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Resumo

Diversas espécies de peixes de importancia na aquicultura mundial possuem 0sSso0s
intermusculares (IBs) ou espinhas, como sé&o popularmente conhecidos. Esses IBs sdo uma
caracteristica comercialmente indesejavel por reduzir a palatabilidade dos peixes, sendo
necessaria sua remocao para a producao do filé, o que resulta em impactos econémicos e
de frescor do produto. O tambaqui, Colossoma macropomum, € uma espécie dulcicola
neotropical da ordem Characiformes que apresenta grande potencial para a aquicultura,
mas que, no entanto, possui a desvantagem de gerar os IBs. Recentemente, numa
populacdo cultivada de tambaqui, foram reportados individuos com auséncia de IBs,
sugerindo que variantes genéticas e/ou epigenéticas estejam associadas a geracao do
fendtipo mutante. O objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos moleculares
associados a formacédo dos ossos intermusculares, de modo a contribuir para a geracao de
animais com maior valor econémico agregado. Para isso foi analisada a expresséo de genes
codificadores e genes ndo codificadores associados as vias de formacédo dos IBs, além da
caracterizacdo temporal de formagéo dos IBs durante o desenvolvimento. Com base na
literatura, foram inicialmente selecionados para estudo trés genes candidatos a atuacao nas
vias de ossificagdo intramembranosa: bmp4, runx2 e mstn. Estes foram avaliados na F1
guanto a expressdo no intervalo de crescimento que compreende desde o inicio até a
completa formagé&o dos IBs, nos comprimentos 18, 20, 23 e 26mm. Inicialmente foi realizada
a desova com as matrizes que apresentaram o fenotipo mutante desejado (sem IBs) e um
grupo controle (com IBs), seguido do cultivo dos alevinos e monitoramento dos mesmos
para determinacdo do momento de inicio da ossificagdo dos IBs ou verificacdo de auséncia
destes. Posteriormente foi realizada a coleta de tecidos da regido proxima ao pedunculo
caudal seguida da extracéo de RNA e sintese de cDNA desses individuos para subsequente
andlise de perfis de expressao génica por gPCR. Concomitantemente, foi realizada a fixagédo
e diafanizacdo de alevinos em diferentes fases do desenvolvimento para a caracterizacao
morfolégica dos IBs. O RNA total foi isolado das matrizes mutante e controle para
sequenciamento em larga escala de miRNAs (miRNA-Seq). Como resultados verificou-se
gue os IBs no tambaqui sdo formados a partir de 15 mm de comprimento total, anterior ao
previamente reportado para outros teledsteos. A analise comparativa de expressao do bmp4
revelou diferenca significativa entre mutantes e controle, havendo uma diminuicdo na
expressao na F1 dos grupos mutantes, principalmente nos comprimentos considerados de
ativa mineralizacdo 6ssea (i.e., 20 e 23mm). O runx2b também apresentou diferenca
significativa entre mutantes e controle, porém o pico de diminuicdo de expresséo ocorreu
nos animais com 20mm de comprimento. Por outro lado, a mstn apresentou, um aumento
significativo de expressdo nos mutantes sem IBs na comparagdo aos animais controle,
sugerindo possivel envolvimento desses genes nas vias associadas a formacao dos IBs. O
miRNA-seq revelou a expressdo de miRNAs importantes para a regulacdo de vias de
formacdo Ossea, incluindo os atuantes na regulacdo dos trés genes codificantes alvo
analisados, além da deteccdo de novos miRNAs exclusivamente expressos apenas nos
tambaquis mutantes sem IBs. Este é um dos primeiros estudos onde avaliou-se a expressao
de genes envolvidos na formacao 6ssea em espécie de peixe neotropical, cujos espécimes
foram obtidos pelo acasalamento de matrizes mutantes sem IBs. Adicionalmente trata-se da
primeira analise do microRNAoma completo para investigacdo do fendtipo mutante sem
0ssos intermusculares. Esses dados inéditos gerados fornecem subsidios para trabalhos
futuros visando a producéo de linhagens de tambaqui sem IBs, com grande potencial para
melhoria de produtividade na aquicultura.



Abstract

Several species of fish with importance in aquaculture worldwide have intermuscular bones
(IBs) or spines, as they are popularly known. These IBs are a commercially undesirable
characteristic because they reduce the palatability of the fish, requiring their removal for
production of the fillet, which results in economic and freshness impacts of the product.
Tambaqui, Colossoma macropomum, is a neotropical sweet species of the order
Characiformes that has great potential for aquaculture, but which has the disadvantage of
generating IBs. Recently, in a cultivated population of tambaqui, individuals with absence of
IBs have been reported, suggesting that genetic and/or epigenetic variants are associated
with the generation of the mutant phenotype. The objective of this work was to investigate
the molecular mechanisms associated with the formation of intermuscular bones, in order to
contribute to the generation of animals with greater added economic value. For this purpose,
the expression of coding genes and non-coding genes associated with the pathways of IBs
formation was analyzed, in addition to the temporal characterization of the formation of IBs
during development. Based on the literature, three candidate genes were initially selected for
study in the intramembranous ossification pathways: bmp4, runx2 and mstn. These were
evaluated for expression in the growth interval that comprises from the beginning until the
complete formation of the IBs, in lengths 18,20,23 and 26mm. Initially, the spawning was
carried out with the matrices that present the desired mutant phenotype (without IBs) and a
control group (with IBs), followed by the cultivation of fingerlings and their monitoring to
determine the time of ossification beginning of the IBs or absence of these. Subsequently,
tissue was collected from the region close to the caudal peduncle followed by RNA extraction
and cDNA synthesis of these individuals for subsequent analysis of gene expression profiles
by gPCR. Concomitantly, the fixation and diaphanization of fingerlings at different stages of
development was carried out for the morphological characterization of IBs. The total RNA
was isolated from the mutant and control matrices for large-scale sequencing of miRNAs
(miRNA-Seq). As a result, it was found that the IBs in tambaqui are formed from a total
length of 15 mm, prior to previously reported. The comparative analysis of bmp4 expression
revealed a significant difference between mutants and control, with a decrease in the
expression of the mutante groups, mainly in the lengths considered to be active bone
mineralization (i.e., 20 and 23mm). Runx2b also showed a significant difference between
mutants and control, but the peak of decreased expression occurred in animals with 20mm in
length. On the other hand, mstn showed a significant increase in expression in mutants
without IBs compared to control animals, suggesting possible involvement of these genes in
the pathways associated with the formation of IBS. MiRNA-seq revealed the expression of
mMiRNAs important for the regulation of bone formation pathways, and others potentially
active in the regulation of the three coding genes analyzed in RT-gPCR, in addition to the
detection of new miRNAs exclusively expressed only in mutant tambaquis without I1Bs. This
is the first study to evaluate the expression of genes involved in bone formation in neotropical
species, whose pecimens originated from the mating of mutant matrices without IBs.
Additionally, it is the first analysis of the complete microRNAoma to investigate the mutant
phenotype without intermuscular bones. These unprecedented data provide subsidies for
future work to produce tambaqui strains without IBs, with great potential for improving
productivity in aquaculture.
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1. INTRODUCAO

1.1 A piscicultura no cenario econdémico Brasileiro

A piscicultura € um dos destaques da economia brasileira, com producédo de
758 mil toneladas no ano de 2019, aumento de 4,9% em relagdo ao ano anterior.
Segundo a Associacao Brasileira de Piscicultura, a producao gerou uma receita de 5
bilhdes de reais, criando aproximadamente 1 milhdo de empregos diretos e indiretos
ao longo de toda a cadeia produtiva, e segue se destacando no mercado nacional e
internacional (Peixe BR, 2019).

A Dpiscicultura também promoveu um grande impacto no comeércio
internacional do Brasil. Quando analisados os dados de exportagdes, a piscicultura
teve um crescimento de 33% sO na primeira metade deste ano. Os dados
divulgados sdo animadores principalmente do ponto de vista econémico é o que
revela a a segunda edicédo trimestral de 2020 do informativo sobre comércio exterior
da piscicultura realizados pela Embrapa-TO junto com a Associacao Brasileira da
Piscicultura (Peixe BR) utilizando dados fornecidos pelo Comex stat, portal ligado ao
Ministério da Economia, (Portal EMBRAPA-TO, 2020).

No ultimo ano, além do crescimento na producéo, houve também um aumento
nas exportacbes de produtos derivados e do filé congelado, principais produtos de
comércio. Dentre os paises que mais importam produtos derivados da piscicultura
brasileira, destacam-se os EUA, em primeiro lugar, seguidos do Chile e China.
Juntos esses paises sao responsaveis pela importacdo de dois tercos de toda
producdo aquicola brasileira (Embrapa-TO, 2019). O tambaqui ocupa o terceiro lugar
como espécie mais exportada entre os meses de janeiro e julho de 2020, mostrando
seu alto potencial econdmico também no cenario internacional (Embrapa-TO, 2020).

Dentre as espécies cultivadas, destacam-se a tilapia nilética e suas
variedades, que representam 57% da producdo total do pais, seguida dos
curimbatas. Dentre 0s peixes nativos, que representam cerca de 38% da producao
nacional, destacam-se o tambaqui (Colossoma macropomum) terceira espécie mais

produzida no pais (IBGE,2020), e seus hibridos, tambacu e tambatinga, seguidos
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por outras espécies com um percentual de producdo em torno dos 5% (Peixe BR,
2019).

Os maiores produtores de tambaqui atualmente estdo na regido brasileira
conhecida por Amazoénia Legal, regido banhada pela bacia Amazénica. O Estado de
Rondobnia se destaca pela maior produgdo nacional, seguido pelo Mato Grosso
(centro-oeste) e Maranhéo, representante da regidao nordeste e Amazonia; juntos
esses estados representam mais de 60% da producdo nacional dessa espécie
(IBGE,2019).

