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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o polimorfismo de marcadores
microssatélites no gene da Miostatina e verificar sua associagcdo com 0 peso
corporal e as medidas morfométricas de uma populacdo sintética de pacus
(Piaractus mesopotamicus). Foram avaliados 232 animais pertencentes a 14
familias de irmaos-completos em dois tanques escavados de concreto de 220m?2
(10x22m) nas instalagcdes do Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP). Durante
o periodo de avaliacdo foram realizadas trés biometrias em diferentes periodos: a
primeira ocorreu cerca de 30 dias ap0és a soltura dos animais, que foram pesados
(PESO1) e medidos para largura corporal (LC1). A segunda ocorreu em torno de
60 dias apds a primeira - nessa etapa, 0os animais foram pesados (PESO2) e
medidos em largura corporal (LC2) e comprimento padrdao (CP2). Na terceira
biometria, que ocorreu 150 dias apds a segunda, os peixes foram pesados (PESO3)
e medidos para largura corporal (LC3). O DNA gendmico foi extraido de cada
individuo avaliado e o gene da Miostatina foi amplificado por PCR, utilizando-se
primers desenhados especificamente para a regido do gene. Apos a amplificacdo
0s animais formam genotipados para um marcador microssatélite localizado na
extremidade nao codificante 3' UTR. Na populacdo foram identificados oito alelos
(208, 210, 220, 222, 224, 226, 230 e 232) e 22 combina¢Bes de gendtipos. Foi
constatada associacdo significativa entre o polimorfismo do marcador
microssatélite e as caracteristicas avaliadas PESO2, PESO3, CP2 e LC2. Os alelos
de melhor efeito para as caracteristicas foram 210, 222, 226 e 230. De forma geral,
constatou-se uso potencial das informacdes observadas em modelos de predicao

genética como forma de aumentar a acuracia de selecao.

Palavra-chave: Andlise de associacdo, Miostatina, Selecdo assistida por

marcadores.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the polymorphism of microsatellite markers in
the Myostatin gene and to verify its association with body weight and as
morphometric measures of a synthetic population of pacus (Piaractus
mesopotamicus). A total of 232 animals belonging to 14 full-sib families were
evaluated in two 220m2 (10x22m) excavated concrete tanks at the Unesp
Aquaculture Center (CAUNESP). During the evaluation period, three biometrics
were performed in different periods: the first took place about 30 days after the
animals were released, which were weighed (WEIGHT1) and measured for body
width (BW1). The second took place around 60 days after the first - at this stage,
the animals were weighed (WEIGHT2) and measured in body width (LC2) and
standard length (CP2). In the third biometry, which took place 150 days after the
second, the fish were weighed (WEIGHT3) and measured for body width (LC3).
Genomic DNA was extracted from each individual evaluated and the Myostatin gene
was amplified by PCR, using primers designed specifically for the region of the
gene. After amplification the animals were genotyped for a microsatellite marker
located at the non-coding 3' UTR end. Eight alleles (208, 210, 220, 222, 224, 226,
230 and 232) and 22 combinations of genotypes were identified in the population.
A significant association was found between the microsatellite marker
polymorphism and the evaluated characteristics WEIGHT2, WEIGHT3, BW2 and
SL2.The best effect alleles for the traits were 210, 222, 226 and 230.
In general, there was a potential use of information observed in genetic prediction

models as a way to increase selection accuracy.

Keywords: Association analysis, Myostatin, Marker-assisted selection.



1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a busca por alimentos de alta qualidade tem se
intensificado e, como consequéncia, o0 consumo mundial de pescado tem crescido
de maneira exponencial. Entre os anos de 1961 e 2018, o consumo per capita
cresceu de 9,0kg a 20,5kg, um aumento de 1,5% ao ano. Quando comparado ao
consumo de carne de outros animais terrestres (aves, suinos, bovinos e ovinos),
gue juntos somam um crescimento anual de 2,1% de 1961 a 2017, nota-se que o
consumo de peixes teve uma taxa média anual maior (3,1%) para o mesmo periodo
(FAO, 2020).

Em 2018, a producéo global de pescado atingiu 179 milhdes de toneladas,
com 45,81% provenientes da aquicultura e 54,19% advindos da pesca extrativista.
A aquicultura atingiu valores proximos a 82 milhfes de toneladas, e o extrativismo,
96 milhdes, um valor considerado alto. Entretanto essa proporcdo tende a se
inverter, uma vez que a producao de peixes a partir da aquicultura tem apresentado
crescimentos anuais consideraveis e com ganhos cada vez maiores enquanto a

pesca extrativista se encontra estagnada (FAO, 2020).

Considerando o cenario nacional, a producéo aquicola no Brasil em 2018 foi
de 605 toneladas, alcancando um resultado superior em 11,22% quando
comparado com a producdo de 2017, que foi de aproximadamente 537 toneladas.
Para 2030, projeta-se um aumento de 32,2% com relagdo a 2018 chegando a

valores préximos a 800 toneladas (FAO, 2020).

Esta projecdo vem se confirmando segundo o boletim estatistico do IBGE
(2018). A producdo de espécies de “peixes redondos”, como o Pacu (Piaractus
mesopotamicus) e o tambaqui (Colossoma macropomum), bem como alguns
hibridos entre essas espécies, atingiu cerca de 143 mil toneladas, indicando um
aumento de 8,72% em contraste com o ano de 2017, ficando atras apenas da

producao de tilapia (Oreochromis sp.), com cerca de 311 mil toneladas.

Apesar do destaque nacional na aquicultura, o Brasil possui condi¢des
naturais, como recursos hidricos, clima favoravel, extenso litoral, geografias
favoraveis e grande biodiversidade, que poderiam proporcionar uma producao

ainda maior, tornando o pais uma referéncia nesta atividade (Moreno, 2018).
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Dessa forma, se faz necessario aliar o desenvolvimento econdmico e a
conservacdo da biodiversidade, estabelecendo programas de melhoramento
genético e geracado de tecnologias que visam ao aumento da producéo de espécies
nativas com as caracteristicas zootécnicas de interesse e que, assim, reduzem a

introducéo de espécies exoticas na aquicultura nacional. (Goncgalves, 2017).

Com relacdo ao panorama do melhoramento genético de peixes, quando
comparado a outras espécies zootécnicas, existem poucas iniciativas comerciais e
apenas cerca de 10% da producao global de pescado é proveniente de programas

de melhoramento genético (Gjedrem, 2012).

No Brasil, ndo existem programas comerciais de melhoramento voltados
para a selecdo genética de caracteristicas de desempenho em pacu P.
mesopotamicus (Costa et al., 2020), e, de modo geral, programas de melhoramento

genético para espécies nativas de peixes ainda sdo escassos (Da Silva, 2018).

Pesquisas recentes que envolvem a area de melhoramento genético buscam
otimizar o processo de ganho genético utilizando ferramentas moleculares, como
os marcadores de DNA, que auxiliam na selecao de progenitores de valor genético

extremo maximizando os ganhos genéticos por geracao (Dias, 2014).

No universo dos marcadores moleculares, os microssatélites sdo bastante
informativos tendo em vista sua expressao codominante e multialelismo (O'connell
e Wright, 1997). Estes marcadores podem ser utilizados na identificagdo de
diferentes estoques genéticos, no monitoramento do nivel de endogamia e em
programas de melhoramento genético por meio de estudos de associacdo de
polimorfismos com o fenétipo promovendo um aumento na intensidade e acuracia

de selecéao (Melo et al., 2008).

