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RESUMO 

 

Estudos genéticos com foco no aprimoramento de espécies de peixes Neotropicais são raros e, 

nesse sentido, uma espécie alvo é o pacu (Piaractus mesopotamicus), uma vez que é 

considerada uma das espécies de peixe de grande interesse econômico, com grande produção e 

valor comercial para a piscicultura brasileira. O presente trabalho teve como objetivo 

desenvolver ferramentas genéticas e genômicas através da genotipagem dos marcadores 

genéticos do tipo SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) para desenvolvimento de um mapa 

de ligação para esta espécie e, dessa maneira identificar regiões correlacionadas com 

características de peso corporal e sexo. Inicialmente foram formadas 14 famílias, sendo os 

indivíduos marcados com pit-tags e alocados em 3 tanques distintos. Os indivíduos foram 

pesados e tiveram o sexo identificado; no entanto, apenas 3 famílias foram genotipadas 

(família1, família2 e família3). Na etapa seguinte, foi realizada a extração do DNA e a 

elaboração de uma biblioteca genômica para cada família através da metodologia Restriction-

Site Associated DNA-Sequencing (RADseq). As bibliotecas foram sequenciadas na plataforma 

Hiseq 4000 Illumina, resultando em uma média de 35.697.700 de sequências brutas de cada 

família. Um total de 11.240 marcadores SNP foram prospectados e filtrados, sendo que destes 

6.437 foram utilizados na construção do primeiro mapa genético da espécie, que possui 

2.814,92cM com intervalo médio de 0.44. Esses mesmos marcadores também foram utilizados 

para desenvolver o primeiro GWAS (Estudo de Associação Ampla do Genoma) prospectado 

com indivíduos genotipados e não genotipados, totalizando 399 amostras. A análise do GWAS 

foi realizada por meio da abordagem ssGBLUP  e explicou 3,21% para o peso corporal e 2,89% 

para o sexo. A partir da identificação dos loci foi realizado o Blast e a busca pelos genes 

candidatos, sendo identificados genes para o peso corporal envolvidos com fatores de 

crescimento, regulação e metabolismo do osso, codificação do colágeno, proliferação e 

crescimento celular. Do mesmo modo foi verificado que os genes candidatos para identificação 

sexual estavam relacionados à espermatogênese, diferenciação sexual, células germinativas e 

expressão do hormônio anti-Mülleriano (AMH) em células de Sertoli. Considera-se que as 

ferramentas genéticas e genômicas desenvolvidas neste trabalho poderão auxiliar em 

investigações sobre a evolução da espécie, organização do genôma, identificação de QTLs (loci 

de característica quantitativa) e em programas de melhoramento genético para o pacu e 

espécies aparentadas. 

 

Palavras-chave: Pacu, Mapa de ligação, GWAS, RADseq 



ABSTRACT 

 

Genetic studies focusing on the improvement of neotropical fish species are rare and, in this 

sense, one target species is pacu (Piaractus mesopotamicus), as it is considered one of the most 

produced fish species and commercial value for Brazilian fish farming. The present work aimed 

to develop genetic and genomic tools through the genotyping of SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms) genetic markers for the development of a linkage map for this species, and 

thus identify regions correlated with body weight and sex. Initially, 14 families were formed, 

individuals were tagged with Pit-tags and allocated in 3 distinct tanks. The subjects were 

weighed and had the gender identified; however, only 3 families were genotyped (family1, 

family2 and family3). In the next step, DNA extraction and the elaboration of a genomic library 

for each family were performed through the Restriction-Site Associated DNA-Sequencing 

(RADseq) methodology. The libraries were sequenced on the platform Hiseq 4000 Illumina, 

resulting in an average of 35.697.700 raw sequences from each family. A total of 11.240 SNP 

markers were prospected and filtered, of which 6.437 were used to construct the first genetic 

map of the species, which has 2.814,92cM with an average interval of 0.44. These same markers 

were also used to develop the first GWAS (Genome Wide Association Study) with genotyped 

and non-genotyped individuals, totaling 399 samples. The GWAS analysis was performed 

using the ssGBLUP approach and explained 3,21% for body weight and 2,89% for sex. Based 

on the loci identification, the Blast was performed and the candidate genes were searched, and 

genes for body weight involved with bone growth, regulation and metabolism, collagen coding, 

proliferation and cell growth factors were identified. Similarly, it was found that candidate 

genes for sexual identification were related to spermatogenesis, sexual differentiation, germ 

cells and anti-Müllerian hormone (AMH) expression in Sertoli cells. It is considered that the 

genetic and genomic tools developed in this work can assist in investigations on species 

evolution, genome organization, QTL identification (quantitative trait loci) and breeding 

programs for pacu and related species. 

 

 

 

Keywords: Pacu, Linkage Map, GWAS, RADseq 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Panorama geral da aquicultura  

Com a exploração pesqueira praticamente estática desde meados da década de 1980, de 

acordo com a Organização das Nações Unidas para a Agricultura e Alimentação (FAO, 2018), 

a oferta de pescado dependerá certamente de desenvolvimento e de uma correta exploração dos 

recursos aquícolas (Porto-Foresti & Foresti, 2004). Neste sentido, pesquisas devem ser 

realizadas com o objetivo de aumentar a produção mundial de peixes de maneira sustentável 

(Longo et al., 2019), ou seja, promover o desenvolvimento da aquicultura com medidas menos 

impactantes e com o investimento de recursos cada vez menor.  

O setor da aquicultura manteve uma taxa de crescimento anual médio de 8,30% em todo 

o mundo entre 1970 e 2008 (FAO, 2010). No período de 2000 a 2016, o crescimento foi de 

5,80%, sendo que o setor continua crescendo quando comparado aos outros setores de produção 

animal (FAO, 2018). No ano de 2014, a aquicultura continental mundial produziu cerca de 47.1 

milhões de toneladas (FAO, 2016), enquanto em 2016 este valor aumentou para 51.4 milhões 

de toneladas e foi responsável por aproximadamente 30,00% de toda a produção de organismos 

aquáticos (FAO, 2018). Ainda de acordo com os registros da FAO (2018), os maiores 

produtores de peixes de águas continentais no ano de 2016 foram a China com 28.2 milhões de 

toneladas, a Índia com 5.0 milhões de toneladas e a Indonésia com 3.4 milhões de toneladas. 

Neste cenário, o Brasil aparece entre os 10 maiores produtores, com aproximadamente 507.1 

mil toneladas. 

No Brasil, a aquicultura é um setor com grande potencial, principalmente devido à 

produção recorde de grãos, indústria de rações estabelecida e amplo território (8,5 milhões de 

km2), situado em grande parte sob um clima tropical com boa disponibilidade hídrica e áreas 

favoráveis para a construção de tanques e açudes (Kubitza, 2015). O início efetivo da 

aquicultura no Brasil foi estabelecido na década de 1990, quando houve um crescimento acima 

da média mundial. No período de 1991 a 2004 a aquicultura brasileira cresceu em média 

21,10%/ano, enquanto a mundial cresceu cerca de 9,50%/ano (FAO, 2006). Entre o período de 

2007 a 2010 a produção de pescado pela aquicultura brasileira teve um avanço de 87,00%, cujos 

valores totais passaram de 210.644 toneladas para 394.340 toneladas, segundo estatísticas do 

IBAMA (2007) e do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2012). Em 2014, o IBGE 

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística) incluiu a aquicultura em seu censo agropecuário. 
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Segundo essa instituição, em 2013 o Brasil produziu 392.5 mil toneladas de pescados 

cultivados.  

