para adquirir conjuntos de contigs redundantes é outra estratégia que deve ser
realizada. Para isto, o sequenciamento do transcriptoma (RNA-seq), especificamente 0 RNA
mensageiro de determinados tecidos, é o mais utilizado e considerado fundamental para
garantir o sucesso na busca de marcadores moleculares (Seeb et al., 2011).

Uma das principais vantagens é que os marcadores moleculares derivados do
transcriptoma estdo associados a genes atuais, com informacdo funcional, evitando introns e
regides extragénicas que podem dificultar a analise de dados (Parkinson e Blaxter, 2009).
Além disso, RNA-seq permite o uso de marcadores para mapeamento genético e subsequente
uso em estudos comparativos (Sarropoulou et al., 2008; Xu et al., 2012), que é importante
para espécies da aquicultura sem o genoma completo. A analise do transcriptoma tem
demonstrado ser muito eficaz para identificacdo de SNPs e microssatélites em peixes, tanto
para espécies modelos como catfish e carpa (Liu et al., 2011; Ji et al., 2012), como no caso de
espécies ndao-modelos (Long et al., 2013; Gross et al., 2013).

Além da possibilidade de caracterizar a expressdo génica e identificar novos genes
(Morozova et al., 2009; Zheng et al., 2013), 0 RNA-seq permite estudar funcionalmente os
SNPs gene-associados, uma vez que estes podem apresentar diferentes implicacOes
dependendo da exata localizacdo genémica (regides néo traduzidas ou regides codificantes -
cds). As mutacdes em cds causam efeitos particularmente sobre a composicao de aminoacidos
e, por conseguinte, a funcionalidade pode ser avaliada por meio da diferenciacdo de SNPs
sinbnimos ou ndo-sinbnimos (Xu et al., 2012). Ja os microssatélites, quando estdo presentes
em regides génicas, podem apresentar uma maior pressdo de selecdo e divergéncia

populacional e, consequentemente, também podem gerar informacdes diferenciadas em
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relacdo aos marcadores neutros (Vera et al., 2013). Além disso, também é possivel realizar a
anotacdo funcional dos contigs para verificar quais as classes funcionais (funcdo molecular,
componente celular e processo bioldgico) e vias metabdlicas em que estdo inseridos (Xu et
al., 2012), resultando em melhores inferéncias sobre os efeitos que SNPs e microssatélites

podem causar.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Para realizar o sequenciamento do transcriptoma e prospectar os marcadores
moleculares, foram coletadas amostras de figado de 10 exemplares de pirapitinga Piaractus
brachypomus, provenientes de diferentes pisciculturas e ambiente natural, o que possibilitou a
obtencdo de maior variabilidade genética possivel (Tabela 1, Figuras 1 e 2). Para a coleta do
material, os peixes foram sacrificados por overdose do anestésico benzocaina. O
sequenciamento do transcriptoma foi realizado a partir do figado porque este 6rgdo
desempenha um papel critico na coordenacdo de varios processos fisiologicos, incluindo a
digestdo, metabolismo, desintoxicacdo, biossintese de proteinas séricas, sistema enddcrino e
resposta imune (Zheng et al., 2013). Todas as coletas foram feitas sob autorizacdo da Licenca

Permanente para Coleta de Material Zoologico (n° 33435-1), emitida pelo ICMBio (MMA).

Tabela 1 - Amostras de peixes coletados para o0 sequenciamento de nova geragéo.

Localidade

Fazenda Séo Paulo, Brejinho de Nazaré, TO
CAUNESP, Jaboticabal, SP

Projeto Peixe, Sales de Oliveira, SP

= B W o0 S

Rio Tocantins, Lajeado, TO
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Figura 1 - Em (a), piscicultura da Fazenda Sdo Paulo, Brejinho de Nazaré, TO. Em (b), piscicultura do Projeto
Peixe, Sales de Oliveira, SP.

Figura 2 - Em (a), piscicultura do CAUNESP, Jaboticabal, SP. Em (b), rio Tocantins, Lajeado, TO.

Para a caracterizacdo e validacdo dos microssatélites, as analises foram realizadas em
22 individuos coletados no Rio Tocantins (Lajeado, TO), que estdo mantidos no banco de
material bioldgico e DNA do Laboratério LaGeAC (Laboratério de Genética em Aquicultura
e Conservagao), Centro de Aquicultura (CAUNESP, Jaboticabal - SP) (Tabela 2). Além disso,
para o estudo de variabilidade genética e analise de parentesco, foram coletadas amostras
(fragmentos de nadadeira) em quatro pisciculturas comerciais (Tabela 2 e Figura 3), sendo
duas da regido Norte (Estado do TO) e duas do Sudeste (Estado de SP). Para manter a
integridade destas pisciculturas, uma vez que o objetivo do estudo é a validacdo e aplicagdo

de marcadores para estudos de variabilidade, e ndo uma andlise comercial ou prestacdo de
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servigos, 0s nomes e informacdes das pisciculturas foram preservados. Desta forma, as
pisciculturas no presente estudo foram descritas como: SP1 e SP2 (provenientes do Estado de
SP); TO1 e TO2 (do Estado do TO). Os animais foram individualmente marcados com pit-
tags (passive integrated transponder tag, modelo full-duplex FDX-B, 134.2-kHz) e mantidos
vivos nas instalagdes das pisciculturas para que seja realizado o posterior manejo genético dos
reprodutores, por meio da andlise de parentesco. As coletas foram feitas com animais
anestesiados (benzocaina 60 mg/l, Sigma), sob autorizacdo da Licenga Permanente para

Coleta de Material Zooldgico (n° 33435-1), emitida pelo ICMBio (MMA).

Figura 3 - Foto de um exemplar de pirapitinga (Piaractus brachypomus) coletado em piscicultura.

Tabela 2 - Amostras de peixes coletados para posterior analise de variabilidade genética.

Pisciculturas NuUmero amostral
SP1 36
SP2 20
TO1 25
TO2 26
Rio Tocantins / Palmas, TO 22
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2.2 Métodos

2.2.1 Anélise de pureza genética dos individuos de Piaractus brachypomus

De acordo com Hashimoto et al. (2014), hibridos interespecificos tem sido detectados em
lotes de reprodutores de pisciculturas brasileiras. A pirapitinga pode ser cruzada com pacu
Piaractus mesopotamicus ou tambaqui Colossoma macropomum, resultando em hibridos viaveis
e férteis (Hashimoto et al., 2012). Portanto, no presente projeto, atencdo especial foi direcionada
para que sejam analisadas pirapitingas puras, e nao hibridos interespecificos. A analise da pureza
genética em todos os animais aqui estudados foi realizada com o marcador do gene nuclear
tpm1(Hashimoto et al., 2011), por meio de Multiplex-PCR. O ensaio Multiplex-PCR foi
conduzido de acordo com os protocolos de Hashimoto et al. (2011). O tamanho dos fragmentos
de DNA foi determinado em eletroforese de agarose 1,5%, corado com Nancy (Sigma, 5ul a
cada 50ml de TBE). A visualizacdo do gel foi em transiluminador com luz ultravioleta e
capturada pela camera CCD (3.1 megapixels), Loccus Biotecnologia L-Pix STi. Os animais
identificados como hibridos interespecificos foram excluidos das analises posteriores deste

estudo.

2.2.2 Caracterizacao do transcriptoma e descoberta dos microssatélites

O sequenciamento do transcriptoma foi realizado com a tecnologia da Roche/454, que

tem sido o método mais utilizado para transcriptoma de espécies de peixes ndo modelos. A

escolha desta plataforma deve-se as caracteristicas das sequéncias geradas por esta tecnologia,

que podem alcancar fragmentos de até 800 pb (pares de bases) em um rendimento de 400 Mb
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(Milhdes de Bases) por corrida. Estas caracteristicas sdo ideais para organismos ndo modelos,
cujos genomas de referéncia ainda ndo estdo disponiveis (Renaut et al., 2010).

Para a constru¢do das bibliotecas ndo normalizadas de cDNA foram seguidos 0s
protocolos de Renaut et al. (2010). Fragmentos de cerca de 100 mg de figado fixado em
RNAlater foram extraidos com Rneasy Mini Kit (Qiagen), segundo recomendagfes do
fabricante. Cada amostra foi quantificada por espectrofotometria no equipamento NanoDrop
ND-1000 e verificada a qualidade (integridade) no equipamento 2100 Bioanalyzer. Sucedeu 0
preparado um pools equimolar de amostras de RNA total (proveniente de 10 individuos) para
sequenciamento no equipamento 454 GS FLX+.

O RNA total do pool foi utilizado para enriquecimento de mRNA com o kit uMACS
mRNA Isolation Kit (Miltenyi Biotech). As bibliotecas de cDNA né&o-normalizadas foram
preparadas com o kit cDNA Synthesis System Kit, com primer randémico, o GS Rapid
Library Prep Kit e 0 GS Rapid Library MID Adaptors Kit (Roche). Resumidamente, 200 ng
de mRNA da amostra foram utilizados para a fragmentacéo por tampéo contendo ZnCl, por
20s a 70°C. O mRNA fragmentado foi purificado e selecionado por tamanho por SPRI (solid
phase reversible immobilization) pelo kit RNAclean XP Reagent (Beckman Coulter). Apds a
purificacdo, 0 mMRNA fragmentado foi submetido a sintese de cDNA por um protocolo two-
step. O cDNA fragmentado foi purificado com AMPure XP beads (Beckman Coulter), polido
e suas overhangs foram preenchidas para a obtengcdo de fragmentos blunt-ended. Rapid
Library MID Adaptors (MID) foram ligados aos fragmentos de cDNA, com subsequente
passo de purificacdo com AMPure XP beads.

Foi utilizado o High Sensitivity DNA LabChip Kit (Agilent Technologies) com 2100
Bioanalyzer para a analise de qualidade da biblioteca de cDNA. A concentragdo de
moléculas/uL da amostra foi obtida pelo fluorimetro QuantiFluor™-ST (Promega) com as

Minicell Borosilicate Glass Cuvettes. Para tal, foi gerada uma curva padrdo e a fluorescéncia
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do fluorocromo FAM conjugados aos adaptadores RL MID da amostra foi detectada. As
concentragdes das bibliotecas foram calculadas por meio do Rapid Library Quantitation
Calculator (www.454.com/my454).