Estudos de associacdo envolvem genes candidatos que possuem ligacéo
direta ou indireta com caracteristicas de interesse. Neste sentido, 0 gene da
Miostatina (GDF-8 Growth and Differentiation Factor-8) pode ser considerado
promissor, uma vez que esta relacionado com a regulacdo do crescimento e
envolvido com a modulagdo do desenvolvimento do musculo estriado esquelético
nos vertebrados (McPherron e Lee,1997). Segundo Langley et al. (2002), a
Miostatina atua controlando o nimero de fibras musculares a serem formadas,

regulando a proliferacéo e a diferenciagcdo dos mioblastos no periodo embrionario,
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e no ciclo pos-natal (Manceau et al., 2008). Em peixes, a funcdo da Miostatina
parece ser mais ampla, ndo sendo restrita apenas ao controle do crescimento
muscular, participando também da fisiologia e regulacao de outros tecidos (Ostbye
et al., 2001).

Os efeitos do gene candidato em caracteristicas de interesse podem ser
identificados por meio de testes de associacéo, verificando se ha influéncia ou ndo
dos diferentes alelos, que sao determinados por um unico sitio polimérfico ou como
haplétipos que possuem varios sitios polimérficos (Peixoto, 2004). As estimativas
sao feitas por modelos lineares, em que os efeitos fixos sdo os alelos ou os
genatipos (Rothschild e Soller, 1999).

Um grupo de pesquisadores da Universidade Nacional de Rosario (UNR), na
Argentina, identificou polimorfismo em um marcador microssatélite para o gene da
Miostatina em pacu (Diaz, 2016). Com base nesse trabalho prévio, a etapa seguinte
€ testar a hipétese de associacdo desse polimorfismo com as caracteristicas de
desempenho em pacu e, assim, futuramente utilizd-lo em programas de

melhoramento genético assistido por marcadores.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Melhoramento genético de peixes redondos

Algumas tentativas de implementacéo de programas de melhoramento para
espécies nativas ja foram realizadas no Brasil, como, por exemplo, o projeto “Bases
Tecnolbgicas para o Desenvolvimento Sustentavel da Aquicultura no Brasil —
Aquabrasil”, que foi executado entre os anos de 2007 e 2011 (Resende, 2009).

Tentativas como essas ainda sdo muito restritas e se concentram
principalmente em iniciativas isoladas quase sempre coordenadas por instituicdes
de pesquisas. Embora gerem bons resultados, tais tentativas nao culminam
efetivamente com a oferta de animais de genética superior para os produtores
(Perazza et al., 2017; Campos et al., 2020; Urrea-Rojas et al., 2021).

A inexisténcia de programas comerciais de melhoramento de peixes nativos
no Brasil gera uma série de problemas, como, por exemplo, a escolha, pelos

produtores, de uma espécie exotica como carro-chefe para a aquicultura nacional,
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em vez de explorar o potencial genético das espécies na tivas (Ribeiro, 2016), e a
utilizacdo de hibridos de forma desordenada na busca por animais de melhor

desempenho e mais adaptados (Hashimoto, 2011).

E importante salientar que a producéo de hibridos, quando feita de maneira
correta e segura, ndo é um problema (Alves et al., 2014), contudo, de forma
desordenada e sem um rigoroso controle dos estoques parentais, pode ocasionar

riscos ambientais, tal como a extingéo de populacdes nativas (Baggio et al., 2016).

Assim, iniciativas que estimulem a implementacdo de programas de
melhoramento de espécies nativas sao extremamente positivas, pois a maioria das
espécies nativas produzidas na aquicultura da América do Sul ainda € resultante
de peixes geneticamente ndo selecionados, dependendo de animais selvagens
para repor os estoques reprodutores (Mastrochirico-Filho et al., 2019; Del Pazo et
al., 2021; Freitas et al., 2021).

O melhoramento genético classico é realizado por meio de selecdo usando
informacdes fenotipicas e de parentesco dos individuos avaliados. No entanto,
existem esfor¢os para melhorar as tecnologias. Nos Ultimos anos, pesquisas que
buscam aperfeicoar ou otimizar o melhoramento genético para peixes tém sido

realizadas utilizando-se ferramentas moleculares (Gasques et al., 2013).

Os programas de melhoramento genético mais avancados, como O0sS
programas de trutas arco-iris e salmao, utilizam painéis comerciais de marcadores
(SNP’s) em alta densidade (acima de 50k) para estudos de associagao genémica,
e as informacbes geradas sdo usadas nos modelos de predicdo genética para
caracteristicas de desempenho e resisténcia a doencas (Yafiez & Martinez 2010;
Yafez et al., 2014).

Apesar de algumas empresas ja disporem de painéis de alta densidade para
diversas espécies de peixes, muitos ainda ndo estdo validados. Além disso, néo
existem informacgcBes consistentes sobre a associacdo dos marcadores com
caracteristicas de interesse e sobre a eficiéncia da incorporacao das informacgdes

geradas nos modelos de predicéo.

Dessa maneira, faz-se necessario o incentivo do uso de técnicas

moleculares mais simples e acessiveis para tornar as predigcdes genéticas mais
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confiaveis, contribuindo para que os programas sejam mais eficientes e obtenham

maiores ganhos genéticos por geracao.

Neste sentido, os microssatélites ainda se mostram uma alternativa viavel,
principalmente para utilizacdo em programas de Selecao Assistida por Marcadores
(SAM) (Al-Tobasei et al., 2021; Yoshida et al., 2019). A Selecéo Assistida, como
descrita por Lande & Thompson (1990), € um método de melhoramento no qual se
promove a incorporacao de informagdes de marcadores moleculares em modelos
classicos de predicdo dos valores genéticos dos individuos. A vantagem dessa
pratica é que, em contraste a selecdo baseada apenas no fenétipo, os marcadores
nao sofrem influéncia do ambiente e possuem heranca mendeliana (herdabilidade

=1), tornando as predicbes mais precisas (Taylor, 2014).

2.2 Miostatina como Gene Candidato

Em meados dos anos 90, um grupo de cientistas da Universidade Johns
Hopkins University School of Medicine pesquisava por nhovos grupos de proteinas
que regulassem o crescimento e o desenvolvimento de seres vivos (Chiu, 2006).

Em 1997, McPherron e Lee descobriram, entdo, a proteina GDF-8 que hoje
€ conhecida como fator de diferenciacao e crescimento. os pesquisadores da época
atribuiram a esse proteina o nome de myostatin — em grego, myo significa masculo

e statin deriva da palavra statos, cujo significado € parar (Chiu, 2006).

Nos primeiros estudos com o0 gene da Miostatina, conduzidos com
camundongos, concluiu-se que, em vertebrados terrestres, a Miostatina é expressa
em niveis elevados no musculo esquelético e possui como principal funcao regular
negativamente o desenvolvimento e o crescimento muscular (McPherron e Lee
1997) e em niveis mais baixos no tecido adiposo, na glandula maméaria e no

musculo cardiaco (Ji et al.,1998).

A partir dessa descoberta, iniciaram-se estudos com outros animais em
busca de mutacdes no gene da Miostatina. Comparando as sequéncias genéticas
da Miostatina em ovelhas, porcos, galinhas, perus, vacas e peixes, McPherron e
Lee descobriram que os genes da Miostatina eram muito semelhantes entre

espécies de vertebrados (Chiu, 2006).
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Esta proteina ganhou atencdo mundial dos pesquisadores a partir de um
fendbmeno chamado double muscle, encontrado no gado da raca Bos Belgian Blue.
Essa raca representa mais da metade do rebanho da Bélgica e € conhecida pelo

seu prodigioso desenvolvimento de “musculos duplos”. (Chiu, 2006).

Muitos sdo os genes candidatos correlacionados com o crescimento. A
maioria das pesquisas sobre tais genes estao relacionadas com a superfamilia dos
fatores de crescimento TGF-B (Transforming Growth Factor- 3) e genes expressos
no eixo somatotréfico como os genes GHRH, GHIH ou somatostatina, GH, IGF-1 e
-Il e de proteinas transportadoras associadas e receptores que desempenham um
papel fundamental na regulacdo do metabolismo e dos processos fisiologicos (De-
Santis, 2007).