1.2 Caracteristicas gerais do Tambaqui (Colossoma macropomum)

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) é uma espécie onivora
pertencente a ordem dos Characiformes, que inclui diversos peixes de interesse
comercial. Esta espécie dulcicola nativa da regido norte apresenta uma ampla
distribuicdo na América do Sul e em toda a regido conhecida como Amazoénia legal,
sendo também encontrado nos rios do centro-oeste e nordeste do Brasil. Pode
chegar a 90cm de comprimento e pesar até 30kg, sendo considerado o segundo
maior peixe de escamas da América do sul, ficando atras apenas do pirarucu
(Arapaima gigas) (Santos et al., 2013).

O tambaqui apresenta um corpo considerado romboide e volumoso com a
musculatura bem desenvolvida desde o dorso até a cauda, (Araudjo-Lima e
Gouldinng, 1998). Possui nadadeira caudal bifurcada e nadadeira anal bem
desenvolvida, com cabeca relativamente pequena em relagdo ao corpo; a boca
possuiu labios bem desenvolvidos e com presenca de dentes fortes e resistentes
capaz de triturar sementes e frutas (Aradjo-Lima e Gouldinng, 1998, Santos et al.,
2006).

Embora exiba usualmente coloracdo parda na regido dorsal e manchas
escuras na parte ventral do corpo, sua coloracdo pode variar de acordo com o
ambiente. Em &guas mais claras o tambaqui pode apresentar coloracdo verde oliva,
como acontece na regido banhada pelo rio Madeira. Ja em aguas mais escuras
como as do rio Negro, o peixe pode ser observado com uma cor mais escura, e
ainda em rios de aguas brancas ou barrentas, como na regido do rio Amazonas, 0S
tambaquis tendem a exibir uma coloragcdo amarelada (Baldisseroto; Gomes, 2005;
Santos et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Exemplares de tambaqui exibindo a variabilidade nos padrdes de coloracéo
corporea existentes na espécie. (a) coloracdo caracteristica de animais que habitam aguas
mais claras; (b) coloracdo caracteristica de animais que habitam aguas mais escuras; (c)
coloracéo tipica de animais que habitam 4guas brancas ou barrentas.

O tambaqui possui uma alta popularidade devido as suas caracteristicas
zootécnicas favoraveis, como rapido crescimento, alta adaptabilidade (o que facilita
a producdo de alevinos e a engorda), rusticidade, tolerancia as variacdes de
temperaturas dos sistemas de culivo e ao manuseio, e facilidade de
comercializacdo gracas ao elevado valor econémico de sua carne (Penna et al.,
2005; Garcez e Freitas 2010). Juntas, essas caracteristicas garantem ao tambaqui a
primeira colocacao no ranking nacional de producéo dentre as espécies neotropicais
(Paula, 2009; Mendonca et al., 2009).

Em seu ambiente natural a espécie atinge a maturidade sexual entre 3 a 4
anos de idade, em cativeiro a maturacdo ocorre, geralmente, de maneira precoce,
podendo ser observada a partir dos 6 meses de idade (Almeida et al., 2016). Possui
desova total dos gametas e apresenta dimorfismo no padrédo de tamanho entre
machos e fémeas, sendo que as fémeas sdo maiores e mais pesadas que 0S
machos (Mello et al., 2015).

Por ser um peixe de piracema (migracao reprodutiva), o tambaqui costuma
desovar uma vez durante o periodo de chuvas, o que ndo € possivel quando
cultivados em cativeiro (Garcez e Freitas, 2010). Nesse caso a sua desova sO ocorre
através da pratica de reproducao induzida por hipofisagédo, que se trata do estimulo
hormonal exdégeno responsavel por realizar a maturacdo dos gametas,
implementada no manejo para que ocorra a espermiacéo e ovulacdo (Woynarovich,
1986; Streit Jr et al., 2012; Lima et al., 2013b).
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O cultivo de tambaqui ocorre em diferentes sistemas, sendo alguns deles em
viveiros escavados, tanques-rede e barragens, fazendo uso de racfes balanceadas
de acordo com as caracteristicas especificas da espécie para uma producdo bem
sucedida (Dairiki et al., 2011).

Nos ultimos anos, estudos fisioldgicos, ecolégicos e genéticos tém sido
direcionados ao tambaqui (Hashimoto et al., 2012). Porém poucos deles tém se
dedicado a investigacdo de genes ou proteinas com potencial biotecnolégico desta
espécie. Por ainda apresentar um genoma desconhecido e poucos dados
disponiveis para pesquisas moleculares, os estudos de analise funcional génica

ainda séo escassos (Gomes et al., 2017).

1.3 Ossos Intermusculares (IBs)

O sistema 0sseo dos peixes € metabolicamente ativo e complexo, sempre em
remodelac&o continua ao longo de toda a vida. E constituido por ossos e cartilagem
que possuem diversas funcdes fisioldgicas, com destaque para a sustentacdo
estrutural do corpo, locomocédo e o desenvolvimento. Os 0ssos também fornecem
substrato para a fixacdo muscular, protegem 6rgaos vitais e constituem-se num dos

maiores reservatorios de ions disponiveis no corpo (Owen 1866; Bird et al., 2003).

O desenvolvimento esquelético em peixes 0sseos (teledsteos) segue o
padrdo evolutivo conservado dos vertebrados, consistindo morfologicamente nos
0ssos da cabeca, esqueleto interno e escamas (no caso de algumas espécies)
(Huysseune, 2000; Witten et al., 2004). Nesses organismos foram identificados dois
padrées de formacdo Ossea: (I) a ossificacdo endocondral, na qual as células
mesenquimais se diferenciam em condrécitos podendo posteriormente formar
cartlagem e a partir dai ser substituida por osso; e a (Il) ossificacdo
intramembranosa, onde as células se diferenciam diretamente em osteoblastos sem
a fase de formacéo da cartilagem (Hall, 1988., Wagner, 2002).

Diversos teledsteos, incluindo o tambaqui, apresentam como caracteristica
morfologica a presenca de ossos intermusculares (IBs) ou “espinhas” (Gemballa et
al., 2003). As espinhas se assemelham a tenddes e sdo produzidas por ossificacéo
do tipo intramembranosa dentro do miosepto (Patterson e Johnson 1995). Nie et al,

(2019) corroboraram essa proposicdo por evidéncias baseadas em andlises
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histolégicas que mapearam o a formacdo dos IBs durante etapas do
desenvolvimento.

O processo de ossificacdo e distribuicdo dos IBs ocorre de maneira diferente
do esqueleto axial. Ao contrario da costela que se desenvolve a partir de uma
populacdo de células mesenquimais derivadas do somito ventral, os IBs
desenvolvem-se diretamente da condensacdo mesenquimal do tecido conjuntivo.
Estas células sdo primordialmente diferenciadas em osteoblastos e em seguida
inicia-se o processo de mineralizacdo. A formacao dos IBs ocorre posteriormente a
fixacdo do esqueleto axial (Bird et al., 2003; Wan et al., 2015).

Entretanto, os IBs sdo uma caracteristica comercialmente indesejavel por
reduzirem a palatabilidade dos peixes, sendo necesséria sua remocdo para a
producdo do filé, o que resulta em impactos econémicos e a diminuicdo do frescor
do produto. (Gemballa & Britz, 1998; Bird & Mabee, 2003; Yap et al., 2007).

Em geral os IBs se desenvolvem e ossificam da regido posterior para a
anterior do corpo, o que pode variar em diferentes espécies. Em relacdo ao local de
fixacdo, sdo classificados em: (i) epineurais, 0s quais se encontram acima do septo
horizontal, regido onde séo fixados os arcos neurais; (ii) epipleurais, 0os quais se
localizam abaixo do septo horizontal, fixando-se na regido das costelas; e (iii)
epicentrais, 0s quais se encontram no septo horizontal (Patterson & Johnson., 1995;
Gemballa & Britz., 1998; Danos & Ward., 2012).

Morfologicamente existem diferentes formas de IBs, sendo o0s mais
conhecidos os ndo bifurcados (l), os bifurcados com extremidade desigual ( [) e os
bifurcados com extremidade equivalente (Y) (Li et al., 2013), sendo os ultimos

encontrados no tambaqui (figura 2)
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Figura 2. Em A diferentes morfologias dos IBs, perfazendo os padrées nado bifurcado em
“I",bifurcado equivalente “Y” e bifurcado desigual “ +”. Estrutura 6ssea em B da espécie de
carpa comum (as setas vermelhas indicam os IBs na regido muscular dorsal e caudal
superior e inferior), e em C espécie de tilapia que naturalmente ndo apresenta IBs.

Ainda que as funcdes dos IBs ndo estejam totalmente elucidadas, acredita-se
gue eles estejam associados a sustentacdo corporal, contracdo, transmissdo de
forca, fortalecimento da conexdo entre os sarcomeros, conexdao dos musculos aos
ossos do esqueleto axial e diferentes modos de natacédo (Nursall, 1956; Xie, 2010;
Gemballa & Britz, 1998; Danos & Ward, 2012; Yao et al., 2015).

Estudos relacionados aos IBs, em sua grande maioria, buscam compreender
sua morfologia, abundancia e distribuicdo em diversas espécies de peixes teledsteos
(Jiang, 2008; Fang et al., 2013). Alguns estudos avaliaram a relacdo genética no
desenvolvimento dessas estruturas, retratando potencial influéncia de ploidia
varidvel em kinguio (Carassius auratus) (Li et al., 2013) e heranca ginogenética em
carpa-capim (Ctenopharyngodon idellus) (Xu et al., 2015)

Uma analise mais elaborada avaliando o perfil de expresséo geral de mRNAs

e MiIRNAs em resposta ao desenvolvimento 0sseo intermuscular foi realizada por
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Wan e colaboradores (2015 e 2016) na carpa chinesa Megalobrama amblycephala,
gerando um grande banco de dados e indicacbes de genes putativamente
envolvidos na regulacédo desses 0ssos.