A titulagdo com emPCR (PCR de emuls&o) foi com o GS FLX Titanium SV emPCR
Kit (Lib-L) (Roche), de acordo com o0 emPCR Amplification Method Manual - LibL SV, GS
FLX+ Series, para identificacdo do nimero 6timo de moléculas de DNA por bead (cpb =
copies per bead). O numero ideal de cpb é definido como aquele que resulta em 5 - 20% de
beads enriquecidas carregando moléculas de DNA apds a emPCR, sendo 8% a porcentagem
ideal. Apos a titulacdo com emPCR, foi realizada uma emPCR com o GS FLX Titanium LV
emPCR Kit (Lib-L) (Roche), de acordo com 0 emPCR Amplification Method Manual - LibL
LV, GS FLX+ Series. O sequenciamento foi realizado com GS FLX Titanium Sequencing Kit
XL+ e 0o GS FLX Titanium PicoTiterPlate Kit (Roche), de acordo com Sequencing Method
Manual for the GS FLX+ Instrument, GS FLX+ Series, na empresa Helixxa (Campinas, SP).
O processamento das imagens e filtragem foi realizado pelo pipeline padrdo para bibliotecas
shotgun. Para tal, foram utilizados os pacotes GS Run Processor v2.6 e GS Run Reporter v2.6
(Roche).

Para a construcdo dos contigs, foi utilizado os programas e parametros descritos em
Renaut et al. (2010). A filtragem da qualidade inicial das sequéncias 454 foi realizada por
meio do programa da Roche Newbler. As sequéncias dos adaptadores foram retiradas do
conjunto de reads e, em seguida, para subsequente montagem, foram excluidos os reads de
baixa qualidade (quality score Q<20 e nucleotideos ambiguos ‘N’) e com tamanho menor que
15 pb. A anotacdo funcional foi realizada pelo programa Blast2GO (Conesa et al., 2005). Em
sintese, os transcritos ndo redundantes foram utilizados para uma busca no banco de dados do
NCBI (zebrafish e fugu RefSeq protein database), usando BLASTX com E-value < 1¢-3. Em

seguida, foram classificados nas categorias de GO (processo bioldgico, fungdo molecular e
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componente celular), com um limiar de E-value le-3. Os contigs foram analisados para
identificar microssatélites usando o software msatcommander (Faircloth, 2008). Os primers
flanqueadores dos microssatélites foram desenhados com o software primer3 (Rozen e

Skaletsky, 2000).

2.2.3 Extracdo de DNA para validacao dos microssatélites

O protocolo do kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) foi
usado para a extracdo de DNA. O protocolo descrito abaixo foi empregado para isolamento e
purificacdo de DNA de tecidos sélidos (nadadeira). A integridade e a quantidade das amostras
de DNA foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 1,0%. As amostras de
DNA obtidas estdo armazenadas no LaGeAC (Laboratério de Genética em Aquicultura e
Conservagdo) do CAUNESP - Jaboticabal/SP, formando uma biblioteca para as analises
genético-moleculares.
O protocolo seguiu 0s procedimentos abaixo:
1. numerar duas séries de tubos de microcentrifuga (1,5 ml);
2. retirar um pequeno pedaco de tecido, adicionar nos tubos de microcentrifuga e colocar
na estufa por aproximadamente 10 min;
3. adicionar 600 pl de “Nuclei Lysis Solution” ao tecido;
4. adicionar 5 pl de “Proteinase K” (10mg/ml);
5. colocar no banho-seco com agitacédo a 60° C por aproximadamente 2 h;
6. retirar do banho-seco e deixar voltar a temperatura ambiente;
7. adicionar 3 ul de “RNAse” e colocar no banho-seco a 37° C por 30 min;
8. retirar e deixar voltar a temperatura ambiente;

9. adicionar 200 pl de “Protein Precipitation Solution” e misturar;
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10. levar ao gelo por 5 min.

11. centrifugar por 4 min a 13.000 rpm;

12. transferir o0 sobrenadante para a segunda série de tubo de microcentrifuga contendo 600
ul de Isopropanol e misturar por inversao;

13. centrifugar por 4 min a 13.000 RPM e descartar o sobrenadante;

14. adicionar 600 pl de Etanol 70% a temperatura ambiente e centrifugar por 4 min a
13.000 rpm;

15. descartar o sobrenadante e deixar secar em temperatura ambiente por 1 h;

16. adicionar 50 pl de “DNA Rehydration Solution”.

2.2.4 Validacdo dos microssatélites por PCR

A validacdo dos microssatélites foi feito a partir de 30 loci, escolhidos conforme o
motif (di, tri, tetra e pentanucleotideo) e anotacdo funcional dos contigs. As reacdes foram
realizadas em termociclador, com volume final de 25 pl: 1X de tampéo da Taq polimerase;
1.5 uM de MgCly; 100 uM de cada ANTP; 0.1 uM de cada primer (F e R); 10-50 ng de DNA
gendémico e 0.5 U de Tag polimerase (Invitrogen). Os ensaios de PCR foram realizados no
equipamento ProFlex™ PCR System (Life Technologies) com 35 ciclos: 95°C/30s, 55 a
60°C/30s (ajustado para cada primer), e 72°C/20s. Os fragmentos de DNA foram aplicados em
um gel de agarose 2%, corado com Nancy (Sigma, 5ul a cada 50ml de TBE), visualizados em luz
ultravioleta e capturados pela cdmera CCD (3.1 megapixels), Loccus Biotecnologia L-Pix STi.
Os loci de microssatélites considerados monomorficos pelo gel de agarose 2%, foram
confirmados em gel de poliacrilamida 6%, que foram corados com nitrato de prata e revelados
com solucéo de hidroxido de sodio e formaldeido. Os geis de poliacrilamida foram visualizados

em transiluminador de luz branca e capturados pela camera CCD (3.1 megapixels), Loccus
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Biotecnologia L-Pix STi.

2.2.5 Genotipagem dos microssatélites em sequenciador automatico

Ap0s o reconhecimento inicial do polimorfismo de oito loci de microssatélites em geéis
de agarose 2% e poliacrilamida 6%, procedeu-se a genotipagem desses marcadores em
sequenciador automatico para obter uma melhor acurcia na determinacdo dos alelos. A
estratégia de sequenciamento adotada neste estudo foi a partir dos protocolos de Schuelke
(2000), em que um dos primers de cada loci recebeu na extremidade 5° uma cauda (tag) de
nucleotideos conhecidos (5’-CAGTCGGGCGTCATCA-3’), tendo a finalidade de gerar
complementaridade  com um primer  adicional (primer  CAGtag: 5’-
CAGTCGGGCGTCATCA-3%). O primer CAGtag foi marcado com fluorocromos HEX ou
FAM na extremidade 5°, ¢ em seguida, utilizado no ensaio de PCR com o par de primers
padrdo para cada loci. As reagdes foram feitas de forma a combinar um loci incorporado com
a marcacdo HEX e outro com a marcacdo FAM, para que ambos fossem genotipados em um
mesmo capilar do sequenciador. A PCR para genotipagem no sequenciador foi realizada com
0s seguintes reagentes: 1X de tampdo da Taq polimerase; 1.5 uM de MgCl,; 100 uM de cada
dNTP; 0.1 uM de cada primer (F ¢ R); 0.01 uM do primer CAGtag; 10-50 ng de DNA
gendémico e 0.5 U de Taqg polimerase (Invitrogen). Os ensaios de PCR foram realizados no
equipamento ProFlex™ PCR System (Life Technologies) com 9 ciclos de 95°C/30s, 55 a
60°C/30s (ajustado para cada loci de microssatélite), e 72°C/20s; e 30 ciclos de 95°C/30s,
50°C/30s e 72°C/20s. Os produtos de PCR foram analisados em eletroforese capilar no
sequenciador automatico 3130x| (Applied Biosystem Life Technologies), utilizando a matriz

DS-30, com o marcador GeneScan 500 ROX dye Size Standard (Thermo). Foi utilizado o
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programa GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems), para analisar e padronizar os tamanhos de

fragmentos de alelos.

2.2.6 Anélise estatistica para estudos de variabilidade genética

Para determinar os pardmetros estatisticos de diversidade genética em estoques
cultivados e natural de pirapitinga (Piaractus brachypomus), inicialmente foi utilizado o
software GenAlex Analysis 6.1 (Peakall e Smouse 2006), para a construcdo das tabelas
matrizes e exportacdo no formato adequado para os programas estatisticos posteriores. A
heterozigosidade observada (Hons) € esperada (Hesp), e a analise da variancia molecular
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992), foram calculados a partir do programa Arlequim 3.5
(Excoffier et al,. 2010). Por meio do programa GENEPOP 4.0.11 (Rousset, 2008), foram
determinados o coeficiente de endogamia (Fis) e conformidade para o Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW). Os parametros determinantes para F;s foram estimados de acordo com Weir
e Cockerham (1984). Os niveis de significancia para os testes de EHW foram ajustados com a
correcdo de Bonferroni (P < 0,05) (Rice, 1989). O software Fstat 9.3.2 foi usado para calcular
o desequilibrio de ligacdo. Para avaliacdo do grau de parentesco, foi calculado o coeficiente r
(Wang, 2002) pelo programa SPAGeDI 1.3 (Hardy e Vakemans, 2002), que permitiu estimar
0s provaveis irmdos completos (r > 0,375), meio-irmaos (0,125 < r < 0,375), e ndo

aparentados (r < 0,125).
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3. RESULTADOS

3.1 Sequenciamento do Transcriptoma

A tecnologia de sequenciamento de nova geragdo (NGS) permitiu a leitura das bases
do transcriptoma de Piaractus brachypomus que, apds a construgdo da biblioteca de cDNA
obtida pela extracdo de RNA das amostras de figado, resultou um total de 192.373 reads com

tamanho médio de 395,5 pb mediante ao emprego da plataforma Roche/454 (Figura 4).

Length

9000
8000 —
7000 —
6000 —
5000 -

4000

3000
2000
1000
s

Number of reads

7y 7s Dy S Py P Ty Ty Oy S 6 6

2. 0. ~0, 0. 0. "0 ~0. 0. 0. "0 0. "0 0 .

D 75 7 Oy 8 Ny s ws s 8y e @5 8 2 A e
2 0 0 7o To o o o o o o o T o

Basepairs
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Depois do sequenciamento, foram realizadas as andlises de bioinformética
utilizando o software CLC Genomics Workbench. Inicialmente, as sequéncias passaram por
um processo de trimming (exclusdo de bases ou sequéncias com baixa qualidade), cujos
parametros determinaram eliminar bases ambiguas, descartar sequéncias menores que 15 pb e
maiores que 1.000 pb, (quality score Q<20 e nucleotideos ambiguos ‘N’), correspondendo
assim, a permanéncia de 69.544.759 nucleotideos distribuidos em 192.077 reads (Figura 5).
Ainda, o processo de trimming acarretou o encurtamento de reads (Figura 5), dos quais 0

tamanho médio final foi de 362,1 pb.
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Figura 5 - Comparacéao entre os tamanhos de reads antes e depois da execucdo do processo de trimming.