O gene da Miostatina é caracterizado como membro da superfamilia dos
fatores de crescimento TGF-B (Transforming Growth Factor- ), denominada GDF-
8 (Growth and Differentiation Factor-8), e se destaca pela sua importancia em

processos de regulagéo do crescimento (McPherron e Lee 1997).

Em peixes, o mecanismo de a¢do da Miostatina ainda ndo € bem
compreendido, no entanto foi apontada uma possivel influéncia sobre as vias da
miogénese controladas pelos MRFs - Fatores de Regulacdo Miogénica (Koganti et
al., 2020). Essas influéncias, quando ocorrem, sdo denominadas comomutacdes
que podem resultar em um padrédo de aumento muscular - conforme observado em
Salmao do Atlantico (Salmo salar) (McPherron e Lee,1997; Ostbye et al., 2001).

Para que o gene seja denominado gene candidato, ele deve seguir algumas
premissas, dentre as quais: sua funcao fisiolégica deve ser conhecida e seu efeito
direto ou indireto na expressao de uma caracteristica quantificavel. Normalmente,
estudos de prospeccdo de genes candidatos sdo direcionados com base no
conhecimento prévio de seu papel na regulacdo de vias metabdlicas especificas

gue influenciam uma determinada caracteristica quantitativa (De-Santis, 2007).

A partir desse embasamento, € necessario realizar pesquisas quanto ao

polimorfismo, a associacdo estatistica entre alelos especificos e a expresséo

fenotipica da caracteristica de interesse. (Wei et al., 2014).

O gene da Miostatina tem um forte indicio de gene candidato, pois, além de

atender as premissas citadas, possui numerosas sequéncias identificadas
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em peixes comercialmente importantes, como ja observado em alguns trabalhos
com as espécies Coilia nasus (Fukuan et al., 2014), Paralichthys olivaceus (Lee et
al., 2016), Siniperca chuatsi (Liu et al., 2016),Trichiurus lepturus (Zhang et al.,
2016), Micropterus salmoides (Li et al., 2017), Protopterus annectens (Ong et al.,
2017), Danio rerio (Wang et al., 2018), Cranoglanis bouderius (Xie et al., 2019),
Oreochromis niloticus (Zhao et al., 2019 e Segev-Hadar et al., 2020), Ictalurus
punctatus (Zhang et al., 2020), Megalobrama amblycephala (Sun et al., 2020) e
Larimichthys crocea (Lou et al., 2021).

Também foram realizados estudos com microssatélite envolvendo o gene da
miostatina em peixes. Por exemplo (Maccatrazo et al., 2002), utilizando protocolos
RT-PCR e RACE, com a espécie Umbrina cirrosa, obtiveram a sequéncia da
miostatina, encontrando um cDNA completo com 2086 pb de comprimento e 376
aminoéacidos. Além disso, foi encontrada na regido néo codificante 3'UTR do cDNA
uma repeticdo de microssatélite (AC 29) — esta regido de repeticdo foi examinada
em nivel gendbmico, revelando quatro alelos distintos e sugerindo que este
microssatélite pode representar um marcador polimoérfico Gtil para estudar a

associacao fenotipo/gendtipo.

Estudos com bagre Ictalurus punctatus com base em andlises de PCR
(Zhong et al.,, 2015) concluiram que a invasdo de microssatélites no
gene MSTN pode ser um evento recente na evolugdo. O microssatélite
trinucleotidico (AGC), selecionado no presente estudo, foi encontrado em uma
regido codificadora do gene MSTN. Tal marcador pode ser usado para identificar
individuos puros e hibridos, além de poder ser utilizado em estudos de associacao

de polimorfismos com caracteristicas de interesse.

Duas isoformas de miostatina foram identificadas em salméo do Atlantico
(Salmo salar) por RT-PCR. A isoforma | de Miostatina de salméo € transcrita no
musculo esquelético branco como uma espécie de mRNA de 2346 nucleotideos

gue codifica uma proteina precursora de 373 aminoacidos.

A Miostatina | de salméo apresenta 93% de identidade de sequéncia com a
isoforma Il que foi isolada do musculo branco como uma sequéncia parcial de cDNA

de 1409 nucleétidos. Quando comparados com os mamiferos, em peixes foram
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identificados em mais tecidos, incluindo musculo branco, intestino, cérebro,

branquias, lingua e olho (Ostbye et al., 2001).

Em estudos de clonagem e caracterizag&o envolvendo o gene da Miostatina,
foram relatados dados de sequéncia, expressdo tecidual e posicdo no mapa
para miogenina, MYOD1, miostatina e folistatina em trés espécies de bagres
(Ictalurus punctatus, Ictalurus furcatus e Ictaluru catus). Foram identificadas para o
gene da Miostatina repeticbes de microssatélites polimérficos em regiées nao
codificantes 3’'UTR e a confecgdo de um mapa de ligacdo com base na heranga

desses loci de microssatélites (Gregory et al., 2004).

Em estudos com o gene da Miostatina em uma espécie de peixe Paralichthys
olivaceus foram identificadas quatro sequéncias de microssatélites em regides nao
codificantes. A andlise de expressao revelou que o gene da Miostatina foi expresso
nao apenas no musculo esquelético, mas também em outros tecidos, incluindo
cartilagem, o que ndo havia sido relatado em peixes anteriormente. Além disso,
concluiu-se que o gene MSTN em peixes pode desempenhar papéis diferentes em
comparacao com o de mamiferos Paralichthys olivaceus (Zhong et al., 2008).

Recentemente, um grupo de pesquisadores do Instituto de Biologia
Molecular e Celular da Universidade Nacional de Roséario (UNR), na Argentina,
realizaram um estudo de caractrizacdo do gene da miostatina na espécie pacu
descrevendo uma sequéncia de 2.967 pares de bases, correspondendo a regiéo 3'
do éxon 1 (29 pb), intron 1 (528 pb), éxon 2 (370 pb), intron 2 (454 pb) e éxon 3
(1586 pb). Nestes estudos os autores identificaram um marcador microssatélite
(STR) do tipo dinucleotideo TC localizados na extremidade néo codificante 3' UTR,
denominado como msnt-1 (Diaz, 2016).

Mediante as andlises das sequéncias gendmicas correspondentes ao cDNA
e seguindo a regra dos sitios de splicing que doam e que recebem (GT...AG), os
limites exon-intron foram determinados conforme demonstrado na figura 1 (Burset
et al. 2000; Diaz, 2016).
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Fig. 1 A sequéncia de nucleotideos do gene da Miostatina em pacu € composta por (2967 pb). As sequéncias
de aminoécidos obtidas sdo mostradas abaixo das sequéncias de codificagdo. O sitio de terminagdo da
tradugéo é destacado em amarelo e indicado com um asterisco (*). Os nove residuos de cisteina conservados
estdo destacados em verde. O suposto local de protedlise é destacado com uma caixa vermelha. O local do
sinal de poliadenilacédo de consenso é marcado em azul claro. A sequéncia de microssatélites encontrada esta
sublinhada. Os sitios de ligacdo de miRNA putativos sdo marcados com caixas azuis, e 0s sitios SNP com
circulos vermelhos.

21



Projetando a utilizacdo destas informacdes em programas de selecéo, é
necessario verificar o nivel de polimorfismo deste marcador e sua associagcdo com

caracteristicas de desempenho em populacdoes bases para selecéo.

3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o polimorfismo de microssatélites no gene da Miostatina em uma
populacdo sintética de pacu e verificar a associagdo do polimorfismo com
caracteristicas de desempenho.

3.1 Objetivos especificos

- Estimar parametros populacionais para um marcador microssatélite

localizado no gene da Miostatina em uma populacao sintética de pacus.