 Em 2018, a piscicultura brasileira continuou crescendo e atingiu um total de 519.3 mil 

toneladas de peixes (IBGE, 2019). Neste sentido, houve um crescimento de produtos da ordem 

de 4,40% em relação ao ano de 2017. De acordo com os dados divulgados pela FAO (2016), a 

aquicultura brasileira terá forte expansão nos próximos anos, sendo que o consumo per capita 

de pescados no Brasil deverá chegar a 12.7 kg em 2025, ou seja, 32,00% a mais do que os 9.6 

kg consumidos entre 2013 e 2015. Os dados apontam também que a produção de pescado em 

cativeiro no País mais que dobrará em dez anos. 

  Levando em consideração este cenário, existem basicamente duas alternativas para os 

aquicultores melhorarem o desempenho produtivo nos sistemas de cultivo. A primeira seria por 

meio de uma ampliação em suas instalações, o que frequentemente é inviável, uma vez que nem 

sempre existem áreas ou volume de água disponíveis, além da ampliação frequentemente 

resultar na elevação dos custos de produção. A segunda seria através da maximização da 

produtividade, ou seja, pela melhora do rendimento da produção de peixes produzidos por 

unidade de área cultivada, tanto por meio de melhorias ambientais realizadas na propriedade, 

que envolveria a aplicação de práticas de manejo adequadas, com equilibrada taxa de 

arraçoamento e controle da qualidade da água, quanto por meio da instalação de um programa 

de melhoramento genético dos plantéis, com o objetivo de aumentar o ganho genético nos 

estoques de peixes que estão sendo cultivados (Tave, 1995). 

 

Melhoramento genético na piscicultura  

 Entre as técnicas utilizadas no Brasil para se obter estoques genéticos mais produtivos 

na área da aquicultura, a hibridação interespecífica é responsável pela produção de milhares de 

toneladas de peixes ao ano (IBGE, 2019). Porém, apesar do aparente resultado zootécnico 

resultante da hibridação entre espécies nativas, existe uma séria preocupação com a 

possibilidade de escape e introgressão genética destes híbridos sobre as populações selvagens 

(Hashimoto et al., 2012; 2013), além do risco da implementação incidental de híbridos no 

plantel de reprodutores, frequentemente devido à dificuldade de se identificar e diferenciar 

exemplares híbridos daqueles correspondentes às espécies puras, principalmente nos estágios 

iniciais de vida (Hashimoto et al., 2014). Portanto, para evitar possíveis impactos ambientais e 

na estrutura das populações naturais, a aplicação de técnicas de seleção e acasalamentos 
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controlados entre indivíduos de uma mesma espécie usando a variabilidade genética presente 

nestas populações apresentam-se como alternativas mais sustentáveis (Hilsdorf & Orfão, 2011). 

 O Brasil apresenta excelentes recursos naturais e uma rica biodiversidade de peixes com 

potencial para a implantação de programas de melhoramento genético, sendo que 

aproximadamente 40 espécies nativas de rios brasileiros são utilizadas nos programas 

desenvolvidos pela aquicultura nacional (Godinho, 2007). Entretanto, a maior parte dos cultivos 

utiliza espécies exóticas, principalmente a tilápia (IBGE, 2019), espécie que passa no Brasil por 

rígidos e longos programas de melhoramento genético desde a década de 2000. Este panorama 

revela a carência de projetos de melhoramento e inovação genética com enfoque nas espécies 

de peixes nativos.  

Em relação aos objetivos de seleção utilizados pelos programas de melhoramento 

genético de animais em aquicultura, a maioria destes está ligada à produção, tais como taxa de 

crescimento, resistência a patógenos e rendimento de filé. Entre tantos fenótipos de interesse 

zootécnico, características relacionadas ao crescimento, assim como ao peso corporal, 

constituem uma das primeiras a serem buscadas, pois considera-se que quanto maior for o 

crescimento dos animais melhor será a utilização dos recursos (Gjedrem et al., 2012) e, dessa 

forma, o retorno financeiro poderá ser mais rápido. 

Diversos estudos foram realizados para avaliar o potencial de crescimento das espécies 

de peixes de interesse econômico tendo por base ações de melhoramento genético, tendo sido 

observadas diferenças significativas no peso corporal entre as gerações de várias espécies. Entre 

estas, a tilápia do Nilo Oreochromis niloticus apresentou um ganho genético de 11,9% por 

geração, cerca de 219 g (Hamzah et al., 2014); a espécie Cyprinus carpio, conhecida como 

carpa comum, teve um ganho de 18,2% por geração, sendo que este valor equivale a 533 g 

(Ninh et al., 2013), enquanto que na espécie Oncorhynchus mykiss, conhecida como truta arco-

íris, o ganho foi de 7,0 %, aproximadamente 2.7 kg por geração (Kause et al., 2005). 

 Além das características relacionadas ao ganho de peso, o conhecimento sobre o sexo 

dos indivíduos é de grande importância na piscicultura, pois além de auxiliar no controle do 

sistema de acasalamentos, também a exploração de apenas um sexo é mais vantajosa em 

algumas espécies (Dong et al., 2019a). Outro benefício do controle na identificação do sexo 

dos indivíduos seria para a formação de lotes de produção monosexo, que resultaria na 

contenção de gastos energéticos com a atividade reprodutiva, na obtenção de uniformidade de 

tamanho na colheita, na redução dos efeitos da maturação sexual, bem como na aparência e na 

qualidade da carne (Beardmore et al., 2001).  



4 
 

Entretanto, existem espécies que não apresentam um dimorfismo sexual bem definido e 

as ferramentas moleculares são utilizadas para auxiliar na determinação do sexo. Neste sentido, 

alguns estudos foram realizados com o intuito de identificar os genes que determinam o sexo 

em peixes, tendo já resultado na caracterização de vários genes, como exemplo há o gene amhy 

na espécie Odontesthes hatcheri (Hattori et al., 2012); do gene GsdfY em Oryzias luzonensis 

(Myosho et al., 2012); e do gene DMY/dmrt1bY em Oryzias latipese (Matsuda et al., 2002, 

2003). 

Partindo desta questão, a espécie de peixe utilizada no presente trabalho é uma espécie 

nativa conhecida popularmente como pacu (Piaractus mesopotamicus) que possui grande 

aplicação na piscicultura (Santos et al., 2012). Contudo, sua utilização em programas de 

melhoramento genético ainda apresenta algumas limitações e necessita de investimentos mais 

significativos. Considera-se, pois, que seria de grande importância o desenvolvimento de 

variedades com características voltadas à obtenção de maior peso corporal e com um sistema 

de determinação sexual bem conhecido, visto que esta espécie não possui características 

fenotípicas diferenciais relacionadas ao sexo. 