Nie et al. (2017), analisaram a ossificacdo dos IBs com base em dados
histologicos, transcriptdmicos-proted6micos. Foram identificados uma série de
proteinas envolvidas no processo de formagdo e potenciais inibidores que
retardaram a formacdo desses o0ssos em zebrafish (Danio rerio). Esses achados
colaboraram para uma melhor compreensdo de alguns dos mecanismos
moleculares envolvidos no desenvolvimento dos IBs.

Em estudo publicado recentemente por Nie et al., (2020), os autores
obtiveram resultados significativos através do nocaute genético do gene esclerexia
(scxb), considerado chave para a formacdo dos IBs. Ao ser silenciado os autores
observaram marcante reducédo na formacéao dos IBs.

Nos tambaquis, individuos sem IBs foram recentemente reportados em
cativeiro (PERAZZA et al.,, 2016). Estes n&o apresentaram nenhuma diferenga
morfolégica externa, nem comportamental em relacdo aos outros animais que
apresentam os IBs, podendo ser percebida a auséncia dessas estruturas apenas por
aparelhos de ultrassom e raio X.

Neste cenario, os individuos mutantes sem espinhas constituem-se em um
modelo bioldgico valioso para o estudo dos mecanismos genéticos e epigenéticos,
até entdo desconhecidos, associados a este fenotipo raro e de especial interesse

para a aquicultura.

1.4 Genes codificantes associados a formacao 6ssea

Com o rapido avanco no desenvolvimento de tecnologias de melhoramento
geneético, acredita-se na possibilidade de reduzir ou eliminar o crescimento dos IBs,
por meio de silenciamento de genes, knockout. Os microRNAs (miRNAs) exercem
um papel conhecido ao longo das diversas fases iniciais do desenvolvimento
ontogenético, desde respostas fisioloégicas a patologicas (HOBERT et al., 2008).
Estes foram associados a regulacédo da diferenciacdo de osteoblastos, osteoclastos

e células mesenquimais, proliferagdo dos condrdcitos, sendo capazes de interferir
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em todo o metabolismo 0sseo de teledsteos (Papaioannou et al., 2014 ; Wan et al.,
2015; Wan et al., 2016; Sun et al., 2016).

Dentre os genes reguladores chave no processo de mineralizacdo 0ssea, 0
runx2b é essencial na diferenciacdo osteoblastica (Takeda et al., 2001; Yoshida et
al., 2004; Huang et al., 2010). O runx2b é um fator de transcricdo pertencente a uma
familia que contém outros trés genes distintos (CBFA/AML/PEBPaA) que véo
codificar proteinas com papéis fundamentais no controle transcricional de genes
responsaveis pela diferenciacéo celular e na regulacéo de decisdo do destino destas
células (Westendorf e Hiebert, 1999). O runx2b vai agir como um interruptor principal
para induzir a diferenciagdo osteoblastica em diferentes fases do desenvolvimento
regulando genes alvos (Radhid et al., 2014).

Camundongos com deficiéncia no runx2 apresentaram falta de ossificacdo
intramembranosa e endocondral e tiveram auséncia de diferenciacado osteoblastica,
assim como uma diminuicdo na diferenciagdo dos condrécitos (Komori et al., 1997).
Liu e colaboradores (2017) realizando analises nos perfis de expressao de genes
potencialmente associados ao desenvolvimento dos IBs, observaram ndo sé o
envolvimento do runx2 na via de diferenciacdo osteoblastica como também sua
atuacdo especifica na via de formacdo dos IBs no Megalobrama amblycephala,
corroborando assim com a importancia do papel fundamental exercido por esse
gene.

Adicionalmente, os tecidos muscular e 6sseo estdo intimamente associados
quanto a anatomia e funcdo, porém os mecanismos regulatérios de suas acbes
sinérgicas ainda ndo estdo descritos. A miostatina (mstn) membro da superfamilia
TGF- B, é um gene inibidor do crescimento muscular (Grobet et al., 1997; Kambadur
et al., 1997). Este gene atua também como regulador da expressdo de genes
importantes na formacdo Ossea, promovendo aumento da expressao dos genes
sost, dkk1l e rankl, provocando a inibicdo da diferenciacdo de osteoblastos e por
consequéncia a formacgéo 0ssea (Qin et al., 2017). Considerando-se que os IBs sdo
formados a partir da ossificacdo dentro do miosepto, ou seja, intimamente ligado ao
tecido muscular, € possivel também haver um envolvimento da miostatina na via de

desenvolvimento dos IBs.
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Apesar dos esforcos, ainda ndo esta elucidado como acontece a regulagédo
dos o0ssos intermusculares em peixes, embora haja indicios de como essa via possa

funcionar (Figura 3).
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Figura 3. Via de sinalizac&o/regulacdo proposta por Liu e colaboradores (2017), onde foram
descritos alguns genes envolvidos nas vias de formacao dos IBs.

As proteinas morfogenéticas 6sseas (bmps) vém sendo investigadas quanto a
funcdo na interacdo musculo-osso. Estas proteinas pertencem a superfamilia de
fator de crescimento transformador (TGF-B) e tem papel essencial durante a
formacao e manutencdo dos ossos e cartilagens (Santori E Sandri, 2015). Zang e
colaboradores (2018) caracterizaram os perfis de expresséo de nove genes bmp nos
diferentes estagios de desenvolvimento de IBs em M. amblycephala. Esses autores
observaram que o gene bmp4 apresentou expressao significativa em dois dos quatro
estagios iniciais do desenvolvimento, justamente nas fases iniciais de ossificacao,
sugerindo sua atuacdo como estimuladores da formagéo dos IBs. Durante a anélise
de transcriptoma nos musculos de tilapia (Oreochromis niloticus) e da carpa comum

(Cyprinus Carpio), Su e Dong (2018) verificaram uma baixa expressédo da bmp4 no
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musculo de animais que ndo desenvolveram IBs, Por outro lado, alta expresséo
desse gene foi detectada em tecidos musculares contendo IBs, indicando que essa
proteina pode desempenhar importante papel durante o processo de formacdo dos
IBs.

1.5 A regulacéo génica por microRNAs

MicroRNAs ou miRNAs sao pequenos RNAs enddégenos nao-codificadores
(~22 nucleotideos) encontrados no genoma de animais, plantas e virus (Xie et al.,
2010; Lee et al., 2011). Dentre as espécies avaliadas, os miRNAs representam de 1
a 5% de todos os genes, 0 que os torna a classe de reguladores mais abundante no
genoma (Zhao et al., 2007; Olena & Patton, 2010). Estas moléculas regulam pos-
transcricionalmente a expressdo génica por pareamento com sequéncias
complementares de seus RNAs mensageiros (RNAm) alvo (Bartel, 2004).

Em termos funcionais, os mMiRNAs atuam desde a formacdo de
heterocromatina até a regulacdo traducional (Chu & Rana, 2007; Filipowicz et al.,
2008), sendo fundamentais em varios processos biolégicos tais como controle do
desenvolvimento, diferenciacéo, proliferacdo e morte celular (Liu e Olson, 2010;
Christodoulou et al., 2010; Takacs & Giraldez, 2011). Outros estudos tém também
associado o surgimento de miRNAs & evolugdo da complexidade dos organismos
(Heimberg et al., 2010; Berezikov, 2011). Em geral, os miRNAs parecem trabalhar
de forma orquestrada para controlar uma via ou funcéo biolégica comum.

A via canonica de acado dos miRNAs ocorre inicialmente pela associacéo do
transcrito maduro gerado durante a biogénese (revisado por Bartel, 2018) com
proteinas Argonautas para formar o complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC) (Kim et al., 2009). Esse complexo interage com o transcrito de RNAm alvo,
referencialmente na regido 3'UTR. A interacdo miRNA-RNAm alvo ocorre através do
pareamento simples de Watson e Crick, no qual geralmente apresenta
complementaridade total nas plantas e parcial nos animais (embora haja excecdes)
(Figura 4).
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Figura 4. Esquema ilustrando a via candnica da biogénese de microRNAs (Lin & Gregory,
2015).

Entretanto, adicionalmente a regido 3’'UTR, diversos trabalhos também
detectaram sitios de interacdo em éxons (Schnall-Levin et al., 2010; Reckzo et al.,
2012; Hausser et al., 2013) e na regiao 5’UTR (Orom et al., 2008; Devlin et al., 2010;
Zhou & Rigoutsos, 2014) da molécula de RNAm. A referida interacdo ocorre devido
a complementaridade total (em plantas) ou parcial (em animais) de uma sequéncia
de 5-7 nucleotideos do miRNA e do RNA mensageiro alvo (Lee & Dutta, 2009).
Estima-se que cada miRNA possa se ligar a até centenas de RNAs mensageiros e
um unico RNA mensageiro possa ter sua estabilidade ou traducdo regulada por
diversos miRNAs (Doench et al., 2004; Brennecke et al., 2005; Lim et al., 2005).

Atualmente, nos registros do miRBase, principal banco de dados de miRNAs,
estdo descritos cerca de 49.000 miRNAs maduros derivados de aproximadamente
38.500 precursores (pré-miRNAS), encontrados no genoma de mais de 200
espécies, (miRbase v22, Mar¢o/2020). Embora inimeros genes de miRNAs tenham
sido descritos no genoma dos Actinopterygii (teledsteos), o conjunto de miRNAs
expressos e seus perfis de expressado permanecem desconhecidos para a absoluta
maioria das cerca de 30.000 espécies de peixes, 0 maior grupo de vertebrados
vivente.