- Verificar a associacao do polimorfismo de marcador microssatélite no gene
da Miostatina com o peso corporal e as medidas morfométricas de uma populacao

sintética de pacus.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Formacdao das familias e Obtencéo dos Fendétipos

A populacdo utilizada neste trabalho foi constituida de 292 individuos
pertencentes a 14 familias formadas por 4 fémeas e 14 machos, sendo

aproximadamente 21 peixes por familia.

Essas familias foram geradas a partir da reproducao artificial conforme
protocolo descrito por Criscuolo-Urbinati et al. (2012). Ap6s a reproducdo, 0s
embrides foram alocados em incubadoras conicas de fibra de vidro de 20 litros.
Assim que eclodiram, as larvas foram transferidas para caixas d’agua de 250 litros,

sendo utilizada uma caixa para cada familia.

As familias ficaram acondicionados separadamente nas caixas d’agua até
os alevinos atingirem um peso meédio de 5,0 gramas, quando foram, entéo,

identificados com microchips (Passive Integrated Transponder ou PIT-Tag)
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implantados na cavidade abdominal e transferidos para dois tanques escavados de
concreto de 220mz2 (10x22m), na densidade de 1,6 px/m?, nas instalacdes do Centro
de Aquicultura da Unesp (CAUNESP) na cidade de Jaboticabal, SP. Nessa fase,
os alevinos foram alimentados com dieta comercial extrusada de acordo com a

recomendacao do fabricante para as diferentes fases de vida dos animais.

Apos a transferéncia dos animais para os tanques escavados, procedeu-se
o teste de crescimento, sendo realizadas trés biometrias em diferentes periodos. A
primeira ocorreu cerca de 30 dias ap0s a transferancia dos animais, que foram

pesados (PESO1) e medidos em largura corporal (LC1).

Nessa primeira fase, os animais também foram submetidos a uma coleta de
fragmento das nadadeiras posteriores (cerca de 1 cm?) para extracdo do DNA. Em
seguida, o material foi armazenado em alcool absoluto e estocado no Laboratorio
de Genética em Aquicultura e Conservacao (LaGeAC) no Centro de Aquicultura da
UNESP (CAUNESP), Jaboticabal, SP. Posteriomente o material coletado foi
transferido para o Instituto de Biologia Molecular e Celular da Universidade
Nacional de Rosario da Argentina (UNR), onde foram realizadas as etapas de
extracdo do DNA gendmico, amplificacdo e genotipagem da regido alvo do gene da

Miostatina.

Na segunda biometria, que ocorreu em torno de 60 dias apds a primeira, 0s
animais foram pesados (PESO2) e medidos em largura corporal (LC2) e
comprimento padrao (CP2). Na terceira, que ocorreu 150 dias apds a segunda, 0s

peixes foram pesados (PESO3) e medidos em largura corporal (LC3).

4.2 Extracao e verificagao da integridade do DNA Gendmico

O DNA gendmico do pacu foi extraido utilizando placas de extracdo de forma
simultdnea para um grande numero de amostras e de acordo com o método
descrito por Ivanova (2006). Inicialmente, 5mL de tampéao de lise (100mM NacCl;
50mM Tris-HCI, pH 8,0; 10mM EDTA, pH 8,0; SDS 0,5% (p/v)) que foi misturado
com 0,5mL de Proteinase K (20mg/mL) e 50uL da mistura foi separada em cada
poco da placa (Nunc, Sigma-Aldrich). Um fragmento de nadadeira caudal foi entao
adicionado a cada pogo, em seguida a placa foi coberta e incubada a 55°C por 16

horas.
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Posteriormente, foi centrifugado a 1.500g e 4°C por 15 segundos para
reduzir a condensacao nas tampas, e foram adicionados a cada amostra 100uL de
mistura de ligacao (3M de cloreto de guanidinio; 10mM de EDTA, pH 8,0; 5mM de
Tris-HCI, pH 6,4; 4% (p/v) Triton X-100; 48% (v/v) etanol). A placa foi coberta com
papel autoadesivo, agitada vigorosamente por 15 segundos e centrifugada a 1.000g

e 4°C por 20 segundos.

Na etapa seguinte, o lisado (aprox. 150uL) foi transferido da placa de pogo
profundo para a placa de fibra de vidro (PALL1, Sigma-Aldrich), colocada em uma
placa de poco quadrado. A placa foi selada com papel autoadesivo e centrifugada

a 2.000g e 4°C por 20 minutos para ligar o DNA a membrana.

A primeira lavagem foi entdo realizada, adicionando-se 180uL de tampé&o de
lavagem de proteina (1,56 M de cloreto de guanidinio; 5,2 mM de EDTA, pH 8,0;
2,6 mM de Tris-HCI, pH 6,4; Triton X-100 1 0,04% (p/v); Etanol 67 % (v/v)) para
cada poco da placa e centrifugado a 2.000g e 4°C por 10 minutos. Para a segunda
lavagem, 750 pL de tampéao de lavagem (60% Etanol; 50mM NaCl; 10mM Tris-HCI,
pH 7,4; 0,5mM EDTA, pH 8,0) foram adicionados a cada poco, coberto com papel

autoadesivo e centrifugado a 2.000g e 4°C por 5 minutos.

A placa foi entdo descoberta e incubada a 55°C por 30 minutos para
evaporar o etanol residual. Por fim, a placa de fibra de vidro foi colocada em uma
placa coletora, onde foram adicionados 50 pL de agua destilada e incubada em
temperatura ambiente por 1 minuto. As placas foram seladas e centrifugadas a

2.000g e 4°C por 20 minutos. A placa coletora foi coberta e armazenada a -20°C.

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%,
sua concentracdo foi medida por espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis (em A=
260nm/280nm) em espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EUA) e

a razéo de absorbancia 260nm/280nm foi medida para verificar sua qualidade.

4.3 Amplificagdo e Genotipagem da Regido Alvo do Gene da Miostatina

Os primers (Fw: 5'GCAAGCTTAAATTACGGCATTC3 e Rwv:
5'GACATTTGTTTGCTTCGATGACS3') projetados por Diaz (2016) foram utilizados
para a amplificacdo da regido do microssatélite. O primer Fw foi marcado com

fluorescéncia.
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As condicdes de amplificacdo por PCR foram realizadas por termocicladores
“Verity 96-Well Thermal Cycler” (Applied Biosystems Inc.) e Gene Amp PCR
System 2400 (Perkin EImer, EEUU), utilizando o ciclo térmico geral: desnaturacao
inicial a 95 °C por 1 minuto, 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 30 segundos
e 72 °C durante 30 segundos, com uma extenséo final a 72 °C durante 10 minutos.
A mistura da reagado de PCR de 20 pl incluiu 2 ul de solucédo tampéo de PCR 10X
[200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI], 0,4 pl do primer (10 uM), 0,2 mM dNTP,
1 U de Taq polimerase (Invitrogen, Carslbad, EUA), 50 ng DNA e 2,5 mM de MgClz.

A genotipagem foi realizada pelo método de sequenciamento
semiautomatico por meio de eletroforese capilar em equipamento ABI 3500
(Applied Biosystems). Os dados foram analisados usando o software Genemapper
(Applyed Biosystem), mostrando diferentes alelos que diferiram no comprimento da

sequéncia do microssatélite.

4.4 Andlises Populacionais e Estudo de Associagao

As frequéncias alélicas e genotipicas, as heterozigosidades observada (Ho)
e esperada (He) e a probabilidade de equilibrio de Hardy-Weinberg (PHW) foram
estimadas para o marcador microssatélite na populacédo estudada pelo programa
HW Quick-check (Kalinowski, 2006). O programa Cervus 3.0.7 (KALINOWSKI;
TAPER; MARSHALL, 2007) foi utilizado para estimar a frequéncia de alelos nulos

(An) e o conteudo de informacéo polimorfica (PIC).