 

Genômica na piscicultura 

Com o desenvolvimento da genômica e a identificação de um denso painel de SNPs 

através dos avanços das tecnologias NGS (Next Generation Sequencing), foi possível a 

identificação de milhares de marcadores moleculares em um curto espaço de tempo, ao mesmo 

tempo que foi possível a obtenção de produtos com preço cada vez mais reduzido e maior 

acurácia no sequenciamento (Kumar et al., 2017). Entretanto, apesar do expressivo progresso 

verificado na área da genômica, este avanço não foi completamente acompanhado pela geração 

de dados referentes às espécies de peixes Neotropicais, sendo observada uma situação aquém 

das possibilidades quanto à descrição de marcadores SNPs. Assim, algumas referências 

encontradas com relação à descrição desses marcadores moleculares referem-se ao estudo com 

o híbrido Amphilophus spp (Recknagel et al., 2013), com o tambaqui Colossoma macropomum 

(da Silva Nunes et al., 2017) e com o pacu (Mastrochirico-Filho et al., 2016). 

Entre as diversas metodologias existentes para a identificação dos SNPs, destaca-se o 

RADseq (Restriction Site Associated DNA- Sequencing) (Baird et al., 2008). O RADseq é uma 

tecnologia de sequenciamento de DNA associada aos sítios de restrição e à fragmentação 

mecânica, sendo a análise desenvolvida a partir de uma grande quantidade de amostras 

formando um pool que pode ser sequenciadas de uma só vez (Andrews et al., 2016). Porém, 
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uma variação chamada de ddRADseq (Double digest RADseq) é caracterizada pelo uso de dupla 

restrição enzimática, pode resultar em alta capacidade de multiplexação e apresentar maior 

confiabilidade no tamanho dos RADtags obtidos (Peterson et al., 2012). 

Com a implementação dos marcadores moleculares nos programas de melhoramento 

genético, as estratégias convencionais de seleção tornaram-se mais eficientes, promovendo a 

possibilidade de maiores ganhos genéticos nas características de interesse econômico 

(Sonesson et al., 2012), podendo ser realizado através da identificação dos loci de característica 

quantitativa (QTLs) (Rosa et al., 2013). Existem duas principais estratégias para a descoberta 

dos QTLs, a tradicional (mapeamento de ligação) e o GWAS (estudo de associação genômica 

ampla).  

A primeira metodologia explora a diferença alélica entre apenas dois parentais e 

geralmente identifica uma baixa quantidade de QTL devido à baixa taxa de recombinação e a 

dificuldade em avaliar uma grande quantidade de loci. (Zhu et al., 2008). A segunda abordagem 

indica os SNPs associados com características de interesse através de um denso painel de SNPs 

e faz a correlação entre marcador e o loci com base no desequilíbrio de ligação (LD), dessa 

forma este processo identifica a região do genoma (QTL) em que esses SNPs estão inseridos 

(Kijas et al., 2014). A vantagem do GWAS é poder amostrar inúmeros loci, identificar 

diferentes níveis de recombinação (Yu et al., 2008) e testar várias características ao mesmo 

tempo, dessa forma um grande número de regiões pode ser associado.  

O estudo de associação genômica tem sido utilizado para várias características 

economicamente importantes para a aquicultura em espécies modelos e não-modelos, incluindo 

características de crescimento (Neto et al., 2019; Yu et al., 2019., Yang et al., 2020, Shi et al., 

2020), resistência a doenças (Barría et al., 2019, Wang et al., 2019; Zhou et al., 2019), loci e 

genes candidatos relacionados a determinação sexual (Gabián et al., 2019; Yossa et al., 2019; 

Wang et al., 2019), entre outros. 

Os resultados obtidos do mapeamento QTL e GWAS são aplicadas através do MAS 

(seleção assistida por marcadores) e GS (seleção genômica). Como exemplo, atualmente, vários 

QTLs são comercializados pela empresa norueguesa Aquagen de salmonídeos em germoplasma 

qualificado, livres de diversas doenças, sem a síndrome cardiomiopática e também com melhor 

pigmentação de filé (Aquagen, 2014, 2015a, 2015b). E ainda, se tratando de salmonídeos, um 

caso que se destacou na aquicultura foi a utilização do mapa de QTL em salmão do atlântico 

para seleção da resistência ao IPN – Necrose Pancreática Infeciosa (Houston et al., 2008; Moen 

et al., 2009). Com a implementação do MAS, a salmonicultura europeia reduziu em 75,00% os 
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focos da doença e tem garantido atualmente uma economia anual de 24 milhões de libras no 

Reino Unido (Houston et al., 2008; Moen et al., 2009). 

Entretanto, para a identificação de QTLs é necessário o conhecimento prévio sobre a 

localização dos marcadores moleculares no genoma, tornando essencial a construção de um 

mapa de ligação (Moen et al., 2004). Os mapas de ligação além de auxiliar no estudo de 

associações genômicas, também possibilitam a localização de genes, estudos comparativos de 

sintenia genômica, cobertura e análise completa de genomas, além de gerar informações a 

respeito da arquitetura genética e pleiotropia (Guo et al., 2007; Li et al., 2016). A função dos 

mapas genéticos é ordenar os marcadores moleculares em um cromossomo ou em grupos de 

ligação, sendo que a distância entre eles é estimada a partir da frequência da taxa de 

recombinação (Xu et al., 2008). Para espécies de peixes nativos atualmente existe apenas o 

mapa de ligação desenvolvido para a espécie Colossoma macropomum (Silva Nunes et al., 

2017). 

Além da identificação de QTLs, a utilização da genômica pode ter diversas aplicações 

de interesse zootécnico que são de difícil medição ou nas quais o fenótipo demora para se 

expressar; entre estes casos podem ser citados a resistência a doenças (Houston et al., 2008), o 

acompanhamento do crescimento corporal (Gutierrez et al., 2015), as características de formato 

do corpo (Dong et al., 2019b). A utilização desta metodologia também auxilia o 

estabelecimento de populações de base para utilização em programas de melhoramento 

genético, otimiza a diversidade genética, controla a consanguinidade das gerações subsequentes 

produzidas (Fernández et al., 2014) e prever valores genômicos de reprodução para caracteres 

de interesse (Yoshida et al., 2018). Pode ser considerada ainda a utilização dos marcadores 

moleculares em estudos evolutivos, assim como em estudos da genética de populações e 

filogenia (Bernatchez et al., 2016) e no conhecimento da biologia e estrutura do genoma (Yáñez 

et al., 2015). 

A implementação das ferramentas moleculares em programas de melhoramento 

genético proporciona expressivos avanços com relação a aumento nos ganhos genéticos. 