Com relacdo a qualidade dos nucleotideos sequenciados, cerca de 75% tiveram
Q>30 (Figura 6) e uma grande porcentagem com Q proximo a 40, significando alta acuracia e
qualidade do sequenciamento (estimativa de 1 erro a cada 10.000 bases sequenciadas -
99,99% de acuracia), ou seja, quanto maior o valor de Q, maior é a probabilidade de uma base
ter sido sequenciada corretamente (Ewing e Green, 1998; Ewing et al., 1998). Apesar disso, é
aceitavel adotar um limiar de Q menor nas avaliagdes de transcriptomas de espécies nado-
modelos, principalmente naquelas em que a quantidade de reads produzidos tenha sido

pequena (MacManes, 2014).

Tabela 3. Processo de trimming dos reads do transcriptoma de figado de pirapitinga (Piaractus brachypomus).
pb = pares de base

Dados de sequenciamento

NUmero de reads 192.373
Média do comprimento dos reads (pb) 395.5
Numero de reads apGs trim 192.077
Média do comprimento dos reads apds trim (pb) 362.1
Total de nucleotideos 69.544.759
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Figura 6 - Distribuicdo do valor da qualidade (phred) das sequéncias de reads ap6s o processo de trimming.

A montagem de novo dos transcritos resultou na formacdo de 3.797 contigs como
consequéncia da sobreposicdo de 174.272 reads (63.460.229 pb). O comprimento médio,
minimo e maximo dos contigs foi: 790 pb, 202 pb e 7.812 pb, respectivamente, totalizando
2.999.680 nucleotideos de cobertura. Na Figura 7 observa-se que a maioria dos contigs,
aproximadamente 3.000, englobou entre 1 e 1,9 mil pares de bases (kb) em suas sequéncias.
Também, ao aferir o tamanho dos contigs em proporc¢do, foram obtidos os valores de N25 =
1.383 pb, N50 = 861 pb, e N75 = 593 pb. Ao total, 17.805 reads (6.084.530 pb)
remanescentes foram considerados como singletons e, por isso, ndo foram utilizados para

analises de prospeccdo de marcadores moleculares.

Contig length distribution

Number of contigs
1

0 — —
o 7

4 L4 o) [} - (<%
Contig length [kb]

Figura 7 - Organizagdo de contigs conforme a quantidade de nucleotideos nas sequéncias.

24



Tabela 4. Dados da montagem de novo do transcriptoma de pirapitinga (Piaractus brachypomus).

Reads utilizados na montagem 174.272
Total de nucleotideos na montagem 63.460.229
Namero de contigs 3.797
Total de nucleotideos dos contigs 2.999.680
Comprimento minimo dos contigs (pb) 202
Comprimento maximo dos contigs (pb) 7.812
Comprimento médio dos contigs (pb) 790
N75 (pb) 593
N50 (pb) 861
N25 (pb) 1.383

Apds a montagem dos transcritos, os contigs foram sujeitos ao programa cd-hit-est
com um limiar de 90% de identidade para remover redundancia (Duan et al., 2012; Li et al.,
2012). Além disso, a fim de eliminar contaminacdo de DNA mitocondrial e RNA
ribossémico, as sequéncias foram comparadas contra o genoma mitocondrial do pacu e o
RNA ribossomal de zebrafish (ambos do banco de dados do NCBI), usando o CLC Genomic
Workbench (versdo 8.0.3). Apds esses processos, obteve-se 3.696 contigs para serem
utilizados nas anélises de anotacdo funcional e prospeccao de marcadores.

Para avaliar a diversidade funcional do transcriptoma de figado estudado, os 3.696
contigs (sequéncias consenso) da pirapitinga (Piaractus brachypomus) foram comparados
com o banco de dados de proteinas ndo-redundantes (nr) do NCBI, e especificamente com o
banco de proteinas das espécies modelo zebrafish (Danio rerio) e fugu (Takifugu rubripes),
por meio da ferramenta BlastX (e-value de 1e”®) implementado no Blast2GO. Um total de
2.568 transcritos (69,4%) apresentou similaridade significativa no banco de dados nr de
proteinas. Além disso, ao total, 67,6% (2.498 contigs) das sequéncias de pirapitinga tiveram
similaridade em relacdo ao Refseq de zebrafish, enquanto que 65,4% das sequéncias (2.419
contigs) exibiram similaridade em relacdo ao fugu, ou seja, praticamente a mesma propor¢ao

de genes anotados. Contudo, observou-se um maior nimero de hits quando as sequéncias
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foram confrontadas com o Refseq de zebrafish, que pode ser explicado pela maior
proximidade filogenética com esta espécie.

Os 2.568 genes com correspondéncia no banco de proteinas nr foram caracterizados
nas categorias de Gene Ontology (GO), sendo que 2.075 sequéncias (80,8%) foram anotados
em termos GO. Considerando as categorias de GO mais frequentes, foram encontradas 1.831
atribuicBes a Processos Biologicos (88,2%), seguido por 1.757 de Fungdo Molecular (84,6%)
e 1.378 de Componente Celular (66,4%). Nas subcategorias de GO, os termos mais
abundantes foram referentes a metabolic process, cellular process e single-organism process
para a categoria de Processo Biol6gico; binding, catalytic activity e transporter activity para
Funcdo Molecular; cell, organelle e membrane para Componente Celular. No presente estudo,
destaca-se que foram encontrados genes atribuidos a processos do sistema imune, crescimento
e reproducdo, o que sera de subsidio para futuros estudos que possibilitardo um melhor

conhecimento sobre as caracteristicas importantes na aquicultura da pirapitinga.
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Figura 8 - Resultados da anotacdo funcional e a atribui¢cdo dos genes nas categorias e subcategorias de GO.
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Apbs os resultados de mapeamento de Gene Ontology, os transcritos foram
caracterizados no banco de dados de vias metabdlicas e enzimas KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes). Ao total, 1.122 transcritos foram identificados em 106 vias
metabdlicas. Destas, destacam-se 0s contigs envolvidos na biosintese de antibi6ticos,

metabolismo de purina e glicélise/gluconeogénese (Figura 9).

Seqs in pathway
(] 10 20 30 40 50 B0 70 80 S0 100

Biosynthesis of antibiotics
Purine metabolism
Glycolysiz / Gluconeogenesis
Pyruvate metabolism
Tryptophan metabolism
Oxidative phosphorylation
Citrate cycle (TCA cycle)
Fatty acid degradation

Lysine degradation

KEGG Pathway

Glutathione metabolism

Valine, leucine and iscleucine degradation
Glycerolipid metaholism

Glycine, serine and threonine metabolism
Cysteine and methionine metabolism

Arachidonic acid metabolism

Figura 9 - Resultados da anotacdo funcional e a atribui¢do dos genes nas categorias e subcategorias de GO.

3.2 Descoberta de microssatélites e anotacéo funcional

Para o processo de descoberta de microssatélites, as analises por sequéncias repetitivas
curtas (SSR) foram realizadas em 3.696 contigs. Por meio do software Msatcommander,
foram detectados 130 marcadores microssatélites distribuidos em 95 contigs. No total, 75
pares de primers foram desenhados adjacentes aos loci de microssatélites, que incluiu
sequéncias dos tipos 56 di, 13 tri, 4 tetra e 2 pentanucleotideos (Tabela 5). Entre os
dinucleotideos, 42,85% tiveram o motif GT/AC; 32,15% foram do tipo AG/CT; e 25% do tipo

AT/TA. Em relagdo aos trinucleotideos, ndo tivemos um padrdo de maior ocorréncia de um
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determinado motif, sendo que foram observados oito tipos (GAT, AGC, ATT, AAT, AAG,

GCT, ACG e CGG). A mesma situacdo também foi encontrada para sequéncias de

tetranucleotideos (ATCT, AAAG, AATG e AAAT) e pentanucleotideos (ACTAT e ATAGT),

com a presenca de quatro e dois tipos de motifs, respectivamente.

Tabela 5 - Microssatélites de genes associados (di, tri, tetra e penta nucleotideos) obtidos a partir dos resultados
de transcriptoma de figado.

Contig

Descrigdo das sequéncias

Primers

C4

Cé

C13

C18

C23

C25

C34

C38

C43

C56

Co4

C72

C73

C82

C107

C119

tetraspanin-8-like

sem identificagdo génica

dihydroxyvitamin d24-
mitochondrial-like

scavenger recptor cysteine-rich
type 1 protein 130-like

s-adenosylmethionine synthase
isoform type - 1

cytosolic 5-nucleotidase 3a-like
isoform x 1

fibronectin isoform x1

tryptophan-dioxygenase a-like

se-cephalotoxin-like isoform x1

solute carrier family 13 member 5-

like

sodium-coupled neutral amino acid
transporter

insulin-like growth factor-binding
protein 2-B-like isoform X1
claudin-19-like
complement c1r subcomponent-like

alcohol dehydrogenase class -3-like

adp-ribosylation factor 4

F: TCTGAATAGGGTTTCGGTTCAGT

R: TGACCGCTGCACTTGAGTAG
F: ACACTCTGCTCCAGATGCAC
R: CGGTATGCCATTCGACCAGA
F: TCTCTTCAAGCCTCCTCTGC
R:ATGCTGCAGCTCCTCCTGT

F: GTGACCCCTGAACACCTCTG
R: AGGTCCTCTGCTGGAGTGAT
F: GGAAACCGAGACCAGATTGA
R: TCCAAAGTGTCCAATGCAAA
F:CTTTGTCTGCTTTGGGTCGT

R: CTTAGAAGAATGTGCAAATTGAAA

F: GCAGGTCCACTCTCCTTTCC
R:ATCAGCTGCACCATAGCGAA
F: GCTCCATTAGTGAACTCCCTCT
R: CCTTCCTCTACACGGCTGAG

F: TGGTGCTGGTGTACGACAAA
R: CGGAGTGTAGGTAACAGCCA
F: GGCTCATCTGTCCTGTGAGG

R: ATGTGTAAGGGCTTGACGCT

F: CAAAGCAAACTCAAAAAGGAAAA

R: TGGGAACGTTTAGCATCTCA
F: AGAGGCCTTGTCTCCTGTCT
R: GCAGAGGTCTATCAGCTGCC
F:GTCTGCTCTGGGCCTCAAAT
R: GTACCAGGAAACAGCGGTCA
F: CTGAACCTGCCCATACAGCA
R: GGTCACCACCACAGTGTCTC
F: CATCAGGTCAAAGGCCTGGT
R: GGAAGGGTGTGGACTCAGTG
F: CGTCCCTCAGCTCATCTTCC
R: GCCAGGACAAGATTCGTCCA