O programa FSTAT (version 2.2.3; GOUDET, 1995) foi utilizado para calcular
coeficiente de endogamia (Fis), nUmero de alelos (A), estimativas de riqueza alélica
(Ar) e de diversidade génica (hs) (NEI, 1987). O software MICRO-CHECKER VAN
OOSTERHOUT (2004) foi utilizado para inferir causas de algum desvio de

Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) em razéo de alelos nulos.

As associacdes do marcador STR-Miostatina com as caracteristicas
avaliadas foram verificadas por meio de modelos lineares considerando os alelos
ou genadtipos como tratamentos. Os tanques de crescimento também foram

considerados no modelo:

Yik =M+ Ai + Tj + eik
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Yijk = observacao que recebeu o tratamento (i) no tanque (j) na repeticao (k);

K = média geral do experimento;

Ai (Alelo) e/ou Gi (Gendtipo) = efeito do tratamento (i);

Tj = efeito do tanque (j=1 e 2);

e@) = erro da observacgéo que recebeu o tratamento (i) no tanque (j) na repeticdo
(k).

Para (i) e (j) os tratamentos foram desbalanceados, e os efeitos considerados fixos.

O efeito da idade n&o foi inserido no modelo porque os animais foram

gerados no mesmo periodo e, portanto, possuem a mesma idade.

Para consisténcia da base de dados, foram realizadas analises visuais,
sendo a fung&o boxcox — codificada como bc () do pacote MASS — utilizada para
corrigir problemas de normalidade ao se calcular a verossimilhanca perfilhada, que

maximiza o parametro lambda (Box & Cox, 1964).

O ordenamento dos alelos e gendtipos pela média dos pesos e medidas
morfométricas dos animais foi conduzido para as caracteristicas com associa¢ao

significativa com o polimorfismo do loco STR do gene da Miostatina.

5 RESULTADOS
Os animais das 14 familias foram avaliados até um peso médio de 711,27 +

283,459, com familias variando com médias de 543,57+169,18 g (F13) até
1021,17+377,77 g (F5) (Tabela 1).

Tabela 1- Média das caracteristicas (+ desvio padrdo) e numero de individuos por

familia.
MEDIA DAS CARACTERISTICAS POR FAMILIA
Familia PESO1 PESO2 CP2 LC2 PESO3 LC3
F1 12,93+3,54 37,26+11,59 10,55+1,21 3,24+0,38  708,88+168,40 26,67+17,58
F3 16,39+3,53 40,86+10,36 11,08+1,18 3,41+0,40 718,18+178,65 18,86+16,57
F4 12,61+2,60 57,39+19,75 12,19+1,49 3,87+0,48  749,41+399,90 18,40+15,10
F5 17,28+7,76 52,57+20,12 11,83+1,62 3,75+0,54 1021,17+377,77 19,57+17,81
F6 20,86+8,04 33,68+14,85 10,09+1,65 3,13+0,46  831,25+229,08 19,40+17,79
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F7 16,17+7,71 42,41+13,39 11,05+1,19 3,60+0,46  905,45+514,24 12,32+12,37

F8 18,44+7,18 56,10+22,45 12,15+1,78 3,94+0,50 853,00+231,13 14,09+15,25

F9 15,96+5,83 29,30+13,18 9,58+1,45  3,22+0,41  553,33+169,60 18,22+16,27
F10 17,87+45,41 38,54+19,80 10,40+1,76 3,33+0,54  646,92+211,08 21,84+17,43
F11 17,90+6,97 28,35+8,26  9,53+1,16  2,97+0,35 593,33+279,94 18,87+17,46
F12 15,20+7,32 34,17+16,60 10,07+1,57 3,19+0,44  655,45+198,41 21,99+17,02
F13 13,66+2,51 38,15+9,32 10,56+0,81 3,36+0,21  543,57+169,18 14,59+15,14
F14 15,86+3,90 24,06+5,58 8,87+0,78 2,88+0,15 596,66+246,95 14,78+16,53
F15 16,91+5,69 33,91+9,80 10,09+1,09 3,28+0,34  581,11+173,59 20,58+15,65
Media 16,29 39,05 10,57 3,37 711,27 18,58
Geral

NUMERO DE INDIVIDUOS MENSURADOS PARA CADA CARACTERISTICA
Familia PESO1 PESO2 CP2 LC2 PESO3 LC3

F1 9 15 15 15 9 9

F3 11 16 16 16 11 11

F4 17 17 17 17 17 17

F5 20 22 22 22 17 17

F6 17 17 17 17 16 16

F7 16 16 16 16 11 11

F8 14 16 16 16 10 10

F9 16 18 18 18 15 15

F10 14 22 22 22 13 13

F11 13 14 14 14 12 12

F12 12 17 17 17 11 11

F13 15 18 18 18 14 14

F14 7 7 7 7 6 6

F15 10 17 17 17 9 9

Total de 191 232 232 232 171 171
individuos

Comprimento Padrdo (CP) e Largura Corporal (LC).

Na populacdo avaliada, foi atribuido um total de 8 alelos com um

polimorfismo médio (PIC) de 0,81 e uma diversidade génica (hs) de 0,84. A

frequéncia média de alelos nulos foi de -0,00834. Os indices de heterozigosidade

observado (Ho = 0,84) e esperado (He = 0,84) foram proximos para a populacéo,

indicando um alto grau de polimorfismo.

A populagcdo de pacus nao estava em equilibrio de Hardy-Weinberg, em

contrapartida também néo apresentou uma média alta (-0,00967) no indice de

endogamia (Fis), 0 que pode ser atribuido ao alto ndmero de individuos
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heterozigoéticos. Erros de genotipagem foram descartados devido aos baixos

indices de alelos nulos na populacéo.

Dos 8 alelos identificados (208, 210, 220, 222, 224, 226, 230 e 232), os de
maior frequéncia foram 208 (0,22), 210 (0,20), 226 (0,20), 222 (0,12), 232 (0,12) e
230 (0,09), que, somados, representam 95% da populacdo e refletem em sua

maioria na frequéncia genotipica como observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Frequéncias alélicas e genotipicas das variaveis PESO1, PESO2,
PESO3, CP2, LC2 e LC3 do STR-Miostatina para a espécie pacu.

Frequéncia Alélica
Alelo PESO1 PESO2 PESO3 CP2 LC2 LC3 Média

208 0,20 0,23 0,21 0,23 0,23 0,20 0,22
210 0,19 0,21 0,19 0,21 0,21 0,19 0,20
220 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
222 0,13 0,12 0,11 0,12 0,12 0,11 0,12
224 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02
226 0,21 0,19 0,22 0,19 0,19 0,22 0,20
230 0,09 0,08 0,10 0,08 0,08 0,10 0,09
232 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12

Frequéncia Genotipica
Genétipo PESO1 PESO2 PESO3 CP2 LC2 LC3 Média
208/208 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,04 0,03
210/210 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
222/222 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
226/226 0,10 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,10
208/210 0,16 0,18 0,15 0,18 0,18 0,15 0,17
208/220 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
208/222 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03 0,01 0,02
208/226 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
208/230 0,04 0,00 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
208/232 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
210/220 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03 0,02 0,02
210/222 0,08 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07
210/230 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
210/232 0,11 0,12 0,11 0,12 0,12 0,11 0,11
220/230 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
220/232 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
222/226 0,06 0,05 0,06 0,05 0,05 0,06 0,06
222/230 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
222232 0,03 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03
224226 0,04 0,02 0,04 0,02 0,02 0,04 0,03

28



226/230 0,06 0,05 0,07 0,05 0,05 0,07 0,06

230/232 0,04 0,02 0,04 0,02 0,02 0,04 0,03
Comprimento Padrao (CP) e Largura Corporal (LC).