Considera-se, assim, que a aplicação das técnicas genômicas no estudo das espécies nativas 

pode determinar um desenvolvimento acelerado nos processos de produção, bem como auxiliar 

nos estudos sobre a evolução e biologia das espécies utilizadas na piscicultura. 
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Caracterização da espécie Piaractus mesopotamicus  

A espécie Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Figura 1) componente da 

família Serrasalmidae (Calcagnotto et al., 2005; Oliveira et al., 2011) é um peixe conhecido 

popularmente como pacu-caranha, caranha, pacu-guaçu, ou simplesmente pacu, sendo nativa 

das bacias dos rios Paraná, Paraguai e Uruguai, com especial distribuição nas planícies alagadas 

da região Centro-Oeste, no Pantanal do Mato Grosso (Petrere Jr, 1989; Resende, 2003). Os 

exemplares desta espécie possuem corpo ovalado, estreito e robusto, com dorso cinza escuro e 

ventre amarelado (Britski et al., 2007), sendo que existem relatos de exemplares que atingiram 

82,0 cm de comprimento total e peso de 18,5 kg (Moreira et al., 2001). No ambiente natural é 

comum encontrar exemplares com 7 kg que atingem entre 60 a 80 cm de comprimento total 

(Britski et al., 2007). A primeira maturidade sexual ocorre aos 3 anos, com duração média até 

os 8 anos, sendo caracterizados por um período de reprodução que atinge o seu ápice nos meses 

de novembro a janeiro, época de temperaturas mais altas e maior incidência de chuvas 

(Bernardino, 1999).  Na estação chuvosa, o pacu permanece nas áreas de inundação onde se 

alimenta principalmente de itens de origem vegetal; porém, durante a seca permanece no leito 

dos rios, local onde pode haver maior disponibilidade de alimento (Menton, 1989; Urbinati et 

al., 2013). 

 

 

 

Figura 1. Imagem representativa da espécie Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887 (pacu). 

Fonte: Britski et al., 2007 

 

O pacu é uma das espécies de peixes mais estudadas no Brasil, principalmente com 

relação aos aspectos de reprodução, larvicultura, engorda, nutrição e parasitologia (Urbinati et 

al., 2013). Sua criação com fins comerciais vem crescendo principalmente devido 

características como uma dieta com menor exigência de proteínas, bom sabor da carne, baixo 
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custo de manutenção, boa resistência a patógenos, baixa exigência quanto à qualidade da água, 

alta adaptabilidade ao cultivo em tanques e viveiros, além de ser uma das espécies mais 

apreciadas na pesca esportiva (Fernandes et al., 2000; Abimorad & Carneiro, 2004; Jomori et 

al., 2008). Tais características levaram o pacu a ser a quarta espécie nativa mais produzida na 

aquicultura continental nacional (IBGE, 2017). 

De acordo com publicação da FAO (2018), a maior produção nacional do pacu ocorreu 

em 2010, com 21.245 toneladas. No ano de 2018, de acordo com o IBGE (2019), o pacu e seu 

híbrido patinga (fêmea P. mesopotamicus x macho de P. brachypomus), foram relacionados 

como ocupantes do quarto maior renda de produção de pescados entre as espécies nativas, com 

aproximadamente 11.600 toneladas. Ainda em relação à piscicultura, a espécie P. 

mesopotamicus também tem considerável importância econômica para a aquicultura de outros 

países da América do Sul como Colômbia, Peru, Venezuela e Argentina, bem como de países 

asiáticos como China, Mianmar, Tailândia e Vietnã (Flores Nava, 2007; Honglang, 2007; FAO, 

2010). 

Em relação à pesca extrativa, o último dado referente à estatística pesqueira continental 

nacional foi referente ao ano de 2011, no qual o pacu ocupou o sexto lugar no ranking de 

espécies mais pescadas, representando, juntamente com a pescada, aproximadamente 10,00% 

do total de capturas (MPA, 2013). No entanto, a partir de 2011, a maior parte das informações 

obtidas sobre estatística pesqueira é proveniente de dados regionais, aos quais pode ser citado 

os dados coletados e analisados por meio do Sistema de Controle da Pesca de Mato Grosso do 

Sul SCPESCA/MS. No ano de 2016, o pacu ocupou o terceiro lugar como a espécie mais 

pescada (52t - 13,80%), para os setores comercial e esportivo (Catella et al., 2017). 

Além da dificuldade enfrentada pela sobrepesca, a espécie também tem sentido os 

efeitos da fragmentação de seu habitat, causado pela construção de sucessivas barragens ao 

longo dos cursos dos rios (Agostinho et al., 2005) e, em consequência do impacto sofrido pelas 

populações naturais, a espécie foi classificada como “quase ameaçada” no ano de 2014, de 

acordo com o Decreto N° 60.133 (São Paulo, 2014). Por isso, a reprodução desta espécie em 

cativeiro tem sido uma boa alternativa para suprir a demanda do mercado e reduzir o impacto 

nos estoques das populações naturais. 

Embora sendo o pacu uma espécie bastante estudada e importante na aquicultura 

brasileira, ainda são escassas as informações relativas à genômica e ao melhoramento genético 

aplicados no seu cultivo. Considera-se, portanto, que os resultados obtidos no presente estudo 

como a prospecção de SNPs, desenvolvimento do primeiro mapa genético da espécie e o 
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GWAS  para o peso corporal e identificação do sexo dos indivíduos, certamente se constituirão 

em ferramentas importantes para um manejo biológico adequado e para o melhoramento 

genético da espécie. 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

O presente estudo teve como objetivo a prospecção e aplicação de marcadores SNPs 

para a construção de um mapa genético e estudo de associação genômica ampla (GWAS), para 

testar a correlação com o peso corporal e determinação sexual na espécie Piaractus 

mesopotamicus.  

Objetivos específicos  

• caracterização dos marcadores SNPs provenientes das reads do ddRADseq para os parentais 

e dos indivíduos da geração F1;  

• desenvolvimento de um mapa genético de SNPs para esta espécie; 

• estudo de associação genômica ampla (GWAS) as características de peso corporal e 

determinação do sexo nos exemplares; 

• identificação dos genes candidatos próximos aos QTLs correlacionados com as 

características de peso corporal e determinação do sexo citadas acima.  

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os materiais e métodos utilizados no presente trabalho serão descritos na parte 

específica de cada capítulo dos resultados. 
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Capítulo 1 

 

Descoberta de SNPs e construção de um mapa genético de alta 

densidade através do ddRADseq de Piaractus mesopotamicus 
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RESUMO 

 

O desenvolvimento da tecnologia de NGS (next-generation sequencing) tem permitido a 

genotipagem de milhares de marcadores genéticos, possibilitando a rápida produção de mapas 

genéticos para espécies modelo e não-modelo. Em se tratando de espécies não-modelo, o pacu 

(Piaractus mesopotamicus) é uma espécie-alvo interessante por ser considerado um dos peixes 

com maior produção e valor comercial para a piscicultura nacional. O objetivo do presente 

estudo foi identificar marcadores moleculares do tipo SNP (polimorfismos de nucleotídeo 

único) e, com isso, caracterizar um mapa de ligação para esta espécie. Inicialmente foi realizada 

a extração do DNA de 48 indivíduos de 3 famílias de irmãos completos e, a seguir, utilizando 

a metodologia ddRADseq (double digest restriction-site associated DNA sequencing), 3 

bibliotecas genômicas foram geradas com a utilização das enzimas de restrição MluCI e SphI. 