Posicédo Anelamento
1108,(AT)°,1118 60°C
172,(CT)°,184 60°C
1880,(AGC)°,1898 60°C
1392,(AG)°,1402 60°C
1679,(AT)* 1705 60°C
1345,(AT)*,1367 60°C
7533,(AC)®, 7543 60°C
318,(CT)",332 60°C
1124,(AT)°, 1134 60°C
1447,(AC)*,1457 60°C
880,(AAAG)’,908 55°C
1710,(GT)®,1722 60°C
442 (GT)® 452 60°C
2397,(AC)°,2407 55°C
1250,(GT)°®,1260 60°C
1532,(CT)*,1542 60°C
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C195 protein disulfide-isomerase a-like ~ F: CTCGCTTAGTCGGTGTGAGG 331,(ACG)°,346 60°C
R: TCTCCTCTTTGACCTCAGTGC

C289 sem identificacéo génica F: TGGTTTTTCAGGTTTTCTTTTG 26,(AG)°,44 60°C
R: TTTAAGGCAATGCATAATTCG

C380 toxin - 1 precursor F: CCCCATAGCACTGGATTTTG 732,(AC),752 60°C
R: CTGCTGAAACGTCAAGGACA

C410 apolipoprotein e F: CGCACAGGTCTAAAGGCACT 928,(AG)?,944 60°C
R: CTCCCACACAGTGAAAAGCA

C494 delta-like protein b-like F: TCCGGTACAAAAGAATATGCAG 1318,(ATT)% 1336 60°C
R: CACAGCTCTTCATCACGGTCT

C532 titin isoform x7 F:-TGCAGCAACATCTCTGTCTT 387,(CT)°,397 60°C
R: ATGAGCTGCACAGAGAAGCT

C739 claudin-19-like F: CGCACACACTCTCACACTGA 69,(GT)°,79 60°C
R: CCCAGTACCCAGCTCAAACT

C821 plasma protease c1 inhibitor-like F: ACACTGGAGCTGCATGTCTG 217,(CT)’,231 60°C
R: CGTCAACCCAGAGAAAGAGG

C838 ribosomal protein 14 F: TGTTTGAAACCATTGCCAGA 283,(GCT)°,298 60°C
R: GGGTTAGGAAGGCCAAGAAG

c877 sem identificacéo génica F: CGAACATCAGCTTGACTTCTTTT 1051,(ATAGT)®,1076 60°C
R: GTGAATTCAATGCAGGCAAA

C937 complement factor i F: AAGGTACGGGCACAAACGTA 1171,(GT)* 1181 60°C
R: CGGTATCTTCGCTTTCAGGT
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C964

C1003

C1005

C1076

C1147

C1155

C1208

C1341

C1376

C1407

C1486

C1709

C1716

C1718

C1728

C1731

C1802

C1827

C1830

C1832

C1872

C1923

chymotrypsin-like elastase family
member 2a-like

sem identificacdo génica

apolipoprotein e

sem identificacdo génica

granulin 1

c-type lectin domain family 4

member e

complement factor i-like

ribosomal protein 14

frutose-biphosphatase 1-like

vitelline membrane outer layer

protein 1 homolog

complement component c8 alpha
chain-like

cyclin-i isoform x 2
vacuolar atp synthase 16 kda
proteolipid subunit
sem identificacdo génica
sem identificagdo génica
solute carrier organic anion
transporter family

diacylglycerol o-acyltransferase 2-

like

sem identificacéo génica

complement c1r subcomponent-like

tetraspanin-3 isoform x1

sem identificagdo génica

T-cell leukemia homeobox protein
1-like isoform X2

: ACACACAGCAAGCCCAAGT

: TGGATCAACAATGTGATCGCC
: TGGCCTGAGTGTCTTCACTG

: AACGGATGGGAAACAAGAGA
AGTTGTTGCACCAAATGCAG
:CTTGTTCCCTCCCACACAGT

: ACTGACCCACATCCCGTAAA
:CCTTCCTGCGTGTATGTGTG

: TGAAGTCGCAGGAACATAATGC
:GCTCTGACTGTTCTGCTGCT

: GTGGTGTAGTCGGAGCAGAG

: GTGGTGTAGTCGGAGCAGAG
AAGGTACGGGCACAAACGTA

: GAATCTGTGGCGGTATCTTCG
TGTTTGAAACCATTGCCAGA

: GGGTTAGGAAGGCCAAGAAG
:GTGTTACATGGCAGGCGTTT

: CAAGTGAGACCAAATCCAAGG
: GCACATCCTGCTGCATTTCA

: ACCGCTCTCAACGACGTTAA
GTGAATTCAATGCAGGCAAA

: ATGGCGCGTTTCACACTAAT
: CATGGCTCGACCATTGTTTA
: AACCGAAGAGAGGGGAGTGT
: GCATTTACAAGGGGACGCAC
: GCGCATAGGAAATGAGCATA
: TAAAAGCGTGCACCAGAAGA

: ACTGCAGATTCAGAGCGAACA
: AGAATCAAGCCAAGGACACG
R: CACATGTGAATCCAGGCAGT
F:GTACGCAACAGAAGAGCCCT
R: AGCTCTCCGCATGGTGAAAT

XX m X WM X M XV M X M AW M OV M O T OV M O T OV T "W M OV M W T O T D

F: TTGCTGAGAAATTGTGCACTG
R:CCCGAAACCTGCAATCATAC
F: AGGGGATAATCAGGGGAGTG
R: TTGAAACGTTTGGTTTGGTG
F: GGTGCTATGTCGTAGAGGCC
R: AGGAAGGCATGACCAGTGTG
F: AATGCTTGGGCACAGAAAAG
R: GAGGCCGTTGTGTGTATGTG
F: TTGAGGGCGTAGGGTTTGAA
R: TGTCCAGTGTGCTGTTTCGT

: GCCATGAGCAAATTAGGGAAAAGA

: CGAACATCAGCTTGACTTCTTTT

:AGTGCTAGTCTTGAAACGGATGT

184,(AT)*,194

401,(GT)° 419

471,(AG),485

91,(AC)™, 111

140,(AT)®,152

690,(AG)®,702

826,(GT)°,836

81,(GCT)®,96

69,(AC)™°,89

61,(AG)°, 71

1270,(ACTAT)®,1295

167,(AC)® 183

779,(GT)",793

901,(AATG)®,925

143,(AT)*,153

203,(CGG)*,218

111,(AT)°,121

349,(AAAT)® 369

1206,(AGC)° 1221

842,(AC)° 854

147,(GAT)® 171

974,(GT)®,986

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

50°C

60°C
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C1940

C1945

C2043

C2063

C2157

C2193

C2447

C2503

C2687

C2710

C5348

C5358

C5441

calnexin precursor

junctional adhesion molecule a-like

dolichyl-phophate beta-
glucosytransferase-like

sem identificacdo génica

excitatory amino acid transporter 1
isorfom x 1

s-adenosylmethionine synthase
isoform type - 1

signal transducer and activator of
transcription 3

adp-ribosylation factor 1

sem identificagdo génica

mitoferrin-2

shc-transforming protein 2-like
isoform x 1

shc-transforming protein 2-like
isoform x 1

solute carrier family 25 member
33-like

F

R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R:
F
R
F
R
=
R
F
R
=
R
F
R

: AGCTGAAGAGCCAGAGGAGA
: TCGGATTTATCTTCCGCTTC
:TCTCCTGCTGTGCTGATGTC

: CAGCATTAGGGTCAGTGCAA
: GCAGTAAGAGGAGCAGAGCC
: GAGCTGTGAGTGACTGTCCG
: ACAACATCAGGCTAGTGCTT
: GCATGGCTTTGTTGCACACA
: TGCTGGTACTCTGTGTGTCTG
: CAGACGGACGGACAGACG

: TCCAAAGTGTCCAATGCAAA
: GGAAACCGAGACCAGATTGA
: TTCTGGCTCTGTGGAACGAG
CCCAGGTGAATGTGATGCCT
: CGTGCGTGTGAGATGAGAGT
: GGACGACCAGAGACAGGAGA
:GACTGCTGTTACAAGTGCACA
: CTGAGCACCTGACTCACTCG
: ATAGAAGTAGCCGCTCGCAC
: GCAGTGAGCCGGAGAATGTA

: CTCGGCCATTGGTCCTCAAG
: AGACCTGAGAGCCCCAAGAA
: AGAAATGGGATGCAGGTTTG

:GCTGCTACAATTGTCCATTTATCTC
: TCTTACATCAAAACAGACAAAATACA

: GGATGCAGAATAAACTTAAGCAA

634,(AAG)’,652

1208,(AT)°,1226

460,(CT)%,470

612,(CT)%,624

559,(GT)®,569

148 (AT)3,174

200,(AG)®,210

393,(CT)",407

320,(GT)*,330

318,(CT)%,330

1085,(AC)°,1095

982,(ATCT),1014

1190,(AC)*,1210

55°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

Em relagdo a anotacdo funcional destas sequéncias, 77,3% dos contigs foram

identificados pela busca de similaridade com a ferramenta BlastX, a partir do banco de dados

de proteinas ndo-redundante (nr) do NCBI, dos quais 94,8% foram funcionalmente anotados

nas categorias de ontologia génica: Processos Biologicos (52%), Componente Celular

(19,6%) e Funcdo Molecular (28,4%). Na Figura 10, destacamos as trés principais

subcategorias de ontologia génica para cada classe funcional.
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Figura 10 - Principais subcategorias de GO e suas porcentagens que representam entre as classes.

Para a fase inicial de validacdo dos marcadores microssatélites, dentre os 75 loci que
podem ser isolados por meio de PCR, foram selecionados 30 marcadores de acordo com a
anotacdo funcional, nimero de repeticbes e tipo de motif. Ou seja, foram priorizados
microssatélites localizados em regides ndo traduzidas (UTR), pois se utilizou o principio de
gue microssatélites em sequéncias codificantes (cds) tenham maior probabilidade de serem
monomorficos (Tabela 6). Do mesmo modo, a escolha dos marcadores foi fundamentada em
sequéncias repetitivas com maior nimero de copias, pois foi adotado o principio de que uma
maior quantidade de repeticbes apresente maior chance de ser polimdrfico. Além disso,
também se priorizou motifs dos tipos tri, tetra e pentanucleotideos para evitar erros de
genotipagem, como por exemplo, a ocorréncia de artefatos de PCR (stutter bands) que
ocorrem com maior frequéncia para sequéncias dinucleotideos (Schlétterer, 2004; Sekar et al.,

2009).
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Tabela 6 - Anotacdo funcional das sequéncias utilizadas para validagéo.