Estudos voltados a identificacdo e caracterizacdo de miRNAs em peixes tém

permitido avancos significativos quanto a regulacdo epigenética pos-transcricional
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nesses animais assim como em vertebrados de modo geral (Bizuayehu et al., 2014;
Nachtigall et al., 2015; Pinhal et al., 2018). Dentre os teledsteos analisados,
espécies economicamente relevantes na aquicultura, tais como a carpa, o salméo, a
tilapia do Nilo, o pacu, dentre outras, tiveram o repertorio de miRNAs caracterizado
(revisado por Herkenhoff et al., 2018).

Entretanto dados disponiveis para o tambaqui sdo supreendentemente
escassos. O unico trabalho disponivel, avaliou os perfis de expressdo de miRNAs
em adultos, porém a analise foi restrita a amostras de pele e figado (Gomes et al.,

2017). Esta analise identificou a presenca de 279 miRNAs expressos.

2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral
Avaliar a expressédo de genes candidatos relacionados a formacao dos 0ssos

intermusculares (IBs) no tambaqui Colossoma macropomum.

2.2 Objetivos especificos

. Analisar os perfis de expressédo dos genes runx2b, mstn e bmp4 durante diferentes
fases do desenvolvimento em alevinos de tambaquis com e sem 0S 0SS0S
intermusculares (IBs).

. Colaborar para melhor compreensao do funcionamento das vias de formacao dos
IBs

Identificar miRNAs envolvidos nas vias de formacao dos IBs

4. Contribuir para aplicacdes futuras visando o desenvolvimento da aquicultura pela

producgéo de animais com maior valor econdémico agregado.
. Colaborar para a ampliacdo do conhecimento sobre a biologia basica e aplicada de

espécies de peixes Neotropicais
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com 0s
principios definidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), IB-UNESP, Campus de Botucatu. Protocolo nimero1143.

3.1 Reproducéo dos tambaquis e cultivo dos alevinos

O primeiro passo do projeto foi a producdo dos alevinos a partir de diversos
acasalamentos controlados. Nesse longo experimento (60 dias) foram utilizadas
matrizes (n=3, dois machos e uma fémea), devidamente identificadas e portadores
do fendtipo de interesse sem IBs, e como controle (n=2, um macho e uma fémea)
com IBs. Esses exemplares utilizados na desova foram disponibilizados por uma
piscicultura localizada na zona rural da cidade de Porto Velho-RO. O peso médio
das fémeas foi de 6,8 kg com comprimento aproximado de 57 cm; ja os machos

apresentaram cerca de 50 cm e pesavam em média 4,8 kg (Figura 5).

Fenotipo desejado (Sem IBs x Sem IBs)

Q Familias mutantes ('

Controle (Com IBs x Com IBs)

Figura 5. Esquema dos acasalamentos realizados, onde em A temos a formacgdo das
familias (1, 2 e 3) com matrizes com fendétipos desejado (sem IBs), e em B a familia controle
que as matrizes apresentam IBs.

Na reproducéo, o método de inducéo utilizado foi o extrato bruto de hipofise
de carpa desidratada dissolvido em solucao fisiolégica. Nas fémeas foram aplicadas
duas doses com intervalo de 12 horas e os machos receberam uma unica dose no
momento em que as fémeas receberam a segunda aplicacdo. A concentragcao

utilizada foi a padrdo de 0,8 mg/kg para as fémeas, e os machos de 2,5-3,0 mg/kg
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(Harvey & Carolsfeld, 1993). Apds observado o padrdo comportamental de ovulacéo
nos individuos, foi realizada a extrusdo por meio da pressédo abdominal para induzir
a saida dos odcitos pela papila genital (Figuras 6a e 6b). O mesmo mecanismo foi
realizado para a retirada do sémen, sendo ambos os gametas recolhidos em
recipientes, misturados a seco e sO posteriormente colocados em contato com a
agua em diferentes incubadoras de acordo com cada grupo reprodutivo.

No total foram realizados 4 acasalamentos controlados, sendo 3 deles entre
parentais distintos portadores do fenétipo de interesse esperado (parentais sem IBS)
e 1 acasalamento controle (parentais com IBs). Ao final obteve-se uma taxa de
fertilizagéo de aproximadamente 90%.

Ap6s a eclosdo, as larvas foram mantidas em incubadoras sob aeragéo
constante por 8 dias e, em seguida, aproximadamente 250 individuos de cada grupo
reprodutivo foram transferidos para as caixas maiores (500 L) (Figura 7a). As caixas
continham um sistema de recirculagdo e filtragem, mantendo as condi¢des
adequadas de cultivo para a espécie (Sipauba-Tavares et al., 2003). Parametros de
qgualidade da agua como temperatura, compostos nitrogenados, acidez e limpeza
dos filtros foram executados rotineiramente, e os animais foram alimentados 6 vezes
ao dia ad libtum. O cultivo desses animais nas caixas de 500L foi realizado por
aproximadamente 21 dias até atingirem o tamanho ideal e serem transferidos para
os tanques rede (Figura 7b).

Foram montados 4 tanques rede dentro de um tanque de cultivo a céu aberto
presentes no estabelecimento (20x10m), um para cada grupo reprodutivo,
respectivamente (Figura 7c). Cada tanque rede media 2m? com espessura da rede
de 3mm. Os animais foram transferidos de maneira gradativa para uma melhor
aclimatacdo e seguiram sendo monitorados nos tanques até comecarem a atingir 0s

comprimentos desejado para realizacéo das coletas.
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Figura 7: Etapas de criagdo dos alevinos, primeira etapa nas incubadoras (a), depois nas
caixas de 500 L (b), e em seguida transferidos para os tanques rede (2m?) ja montados
dentro do tanque de criacdo a céu aberto 20x10m(c).

3.2 Coleta dos Tecidos

Para amostragem dos tecidos, 0os animais experimentais foram anestesiados
com tricaina (MS-222) na concentracdo de 100 mg/L. Essa amostragem foi realizada
em 4 estagios do crescimento: 18, 20, 23, 26mm de comprimento total, os quais
compreendem etapas desde a formagéo inicial ao completo desenvolvimento dos
IBs no pacu (Piaractus mesopotamicus), espécie filogeneticamente relacionada
(Lopes et al., 2014).

De cada um dos comprimentos (18,20,23 e 26mm) foram coletados 6
alevinos, totalizando 24 individuos de cada um dos quatro grupos reprodutivos. Os
animais foram medidos utilizando um paquimetro digital (Western), e buscando uma
melhor precisdo as medidas foram tomadas a partir do peddnculo caudal até a
extremidade da cabeca.
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Amostras de tecido muscular, contendo tecido conjuntivo no miosepto, foram
coletadas por seccao da regido do terco posterior da cauda, proximo ao pedunculo
caudal, desde a superficie até a regido profunda da coluna vertebral, com presenca
e auséncia de IBs (area inicial de formacdo Ossea intermuscular) (Figura 8). As
amostras foram preservadas em RNA later (Thermo Fisher Scientific) ainda em
campo, trazidas ao laboratorio e acondicionadas em ultrafreezer (-80°C).

Nie et al., 2019

Figura 8: Regidao do terco posterior da cauda préximo ao pedunculo caudal onde foi
realizada a seccéo e retirada do tecido muscular. Fonte imagem: Nie et al., 2019.

3.3 Isolamento de RNA total e sintese de cDNA

Para a extracdo de RNA, amostras do tecido muscular dos diferentes
cruzamentos dos grupos reprodutivos e nos variados estagios de desenvolvimento
(N=6 por estagio, totalizando 24 amostras por grupo), foram maceradas utilizando o
mixer previamente autoclavado e descontaminado com RNase AWAY® (Thermo
Fisher Scientific). Utilizou-se intervalos curtos de 5 segundos, até a homogeneizacéo
da amostra, mantendo-se assim a integridade do RNA total isolado. A extracdo do
RNA foi realizada pelo método TRIzol (GIBCO BRL). O RNA foi quantificado por
espectrofotometria utilizando o equipamento Nanodrop (Agilent, EUA), somente
foram utilizadas no estudo amostras puras (A260/280nm > 1,8; A260/230nm >2,0.
Sua integridade foi avaliada através do gel de agarose 1% onde foi possivel
observar por meio de transiluminador de luz ultravioleta as duas bandas que
correspondem as subunidades ribossomais 28S e 18S além de uma fraca banda de
baixo peso molecular correspondente aos pequenos RNAs. Para eliminar qualquer
contaminacdo por DNA gendmico, o RNA total foi purificado utilizando-se o kit

TURBO DNA-freeTM (invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante.
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Em seguida todas as amostras foram armazenadas a -80°C até a sintese de
cDNA, que foi realizada utilizando-se o kit High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix
(Life Technologies, EUA).

3.4 Amplificagdo de cDNA utilizando-se a reagcdo em cadeia pela polimerase
(PCR)

A amplificacdo dos segmentos de cDNA foi feita utilizando-se iniciadores para
as sequéncias dos alvos mstn, runx2b e bmp4 (descritos no quadro 1).
Considerando-se que o tambaqui ndo possui genoma sequenciado, esses primers
foram inicialmente desenhados com base no genoma de espécie relacionada, a
Piranha vermelha (Pygocentrus nattereri). As sequéncias utilizadas foram obtidas no
GenBank utilizando-se a Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Bésico
(BLAST) (Altschul et al., 1990).