Foram identificadas 22 combinagfes de gendtipos diferentes na populacao,
sendo 208/210 (0,17), 210/232 (0,11), 226/226 (0,10), 208/226 (0,08), 210/222
(0,07), 222/226 (0,06), 226/230 (0,06) e 208/232 (0,05) os gendtipos mais
frequentes. Para as demais frequéncias, os valores ndo passaram de 0,04 (Tabela
2).

Os modelos lineares apontaram associacao significativa entre os alelos do
STR-Miostatina e todas as caracteristicas avaliadas. Considerando os genotipos
da populacao, ndo foi observada associacao significativa com o PESO 1 (Tabela
3).

Tabela 3 - Estatisticas Fc (F calculado) e valores de probabilidades (p) de
associacdo entre os polimorfismos alélicos e genotipicos de marcadores
microssatélites do gene da Miostatina com varidveis de desempenho de uma

populacédo sintética de pacu P. mesopotamicus.

Variaveis - Alelos - I:CGenotlpos C.V (%)
PESO1 2,18 0,03* 1,19 0,26 36,18
PESO2 2,51 0,005** 4,02 0,000*** 11,42
PESO3 2,04 0,02* 1,75 0,02* 10,52

CP2 2,81 0,005** 4,19 0,000*** 577
LC2 3,39 0,0009*** 4,17 0,000*** 8,17
LC3 3,22 0,000*** 6,52 0,000*** 0

***n<0,0001 **p<0,01; *p<0,05; NS= nao significativo. Comprimento Padrédo (CP) e Largura Corporal
(LC).

As analises realizadas para PESO1 e LC3 indicaram violacbes as pré-
suposi¢cées do modelo, mesmo apds as transformacdes Box-Cox — geralmente,
este tipo de andlise é utilizada para ajustar variancia heteroscedastica e/ou nao
normalidade residual. Quando se realiza a transformacédo de dados Box-Cox,
estabiliza-se a variancia, deixando os dados o mais proximo da distribuicdo normal

e, dessa forma, mais confiaveis. (Box, 1964 e Velasco 2017).
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Dessa forma, mesmo apresentando associacfes significativas com o
polimorfismo alélico e genotipico, optamos por ndo realizar inferéncias sobre estas

caracteristicas ja que os resultados sdo pouco precisos.

Foi realizado o ordenamento dos alelos e gendétipos pela média dos pesos e
das medidas morfométricas dos animais. Os alelos que se destacaram com efeitos
positivos sobre as caracteristicas avaliadas foram: 222, 226 e 230, e os alelos de
efeitos negativos foram: 208, 224 e 232 (Tabela 4).

Com relagdo aos gendtipos, para PESO2, os de efeitos positivos foram:
222/222, 226/230, 226/226, 210/220 e 210/222. E os de efeitos negativos foram:
208/226, 208/232, 220/232, 210/210 e 230/232. Para PESO3, os gendtipos de
efeitos positivos foram: 226/226, 222/222, 220/230, 210/222 e 226/230. E os de
efeitos negativos foram: 208/222, 208/230, 208/208, 222/232 e 220/232. Para CP2,
os de efeitos positivos foram: 222/222, 226/230, 226/226, 210/220 e 210/222. E os
de efeitos negativos foram: 220/232 208/226, 208/232, 210/210 e 230/232. Com
relacdo ao LC2, os de efeitos positivos foram: 222/222, 226/230, 226/226, 210/222
e 208/222. E os de efeitos negativos foram: 208/230, 208/232, 210/210, 224/226 e

230/232, conforme demonstrado na Tabela 5.

Tabela 4 - Médias do peso (g) e das medidas morfométricas e ordenamento () dos
alelos do marcador STR-Miostatina para uma populacdo sintética de pacu P.

mesopotamicus.

MEDIAS DO PESO E DAS MEDIDAS MORFOMETRICAS

Alelos PESO2 PESO3 CP2 LC2
208 35,99 (6) 711,69 (4) 10,32 (6) 3.29 (5)
210 39,57 (4) 72500 (3) 10,73 (4) 3,41 (4)
220 36,92 (5) 624,00 (7) 10,53 (5) 3,28 (6)
222 43,53 (2) 668,33 (6) 11,03 (1) 3,58 (1)
224 32,57 (8) 77857 (2) 9,92 (8) 3,03 (8)
226 44,20 (1) 81559 (1) 11,01 (2) 3,51 (2)
230 41,59 (3) 687,57 (5) 10,81 (3) 3,41 (3)
232 33,43 (7) 587,07 (8) 9,96 (7) 3,20 (7)

Comprimento Padrdo (CP) e Largura Corporal (LC).

Tabela 5 - Médias do peso (g) e das medidas morfométricas e ordenamento () dos
genaotipos do marcador STR-Miostatina para uma populacéo sintética de pacu P.

mesopotamicus.
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MEDIAS DO PESO E DAS MEDIDAS MORFOMETRICAS

GENOTIPO PESO2 PESO3 CP2 LC2
208/208 36,50(12) 543,33(20) 10,32(12) 3,14(16)
210/210 28,95(21) 720(11) 9,48(21) 3,05(20)
222/222 67,59(1) 856,66(2) 12,75(1) 4,07(1)
226/226 52,57(3) 1023,12(1) 11,83(3) 3,75(3)
208/210 40,22(7) 785,76(7) 10,78(9) 3,45(9)
208/220 33,60(14) 645(13) 10,03(14) 3,21(13)
208/222 38,31(10) 580(18) 10,46(10) 3,54(5)
208/226 31,03(18) 787,69(6) 9,76(19) 3,14(17)
208/230 31,70(17) 567,14(19) 9,81(17) 3,08(18)
208/232 30,92(19) 666,25(12) 9,70(20) 3,08(19)
210/220 46,36(4) 750(9) 11,61(4) 3,46(8)
210/222 44.84(5) 801,81(4) 11,31(5) 3,62(4)
210/230 39,94(8) 723,33(10) 11,18(6) 3,41(10)
210/232 34,82(13) 583,16(17) 10,13(13) 3,26(12)
220/230 31,91(16) 810,00(3) 9,89(16) 3,16(15)
220/232 29,59(20) 472,50(22) 9,80(18) 3,18(14)
222/226 36,65(11) 594,54(16) 10,38(11) 3,40(11)
222/230 38,85(9) 605(15) 11,07(7) 3,51(7)
222/232 44,00(6) 492,50(21) 10,96(8) 3,53 (6)
224/226 32,57(15) 778,57(8) 9,92(15) 3,03(21)
226/230 62,52(2) 793,33(5) 12,63(2) 4,00(2)
230/232 23,06(22) 633,33(14) 8,63(22) 2,82(22)

Comprimento Padrdo (CP) e Largura Corporal (LC).

As correlages entre os ordenamentos dos alelos das variaveis analisadas
sdo apresentadas na Tabela 6. As correlacdes foram altas entre as caracteristicas
medidas na segunda biometria, PESO2 e CP2 (0,98), entre PESO2 e LC2 (0,95) e
entre CP2 e LC2 (0,98), porém essas caracteristicas da segunda biometria
demonstraram baixa correlacdo com a analise da terceira biometria, PESO3 e
PESO2 (0,21), PESO3 e CP2 (0,095), PESO3 e LC2 (0,17), entdo sugere-se que
os alelos podem ndo ser constantes na sua funcionalidade ou expressdo em

determinada caracteristica de acordo com diferentes fases da vida de um individuo.

Tabela 6 — Correlacdo de Pearson entre os ordenamentos dos alelos para as
caracteristicas PESO2, PESO3, CP2 e LC2 (abaixo da diagonal) e nivel de

significAncia (acima da diagonal) entre as caracteristicas.