Contig Identidade génica Subcategorias de GO (F: fungdo molecular, P: processo Posicéo
(Blastx) biolégico, C: componente celular) génica
C25 cytosolic 5-nucleotidase  F: hydrolase activity; P: metabolic process; F: binding; F: 3'UTR
3a-like isoform x 1 transferase activity; P: nucleobase-containing compound metabolic
process; C: endoplasmic reticulum; C: mitochondrion; F: nucleotide
binding
C1832 semidentificacdo génica - -
C2193 s-adenosylmethionine F: transferase activity; F: binding; P: biosynthetic process; P: 5'UTR
synthase isoform type-1 ~ nucleobase-containing compound metabolic process; P: metabolic
process; F: nucleotide binding
C5441  solute carrier family 25 C: mitochondrion; P: transport; C :cell 3'UTR
member 33-like
C1376 frutose-biphosphatase 1-  P: carbohydrate metabolic process; F: hydrolase activity; P: 5'UTR
like metabolic process; P: response to endogenous stimulus
C410 apolipoprotein e P: transport; C: extracellular region; P: metabolic process; F: lipid 3'UTR
binding
C1709 cyclin-i isoform x 2 F: enzyme regulator activity; P: regulation of biological process; P: ~ 5'UTR
cell cycle
C1716 vacuolar atp synthase 16  F: hydrolase activity; F: transporter activity; P: ion transport; C: 3'UTR
kda proteolipid subunit cell; C: cytoplasmic membrane-bounded vesicle; C: protein
complex; F: ion channel activity; C: cellular component
C2503 adp-ribosylation factor 1 ~ C: Golgi apparatus; F: nucleotide binding; P: protein transport; P: 3'UTR
nucleobase-containing compound metabolic process; P: catabolic
process; C: cytosol; P: transport; P: signal transduction; P:
multicellular organismal development; P: biosynthetic process; P:
lipid metabolic process; C: cytoplasm; F: hydrolase activity
C38 tryptophan-dioxygenase  P: metabolic process; P: catabolic process; F: binding; F: oxygen 5'UTR
a-like binding; F: catalytic activity
C1005 apolipoprotein e P: transport; C: extracellular region; P: metabolic process; F: lipid 3'UTR
binding
C821 plasma protease c1 P: negative regulation of endopeptidase activity; C: extracellular 5'UTR
inhibitor-like space; F: serine-type endopeptidase inhibitor activity
C827  granulins P: regulation of biological process 5'UTR
Cc23 s-adenosylmethionine F: transferase activity; F: binding; P: biosynthetic process; P: 3'UTR
synthase isoform type-1-  nucleobase-containing compound metabolic process; P: metabolic
like process; F: nucleotide binding
C6 sem identificacdo génica - -
C82 complement c1r F: peptidase activity; P: protein metabolic process; P: biological 3UTR
subcomponent-like process
C369  si:ch73-protein P: negative regulation of endopeptidase activity; C: extracellular 3'UTR
space; F: cysteine-type endopeptidase inhibitor activity
C902 protein disulfide- P: metabolic process; F: catalytic activity; C: cytoplasm; P: cellular ~ 3'UTR
isomerase-like homeostasis; P: regulation of biological process; F: electron carrier
activity; C: cell; P: cellular protein modification process; C:
endoplasmic reticulum
C13 dihydroxyvitamin d24- F: binding; F: catalytic activity; F: electron carrier activity; P: 3'UTR

like

metabolic process
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C494

C862

C1940

C1830

C195

C524

C1731

C1341

C1872
Ce4

C1486

delta-like protein b-like

60s ribosomal protein
113a

calnexin precursor

complement cl1r
subcomponent-like

protein disulfide-
isomerase a4-like

eukaryotic translation
initiation factor 2 subunit
2

solute carrier organic
anion transporter family

ribosomal protein 14

sem identificacdo génica

sodium-coupled neutral
amino acid transporter

complement component
c8 alpha chain-like

P: anatomical structure morphogenesis; P: multicellular organismal
development; P: embryo development; F: calcium ion binding; C:
cell; P: cell differentiation; P: regulation of biological process; F:
protein binding; P: signal transduction; C: cytoplasm; C: plasma
membrane

F: structural molecule activity; C: ribosome; P: translation

P: protein metabolic process; C: endoplasmic reticulum; F: protein
binding; F: calcium ion binding

P: proteolyses; F: serine-type endopeptidase activity; F: calcium ion
binding; F: hydrolase activity; F: catality activity; F: peptidase
activity; P: complement activation; C: extracellular region; C:
membrane; P: antigen processing and presentation of endogenous
peptide antigen via MHC class |

P: protein metabolic process; C: endoplasmic reticulum; F: electron
carrier activity; P: cellular homeostasis; P: regulation of biological
process; P: metabolic process; F: catalytic activity

F: translation factor activity, nucleic acid binding; P: translation; C:
cytosol; C: protein complex; C: cytoplasm; F: binding; P:
reproduction; P: multicellular organismal development; F: protein
binding; P: embryo development

C: membrane; P; transport; F: transporter activity

C: nucleolus; F: structural molecule activity; C: ribosome; C:
cytosol; P: translation

C: cell

C: membrana attack complex; P: immune response; F: molecular
function

3'UTR

3'UTR

3'UTR

3'UTR

5'UTR

3'UTR

3'UTR

S'UTR

5'UTR

3'UTR

3.3 Validagédo dos marcadores microssatélites

Para a etapa de validacdo dos marcadores microssatelites, as analises foram

inicialmente realizadas nas 22 amostras de pirapitinga Piaractus brachypomus coletadas do

ambiente natural (Rio Tocantins, Lajeado, TO). Na Figura 11, € possivel encontrar um resumo

dos dados de bioinformatica, demonstrando a quantidade de sequéncias repetitivas que foram

utilizadas para esta etapa do projeto.
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174.272 reads assembled

3.696 contigs

130 microssatélites

75 loci com primers desenhados

30 loci para validagdo

Figura 11 — Volume de dados para descoberta e validagdo dos microssatélites em pirapitinga.

Ap0s o processo de extracdo e purificacdo de DNA gendmico das amostras (Figura
12), foram realizados ensaios de padronizacdo da PCR com o intuito de verificar se ha

ocorréncia de amplificacdo e polimorfismo (detectado por fragmentos de diferentes

tamanhos).
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Figura 12 - Gel de agarose: Extracdo e purificagdo do DNA gendmico de exemplares de pirapitinga coletados
em ambiente natural (1-15). M, peso molecular Invitrogen 1Kb Plus DNA Ladder.

Do total de 30 microssatélites avaliados, em 2 loci (C23 e C2193) ndo foram possiveis
de obter fragmentos de amplificagédo (Tabela 6 e Figura 13), mesmo com diferentes ensaios de
otimizagdo, como alteragdo de temperatura de anelamento e concentracdo de reagentes (Taq
polimerase e MgCl,). Diante destas informacdes, 93,3% (28) dos loci de microssatélites

avaliados deste conjunto de dados resultaram positivamente em produtos amplificados.
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Entretanto, as analises de amplificacdo de 20 loci ndo resultaram em informag6es Uteis
que permitam aplica-los para estudos de variabilidade genética (Tabela 7 e Figuras 13 e 14).
Ou seja, 12 marcadores microssatélites foram considerados monomdarficos por ndo apresentar
bandas de diferentes tamanhos entre os individuos analisados (gendtipo Unico para a
populacéo inteira), mesmo quando analisados em géis de poliacrilamida. Além disso, 4 loci
apresentaram fragmentos amplificados com tamanhos diferentes do esperado, ou seja,
resultaram em bandas maiores que 700 pb quando analisados em géis de agarose (tamanho
esperado era de no maximo 300 pb, com base no desenho dos primers), que inviabiliza a
genotipagem para detectar polimorfismos. Adicionalmente, quando amplificados por PCR,
outros 4 marcadores demonstraram bandas multiplas e de mesmo padrdo para todos 0s
individuos, mesmo ap6s ensaios de otimizagdo, 0 que também inviabiliza utiliz-los como

microssatélites para estudos de diversidade genética.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 L)l (07 e LS A e 1) sl R | O b

500 pb

s : b E e e s e

Figura 13 - Gel de agarose: PCR de loci de microssatélites de pirapitinga coletado no ambiente natural. 1-5:
locus C1830 (fragmento amplificado com tamanho acima do esperado); 7-11: locus C827 (bandas mdltiplas); 13
- 17: locus C524 (monomorfico); 6, 12: vazio; M: peso molecular Invitrogen 1Kb Plus DNA Ladder.
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Figura 14 - Gel de poliacrilamida: PCR de loci de microssatélites de pirapitinga coletado no ambiente natural. 1-
5: locus C13 (microssatélite polimdrfico); 6-10: locus C902 (monomorfico); 11-15: locus C1709 (monomdrfico);
16-20: locus C494 (monomorfico); M: peso molecular Invitrogen 10 bp DNA Ladder.

Por fim, 8 loci de microssatélites demonstraram polimorfismo por apresentarem
bandas de diferentes tamanhos (com pequenas diferencas) em géis de agarose (Figura 15), o
que significa a presenca de distintos alelos para estas regides repetitivas. Estes padrdes de
polimorfismo foram confirmados também em géis de poliacrilamida. O tamanho dos alelos

nos diferentes loci variou de 100 a 250 pb.

g , R v 4 = % ‘. ST 2 S S
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Figura 15 - Gel de agarose: PCR de locus de microssatélites de pirapitinga coletado no ambiente natural. 1-18:
locus C1716 (polimérfico); M: peso molecular Invitrogen 1Kb Plus DNA Ladder.
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Tabela 7 - Resultados da validagdo dos microssatélites.

Contig Sequéncia (Blastx) Motif Tamggr;%dRo (p;rbc;duto Caracterizacéo

C25 cytosolic 5-nucleotidase 3a-like isoform x 1 (AT 200 polimérfico
C1832 tetraspanin-3 isoform x1 (AC)° 150 polimérfico
C2193  s-adenosylmethionine synthase isoform type - 1 (AT)S - -
C5441 solute carrier family 25 member 33-like (AC)Y® 100 monomérfico
C1376 frutose-biphosphatase 1-like (AC)Y 250 polimérfico
C410 apolipoprotein e (AG)® 200 polimérfico
C1709 cyclin-i isoform x 2 (AC)® 150 monomorfico
C1716 vacuolar atp synthase 16 kda proteolipid subunit (GT) 200 polimérfico
C2503 adp-ribosylation factor 1 Ty 200 monomorfico

C38 tryptophan-dioxygenase a-like (cT)’ 200 monomorfico
C1005 apolipoprotein e (AG)’ 200 polimérfico
C821 plasma protease cl inhibitor-like (€T’ 800 -

C827 granulins (AT)’ bandas multiplas -

23 s-adenosylmethionine“slilgthase isoform type-1- (AT)" . .