Quadrol: Sequéncias de primers utilizadas para analises de expressao

Genes Par de primers Referéncia

runx2b F: CCCCTCCATGGTTTAATGAGCA NCBI acesso: 017681647.1
R: GTCTGTGGAACCTGGGAGGC

bmp4 F: CTTCGGCCCTCTTTTAGCGG NCBI acesso: 017690923
R: AGAGTCTTGTCCATGGGTAGAGG

mstn F: CGCCATCAAGTCCCAGATCC NCBI acesso: 017713514
R: CGATGGGGTCGGGCTC

Posteriormente, entretanto, tivemos acesso a sequéncias do genoma do
tambaqui (fornecida por colaboradores), e verificou-se que boa parte dos primers
desenhados com base na piranha sdo adequados para amplificagdo dos ortdlogos
da mstn, runx2b e bmp4 do tambaqui (Figura 9).

Para a PCR foi adicionado 1,5 pL da mistura do cDNA de cada gene obtido
por transcricdo reversa, 2,5 pL de tampao de PCR; 0,75 pL de MgClz; 0,5 pL da
mistura de desoxinucleotideos a 0,4 mM cada (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 0,5 uL
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de cada iniciador especifico (sense e antisense) a 100 nM; e 0,5 pL de Taq DNA
polimerase (1 U/uL), completando um volume final na reagcdo com 18,5 uL de agua

deionizada estéril. O resultado da amplificacéo foi observado apos a eletroforese em

gel de agarose a 1%.

Query 45182  TGAGAAAATAACCTTCCTTCTCTTTGTTTGETCACACTTEGTCATRVNRNAaASTCGC

CETPTTEEEEEEERE TR EEEEEEEE TP EEE T T
Shict 14704986 TGAAMAAATAACCTTCCTTCTCTTTGTTTGATCACACTTGETCAGACCACCRCCAGTCGC

runx2

Query 42489 TCCTTTTCTCCTCAGGGL CAG MO R (VLG TACAAGCAAAATTARACTTTACTCA

CCCLCLEELTEEETEUETEEETEC P ey T T
Sbict 14707476 TCCTTTTCTCCTCAGEGCCAGAGCCAGATTTCAGGTATGGGC ARGATTARACTTTACTCC

Query 1950 CAATGACAGLRE Moo R [W [EEGE TCAAAATCTCAGAGGGTCCCAAGCGATCCAGGAGA

CEELELEEEEEC R PP LT T
Sbjct 713332 CAATGACAGTTACCCTTCATGGAAGTCAAAATCTCAGAGGETCCCAAGCGATCCAGGAGA

\par mstn

Query 188 CAAGCAGCCGTAAAGCCGTCGTCCACGUCTCGRATCATGE RS (oo cllee GAT,

CLECELECEEEEEEEEE TEEEC TR E TR T e
Sbjct 715085 CAAGCAGCCGTAAAGCCCTCGTCCACGCCTCGGATCATGCATCTCECGCAGETTTTGATC

\nar

Figura 9. Algumas das regides dos primers dos alvos runx2 e mstn, selecionados na piranha
a partir da ferramenta BLAST e posteriormente alinhados com o sequenciamento do

tambaqui.

3.5 Quantificacdo da expresséo relativa dos genes alvo por PCR em Tempo

Real ap6s Transcricdo Reversa (QRT-PCR).

Foi feita a determinacdo da expressao relativa dos genes alvo avaliados em
exemplares de tambaqui com e sem os IBs. Como normalizadores para as reacdes

de Real Time PCR, foram utilizados sequencias dos genes GAPDH e RPL19, que

sao referéncias nesse tipo de tecido (quadro 2).

Quadro 2. Sequéncias de primers para genes utilizados como normalizadores

Genes Par de primers Referéncia

GAPDH [F: ACACACGACGACAAGACCAA Paula, T. G. D, et al. 2017
R: GTCCCTCTCGCTGAAAACTG

RPL19 |F: GCAAACTGGTGAAGGATGGT Duran et al., 2015
R: CTTGGACTCCCTGTAACGCC

28



Para a otimizacdo da quantidade de primers a ser usada nos ensaios de
gPCR, testamos as concentracdes 0,25; 0,4; 0,5 e 0,7uM de primers em amostras
do tecido muscular de individuos da familia controle. Avaliamos as curvas de
dissociacdo — que mostram a especificidade dos primers e a ocorréncia de
dimerizacdo - e a variacdo dos Cqgs entre as diferentes concentracdes, a fim de
verificar a partir de que concentracdo o Cq ndo aumenta, o que indica quantidade
Otima de primer a ser utilizada em cada reacdo. Nos testes de eficiéncia, realizamos
diluicbes seriadas de cDNA molde e, apos a reacédo, fizemos uma regressao entre
os Cgs obtidos e o log das concentracdes testadas (100ng, 50ng, 25ng, 12,5ng e
6,25ngQ). Utilizando a inclinacdo da reta da regresséao (slope), calculamos a eficiéncia
dos primers, sugerido por Michael W. Pfaffl, (2001).

As reacdes foram realizadas no sistema StepOne Plus Real-time PCR
systems (Life Technologies, EUA) utilizando o mix Real Q Plus Master Mix green
High Rox (Ampligon, Dinamarca). Nos protocolos foram seguidas as orientacdes do
fabricante. Os valores de Cq (ciclo de quantificacdo) foram calculados utilizando o
software SDS 1.4, utilizando a configuracdo automatica de baseline e um threshold
de 0,2. O Cq é ponto de encontro entre a curva de amplificacdo corrigida pelo
baseline e o threshold (de acordo com o RDML, HTTP://rdml.org) (Lefever et al.,
2009). A guantificacado relativa da expressao génica foi realizada pelo método de Cq
comparativo C 1 (2 2CT). Todos os experimentos de RT-PCR foram realizados
seguindo as orientagcbes do MIQE (Minimum information for Publication of

Quantitative Experiments; Bustin et al., 2009.

3.6 Analise estatistica

Para as analises comparativas da expressao génica nos grupos estudados,
foram utilizados os valores médios das replicatas de cada individuo para aumentar a
precisdo das quantificacbes. Os dados foram analisados utilizando o ajuste de
modelos lineares generalizados para a distribuicio Gama, que possui flexibilidade
para distribuicdo assimetrias em torno da meédia (Nelder et al.,, 1972). Os
individuos foram analisados por meio da comparacdo dos grupos e ao longo do

tempo, considerando que as diferencas foram estatisticamente significativas quando

29



o valor “p” do teste estatistico era menor que 5% ( valor p <0.05). Algumas
comparacdes pareadas foram realizadas quando necessarias para avaliar os fatores
de variacdo que possuiam mais de duas categorias, utilizando contraste dos
parametros ajustados do modelo linear. O software estatistico utilizado para as

analises foi 0 SAS (SAS Institute Inc. Cary, NC, version 9.3).

3.7 Fixacao e diafanizacédo dos alevinos

Buscando melhor compreender o surgimento e o desenvolvimento dos 0ssos
intermusculares, foi realizada a fixacdo de alevinos ao longo de todo o
desenvolvimento inicial dos animais, até que todas as estruturas 0sseas estivessem
formadas para posterior diafanizacéo (Taylor e Van Dyke, 1985).

Inicialmente, individuos de cada grupo experimental foram fixados utilizando o
protocolo adaptado de Taylor e Van Dyke (1985). O primeiro passo foi a fixacdo em
solucdo de formalina a 10% por 24 horas, seguida de lavagem em &gua destilada
por 2 horas, desidratacdo em alcool em trés solu¢cdes de concentracdo crescente
(30%, 50% e 70%) por 24 horas cada. Concluidas essas etapas, as amostras foram
mantidas em alcool 70% até a realizacdo da coloracao.

O passo seguinte foi a realizacdo da coloracéo do tecido cartilaginoso com a
imersdo dos animais em solucdo de Azul de Alcian (Sigma Aldrich) (30% de azul de
alcian diluido em 70% 4&lcool absoluto e 30% acido acético; 24 horas).
Posteriormente, as amostras foram imersas em solugdo saturada de Borato (1h), e
colocadas para digestdo muscular com a enzimas Tripsina e Pancreatina (Sigma
Aldrich) de 96-120 horas, até os animais apresentarem transparéncia. Apés, foram
transferidos para solu¢cdo de despigmentacdo com H20:2 + solucdo saturada de
Borato (6 gotas/100 ml) 48-60 horas. Na ultima etapa da diafanizacdo, 0os 0sso0s
foram corados com Alizarina (Alizarina em solugéo de KOH 0.5%) por 24 horas.

As amostras ja diafanizadas foram entdo preservadas em solucbes
crescentes de glicerina (solugéo de preservacao Glicerina a 30% e 60% diluidas em
KOH 2%, ambas por 24 horas) e depois mantidas em Glicerina + Timol até posterior
medicdo e tomada de imagens (Figuras 5 a 7).
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Foram diafanizados aproximadamente 40 animais em quatro lotes de
diferentes cruzamentos. Os trés primeiros lotes foram para ajustar o protocolo e no

quarto lote o procedimento foi otimizado e os resultados satisfatorios.

3.8 Sequenciamento de miRNAs

O RNA total foi extraido com o reagente Trizol (Invitrogen, CA, EUA) seguindo o
procedimento do fabricante. A qualidade e a quantidade de RNA total foram
analisadas no Bioanalyzer 2100 (Agilent, CA, EUA) com numero RIN>
7,0. Aproximadamente 1 ug de RNA total foi usado para preparar uma pequena
biblioteca de RNA de acordo com o protocolo de TruSeq Small RNA Sample Prep
Kits (lllumina, San Diego, EUA).