PESO2

PESO3

CP2

LC2

PESO2

1

NS

*k%

*k%k



PESO3 0,21 1 NS NS
CP2 0,98 0,095 1 ol
LC2 0,95 0,17 0,98 1
***p<0,0001 **p<0,01; *p<0,05; NS= ndo significativo

As correlagbes entre o ordenamento dos genotipos para as variaveis
analisadas sao apresentadas na Tabela 7. As correlacdes foram altas entre as
caracteristicas medidas na segunda biometria, PESO2 e CP2 (0,99), entre PESO2
e LC2 (0,92) e entre CP2 e LC2 (0,92), porém essas caracteristicas da segunda
biometria demonstraram baixa correlagdo com a analise da terceira biometria,
PESO2 e PESO3 (0,40), PESO3 e CP2 (0,38), e PESO3 e LC2 (0,30).

Sugere-se que neste caso 0s gendétipos podem nado ser constantes na sua
funcionalidade ou expressdo em determinada caracteristica de acordo com
diferentes fases da vida de um individuo. No geral as andlises realizadas entre o
ordenamento dos alelos e gendtipos evidenciaram diferenca entre a segunda e a

terceira biometria.

Tabela 7 - Correlacdo de Pearson entre os ordenamentos dos genétipos para as
caracteristicas PESO2, PESO3, CP2 e LC2 (abaixo da diagonal) e nivel de

significancia (acima da diagonal) entre as caracteristicas.

PESO2 PESO3 CP2 LC2

PESOZ 1 * *k%k *k%k
PESO3 0,40 1 * NS
CP2 0,99 0,38 1 FrE
LC2 0,92 0,30 0,92 1

***p<0,0001 **p<0,01; *p<0,05; NS= nao significativo

6 DISCUSSAO

Os parametros populacionais sdo importantes para o presente estudo, pois
possibilitam verificar a distribuicdo alélica e genotipica da populacdo bem como a
apuracao da existéncia de possiveis fenbmenos relacionados a estrutura genética
das familias. Conforme as estimativas, pode-se afirmar que a populacdo avaliada
pOSsui uma estrutura geneética propicia para estudos de associac¢do, pois apresenta

um bom nivel de diversidade génica e um valor de heterozigozidade bastante alto.
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Em um estudo conduzido por Diaz (2016), utilizando-se microssatélites do
gene da Miostatina em pacus, verificou-se um total de oito alelos, uma
heterozigosidade de Ho 0,88 e He 0,75, e um valor de Fis -0,0874. Neste estudo, os
autores também afirmam que os parametros populacionais demonstram uma boa
diversidade genética para o marcador do gene da Miostatina na populacao

estudada.

Os modelos estatisticos utilizados apontaram associacao significativa entre
o STR—Miostatina e a maioria das caracteristicas analisadas. O modelo em questéo
foi similar ao utilizado por Dias et al. (2019) e Jaser et al. (2017), que observaram
associacao significativa entre marcadores (STR e SNP) na regido promotora do

gene do GH e caracteristicas de desempenho de tilapias.

A presenca de polimorfismos no gene da Miostatina e sua associagdo com
caracteristicas de desempenho ja foram verificadas em estudos envolvendo

diferentes espécies terrestres, como equinos, ovinos, suinos e aves.

Em estudos com suinos (Guimaraes et al.,, 2007), identificaram-se
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) na regido promotora do gene da
Miostatina. A determinacdo da expressdo génica foi obtida por PCR
semiquantitativa em tempo real. Neste estudo, foram encontradas associa¢cées com
caracteristicas de crescimento e qualidade da carne em duas populacbes

comerciais.

Em pesquisas realizadas com ovinos, De Azevedo (2017) buscou identificar
polimorfismos no gene da Miostatina e verificar o efeito sobre as caracteristicas de
carcaca. Como resultado, encontraram-se polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs) na regiao 3'UTR do gene da Miostatina, por meio da técnica PCR
semiquantitativa (PCR-RFLP) e associacdes estatisticas com peso carcaca fria

(PCF), espessura de gordura de cobertura (EGC) e rendimento de carcaca quente
(RCQ).

Com um estudo similar também com ovinos, Sahu et al. (2017), identificaram
um maracador SNP na regido do éxon 3 do gene da Miostatina, que foi confirmado

por sequenciamento. Concluiu-se que houve associagao significativa com o peso

corporal.
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Analisando equinos (Dall’olio et al., 2012), identificaram-se polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) na regido promotora do gene da Miostatina e no primeiro
intron. A metodologia utilizada foi PCR semiquantitativa, na qual os autores
encontraram associacfes estatisticas para caracteristicas morfologicas. Os
resultados indicaram que os polimorfismos estdo associados a caracteristicas de
interesse como, por exemplo, circunferéncia do osso do canhdo, pernas e teor de

musculo.

Estudando aves de corte, Bhattacharya et al. (2013) identificaram
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) na regido codificadora do gene da
Miostatina por meio da técnica (PCR-RFLP). Concluiu-se que o gene da Miostatina
foi polimérfico e teve associacao significativa nas caracteristicas de crescimento

em frangos de corte.

Também foram verificadas a associacéo e a presenca de polimorfismos no
gene da Miostatina com caracteristicas de desempenho em moluscos bivalves

(ostras, mexilhdes e vieiras) e em crustaceos (camarao).

Em um estudo com mexilhdes, a partir de uma sequéncia para o gene da
Miostatina de 3.528 pares de bases (pb) — 161 pb de 5' UTR, 2.110 pb de 3' UTR —
, utilizando-se marcadores SNP e técnica de amplificacdo rapida de extremidades
de cDNA (RACE), foram detectados 28 SNPs na regido nao codificante 3' UTR e 9
SNPs na regido de codificacdo (Nufiez-acufa et al., 2014).

Nesse estudo, ndo foi testada a associacdo com caracteristicas de
desempenho, porém os autores sugeriram que os resultados obtidos séo propicios

oas este tipo de estudo.

Em estudos envolvendo vieiras, (Fan et al, (2017) identificaram seis
marcadores SNPs na regido promotora do gene da Miostatina. A analise de
associacdo demonstrou efeitos significativos na massa corporal, massa de tecidos
moles e massa muscular adutora. Os autores concluem que esses resultados

podem ser usados para embasar outros estudos com o gene.

Estudando camardes, Wang et al, (2021), identificaram 17 SNPs que
apresentavam polimorfismo alélico, sendo seis loci SNP na regido do intron e 11

loci SNP na regido do éxon. A analise de associagao revelou que dois loci SNP —
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um g. Mstn220 (localizado no intron) e um g. Mstn567 (localizado no éxon 2) —

foram associados ao peso e comprimento corporal.

Em relacdo aos peixes, foram encontradas associagdes significativas entre
marcadores do gene da Miostatina e o desempenho nas espécies Verasper
variegatus, Oncorhynchus mykiss, Salmo salar, Aristichthys nobilis e Takifugu

rubripes.

Estudando-se Verasper variegatus (Li et al., 2012), identificaram-se na
sequéncia genbmica de 3078 pb trés éxons, dois introns e uma sequéncia
promotora. Uma avaliacdo primaria da variabilidade da sequéncia revelou que
existiam cinco polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) na regido promotora. Foi
também identificada uma forte associagdo com caracteristicas de crescimento

(comprimento corporal, profundidade corporal e massa total).

Em pesquisas relacionadas a carpas, (Aristichthys nobilis) utilizando-se
como referéncia a sequéncia do gene da MSTN de 3.769 pb, que consistia em trés
éxons e dois introns, identificaram-se dois polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs); um no intron 2 e outro na regido 3' UTR. A analise de associacao
mostrou que os marcadores foram significativamente associados ao comprimento

total, comprimento corporal e peso corporal (Liu et al., 2012).

Analisando salmbes (Salmo salar), Pefazola et al. (2013)
identificaram marcadores SNPs na regido flanqueadora 5' do gene da miostatina,
sendo que um deles (g.1086C > T) teve associacdo significativa com as
caracteristicas Peso (kg), Peso Eviscerado (kg), Peso Decapitado (kg) e Peso do
Filé (kg). Os autores ainda discutem que, embora o SNP expligue uma pequena
porcentagem da variancia, os resultados indicam que uma variacdo na regiao
flanqueadora 5' do gene da Miostatina estd associada a regulacdo genética do

crescimento em salméo do Atlantico.