As amostras foram sequenciadas na plataforma Hiseq 4000 e obtida uma média de 35.697.700 

de sequências em cada família. Na etapa seguinte, a análise bioinformática foi realizada pela 

aplicação do programa Stacks que identificou 18.421 marcadores em 132 indivíduos. O controle 

de qualidade (QC) foi realizado pelo programa Plink, com o qual foi verificado o Minor Allele 

Frequency (MAF) ≥ 0.01, individual call rate > 0.70 e o SNP call rate > 0.80, com a 

permanência de 11.240 SNPs e 113 indivíduos. Para construção do mapa genético foi utilizado 

o software Lepmap que adicionou os SNPs nos 27 grupos de ligação (LG) desta espécie (2n=54 

cromossomos) com um LOD (minimum logarithm of odds) de 8.7. O mapa consenso envolveu 

6.437 SNPs que abrangem uma distância total de 2.814,92 cM, com intervalo médio 0.44 cM. 

O mapa de ligação dos machos apresentou 4.649 marcadores, num total de 2.810,41 cM e 

intervalo médio de 0.60cM, enquanto o mapa feminino foi construído com 4.690 SNPs e 

consiste de 2.874,89 cM, com um intervalo médio dos marcadores de 0.61 cM. Com a aplicação 

do programa Circa, foi analizada a sintenia existente entre as sequencias distribuídas nos 27 

LG de P. mesopotamicus e nos 25 cromossomos de Astyanax mexicanus. Foram identificadas 

574 sequencias homólogas, sendo que 4 LG possuem poucas RADtags, 22 possuem sintenia 

direta com 22 grupos correspondentes e apenas o grupo de ligação AM3 de A. mexicanus 

compartilhou as RADtags com os grupos de ligação LG10 e LG20 do pacu. Considera-se, pois, 

que o mapa genético de alta densidade construído para P. mesopotamicus poderá contribuir com 

programas de melhoramento genético, auxiliar na investigação do processo evolutivo e 

melhorar o entendimento de aspectos da biologia desta espécie. 

Palavras-chave: Genotipagem, Sintenia genômica, Mapa de ligação, peixe Neotropical  

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sequencing
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1.1   INTRODUÇÃO 

Avanços notáveis no sequenciamento do genoma em diferentes organismos ocorreram 

após o advento da metodologia de NGS (Next Generation Sequencing), sendo que técnicas 

efetivas foram desenvolvidas para obtenção e genotipagem de milhares de marcadores 

moleculares do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) a um custo reduzido (Mardis et 

al., 2008).  

Os marcadores SNPs e como o próprio nome já diz, referem-se ao polimorfismo de 

nucleotídeos simples ou polimorfismo de nucleotídeo único. Neste caso, ocorre a variação na 

sequência de DNA que afeta somente uma base. Como características para estudos genéticos, 

este tipo de marcador possui a vantagem de estar presente e com uma elevada frequência na 

maioria dos organismos, geralmente estão espalhados uniformemente ao longo do genoma, são 

de natureza bi-alélica, codominantes, altamente informativos, possui eficiência e automação de 

genotipagem, além de apresentarem facilidade de isolamento com a aplicação das novas 

biotecnologias moleculares (Liu et al., 2011; Rasal et al., 2017). Dentre as técnicas para a 

identificação dos marcadores moleculares, destaca-se o Double digest RADseq – ddRADseq 

(Peterson et al., 2012), esta abordagem utiliza duas enzimas de restrição e possui uma alta 

capacidade de multiplexação, requer pouco DNA genômico para a construção da biblioteca e 

apresenta custo reduzido, uma vez que a combinação de muitos indivíduos no pool proporciona 

uma diminuição considerável do valor por amostra, e o DNA fragmentado é ligado a 

adaptadores que contêm códigos de barras (barcodes) específicos para cada amostra (Peterson 

et al., 2012); esta técnica é uma variação do RADseq que utiliza apenas uma enzima de 

restrição.   

Em se tratando do Piaractus mesopotamicus, na literatura existem 32 SNPs descritos 

provenientes do transcriptoma, porém torna-se necessário um painel de SNPs mais denso para 

o desenvolvimento de pesquisas mais amplas e robustas.   

A espécie de peixe Piaractus mesopotamicus, conhecida popularmente como pacu, está 

classificada como pertencendo à família Serrasalmidae e é nativa da região Neotropical. De 

acordo com o IBGE (2019) o pacu é a quarta espécie nativa mais produzida na aquicultura 

continental nacional e tal posição se deve ao fato de possuir diversas características que são 

apreciadas pela piscicultura como bom sabor de sua carne, boa resistência a patógenos, 

rusticidade no manejo, além da alta adaptabilidade ao cultivo em tanques e viveiros (Fernandes 

et al., 2000; Abimorad & Carneiro, 2004; Jomori et al., 2008). A produção do pacu em cativeiro 

também se apresenta como uma alternativa para diminuir o impacto decorrente da sobrepesca 

https://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
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para fins comerciais e esportivos (MPA, 2013; Catella et al., 2017), bem como pela diminuição 

das populações naturais devido à crescente fragmentação de seu habitat causada pela construção 

de barragens (Agostinho et al., 2005). 

Nos últimos anos, a identificação de uma grande quantidade de marcadores moleculares 

do tipo SNPs têm permitido o desenvolvimento de metodologias mais robustas, assim como o 

desenvolvimento de mapas de ligação ou mapas genéticos mais densos em diferentes espécies. 

Mapas genéticos são conjuntos ordenados de marcadores genéticos agrupados em clusters ou 

em grupos de ligação no genoma de uma espécie. Sua construção ocorre a partir de estimativas 

da frequência de recombinação entre pares de marcadores moleculares. Portanto, a existência 

de um grande número de marcadores genéticos disponíveis é um pré-requisito fundamental para 

a aplicação desta metodologia (Xu et al., 2008), sendo que, nos últimos anos este marcador tem 

sido cada vez mais utilizado. Os mapas genéticos têm ampliado o conhecimento sobre algumas 

espécies de peixes, permitindo um maior conhecimento sobre a organização do genoma, 

análises genômicas e genéticas (Maroso et al., 2018) e identificação de QTLs (Zhu et al., 

2019a), além de contribuir para estudos de sintenia ou mapeamentos comparativos (Zhu et al., 

2019b).  

Os mapas de ligação possibilitam a realização de inúmeras pesquisas, pois através das 

informações fornecidas por ele, como o número de grupos de ligação e a posição dos 

marcadores moleculares, é possível auxiliar a montagem e análise de genomas, realizar a 

identificação de genes, o mapeamento de QTLs, e a comparação entre mapas demonstram as 

similaridades e diferenças entre as espécies e dessa forma, oferece uma melhor compreensão 

da evolução de cromossomos e genomas (Garcia et al., 2006; Paterson et al., 2000). E assim 

como foi realizado nesse trabalho, os mapas genéticos auxiliam na identificação de sintenias 

correspondentes dos loci nos grupos homólogos de diferentes organismos. 

 Contudo, ainda são escassos os estudos relacionados ao mapeamento genético de peixes 

do Brasil, principalmente quando se trata de espécies nativas, entre as quais há apenas um mapa 

genético disponível que é referente a espécie Colossoma macropomum – tambaqui (da Silva 

Nunes et al., 2017). Neste contexto, considerando o cenário ambiental promissor e a expansão 

da piscicultura brasileira, a identificação em larga escala de SNPs e a construção de um mapa 

genético realizada neste trabalho para a espécie P. mesopotamicus, pode aprimorar estudos 

genéticos e também auxiliar programas de melhoramento genético,  através da desenvolvimento 

de ferramentas genômicas que poderão ser aplicadas na seleção genômica e seleção assistida 

por marcadores. 
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1.2   MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1.2.1   Formação dos grupos genéticos, instalações e manejo 

Este estudo foi realizado em conformidade com as recomendações do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) (Ministério Brasileiro de 

Ciência, Tecnologia e Inovação) e foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA), 

protocolo no. 22.255 / 15. O presente estudo foi realizado sob autorização no. 33435-1, emitido 

pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade, Ministério do Meio Ambiente 

do Brasil (ICMBio).  