E entdo foi realizado o sequenciamento de extremidade Unica de 50 pb em um
lllumina Hiseq 2500 na LC Sciences (Hangzhou, China) seguindo o protocolo
recomendado pelo fornecedor. O servico foi contratado junto a empresa LC
Sciences (Houston, Texas — USA), as amostras foram preparadas e enviadas de
acordo com recomendacdes da propria empresa.

Leituras brutas foram submetidas a um programa interno, ACGT101-miR (LC
Sciences, Houston, Texas, EUA) para remover dimeros adaptadores, lixo de baixa
complexidade, familias de RNA comuns (rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA) e
repeticbes. Posteriormente, sequéncias Unicas com comprimento em 18 ~ 26
nucleotideos foram mapeadas para espécies precursoras especificas em miRBase
22.0 por meio do blast BLAST para identificar miRNAs conhecidos e novos miRNAs
derivados de 3p e 5p.

A variacdo de comprimento em ambas as extremidades 3 'e 5 e uma
incompatibilidade dentro da sequéncia foram permitidas no alinhamento. O
mapeamento de sequéncias Unicas para especies especificas de miRNAs maduros
em hairpin foram identificados como mMIRNAs conhecidos. O mapeamento de
sequéncias Unicas para o outro brago do grampo de cabelo precursor de espécies
especificas conhecidas, hairpin contendo miIRNA maduro anotado, foram
consideradas como novos candidatos a miRNA derivados de 5p ou 3p.

As sequéncias restantes foram mapeadas para outros precursores de espécies

selecionadas (com a exclusdo de espécies especificas) em miRBase 22.0 por meio
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do BLAST, e os prée-miRNAs mapeados foram posteriormente mapeados contra 0s
genomas de espécies especificas para determinar suas localizagbes gendmicas. Os
dois acima foram definidos como miRNAs conhecidos.

As sequéncias ndo mapeadas foram submetidas ao BLAST contra os genomas
especificos e as estruturas hairpin de RNA contendo sequéncias foram preditas a
partir das sequéncias de 80 nt wusando o0 software RNAfold
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold .cgi).

Os critérios para a previsdo da estrutura secundaria foram: (1) numero de
nucleotideos em stem (<12) (2) numero de pares de bases na regido stem do hairpin
predito (=16) (3) corte de energia livre ( kCal / mol <-15) (4) comprimento do hairpin
(stem para cima e para baixo + alga terminal 250) (5) comprimento do hairpin (<20).
(6) numero de nucleotideos em na bolha da regido madura (<8) (7) numero de erros
tendenciosos em uma protuberancia na regido madura (<4) (8) numero de bolhas
tendenciosas na regido madura (<2) (9) numero de erros na regido madura (7) (10)
ndmero de pares de bases na regido madura do hairpin previsto (212) (11)

porcentagem do stem maduro (=80).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 1Bs surgem em etapas iniciais do desenvolvimento do tambaqui

Apls todos os animais serem devidamente medidos e fotografados,
visualizou-se mais detalhadamente as estruturas ésseas através de um microscopio
optico (Figuras 10 e 11). Foi observado que os IBs comecgaram a surgir a partir do

“I”

comprimento 15mm ainda na forma inicial de e apenas na regido frontal do
tambaqui, e foram encontrados completamente formados a partir do comprimento
23mm, onde todos os animais apresentaram todos os IBs na sua conformagao “Y”
na parte ventral e dorsal do corpo.

Durante o procedimento também foram encontrados animais com o fenotipo
almejado, sem IBs epineurais na regidao do lombo (Figuras 12A e 12B), tal como
relatado por Perazza et al (2016). Essa informacao foi importante para direcionar as

etapas subsequentes voltadas a analise do perfil de expresséo génica.
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Figura 10. Animais diafanizados (fixados em Glicerina + Timol) por protocolo otimizado no
presente estudo.

W incvmm

Figura 11. Medidas de todos os individuos, de diferentes tamanhos, a partir do pedunculo
caudal até a extremidade da cabeca.
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Figura 12: Animal para demostrar 0os 0ssos intermusculares mineralizados (a), em (b) foto
aproximada da regido posterior caudal. Animal para demonstrar auséncia de mineralizagéo
dos ossos intermusculares (b) em foto aproximada da regido posterior caudal onde se inicia
a formagéo dos IBs.

O tambaqui apresentou formacdo dos IBs apos a formagdo do esqueleto
principal, e o surgimento ocorreu a partir da regido posterior para anterior do corpo
(Figural3). O mesmo padréo foi encontrado anteriormente em algumas espécies de
ciprinideos, Cyprinus carpio, Carassius auratus gibelio, Hypophthalmichthys molitrix,
Megalobrama amblycephala e Danio rerio (Bing.,1962; Ke.,1965; Bird.,2003; Dong et
al., 2006; Wan et al., 2014). Apesar do tambaqui pertencer ao grupo dos
characiformes, esse mecanismo de formagdo se mostrou bem conservado entre

diferentes grupos.
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Figura 13: Sequencia temporal dos diferentes estagios de desenvolvimento dos IBs cujo

aparecimento ocorre da porcao posterior (a esquerda) para a anterior do corpo (a direita).
Em 1 animal com18 mm, em 2 com 20mm, 3 com 23mm e 26mm em 4.
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4.2 Qualidade do RNA total extraido
As amostras extraidas apresentaram uma boa integridade, como pode ser
verificado nas imagens dos géis de agarose 1% (Figuras 14A, B e C). A

concentracdo e a pureza foram satisfatorias com valores de razdo entre 1,8 - 2,0

para as absorbancias medidas a 260 e 280 nm (Sambrook, 2002).

Figurald: RNA total extraido do cruzamento controle (A) e dos cruzamentos com fenotipo
sem IBs (B e C) em gel de agarose 1%. Os RNAs de todas as extragbes apresentaram as
duas subunidades intactas mostrando uma boa integridade.

4.3 Amplificacdo dos primers desenhados

Os produtos da PCR, realizada para avaliar a qualidade do cDNA sintetizado
e os primers especificos, foram observados nas bandas correspondentes ao
tamanho esperado, sendo a mstn em aproximadamente 800 pares de bases (pb) e 0
runx2b em 600 pb, no gel de agarose a 1% (Figura 15).
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Figural5: Amplificagdo dos genes alvos (mstn e runx2b) a partir de cDNA como molde.
Comprimento dos fragmentos comparado ao marcador de tamanho molecular 1Kb plus (M).

4.4 Expressao relativa dos genes alvo

Um dos genes alvo avaliado, considerado fundamental para melhor
compreensao das vias de formacdo dos IBs foi o bmp4, o qual origina a proteina
morfogenética 0ssea 4 (Bmp4). Nas familias obtidas a partir de acasalamentos
distintos, foi observado um aumento crescente na expressdo principalmente na
familia controle ao longo do desenvolvimento dos IBs, onde a maior expressao
relativa média foi observada no comprimento de 26mm, sendo até duas vezes
superior a verificada no estagio inicial (18mm) onde os IBs da regido dorsal
comecam a surgir (Figural6 A).

Esse aumento gradual entre os quatro estagios analisados ocorreu de
maneira significativa, indicando que conforme os IBs se desenvolvem pode haver
maior necessidade deste gene responsavel pela sinalizacédo na via.

Quando comparadas familia controle e familias teste, verificou-se que o gene
bmp4 apresentou uma diminuicdo na expressao, levando em consideracdo a
expressao geral de cada familia independente do comprimento. (Figura 16 B).

A medida que foi analisada a expressdo dentro de cada comprimento,
observou-se diminui¢do principalmente nos comprimentos 20mm e 23mm, entre a
familia controle e a familia 1 (Figura 17 A). Na familia 2 a diminuicdo ocorreu de
maneira significativa no comprimento 23mm (Figura 17B), e apesar de néo ter sido

significativo, foi possivel observar no grafico uma tendéncia de diminuigcdo na
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expressdo nesses mesmos comprimentos também entre a familia 3 e a familia
controle (Figura 18).

Conjuntamente foi observado uma variacdo da expressdo dentro de cada
grupo reprodutivo, o0 que ja era esperado, considerando que a variabilidade genética

existente pode influenciar no comportamento individual de cada animal.

Expressao Geral (bmp4)

Controle vs Familias SemxSem (bmp4)
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Figural6: Em A grafico de expressao relativa geraldo gene bmp4 independente da familia
ao longo de todos os estagios de desenvolvimento dos IBs (18, 20, 23 e 26 mm). Em B
expressao relativa das familias teste (1, 2 e 3), independente dos comprimentos,
comparados a controle. As letras a, b e c acima das barras de desvio indicam uma diferenca
significativa em p < 0,05; * indica individuos outliers.
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Figura 17: Gréficos de expressdao relativa média do gene bmp4 entre as familias mutantes 1
(A) e 2 (B) e a familia controle em cada comprimento analisado (18, 20, 23 e 26mm). As
letras a e b indicam diferenca significativa em p < 0,05.
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Controle vs Familia 3 (bmp4)

Controle Familia 3

Figura 18: Gréfico de expressao relativa média do gene bmp4 entre as familias mutante 3 e
a familia controle em cada comprimento (18, 20, 23 e 26mm).

Em outras espécies de peixes, como em M. amblycephala (Zhang et al,
2017), o bmp4 foi encontrado associado a formacdo dos IBs, mediante a sua
expressdo destacada no estagio considerado decisivo (23mm) para a ossificacdo
intramuscular. Segundo Su e colaboradores (2017) o bmp4 tem papel fundamental
na ocorréncia dos IBs, visto que foi encontrado tendo uma expressao maior no
musculo da carpa, espécie que apresenta os IBs, enquanto que na tilapia que nao
tem a ossificacdo presente essa proteina teve uma expressdo considerada muito
baixa. Destacando que nos seis musculos avaliados o bmp4 apresentou super
expressdo apenas em dois musculos cujos IBs estavam presentes.