C6 sem identificacdo génica (CT)® 100 monomorfico

C82 complement c1r subcomponent-like (AC)® bandas multiplas -

C369 si:ch73-protein (AT)® 200 monomérfico
C902 protein disulfide-isomerase-like (AG)’ 100 monomorfico

C13 dihydroxyvitamin d24-like (AGC)° 100 polimérfico
C494 delta-like protein b-like (ATT)® 100 monomorfico
C862 60s ribosomal protein 113a (AAT)® bandas multiplas -
C1940 calnexin precursor (AAG)° bandas multiplas -
C1830 complement c1r subcomponent-like (AGC)® 600 -

C195 protein disulfide-isomerase a4-like (ACG)° 1500 -

C524 eukaryotic translation igitiation factor 2 subunit (AAG)® 200 monomérfico
C1731 solute carrier organic anion transporter family (CGG)® 200 monomorfico
C1341 ribosomal protein 14 (GCT)® 100 monomorfico
C1872 sem identificacdo génica (GAT)® 150 monomdrfico

C64 sodium-coupled neutral amino acid transporter ~ (AAAG)’ 200 polimérfico
C1486 complement component ¢8 alpha chain-like (ACTAT)’ 1000 -

Em seguida, para inferir os parametros de genética populacional e diversidade genética

nos oito loci de microssatélites polimorficos, as analises de genotipagem foram realizadas no

sequenciador de capilar automatico. O numero de alelos encontrado foi baixo, pois variou de
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2 (loci C25, C64, C410 e C1832) a 5 (C1376). A heterozigosidade esperada (Hesp) €

observada (Hobs) Na populacdo natural teve uma média de 0,171 e 0,354, respectivamente.

Além dos baixos niveis de heterozigosidade, a Hops foi menor que Hes, para a maioria dos loci,

demonstrado também pelo valor de Fis positivo. Trés loci de microssatélites (C13, C25 e

C1716) foram considerados em desacordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Entretanto, apds a correcdo de Bonferroni para multiplos loci (p = 0,00625), a populacéo

selvagem de pirapitinga estava em concordancia com EHW (p-value > 0,05), mesmo a partir

da analise de microssatélites gene-associados que esta sujeitos a maior pressao de selecao.

Tabela 8. Parametros de diversidade de oito microssatélites polimérficos de pirapitinga (Piaractus

brachypomus). A populacéo selvagem analisada corresponde a 22 individuos coletados no Rio Tocantins. T°C
= Temperatura de anelamento, A = numero de alelos por locos, Hqys - heterozigosidade observada, Hes, -
heterozigosidade esperada, P(HW) = p-value do equilibrio de Hardy-Weinberg e o F;s - coeficiente de

endogamia.
Locus  Motifs Primers 5'- 3° TA°C TS;‘;?%EO Hos  Hep PHW)  Fy
C13 _ (AGC), F.TCTCTTCAAGCCTCCTCTGC 60°C  143-149 0545 0,669 0,000 0,188
R: ATGCTGCAGCTCCTCCTGT
c25 (AT); F:CTTTGTCTGCTTTGGGTCGT 60°C  117-120 0,000 0169 0001 1,000
R: CTTAGAAGAATGTGCAAATTGAAA
C64  (AAAG), F:CAAAGCAAACTCAAAAAGGAAAA  55°C  143- 151 0,545 0474 0650 -0,156
R: TGGGAACGTTTAGCATCTCA
c410 (AG);  F: CGCACAGGTCTAAAGGCACT 60°C  125-127 0273 0359 0271 0,245
R: CTCCCACACAGTGAAAAGCA
C1005  (AG), F:AGTTGTTGCACCAAATGCAG 60°C  137-141 0318 0369 0225 0140
R: CTTGTTCCCTCCCACACAGT
C1376  (AC), F:GTGTTACATGGCAGGCGTTT 60°C  157- 175 0,500 0608 0,185 0,180
R: CAAGTGAGACCAAATCCAAGG
C1716  (GT);  F: AACCGAAGAGAGGGGAGTGT 60°C  155- 171 0,545 0659 0000 0,175
R: GCATTTACAAGGGGACGCAC
C1832  (AC)s F:GGTGCTATGTCGTAGAGGCC 60°C 159 - 169 0111 0529 0036 0,800

R: AGGAAGGCATGACCAGTGTG
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3.4 Andlise da diversidade genética em estoques cultivados de pirapitinga

Ap0s o processo de validagdo dos oito loci de microssatélites, procedeu-se a etapa de
aplicacdo desses marcadores. Com o intuito de analisar o perfil genético dos reprodutores de
pirapitinga utilizados na piscicultura brasileira, foram realizadas anélises de variabilidade
genética em quatro estoques cultivados de reprodutores: Piscicultura SP1, Piscicultura SP2,
Piscicultura TO1 e Piscicultura TO2.

Inicialmente, por meio da analise de pureza genética, nas pisciculturas do Estado de
SP foram detectados individuos hibridos, sendo 22 amostras na Piscicultura SP1 e 1 exemplar
na SP2. Esses animais foram descartados da analise de diversidade genética.

Para a maioria dos loci de microssatélites, a riqueza de alelos foi maior para os
individuos pertencentes aos estoques das Pisciculturas do Norte (TO1 e TO2). Além disso,
nos estoques das Pisciculturas TO1 e TO2, foram maiores os valores médios de Hesp (0,601 +
0,096 e 0,503 + 0,110, respectivamente) e Hgs (0,520 = 0,171 e 0,456 + 0,104,
respectivamente). Ja a populacdo da Piscicultura SP1 apresentou menor polimorfismo
genético, com um valor médio de Hesp significativamente mais baixo em relagdo as demais
populacbes (0,258 + 0,179) (p < 0,05) e com no maximo trés alelos na maioria dos loci de
microssatélites analisados.

Com excecdo da Piscicultura SP1, os loci de microssatélites analisados nos estoques
de reprodutores foram caracterizados com deficiéncia de heterozigotos (Hoss < Hesp) € Valores
de Fis positivos, como é o caso do locus C25 nos estoques SP2 e TO1. Esses resultados
interferiram na conformidade de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) de ambas as
pisciculturas no locus C25 (P < 0,05). Por outro lado, no locus C1376, o lote da piscicultura
SP1 apresentou desvio do EHW devido a um evento de excesso de Hps (0,857). Todavia,

todos os demais marcadores microssatélites estiveram em EHW, ap0s a correcdo de
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Bonferroni (p > 0,00625). Adicionalmente, quando os marcadores microssatélites foram
testados simultaneamente para todos os loci, todas as populacfes estiveram em EHW com
significantes p-values. Nenhum desequilibrio de ligacdo foi detectado entre os pares de loci,
mesmo apos a correcao de Bonferroni (p = 0,00625).

Em relacdo a variabilidade genética avaliada em cada populacdo por meio dos
valores de Fis (coeficiente de endogamia), as pisciculturas SP1 e SP2 foram caracterizadas
com predominio de Fis negativos na maioria dos loci, enquanto que as demais populacGes
apresentaram predominio de Fis positivos (TO1 = 6, TO2 = 6). Na maioria dos casos, 0S
valores médios mais proximos de zero, sugerindo uma homozigose existente, porém pouco
representativa dentro de cada populagéo.

Os resultados da analise hierarquica de variancia molecular (AMOVA) mostrou que
a maior proporc¢do de variancia esteve presente dentro das populacdes (62,5%). Na anélise de
AMOVA, também foi testada a hip6tese de agrupamento das populacdes de acordo com sua
procedéncia (grupo 1: Rio Tocantins; grupo 2: Pisciculturas do TO; e grupo 3: Pisciculturas
de SP), 0 que mostrou uma variacdo de somente 5,74% entre as popula¢des dentro dos grupos
e de 31,76% entre os grupos, o que ja demonstra uma certa diferenca genética entre estoques
de diferentes regides do Brasil.

Uma alta diferenciacdo genética entre todas as populacdes foi detectada por analises
de F sobre todos os oito loci de microssatélites (Fs: = 0,308). Analises de F par a par ainda
detectaram maior diferenciacdo genética entre a populacdo selvagem e todas as populacdes
cultivadas, com maior diferenciacdo quando relacionada com populagbes das pisciculturas
SP1 (Fst = 0,521) e SP2 (Fs = 0,498). Adicionalmente, alta diferenciacdo genética entre
populacdes de pirapitinga provenientes da regido Norte e Sudeste do Brasil foi verificada,
como por exemplo, nas populacdes das pisciculturas TO2 com SP1 (Fs = 0,431) e TO1 com

SP2 (0,342) (tabela 10).
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Tabela 9. Valores de diversidade genética de 8 loci de microssatélites de pirapitinga (Piaractus brachypomus). TO = populagéo selvagem do Rio Tocantins, TO1 e TO2 =
Pisciculturas do Estado do Tocantins, SP1 e SP2 = Pisciculturas do Estado de S&o Paulo. A = nimero de alelos, Hqys - heterozigosidade observada, Hes,= heterozigosidade
esperada, P(HW) = P value do Equilibrio de Hardy-Weinberg, F;s= coeficiente de endogamia.