Estudando-se baiacus (Takifugu rubripes), Wang et al. (2014) identificou
dois SNPs, sendo um na regido do éxon 2 e outro no intron 2 do gene da Miostatina.
A determinacdo da expressao génica foi obtida por (PCR-SSCP), e a analise de
associagdo com caracteristicas de crescimento foi significativa para as massas

corporais, comprimento e altura corporal.
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Estudando trutas (Oncorhynchus mykiss), Nazari et al. (2016) identificaram
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nas regides do intron 1 e 2 do gene da
Miostatina. O método utilizado para a realizacdo da genotipagem foi PCR (PCR-
SSCP). Apenas um dos SNPs (g.1904C > A) apresentou associagdo com O

comprimento e com o peso corporal aos 90 e 150 dias de idade.

No presente estudo, foi verificada a presenca do polimorfismo na
extremidade 3' UTR do éxon 3 do gene da Miostatina. Em um trabalho realizado
em ovelhas, foi descrita uma mutacdo no gene da Miostatina, o qual gerou
alteragdes na sequéncia da regido 3’'UTR do gene, produzindo mudancas no sitio
de ligacdo no miRNA (miRNA-1 e miRNA206) e levando ao crescimento exagerado
da musculatura (Clopp et al. 2006). Posteriormente, estudos de polimorfismos
genéticos confirmaram alteracdes no sitio de ligagdo para miRNA (Zhou et al.
2010).

A acdo da Miostatina € regulada por varios miRNAs, como miR-208a, miR-
27b, miR-499, miR-1 e miR-206 (Clop et al., 2006; Callis et al., 2009; Allen e Loh,
2011; Zhang et al., 2012; Huang et al., 2012; Yang et al., 2014). Os miRNAs séo
pequenas moléculas (19-23pb) que regulam a expressao génica por meio de sua
ligacdo aos mMRNAs (Kosik 2010; Diaz, 2016). Fazem parte de uma classe de RNAs
ndo codificantes, que estdo envolvidos no silenciamento de genes poés-
transcricionais (Ge et al., 2020), pois nhormalmente inibem a tradu¢do ou promovem
a degradacao dos mRNAs ligando-se a 3'UTR ou CDS (coding DNA sequence) que
os regula (Bartel, 2004; Hausser et al., 2013; Ge et al., 2020).

Os miRNAs que séo especificamente expressos no musculo sdo chamados
de myomiRs (Sweetman et al., 2008; Rooij et al., 2009; Soares, 2011; Ge et al.,
2020) e incluem miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-208a, miR-208b, miR-
486 e miR- 499 (McCarthy et al., 2008; Soares, 2011; Ma et al., 2015; Horak et al.,
2016). A alta expressao de miR-1/206 no musculo inibe o nivel de transcricdo da

Miostatina, contribuindo para a hipertrofia muscular (Clop et al., 2006).

Tais myomiRs estdo envolvidos em diversos processos da fisiologia
muscular, incluindo a miogénese e o estabelecimento do tipo de fibra e regeneracao

muscular (Soares, 2011). Além disso, a desregulagédo da expressdo de miRNAs
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estd associada a doencas musculares (Yuasa et al., 2008; Liu et al., 2012;

Zacharewicz et al., 2013).

As mutagdes nas regides 3’'UTR ocorrem quando os miRNAs exercem a
funcao de regular a expressao génica por meio de ligagdo aos RNAs mensageiros
MRNAs (Diaz, 2016). Este evento de ligacdo resulta na inibicdo da traducéo e
diferenciacéo de células musculares (Clop et al. 2006; Chen et al. 2015; Townley-
Tilson et al. 2010; Lim et al. 2010; Guo et al. 2010) e desestabilizacdo de mRNA
(Giraldez et al. 2010).

Neste trabalho, a associacdo entre os polimorfismos alélicos e genotipicos
de marcadores microssatélites do gene da Miostatina demonstraram um efeito
significativo, no entanto, mesmo que a associa¢cdo tenha sido comprovada, &

necessario hipotetizar quais processos bioldgicos podem explicar essa associacao.

Em seus estudos De Azevedo (2017) sugere que alteragces no marcador
encontrado gera um sitio de ligacdo para miRNAs, como, por exemplo, os miR-1 e
miR-206, que sdo altamente expressos nos musculos esqueléticos. Bartel (2004)
afirma que o surgimento de alteragbes no comprimento do marcador pode
influenciar de forma negativa ou positiva a ligacdo dos miRNAs, pois pode
desencadear uma inibicdo na expressado do gene reprimindo a traducdo do RNA

alvo.

Na prética, isso foi observado para os alelos de melhor efeito nas faixas de
amplitude de 210pb, 222pb, 226pb e 230pb. Conforme essa faixa se aproximava
das extremidades, os efeitos negativos ficavam mais evidentes para 208pb e
232pb. Apesar dessa constatacéo, os alelos com efeitos positivos tendem a inibir
os alelos com efeitos negativos quando associados.

De maneira geral, os genotipos de melhor efeito foram: 222/222, 226/230 e
226/226. Nesses casos, percebe-se uma influéncia dos alelos 222 e 226, que
inibiram o alelo 230 - que esta mais préximo da extremidade. Para os genoétipos de
efeitos negativos, observou-se uma queda no ordenamento daqueles que
continham os alelos 208 e 232 que contribuem negativamente para 0s genotipos
230/232, 220/232 e 208/232.

Alguns gendétipos que ndo apresentavam alelos com efeito negativo (208pb

e 232pb), como, por exemplo, os 210/210 e 224/226, posicionaram-se de forma
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ruim no ordenamento. Isso ndo era esperado, porém tal fato pode estar associado
a um efeito ambiental residual negativo sobre os animais com esse genaotipo, como
o periodo em que 0s peixes ficaram estocados nas caixas d’agua antes de serem

identificados e transferidos para os tanques de avaliacao.

As correlacdes entre o ordenamento dos alelos e genoétipos evidenciaram
diferenca entre a segunda e a terceira biometria. Pode-se entender esse resultado
de duas formas: os alelos podem n&o ser constantes na sua funcionalidade ou
expressdo em determinada caracteristica para as diferentes fases da vida de um
individuo, ou, no momento da segunda biometria, ainda existia um efeito residual

do periodo em que as familias permaneceram nas caixas de alevinagem.

Estudos de associacao genética tém como objetivo identificar loci génicos
que contenham envolvimento com caracteristicas de interesse. Uma vez provada e
explicada a associacdo das caracteristicas avaliadas, 0 passo seguinte € verificar
a possibilidade de se utilizar essas informacdes em programas de melhoramento

genético.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Foi constatado, na populacdo estudada, polimorfismo do marcador
microssatélite nas extremidades 3’'UTR do gene da Miostatina, e esse polimorfismo
esta associado com o peso corporal e com as medidas morfométricas dos animais

avaliados.

As alteracdes nas conformacdes do gene da Miostatina resultam em efeitos
positivos e/ou negativos, onde se observou que os alelos nas faixas de 210pb,
222pb, 226pb e 230pb apresentam um efeito positivo, mesmo quando associados
com alelos de efeito negativo — conforme essa faixa de amplitude aproxima-se das

extremidades 208pb e 232pb, os alelos resultam em efeitos negativos.

Os resultados gerados neste tabalho sdo de grande importancia, pois podem
colaborar para o desenvolvimento de programas de melhoramento genético de uma
espécie nativa promissora, o pacu P.mesopotamicus. As informac¢des moleculares
produzidas podem ser incorporadas em modelos de predicdo genética, o que
implica em estimativas mais acuradas e, conseguentemente, maiores ganhos

genéticos por selecao.
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