O aumento transitério da bmp4 observado no tambaqui pode ser necessario
para que ocorra a diferenciacdo das células em osteoblastos funcionais, como
também verificado em linhagens de células humanas, e se mostrou fundamental na
sinalizacdo de vias controladas pelos genes wnts, que sao essenciais em diversos
processos de desenvolvimento como proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciagcao
osteoblasticas (Gazerro e Canalis., 2006).

Zhang e colaboradores (2017) sugeriu que a bmp4 e outras proteinas
membros da familia, agem regulando positivamente, devido ao aumento da
expressdo desse gene ao longo dos estagios desenvolvimento na carpa chinesa (M.
amblycephala). Esse gene também foi encontrado envolvido na estimulagcdo da
migracdo e/ou condensacao de células da matriz 6ssea nos locais de crescimento
dos IBs, e na diferenciagcdo de osteoblastos, processos que contribuem para

maturagéo dessas estruturas Cannalis et al (2003).
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Wan & Cao (2005) destacaram que, apesar das bmps desempenharem
diversos papéis ao longo do desenvolvimento 6sseo, como diferenciacdo celular
ainda na fase embrionaria, apoptose e interacdes epitelial-mesenquimal, sua
atividade nas vias de formacdes Ossea, considerando toda a complexidade e
especificidade dos sinais emitidos, ainda precisa ser melhor elucidada.

Recentemente Nie e colaboradores (2020), avaliando a expresséo de genes
envolvidos nas vias de formacdo dos IBs em zebrafish por meio de nocaute dos
genes escleraxia (scx), um marcador importante na formacédo do tendao, relataram
gue o bmp4 foi encontrado com uma baixa expressdo em animais que tiveram seus
IBs reduzidos em até 70%, sendo que este gene esta associado a inducdo de
maturacdo dos osteoblastos (Cannalis et al., 2003). Este dado refor¢ca a acao de scx
no desenvolvimento dos IBs.

Na analise da expressdo meédia relativa do gene runx2 foi verificado um
aumento global na expressdo deste gene entre os estagios de desenvolvimento
iniciais investigados, independentemente do grupo experimental, sendo o maior pico
encontrado no comprimento 26mm (Figura 19). Houve tendéncia de diminuicdo nas
familias teste, sendo que no comprimento 23mm 0 gene runx2 apresentou-se pouco
expresso de maneira notavel nos individuos da familia dois (Figura 20), e nas

demais familias foi possivel notar também essa diminuicao.

Expresséo Geral runx2

AACt

26

Comprimento (mm)

Figura 19: Gréfico de expressao relativa média do gene runx2 ao longo de todos os estagios
selecionados (18,20,23 e 26 mm) de desenvolvimento dos IBs, independente da familia. As
letras a e b indicam uma diferenca significativa em p < 0,05.
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Familia 2 vs Controle (runx2)

AACt

Familia 2

Figura 20: Gréficos de expressao relativa média do gene runx2 entre a familia controle e a
familia2 em cada comprimento analisado (18,20,23 e 26mm). A letra a indica diferenca
significativa em p < 0,05.

O papel do runx2 é bem descrito, foi considerado um dos mais importantes
fatores de transcricdo responséavel pela ativacdo de genes marcadores essenciais
nas vias de diferenciacdo de osteoblastos (Ducy et al., 1997; Komori et al., 1997;
Bruderer et al., 2014).

Zanatta et al (2012) correlacionaram a expressédo do runx2 ao controle da
densidade de mineralizacdo 6ssea em células humanas mostrando que esse gene é
necessario em mais de uma via durante a formacao/remodelacao Ossea.

Takarada e colaboradores (2016), mostraram que 0 runx2 € essencial na
ossificacdo intramembranosa em linhagens de células Osseas que tem como
principal precursor o osterix um importante precursor de osteoblastos. Geralmente
esses precursores diferenciam-se ainda mais em osteoblastos maduros,
contribuindo assim para a formacdo do osso mineralizado ( Nakashima et al., 2002;
Maes et al., 2010), o que pode contribuir para 0 maior pico de expressao do runx2
no comprimento 26mm no tambaqui, onde justamente os IBs estdo bifurcados,
assumem a conformacéo de Y e aumentam em tamanho.

Contrariamente ao esperado, Nie e colaboradores (2020) ao avaliarem os
niveis de expressao do runx2 em zebrafish — cujos genes scx foram nocauteados e
os IBs reduzidos em numero — nao observaram diferenca significativa entre os
peixes selvagens e mutantes. Entretanto esses autores verificaram que o runx2 fora
regulado negativamente na parte dorsal dos animais que tiveram um dos ortélogos

scx nocauteado.
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Musculo e osso estdo intimamente ligados tanto anatbmica quanto
funcionalmente. Os IBs sdo formados por meio da condensagdo mesenquimal por
ossificacdo intramembranosa que ocorre no tecido conjuntivo dentro do miosepto
(Patterson e Jhonson.,1995). Ja se sabe que a atividade muscular desenvolve um
papel importante no processo de homeostase entre a formacao e reabsorcao 6ssea,
mantendo uma interacdo direta nessa regulagéo (Rittweger, 2000; Hamrick, 2012).

Analisamos a expressao relativa média da miostatina (mstn), um regulador
negativo do crescimento muscular, nos diferentes estagios de desenvolvimento dos
IBs nos grupos reprodutivos mutantes em relacdo ao controle.

Houve um aumento da expressédo da mstn ao longo do desenvolvimento em
todos os comprimentos, independentemente do cruzamento considerado (Figura
21A). Isso sugere que, conforme os IBs se desenvolvem dentro do miosepto, de
certa forma, o crescimento do tecido muscular da regido de interacdo pode ser
inibido pela agdo da mstn, permitindo o avango dos IBs.

Quando analisada a diferenca de expressao entre as familias sem IBs (1, 2 e
3) em relacdo a familia controle, observou-se que houve aumento significativo
apenas na familia 1 (Figura 21B).

As ac¢les da miostatina (mstn) como regulador do crescimento muscular tem
sido vastamente investigadas, mas o seu papel na regulacdo de massa éssea,
regeneracdo e densidade ainda ndo sdo bem entendidos (Elkasrawy e Hamrick,
2013). Contudo, trabalhos sugerem que ela exerca um papel importante neste
segundo cenério. A variacdo no pico de densidade mineral 6ssea durante estudos
realizados em humanos, foi associado a polimorfismos encontrados nesse gene
(Zhang et al., 2008).

Testes realizados para avaliar a influéncia da mstn na formacdo e
regeneracdo de tenddes, mostraram que os camundongos que tiveram 0 gene
nocauteado apresentaram estruturas descritas como mais frageis e menores
(Mendias et al., 2008). Considerando que os mecanismos de desenvolvimento dos
IBs ainda nao estdo completamente elucidados, e suas vias de formacgao
assemelham-se as dos tenddes, testes funcionais mais especificos seréo
necessarios para uma melhor compreensdo acerca da possivel acdo da mstn na

formacao dos IBs.
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A mstn também foi encontrada estimulando a expressdo de diversos
reguladores negativos de desenvolvimento ésseo, sost, rankl e dkkl. Qin et al.,
(2017) também mostraram que a mstn € o primeiro sinal liberado pelo tecido
muscular, que ao atingir exossomos derivados de osteocitos, reduz a expressao do
MIRNA-218 e esses exossomos quando transferidos para os osteoblastos podem
provocar a inibicdo da sua diferenciagcéo e possivelmente a remodelagéo dssea.

Durante o estudo realizado com densidade 6ssea femoral em camundongos,
foi sugerido que a deficiéncia de mstn aumenta significativamente a densidade
O0ssea (Hamrick, 2003). Browser et al., (2013), encontraram alteracbes nas
respostas de células progenitoras ésseas de camundongos idosos, o0 que pode
indicar um papel importante da mstn na proliferacdo dessas células influenciando no
desenvolvimento do 0sso.

Os meios utilizados pela mstn na regulacdo e remodelacdo 6ssea ainda nao
estdo completamente elucidados, mas Elkasrawy & Hamrick (2010) apontaram como
sendo um fator anti-osteogénico, ja que foi visto que ela pode suprimir a proliferacao
e provavel sobrevivéncia dos osteo e condroprogenitores, atuando de maneira direta

na diferenciacéo de células 6sseas.
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Figura 21: Graficos de expressao relativa média do gene mstn ao longo de todos os estagios
selecionados (18, 20, 23 e 26 mm) de desenvolvimento dos IBs, independente da familia (1).
Em 2, a expressao relativa das familias teste (1, 2 e 3) em relagéo a controle. As letrasae b
indicam diferenca significativa em p < 0,05, e a letra ¢ significancia em p < 0,01.
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4.5. miRNAs sequenciados

4.5.1 Caracteristicas Gerais

Buscando identificar todos os mMIRNAs presentes no tambaqui, foram
construidas bibliotecas de RNA a partir do tecido muscular coletado préximo a
regido das costelas e pedunculo caudal dos animais com e sem os IBs. Todas as
amostras sequenciadas apresentaram uma boa qualidade. As sequéncias de dados
com 218 nt foram anotados no banco de dados Rfam para remover alguns tipos
RNAs ndo codificantes (rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA) e possiveis fragmentos
resultantes de degradacdo de mRNA. Posteriormente as sequéncias restantes
contendo 18-30 nt, foram alinhadas com o banco de dados de miRNA, o miRbase, e
aguelas que tiveram match foram consideradas mMIRNAs conservados de
Pygocentrus nattereri.