Locus A Hobs Hesp P(EHW) Fis
TO TO1 TO2 SP1 SP2 TO TO1l TO2 SP1 SP2 TO TO1l TO2 SP1 SP2 TO TO1 TO2 SP1 SP2 TO TO1 TO2 SP1 SP2

PbC13 3 4 3 2 2 0545 0600 0500 0143 0,368 0669 0536 0528 0,137 0,308 0000 0650 0840 1000 1,000 0188  -0121 0055  -0,040  -0.200
PbC25 2 4 2 0 2 0000 0160 0380 0,000 0,000 0169 0704 0315 0000 0,193 0001 0001 1,000 0000 0,002 1,000 0776 0212 0000 1,000
PbC64 2 3 2 0 0 0545 0560 0346 0,000 0,000 0474 0495 0382 0,000 0,000 065 0365 0626 0000 0,000 0,156  -0,133 0096 0000 0,000
PbC410 2 3 2 3 3 0272 0520 0384 0287 0,157 0359 0537 0506 0264 0,152 0271 0267 0256 1000 1,000 0245 0034 0244 0083 -0.038
PbC1005 3 4 2 2 3 0318 0560 038 0500 0,157 0369 0562 0506 0494 0,152 0225 0421 0256 1000 1,000 0140 0004 0244 0011  -0.385
PbC1376 5 3 6 3 5 0500 0440 0538 0857 0,625 0608 0609 0632 0634 0,790 0185 0010 0020 0000 0112 0180 0282 0151  -0,368 0214
PbC1716 3 6 5 3 3 0545 0760 0461 0143 0,222 0659 0782 0515 0140 0,207 0000 0545 0030 1000 1,000 0175 0028 0107  -0019  -0.070
PbC1832 2 5 5 3 6 0111 0560 0653 0143 0473 0529 0580 0638 0203 0,486 003 0388 0670 0109 0387 0800 003  -0253 0306  0.027
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Tabela 10. Estruturacdo genética (Fy) de 8 loci de microssatélite entre populacBes de pirapitinga
(Piaractus brachypomus). TO = populacdo selvagem do Rio Tocantins, TO1 e TO2 = Pisciculturas do
Estado do Tocantins, SP1 e SP2 = Pisciculturas do Estado de Sao Paulo. Valores limiares de Fst = pouca
diferenciacdo genética (0 — 0,05); diferenciacdo genética moderada (0,05 — 0,25); altos niveis de
diferenciagdo genética (> 0,25).

TO1 0,367
TO 0,521 0,164
TO2 0,431 0,062 0,183
SP2 0,149 0,342 0,498 0,380
SP1 TO1 TO TO2
Fst sobre todos os loci = 0,308

O coeficiente de Wang (r) foi usado para avaliar o grau de parentesco em 14
individuos da piscicultura SP1 (figura 16), 25 individuos da TO1 (figura 17), 26
individuos da TO2 (figura 18) e 19 individuos da SP2 (figura 19), a fim de avaliar a
aplicabilidade dos oito loci de microssatélites analisados em futuros programas de
manejo e melhoramento genético. Foram detectados que as populacdes das pisciculturas
TO1 e TO2 apresentaram uma maior propor¢do de individuos ndo aparentados, com
frequéncias de 65,3% e 63,1%, respectivamente, e podem ser acasalados sem nenhum
risco de endogamia (coeficiente de Wang na cor verde). Porém, na populacdo da
piscicultura SP1, a alta quantidade de irmaos completos (68,1%) (coeficiente de Wang
na cor vermelha) pode levar a um maior risco de acasalamentos endogamicos, dos quais

ndo sdo interessantes para aquicultura.
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Figura 16. Analise de parentesco da populagdo piscicultura SP1. Valores em verde representam individuos ndo-aparentados, valores em amarelo corresponde individuos meio-irmdos e valores em
vermelho correspondem a irmdos completos. Irmdos completos (r > 0,375), meio-irmdos (0,125 < r <0,375), e ndo aparentados (r < 0,125).
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Figura 17. Andlise de parentesco da populagdo piscicultura TO1. Valores em verde representam individuos ndo-aparentados, valores em amarelo corresponde individuos meio-irmdos e
valores em vermelho correspondem a irmdos completos. Irmdos completos (r > 0,375), meio-irmdos (0,125 < r <0,375), e ndo aparentados (r < 0,125).
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Figura 18. Andlise de parentesco da populagao piscicultura TO2. Valores em verde representam individuos ndo-aparentados, valores em amarelo corresponde individuos meio-irmaos e
valores em vermelho correspondem a irmdos completos. Irmdos completos (r > 0,375), meio-irmdos (0,125 < r <0,375), e ndo aparentados (r < 0,125).
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Figura 19. Analise de parentesco da populagdo piscicultura SP2. Valores em verde representam individuos ndo-aparentados, valores em amarelo corresponde individuos meio-irmdos e valores
em vermelho correspondem a irmdos completos. Irmdos completos (r > 0,375), meio-irmdos (0,125 < r <0,375), e ndo aparentados (r < 0,125).
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4. DISCUSSAO

A pirapitinga € uma das mais importantes especies Neotropicais de interesse para a
producdo, sendo cultivada em varias partes do mundo e a quinta espécie nativa mais
produzida no Brasil (IBGE, 2014). Porém, informacdes genéticas relacionadas a espécies
Neotropicais sdo praticamente inexistentes, o que leva a limitacdo do desenvolvimento de
programas de melhoramento genético e consequente limitacdo do seu potencial produtivo.
Pesquisas genéticas em pirapitingas estdo limitadas apenas ao sequenciamento do genoma
mitocondrial (Chen et al., 2016), sendo que estudos relacionados a caracteristicas
interessantes para a aquicultura, como crescimento, reproducédo e sistema imunoldgico ainda
sdo inexistentes.

Uns dos principais resultados deste estudo foram os dados gerados por meio do
sequenciamento do transcriptoma. Estas sequéncias génicas sdo essenciais porque pouco ou
nenhum conhecimento sobre os genes desta espécie estad disponivel, frente aos milhares de
genes que apresentam em seu genoma. Atualmente, as tecnologias de sequenciamento de
nova geracdo (NGS) tém revolucionado a forma de explorar o genoma de qualquer tipo de
organismo, independente de ser uma espécie-modelo ou ndo. Ha cerca de quinze anos atras,
praticamente nenhum genoma de peixes tinha sido sequenciado com um bom nivel de
cobertura. Os primeiros genomas de peixes a serem disponibilizados foram utilizando a
tecnologia de Sanger, somente para espécies modelo e com genoma pequeno, como medaka e
baiacu (Aparicio et al., 2002; Jaillon et al., 2004; Kasahara et al., 2007). Entretanto, com o
advento das tecnologias NGS, inUmeros genomas de peixes estdo sendo obtidos nos ultimos
trés anos, iniciando-se com o sequenciamento do genoma de sticklebacks (Jones et al., 2012).
No periodo de 2012 a 2014, mais de 10 genomas de peixes ja foram publicados, inclusive

para espécies ndo-modelos, resultando em uma enormidade de dados geneticos que ainda
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precisam ser explorados (Xu et al., 2013; Smith et al., 2013; Schartl et al., 2013; Howe et al.,
2013; Amemiya et al., 2013; Brawand et al., 2014; Chen et al., 2014; Venkatesh et al., 2014).

A maioria dos sequenciamentos de genomas de peixes tem enfoque direcionado para
genbmica comparativa, especialmente com a finalidade de entender a evolugcdo dos genomas
de peixes. Poucas espécies com interesse econdémico, sobretudo para aquicultura, tiveram os
genomas estudados de forma mais detalhada e aplicada. Somente no sequenciamento do
genoma da carpa comum Cyprinus carpio foi gerado uma grande quantidade de marcadores
genéticos (Xu et al., 2012), j& disponiveis para aplicacdo direta no melhoramento e cultivo
desta espécie, visando aumentar a produtividade em aquicultura.

Um dos entraves de sequenciamentos de genomas completos é o trabalho intenso e
delongado de bioinformatica, particularmente de predicdo de genes, montagem de sequéncias
repetitivas e anotacdo funcional. Por isso, de acordo com Seeb et al. (2011), estratégias de
reducdo de genoma para o sequenciamento NGS (ex., sequenciamento de transcriptoma) sao
mais vidveis quando se objetiva prospectar marcadores e informacfes genéticas para uso em
aquicultura, de forma direta e rapida, além do baixo custo econdémico.

No presente estudo, a plataforma 454/Roche foi utilizada com eficiéncia no
sequenciamento do transcriptoma de figado de pirapitinga (Piaractus brachypomus),
mostrando ser uma ferramenta poderosa, pois resultou na descoberta de dezenas de
microssatélites, mesmo sem algum conhecimento prévio sobre a sequéncia de referéncia
(genoma de referéncia), ja que a organizacao do genoma completo desta espécie ainda nédo foi
estudada. Desta forma, os dados deste estudo confirmam a aplicabilidade da tecnologia
454/Roche em pesquisas que envolvem caracterizar o transcriptoma de espécies ndo-modelos
(Renaut et al., 2010; Shin et al., 2012), propiciando melhor compreensdo da gendmica
funcional por meio da analise do DNA complementar (cDNA), sintetizado a partir do RNA

mensageiro (MRNA). Logo, entende-se que 0 sequenciamento do transcriptoma por meio de
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tecnologias de NGS viabiliza a descoberta de maior quantidade de microssatélites em menor
tempo e custo, uma vez que realiza o sequenciamento evitando introns e regides extragénicas
que podem dificultar a analise de dados, como o que ocorre quando se realiza bibliotecas de
WGS (whole genome shotgun) a partir do DNA gendmico (Parkinson e Blaxter, 2009).

Para obtencdo deste transcriptoma de pirapitinga por NGS, foi realizada uma corrida
de poucas horas, 0 que resultou em cerca de 70 milhdes de nucleotideos sequenciados. Desta
forma, fica evidente a principal caracteristica dos sequenciadores de nova geracao:
velocidade, rendimento e preco do sequenciamento. Esta capacidade de realizar maior nimero
de leitura de base por corrida, com um custo e periodo menor, se comparados ao
sequenciamento por Sanger (uma corrida pode gerar poucas milhares de bases), possibilita
uma exploracdo melhor dos genomas de espécies ndo modelos da aquicultura mundial. Os
dados de transcriptoma obtidos para a pirapitinga neste estudo estdo similares com outros
trabalhos prévios em outras espécies de peixes utilizando a mesma tecnologia, 0 que
corrobora a tendéncia em utilizar esta metodologia para descoberta de marcadores
moleculares em larga escala (Renaut et al., 2010; Helyar et al., 2012; Shin et al., 2012).

A eficiéncia do sequenciador 454/Roche na analise de genémica funcional de P.
brachypomus também pode ser constatada em virtude da identificacdo dos potenciais genes,
nas quais 3.797 sequéncias transcritas foram geradas neste estudo. Essa quantidade de contigs
foi semelhante ao produzido por Shin et al. (2012) em um sequenciamento de mRNA do
figado de uma espécie de peixe Antértico, o Chaenocephalus aceratus, mostrando a
similaridade no numero de sequéncias neste 0rgdo, apesar de pertencerem a classificacao
taxondmica distinta. Em um levantamento realizado em Janeiro de 2016 no banco de dados
Genbank, por exemplo, foram constatadas apenas 187 sequéncias nucleotidicas,
aproximadamente 14% sdo sequéncias nucleotideos nucleares e o restante, 86% sao

sequéncias mitocondriais disponiveis para a pirapitinga, 0 que demonstra 0 avan¢o que 0

50



presente estudo pode proporcionar para as pesquisas genéticas nesta especie.