Inicialmente, foi necessário formar uma população base através da montagem de 

diferentes famílias para o desenvolvimento de grupos genéticos, e dessa forma dar início a 

pesquisa. 

A reprodução de P. mesopotamicus para a formação das famílias foi realizada em 

novembro de 2015 com a utilização de 3 famílias, sendo os machos provenientes do plantel de 

matrizes da piscicultura do Centro de Aquicultura da Unesp - CAUNESP, Jaboticabal/SP e as 

fêmeas da Piscicultura EMA, Cosmorama, SP. Estes animais foram previamente analisados 

para testar sua pureza genética através da genotipagem de SNPs por Multiplex-PCR (Reação 

em cadeia da polimerase com uso de primers espécie-específicos), descritos em Hashimoto et 

al. (2011). A indução da desova foi realizada com a utilização de extrato bruto de hipófise 

(EBH) de carpa dissolvido em solução salina (0,90% NaCl) aplicado em região intramuscular 

dos exemplares em duas doses nas fêmeas, com intervalo de 12 h (1ª dose de 0,5 mg hipófise 

kg-1 de peixe; 2ª dose de 5,0 mg de hipófise kg-1 de peixe). No momento da segunda dose foi 

realizada a aplicação de 5 ml de Ciosin® (0.25 mg/mL cloprostenol, Schering-Plough Saúde 

Animal Ind. Com. Ltda. Campinas, SP, BR), conforme protocolo descrito por Ceccarelli et al. 

(2005). Nos machos foi utilizada a aplicação de dose única, coincidindo com a aplicação da 2ª 

das fêmeas, sendo equivalente a 1,5 mg kg-1 de EBH.  

A extrusão dos gametas foi realizada com aproximadamente 240 h/grau, e a incubação 

das larvas foi realizada em incubadoras de 15 litros durante 1 mês. Em seguida, as larvas de 

cada família (família1, família2 e família3) foram separadas em tanques redes em caixas de 

1.000 l. Depois de 7 meses, quando os indivíduos estavam com 6 meses nos tanques, 42 animais 

da prole de cada família foram coletados, anestesiados com benzocaína (100mg/L), marcados 

com PITtags (passive integrated transponder tag, modelo full-duplex FDX-B, 134.2-kHz) e 

amostras de sangue de cada exemplar foram coletadas e fixadas em etanol absoluto para 
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posterior extração de DNA. Estes indivíduos foram mantidos por mais oito meses na mesma 

caixa sob as mesmas condições ambientais e de manejo no Laboratório de Genética em 

Aquicultura e Conservação – LaGeAC, CAUNESP.  Após esse período foram transportados 

para um tanque escavado de aproximadamente 200 m2 existente nas instalações da piscicultura 

do CAUNESP. 

No início do período experimental, enquanto a prole estava alocada nas instalações do 

Laboratório de Genética em Aquicultura e Conservação – LaGeAC, CAUNESP, a média da 

temperatura constatada foi de 28.30ºC ± 1.55ºC, do oxigênio dissolvido foi de 6.50 ± 0.30 mg/L 

e o pH de 6.70 ± 0.08. Nos tanques escavados, o valor médio da temperatura foi de 24.45°C ± 

2.15ºC, do oxigênio dissolvido foi de 8.20 mg/L ± 1.05 e do pH foi de 8.90 ± 0.50. Todos os 

parâmetros foram avaliados utilizando a sonda Multi Water Quality Checker U 50 serie Horiba. 

Em relação a alimentação, da eclosão dos ovos até um período de 20 dias, os peixes 

foram alimentados exclusivamente com náuplios de Artemia (BioArtemia Ltda, RN, Brasil) 

quatro vezes ao dia e após este período, também foi adicionada ração em pó à alimentação. Os 

náuplios de Artemia foram retirados da alimentação quando os peixes atingiram dois meses, 

enquanto a ração em pó foi retirada aos poucos, de acordo com o crescimento dos peixes, que 

então se tornavam capazes de se alimentarem com ração extrusada, cujo diâmetro dos grânulos 

também aumentava de acordo com o crescimento dos peixes. 

 

1.2.2 Construção de bibliotecas ddRADseq  

Para prospectar e caracterizar os SNPs, a construção das bibliotecas foi realizada através 

do ddRADseq de 3 famílias de pacu, com base no protocolo originalmente descrito por Peterson 

et al. (2012). Inicialmente foi extraído o DNA genômico de 42 indivíduos da prole de cada 

família e de seus parentais utilizando o Kit PureLink™ Genomic DNA.  O DNA genômico dos 

parentais foi identificado em triplicatas. Todos os indivíduos receberam um barcode para sua 

identificação no pool, totalizando 48 marcações individuais de cinco nucleotídeos para cada 

família. 

As quantidades de DNA genômico para as análises foram determinadas no equipamento 

Qubit® 3.0 (Thermo Scientific™) e padronizadas para 10ng/ul. A análise de pureza das 

amostras de ácido nucleico foi obtida por espectrofotometria no equipamento NanoDrop™ One 

(Thermo Scientific™), onde foi obtido um valor de razão de absorbância (A) A260/A280 entre 

de 1.80 e 2.00; a integridade do DNA das amostras também foi visualizada utilizando gel de 

agarose. Para a etapa de digestão do DNA foi obtido um volume final de reação de 6.00 µL, em 
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que foram utilizados 2.50 µL de DNA (totalizando 25 ng), digeridos com 0.10µL (10U/ml) da 

enzima de restrição MluCI (5´...AATT...3´ - corte frequente) e 0.10µL (20U/ml) da enzima SphI 

(5´...GCATGC...3´ - corte raro), 0.60 µL do CutSmart 10X Buffer e 2.80 µL de água. As 

condições estabelecidas para o tempo de digestão foram de 37ºC durante 60 minutos. Essas 

enzimas criam pontas coesivas em ambas as extremidades das moléculas de DNA digeridas que 

permitem a ligação aos adaptadores. 

Com base em um genoma de peixe já sequenciado, a espécie piranha Pygocentrus 

nattereri, simulações computacionais foram realizadas para avaliar a frequência do corte de 

cada enzima de restrição utilizando o programa Nebcutter v2.0 (Vincze et al., 2003). Foi 

verificado que a distância média entre sítios enzimáticos da enzima SphI era de 6.500 pb, 

enquanto para MluCI era de 250 pb, o que permitiu ajustar as molaridades de cada adaptador 

específico para cada enzima, de acordo com o cálculo fornecido por Peterson et al. (2012). 

Como a enzima MluCI gera mais fragmentos na digestão, foi necessário inserir mais 

adaptadores desta enzima na reação. A reação de ligação foi realizada em um volume final de 

10.00 µl, com 0.20 µl da enzima T4 ligase, 1 µl do tampão 10X T4 DNA ligase Reaction Buffer, 

1.00 µl do adaptador P1 4.04 µM (MluCl) e 1.00 µl do adaptador P2 0.07 µM (SphI), sendo que 

cada indivíduo teve um barcode diferente no adaptador P2. Este processo de ligação ocorreu 

com as amostras incubadas a 23ºC durante 90 min e a 65ºC por 10 min. 