O total de 11.126.017 leituras brutas foram geradas, e apés descartadas as
de baixa qualidade, um total de 9.699.190 pequenas leituras de RNA limpas foram
mapeadas. Houve pouca diferenca no comprimento dos pequenos RNAs gerados,
sendo a maioria entre 20-22 nt (>90%), principalmente com 22 nt (70%) (Figura 22),
que € um comprimento caracteristico de produtos derivados da Dicer (Bartel, 2004).
Esses achados foram similares a distribuicAo de comprimentos encontrados no
sequenciamento de miRNAs em outras espécies de peixes, tais como Cyprinus
carpio (Zhu et al., 2012), Megalobrama amblycephala (Wan et al., 2016), Ictalurus
punctatus (Xu et al., 2013), e o linguado japonés- Paralichthys olivaceus (Fu et al.,
2011).
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Figura 22: Distribuicdo de comprimento de miRNAs em tambaquis com IBs e sem IBs,
indicando pico no comprimento 22 nt (~70%)

4.5.2 Identificacdo de miRNAs conservados

Devido a falta do genoma completo do tambaqui, apés o processo de
filtragem as sequencias de Pré-miRNAS e miRNAs foram analisadas usando
ACGT101-miR para detectar miRNAs conservados e novos utilizando os ja descritos
na plataforma do miRBase e alinhados ao genoma da piranha-vermelha
(Pygocentrus nattereri) que é a espécie filogeneticamente mais préxima com
genoma conhecido.

Apdbs o agrupamento das sequencias idénticas foi possivel encontrar um total
de 464 pré-miRNAs. Desses cerca de 70 miRNAs foram identificados e pertencem a
18 familias distintas, os demais 301 pré-miRNAs foram considerados novos pré-
mMiRNAs j& que ndo foram encontrados no banco de dados.

Dentre os miRNAs encontrados no tambaqui, destacamos o0s mais
abundantes, o0 miR-1 considerado especifico de musculo e o0 miR-133 também
envolvido na diferenciacdo e proliferacdo do tecido muscular esquelético (Chen et
al., 2006). Nove miRNAs pertencentes a familia let-7 foram também encontrados em
alta frenquéncia. Esse resultado € similar ao encontrado em outras espécies, 0 que
reforca que os mMiIRNAs da familia let-7 desempenham papéis regulatérios
importantes em processos bioldgicos (Nielsen et al., 2012, Mondol et al.,2012, Wang

et al; 2012).
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Dentre os 394 pré-miRNAs desconhecidos, 17 foram expressos apenas no
grupo controle com IBs. Ja entre os conhecidos, 9 foram expressos apenas no grupo
controle.

4.5.3 ldentificacdo de miRNAs diferentemente expressos

Foram encontrados um total de 207 miRNAs diferentemente expressos (82
upregulated e 125 downregulated) entre os tambaquis sem IBs e com IBs (ver
Apéndice). Destes, 37 foram identificados no banco de dados miRBase, enquanto os

demais (i.e., 137) foram considerados como novos (Figura 23).
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Figura 23: Gréafico de dispersdo indicando todos o0s miRNAs encontrados no
sequenciamento. Pontos em azul indicam os miRNAs downregulated; pontos em vermelho
referem-se aos MiRNAs upregulated; pontos em cinza correspondem aos miRNAs cuja
expressao foi similar em ambos animais. A linha pontilhada horizontal indica p valor (>0,05),
e a linha vertical demarca a separacéo entre os downregulated e os upregulated.

Dentre os miRNAs conservados e diferencialmente expressos, destaca-se o
mMiR10-5p cuja expressado foi cerca de 10X superior no tambaqui sem IBs aquela

observada no tambaqui com IBs. Outros miRNAs up-regulated no tambaqui sem IBs
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e cujas funcbes regulatorias estdo associadas a diferenciacdo de osteoblastos
incluem miR-133a-3p, miR-100-5p e miR-125b (Quadro3).

Quadro 3: miRNAs destacados identificados e conservados que foram diferentemente
expressos e encontrados em up-reguleted nos animais sem IBs em relacdo aos com IBs

Nome Sequéncia
MIR10-5p ACCCTGTAGAACCGAATTT

miR-133a-3p TTGGTCCCCTTCAACCAGCTGT

miR-100-5p AACCCGTAGATCCGAACTTGTG

miR-125b TCCCGGAGACCCTAACTTGTGA

N

Recentemente o miR-10-5p foi associado a regulagcdo da diferenciacao
osteoblastica, caracterizando-se como um regulador negativo dessa via (Zhang et
al., 2020). O bloqueio da expressdo de miR-10-5p refletiu-se em um aumento
significativo na diferenciacdo de osteoblastos levando a formacédo éssea in vivo.
Considerando-se que este miRNA apresentou-se superexpresso no animal sem IBs,
€ possivel que esteja contribuindo para a auséncia de formacdo 6ssea no tecido
estudado.

O mir-133a-3p inibe fortemente o runx2b (Zhang et al., 2011), principal fator
de transcricdo responsavel por iniciar o processo de transcricdo da linhagem
osteoblastica (Wijnen et al., 2004 Rosen 2008). Esse miR foi inversamente expresso
em relacdo ao runx2b no mutante sem IBs, sugerindo que possa atuar impedindo a
diferenciacéo de osteoblastos.

Ensaios com osteoblastos em diferentes estagios de diferenciagdo foram
realizados por Zeng et al. (2012), e quando superexpresso 0 miR-100 causou a
inibicdo da diferenciacdo osteogénica, e no momento em que inibiu-se a sua acao,
aumentou o potencial osteogénico das células. Este miR tem como alvos alguns
membros da familia BMP. Levando-se em consideracdo que o miR-100 foi
encontrado altamente expresso no tambaqui sem IBs, € possivel que esteja
envolvido nas vias de formacao das espinhas, ausentes nesse fenotipo mutante.

Analisando a expressao do miR-125b em células diferenciadas em
osteoblastos induzidas por bmp4, Mizuno et al., (2008), sugeriram forte envolvimento
desse miR na diferenciacdo de osteoblastos por meio da regulacdo da proliferacéo

celular.
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Entre os miRNAs néo descritos e diferencialmente expressos, selecionamos
alguns candidatos potencialmente atuantes nas vias de formagao dos IBs, baseado
em sua alta expressdo comparado aos animais que apresentam os IBs. Destacamos
o novo mMiRNA identificado nomeado PC-3p-678_3988, que apresentou uma média
de leitura 10 vezes superior no tambaqui sem IBs., assim como os miRNAs novos
PC-5p-255 18998, PC-5p-59 115607, PC-5p-67_105015 e PC-3p-1_11948913,
cujos heat maps estdo disponibilizados como material suplementar (ver Apéndice).
Todos apresentaram-se upregulated e tiveram uma diferenca de leituras
encontradas relativamente alta no tambaqui sem IBs em comparacdo aos animais
com essas estruturas. Esses miRNAs sdo bons candidatos para trabalhos futuros de
caracterizacao do papel dos miRNAs na via de ossificacdo dos IBs (Quadro4).

Quadro 4: miRNAs identificados destacados, mas nao descritos que foram diferentemente
expressos e encontrados em up-reguleted nos animais sem IBs em relacdo aos com IBs.

Nome Sequéncia
PC-3p-678_3988 ACAAATACGACTCTACAGGAAT
PC-5p-255_18998 TCTCCCAATCCTTGTACCAGTGT
PC-5p-59_ 115607 TACCCTGTAGAACCGAATTTGTG
PC-5p-67_105015 TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT
PC-3p-1_11948913 TGGAATGTAAAGAAGTATGTAT

5. CONCLUSAO

Os ossos intermusculares (IBs) sdo estruturas consideradas indesejaveis na
comercializacao de peixes, por isso a importancia de aplicacdes de tecnologias com
objetivo de reduzir e até mesmo suprimir o nascimento dessas estruturas. Logo uma
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares de regulagdo envolvidos no
desenvolvimento dessas estruturas é fundamental. Padrdes interessantes na
expressdo de genes considerados chave na via de formacao desses IBs nos ddao um
norte do que pode esta acontecendo nos alevinos originados do acasalamento entre
as matrizes sem os IBs, e junto com miRNAs conservados e novos que foram

identificados teremos subsidios para trabalhos futuros visando a produgdo de
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linhagens de tambaqui sem IBs, com grande potencial para melhoria de
produtividade na aquicultura.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Muitas tecnologias vém sendo empregadas para compreender como de fato
se da a formacdo dos ossos intermusculares (IBs). Este um dos primeiros estudos
onde foi avaliada a expressao relativa de genes envolvidos na formacédo 6ssea em
familias de peixes em estagios de desenvolvimento inicial, originados do
acasalamento de matrizes que néo apresentam os IBs, e do primeiro miR-seq de
tambaqui com fendtipo mutante desprovido dos 0ssos intermusculares em seu
tecido muscular.

Destaca-se também que estamos investigando uma espécie neotropical e

nativa do Brasil, com grande valor econdmico agregado, em nivel nacional

(¢

internacional.

Programas de melhoramento que visam reduzir ou até mesmo inibir o
crescimento dos IBs estdo sendo desenvolvidos por acasalamentos seletivos e
direcionados, mas até entdo sem sucesso. Por este motivo, nossos achados podem
contribuir para um melhor direcionamento nas técnicas de silenciamento que ja
estdo sendo realizadas por nosso e por outros grupos de pesquisa.

Embora ainda ndo sejamos capazes de elucidar como se da a heranca e
manifestacdo do fendtipo "sem IBs" nos tambaquis e demais peixes que o0s
possuem, acreditamos que mecanismos moleculares sejam a chave e estamos no

caminho para desvenda-los.
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