Assim, esta evidente que as tecnologias NGS vém proporcionando progresso nas
metodologias de biologia molecular, especialmente porque estdo adaptadas a produzirem uma
elevada cobertura de sequéncias com precisao (Mardis, 2008), contudo, a escolha de uma
plataforma adequada é essencial para cumprir 0 objetivo de cada pesquisa devido as
particularidades individuais. Por exemplo, as tecnologias Illumina/HiSeq e ABI/SOLID, por
produzirem fragmentos de reads mais curto em relacdo a 454/Roche, apresentam menor
precisdo no processo de montagem de novo (Morozova e Marra, 2008). Além disso, ter
conhecimento sobre a bioinformatica é imprescindivel para analisar os dados e ponderar 0s
riscos em longo prazo, ao estabelecer critérios menos rigorosos para 0s parametros.

Neste trabalho, ao admitir limiar de Q > 20 para o parametro de trimming, observa-se
gue ndo houve reducdo brusca na quantidade nem no tamanho médio de reads, equiparando-
se ainda mais com os resultados apresentados por Shin et al. (2012), nos quais, além do
numero de contigs de Chaenocephalus aceratus ter sido semelhante, 0 nimero de reads (n =
220.146) e o comprimento médio (x = 339 pb) também foram similares. Este resultado
conduz a deduzir que o valor de phred adotado nesse estudo foi adequado e que o
sequenciamento gerou fragmentos de qualidade.

Os resultados da anotacdo funcional mostraram que as sequéncias de pirapitinga
apresentaram praticamente a mesma proporcao de genes anotados quando comparadas com 0
banco de proteinas de zebrafish e fugu. Porém, observou-se uma maior similaridade com
zebrafish, do que em relacéo ao fugu, pode ser explicado pela maior proximidade filogenética
com esta espécie. A anotacdo génica permitiu identificar regides responsaveis por processos
de desenvolvimento ontogénico, regulacdo bioldgica, resposta imunoldgica, e regifes
envolvidas em processos de crescimento e reproducdo. Consequentemente, estes dados

poderdo servir como subsidio para estudos da biologia da espécie ou para futuros programas
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de melhoramento genético.

De forma aplicada, o sequenciamento do transcriptoma pela plataforma 454 é um
excelente método para o desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo microssatélites
(Novaes et al., 2008; Bai et al., 2011). Até o presente momento, nossos resultados também
corroboram com esta perspectiva, uma vez que a partir de um unico sequenciamento, foi
possivel identificar mais de cem regibes repetitivas do tipo microssatélites. Alem disso, uma
vez que microssatélites oriundos de sequéncias do transcriptoma sdo provavelmente de genes
codificadores de proteinas, 0 uso destes marcadores se torna de importancia ainda maior em
mapas genéticos (Shin et al., 2012), pois por genémica comparativa (usando genomas de
peixes ja sequenciados) podemos inferir a posicao de cada locus estudado.

Com os resultados obtidos a partir do processo de validagdo dos marcadores
moleculares, foi possivel selecionar 8 loci de microssatélites polimorficos, alguns deles
localizados em regifes génicas que podem ser Uteis para caracteristicas zootécnicas de
interesse na aquicultura. Neste caso, foi encontrado um locus de microssatélite no gene
Tetraspanin — 3 isoform x1 (C1832), que tem papel na patologia de infeccdo viral (Shoshana
et al., 2005; Martin et al., 2005); e outro no gene Cytosolic 5 — nucleotidase 3 a-like
(NTC5C3) (C25) (Aksoy et al., 2009), que contribui na producdo de hemécias e sua mutacao
pode causar anemia hemolitica e influéncia no sistema imunoldgico. Os microssatélites
descritos neste estudo poderdo ser importantes em futuras analises de QTL (quantitative trait
loci) ligados a caracteristicas do sistema imunoldgico, uma vez que programas de selecdo
direcionados para resisténcia a doencas tem recebido atencdo especial na aquicultura
(Gjedrem et al., 2012; Odegard et al., 2011). Além disso, também foi caracterizado um locus
de microssatélite no gene apolipoprotein e (C410), associado ao sistema nervoso central e

processo de envelhecimento (Wang et al., 2014). Esses marcadores podem fornecer
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informacdes Uteis para estudos relacionados ao conhecimento da biologia da pirapitinga, além
de servir como modelo para outras espécies nativas.

Em relacdo a analise de variabilidade genética, de forma geral, o presente estudo
revelou um baixo nivel de diversidade genética (riqueza de alelos e heterozigosidade) para 0s
oito marcadores microssatélites validados, tanto em populacGes naturais como em populacdes
cultivadas. Estudos anteriores realizados com pacu (Piaractus mesopotamicus) (Calcagnotto e
DeSalle, 2009), outra espécie do mesmo género, mostraram falta de diferenciacdo genética em
populacdes da bacia do Parana-Paraguai, com niveis de Hqys Semelhantes entre 0,090 e 1,000
e valores de Fjs positivos (entre 0 e 0,636) mais altos que os negativos, sugerindo deficiéncia
de heterozigotos na maioria dos loci, além de serem consideradas uma populacdo panmitica.
A perda de variabilidade genética em populacéo natural pode ser decorrente de alguns fatores
ecologicos e evolutivos, como modificacdes nas caracteristicas do ambiente, deriva genética e
endogamia (Primack e Rodrigues, 2001). No caso de estoques cultivados, este fato pode ser
devido ao baixo numero de reprodutores da populacdo base inicial, a aquisicdo de plantéis
oriundos de outras pisciculturas, e mesmo a selecdo de individuos adaptaveis em sistemas de
cultivo. Além disso, diferentemente de marcadores neutros, deve-se levar em consideracdo o
fato de que foram utilizados microssatélites em associacdo com genes, portanto, mais
susceptiveis a pressdao de selecdo e, consequentemente, a reducdo de alelos e
heterozigosidade.

Anélises da composicao e diversidade genética de estoques cultivados de pirapitinga
foram realizadas em quatro pisciculturas de diferentes regides do Brasil, sendo duas
provenientes da regido Sudeste (Estado de S&o Paulo: SP1 e SP2) e duas da regido Norte
(Estado do Tocantins: TO1 e TO2). Por meio da analise hierarquica de variancia molecular
(AMOVA), foi demonstrado que a maior variagdo genética estd presente dentro das

populagdes (62,5%), do que entre populacbes ou entre os grupos de populacdes (Selvagem,
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SP e TO). Esta caracteristica genética também foi registrada em estudos realizados em pacu
(lervolino et al., 2010; Calcagnotto e De Salle., 2009) e tambaqui (Aguiar et al., 2013), com
maior proporcdo de variacdo genética representada dentro das populagdes. Por outro lado,
além do padrdo de diversidade genética (riqueza de alelos e heterozigosidade) serem
similares, os valores de Fg analisados por populacdo mostram o baixo nivel de estruturacédo
genética do ambiente natural (TO) com as populagdes cultivadas na regido Norte (Estado do
Tocantins: TO1 e TO2). Essa semelhanca de composicéo genética pode estar relacionada com
uma maior proximidade geografica a populacdo selvagem do Rio Tocantins, o que facilita a
renovacdo dos estoques de reprodutores oriundos da natureza. Enguanto isso, devido a falta
de fontes alternativas de reprodutores, nas populacdes de pisciculturas da regido Sudeste
(Estado de Sdo Paulo: SP1 e SP2) ocorrem valores menores de riqueza alélica e
heterozigosidade, além de alto nivel de estruturacdo com a populacdo selvagem, resultando
em maiores chances de endogamia.

Em geral, uma maior suscetibilidade a doencas pode ocorrer em populacbes
endogamicas, 0 que afeta a producdo de peixes sem técnicas de selecdo e acasalamentos
apropriados entre individuos (Akvaforsk, 2005). Anéalise de parentesco é considerada uma
ferramenta essencial em programas de melhoramento genético de peixes, pois minimiza taxas
de endogamia pelo direcionamento de acasalamentos entre individuos ndo aparentados (Pino-
Querido et al., 2010). Portanto, o coeficiente de Wang (r) foi utilizado para avaliar grau de
parentesco nos individuos das populagGes cultivadas na regido Norte (TO1 e TO2) e regido
Sudeste (SP1 e SP2). Os resultados demonstraram que as populacdes da regido Sudeste
tiveram uma maior propor¢do de individuos aparentados, que ndo sdo viaveis para
aquicultura, pois podem causar depressdo endogamica, com proles de baixa viabilidade e
deformidades esqueléticas (Su et al., 1996 ; Imsland et al,. 2001). Esta analise revela a

aplicabilidade direta destes marcadores moleculares para as pisciculturas brasileiras.
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A geracdo de dados genéticos para a pirapitinga é um dos aspectos prioritarios para ser
incorporada dentro do cenario de pesquisa agropecuaria no pais, frente a sua importancia
econbmica para piscicultura nacional e mundial, a crescente demanda do consumidor por
produtos melhorados e a expansao da piscicultura brasileira nos Gltimos anos. A identificacéo
de microssatélites genes associados por NGS sdo fundamentais para conhecimento da
estrutura genética de populac@es naturais e cultivadas, e realizacdo de analises de parentesco
das espécies ndo modelo, fornecendo melhor controle sobre o direcionamento das familias
nos acasalamentos em programas de manejo genético. Somente nestas condi¢cdes sera possivel
realizar um programa de melhoramento genético acelerado para a pirapitinga, como tem sido
feito para outras espécies da piscicultura mundial, como salméao, catfish, carpa e tilapia (Liu et

al., 2011; Lienetal., 2011; Jin et al., 2012; Guyon et al., 2012).
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5. CONCLUSOES

- aumento significativo dos recursos genéticos disponiveis para pirapitinga (Piaractus
brachypomus), um peixe ndo modelo da aquicultura e pouco estudado geneticamente, mas

com alto valor econémico em diversos paises.

- 0 sequenciamento do transcriptoma se mostrou eficaz na prospeccdo de microssatélites

gene-associados na pirapitinga.

- 0s estoques cultivados de pirapitinga do Norte apresentaram maior variabilidade genética do

que os lotes do Sudeste.

- alto nivel de estruturacdo genética foi encontrado entre lotes cultivados e a populacéo

natural, bem como entre os estoques cultivados do Norte e do Sudeste.

- alta porcentagem de individuos aparentados foi encontrada na piscicultura SP1 (95,6%), o

gue poderéa acarretar em depressdo endogamica e prejuizos econdmicos.

- 0s resultados obtidos com a analise dos microssatélites mostram a necessidade e
aplicabilidade rotineira destas ferramentas moleculares na piscicultura nacional,

especialmente para propor planos eficientes de manejo genético.
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