Na etapa seguinte foi realizada uma PCR teste para verificar a efetividade da digestão e 

da ligação dos adaptadores. A PCR foi realizada em um volume final de 12.50 µL contendo 

7.90 µL de H2O, 1.25 µL de 10X PCR Buffer, 0.50 µL do primer P1 (10.00 µM), 0.50 µL do 

primer P2 (10.00 µM), 0.50 µL dNTPs (10 mM), 0.75 µl MgCl2 (25 mM), 0.10 µl 

Platinum® Taq DNA Polymerase e 1.00 µL de DNA digerido. As condições estabelecidas para 

a PCR determinaram um ciclo inicial a 94ºC por 2 minutos, seguido por 20 ciclos de 94ºC por 

30 segundos, 60ºC por 30 segundos e 72ºC por 45 segundos. As amplificações foram checadas 

via eletroforese em gel de agarose. O produto excedente da reação de PCR foi descartado, uma 

vez que não seria mais utilizado.  

Para remover os fragmentos curtos resultante da digestão do DNA genômico e da 

ligação dos adaptadores foi usado o Kit Agencourt AMPure XP cleanup step (Beckman Coulter, 

DE), seguindo o protocolo proposto pelo fabricante. As beads magnéticas, além de serem 

usadas para remover adaptadores excedentes e fragmentos digeridos não ligados, também 

foram usadas para concentrar o DNA e combinar o pool das amostras em um único tubo, 

deixando-o num volume ideal (50.00 µL) para ser usado na próxima etapa da construção da 
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biblioteca.  O pool foi, então, designado para a seleção dos fragmentos de aproximadamente 

350 pb (300 pb de DNA + 50 pb dos adaptadores e barcodes) através do E-Gel® Size Select 

2,00% Agarose Gel (Invitrogen) por eletroforese, sendo que este gel de agarose possui uma 

cuba específica para a eletroforese e o E-Gel® é fabricado pela própria empresa. O gel possui 

espaço para oito amostras (8 colunas), cada coluna possui dois poços, formando poços de 

aplicação e de extração. O pool é aplicado no primeiro poço e durante a eletroforese a corrente 

elétrica transporta os fragmentos em direção ao segundo. A corrida eletroforética é monitorada 

e quando o fragmento de interesse entra na linha de extração, a corrida é interrompida e este é 

recuperado com o auxílio de uma micropipeta. Neste experimento, o pool de cada família foi 

depositado em poços distintos, porém em um mesmo E-Gel® para uma maior padronização 

entre as três famílias. 

Em seguida a este procedimento foi realizada a etapa de enriquecimento via 

amplificação por PCR com a Phusion® High-Fidelity PCR Kit. Esta etapa é necessária para 

incorporar a sequência do flowcell Illumina e as regiões das sequencias dos primers da Illumina. 

Para aumentar o número dos fragmentos de DNA, foram realizadas 20 reações independentes 

de PCR. As condições de PCR ocorreram em volume final de 20.00 µL, sendo 13.60 µL de 

H2O, 0.40 µL dNTPs 10 mM, 4.00 µL 5X Phusion HF Buffer, 2.50 µL de primer P1 5.00 µM, 

2,5 µL de Primer P2 5.00 µM, 0.12 µL Phusion DNA Polymerase e 1.00 µL de DNA digerido. 

As reações ocorreram em uma etapa inicial de 68ºC por 1 min; seguida por 18 ciclos a 93ºC por 

10 s, 52ºC por 35 s, 68ºC por 1,5 min; e uma etapa final de 68ºC por 7 min. Após o término 

desta etapa as amostras de PCR foram agrupadas, totalizando um volume final de 400.00 µL e 

foram novamente purificadas por AMPure XP beads (Beckman Coulter, DE), de acordo com o 

protocolo proposto pelo fabricante. O pool das sequências amplificadas foi analisado em 

eletroforese de gel de agarose. 

A concentração na biblioteca final foi verificada por fluorometria no equipamento 

Qubit® 3.0 (Thermo Scientific™). Em seguida, também foi realizada a análise por eletroforese 

no equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA). As amostras foram 

enviadas para serem sequenciadas na plataforma Hiseq 4000, capaz de sequenciar fragmentos 

paired end de até 150 pb e gerar até 1500Gb de dados.  

 

1.2.3   Identificação e filtro dos SNPs  

O software utilizado para analisar as leituras de sequências brutas obtidas do 

sequenciamento Illumina foi o Stacks v. 2.1 (Catchen et al., 2011; Catchen et al., 2013). Este 
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programa foi desenvolvido para analisar reads geradas por sequenciamento de nova geração 

(NGS) com dados de leitura curta para organismos modelos e não-modelos (Davey et al., 2013). 

Além de analisar as sequencias brutas, o Stacks fornece os dados em diversos formatos para 

construção de mapas genéticos, genômica populacional e filogeografia, além de ter capacidade 

de processamento de RADtags, identificação e filtragem dos SNPs e exclusão dos erros de 

sequenciamento. Dentro do programa Stacks existem diversos subprogramas que devem ser 

executados para a análise dos dados. A análise é iniciada com o programa Process_radtags 

(Stacks), no qual os barcodes foram atribuidos aos indivíduos, os adaptadores foram retirados, 

todas as leituras brutas foram trimadas para 129 pb e foi realizado o controle de qualidade 

através da retirada de sequencias de baixa qualidade. Como as sequencias são paired-end elas 

são separamos e apenas uma é utilizada nesta etapa.  

Em seguida foi usado o software Ustacks, com a função de construir os loci para cada 

indivíduo, tendo sido usada uma profundidade mínima de RADtags para construir um alelo 

putativo (-m 3) e considerada a máxima incompatibilidade de nucleotídeos permitida entre os 

alelos de uma amostra (-M 3). A montagem de um catálogo com os dados de todos os parentais 

foi realizada através do programa cstacks e, desta forma foi possível criar um conjunto de todos 

os possíveis alelos para todas as famílias. O número máximo de incompatibilidade permitida 

entre as Rad-Tags dos loci do catálogo foi três (-n 3 ). Através do programa sstacks foram 

criados os loci putativos, sendo os resultados obtidos pelo programa ustacks (progênie) 

comparado ao catálogo produzido pelo programa cstacks (parentais) para identificar os alelos 

em comum. 

O programa tsv2bam utilizado permitiu a transposição dos dados que estavam 

orientados por amostra, para sua orientação por loci. E como as seqüências do trabalho em 

questão foram separadas no inicio das análises, as duas sequências (paired-end) podem ser 

associadas nesta etapa. No sexto estágio, o programa gstacks foi executado para identificar 

locais variantes na metapopulação e, dessa forma, genotipar cada amostra. Para finalizar a 

execução do Stacks foi utilizado o programa populations, que cria outputs em diversos 

formatos. Neste trabalho o arquivo foi exportado no formato --vcf para posterior análise no 

software Plink v. 1.07 (Purcell, 2009). O populations também possui as opções de realizar 

alguns filtros de qualidade dos SNPs e calcular várias estatísticas de genética de populações.  

O Software Plink foi utilizado para realizar o controle de qualidade nos SNPs 

identificados pelo software Stacks. Neste processo foram utilizados filtros para exclusão de 

SNPs que não fossem genotipados em no mínimo 80,00% das amostras; foram excluídos 
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indivíduos que não tivessem ao menos 70,00% dos SNPs genotipados, bem como aqueles que 

apresentassem frequência alélica mínima (MAF) inferior a 5,00%. A aplicação destes filtros é 

indicada por Ziegler et al., (2008) e se baseia na exclusão de possíveis falhas ocorridas durante 

o processo de genotipagem. Alguns filtros também foram realizados com a aplicação dos 

softwares LepMAP v. 2 e v. 3 (Rastas et al., 2013). 

 

1.2.4   Construção do Mapa Genético 

Para a construção do mapa genético foi usado o programa LepMAP v. 2 e v. 3 (Rastas 

et al., 2013). Inicialmente, o módulo ParentCall2 foi utilizado para “chamar” o genótipo dos 

parentais, seguido pela etapa “SeparateChromosomes” que atribuiu os marcadores aos grupos 

de ligação utilizando o valor LOD score de 8.7, de modo que o número observado de SNPs nos 

grupos de ligação fosse adequado ao número de cromossomos haplóides para o pacu, 27 

cromossomos, além de um número mínimo de 10 marcadores por grupo de ligação. Nesta etapa 

também foi utilizado o parâmetro InformativeMask=13 para o mapa masculino, 

InformativeMask=23 para o mapa feminino e InformativeMask=123 para o mapa consenso, pois 

estes parâmetros são utilizados para identificar marcadores informativos apenas para os 

machos, apenas para as fêmeas e para ambos os sexos, respectivamente. 

A análise seguinte foi realizada com o módulo “JoinSingles”, responsável por adicionar 

os SNPs não atribuídos originalmente a qualquer LG na etapa anterior através de uma pontuação 

mínima de LOD score de 5. Usando a opção “dataTolerance=0.01” na etapa Filtering2 num 

procedimento seguinte, foi removido qualquer marcador que mostrasse evidência de distorção 

de segregação Mendeliana (teste χ2 de distorção de segregação P< 0.01).  

Finalmente, o módulo “OrderMarkers” ordenou os SNPs em cada grupo de ligação. 

Inúmeras repetições foram realizadas para melhorar os parâmetros de recombinação e diminuir 

os erros e a ordem mais apropriada foi determinada pelo melhor valor de likelihood. Além dos 

mapas separados por sexo, a opção “sexAveraged=1” também foi incluída neste módulo para 

construir o mapa consenso. Grupos de ligação foram desenhados usando o pacote 

LinkageMapView (Ouellette et al., 2017) do programa computacional RStudio v. 1.1.463. 

 

1.2.5   Mapeamento Comparativo 

O mapeamento comparativo foi realizado com o download do genoma completo do 

Astyanax mexicanus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=txid7994[orgn]) no site do 

NCBI. As sequências de P. mesopotamicus utilizadas no mapa de ligação foram blastadas 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=txid7994%5borgn
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contra o genoma do Astyanax usando o programa BLASTn (“Basic Local Alignment Search 

Tool”) com e-value cutoof 1e-10. Para sequências que tiveram vários blast hits, apenas aqueles 

com o menor e-value foram utilizadas na análise comparativa. Por fim, foi utilizado o software 

Circa 1.2.1 (http://omgenomics.com/circa/) para visualizar a sintonia genômica.  

 

1.3   RESULTADOS 

 

1.3.1 Construção de bibliotecas ddRADseq  

Com o uso do ddRADseq foram obtidos dados de sequências single-end, 35.394.337 

reads e 10.60 Gbp (Giga bases) para a Família 1; 37.640.043 reads e 11.3 Gbp para a Família 

2; e 34.058.722 reads e 10.2 Gbp para a Família 3. Em relação à qualidade das sequências, foi 

utilizado o Phred quality score (Qscore) que é um índice de qualidade de identificação das 

nucleobases geradas pelo sequenciamento automatizado de DNA (Ewing et al., 1998). Neste 

trabalho, mais de 91,00% das informações dos grupos genéticos possuem os dados acima do 

índice Q30, ou seja, a chance de uma base estar correta é 99,90%, em aproximadamente 91,00% 

dos dados brutos gerados. 

 

1.3.2 Identificação e filtro de SNPs  

Durante o processamento das leituras brutas no programa Process_radtags, as 

sequências foram trimadas para 129 pb para a remoção das extremidades com baixa qualidade 

e foi realizado o primeiro filtro para cada família, mostrado na Tabela1. 

 
Tabela1. Filtros realizados pelo Stacks nas sequencias brutas 

 

 Reads 

Paired-end 

Totais 

Barcodes 

Ambiguos 

Baixa 

Qualidade 

RAD-Tags 

Ambiguos  

Reads 

Paired-end 

Restantes  

Família1 70.788.674 179.214 25.714 522.027 70.061.719 

Família2 75.280.086 235.490 393.310 642.997 74.008.289 

Família3 68.117.444 180.946 23.076 501.144 67.412.278 

 

Os loci foram construídos para cada indivíduo e em seguida foi montado um catálogo 

das amostras dos parentais; assim, foi possível criar um conjunto de todos os alelos. O catálogo 

formado pelos parentais e pela prole consistiu em 195.168 loci, no qual 114 loci não tiveram 

http://omgenomics.com/circa/
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ou não apresentaram sequencias paired-end (0,10%); 4.999 loci tinham reads paired-end, mas 

não puderam ser montadas em um contig (2,60%); restaram 190.055 loci (97,40%) e através 

deles foi possível montar um contigs paired-end, sendo o tamanho médio de 164.5 pb. No total 

de 211.482.286 sequencias paired-end, 169.788.586 foram excluídas nas primeiras análises e 

apenas 41.693.700 foram alinhados com sucesso, com média de 219.4 reads por loci. Na última 

etapa dos filtros e identificação dos genótipos, do total de 190.055 foram removidos 180.269 

dos loci identificados, restando 9.786, com tamanho médio de 259.19pb. Desses loci foram 

identificados 18.421 sites variantes em 132 indivíduos, sendo 126 da prole e 6 dos parentais. 

Os marcadores também passaram por um filtro de qualidade usando o software Plink, 

pelo qual foram excluídos SNPs não genotipados em no mínimo 80,00% das amostras; o 

programa também excluiu indivíduos que não tiveram pelo menos 70,00% dos SNPs 

genotipados e que apresentaram MAF igual ou inferior a 0.05. Com a aplicação desses filtros o 

número de marcadores foi reduzido para 11.240 SNPs bi-alélicos, com uma profundidade média 

de sequenciamento de 14x. Foram excluídos 19 indivíduos da análise, restando 113 indivíduos 

para a análise final. 

 

1.3.3 Construção do Mapa Genético 

O mapa genético construído possui alta densidade de SNPs, embora 43,00%  dos 

marcadores (4.803 SNPs) tenham sido descartados. Ainda assim foi utilizado um total de 6.437 

SNPs distribuídos em 27 grupos de ligação, identificados em indivíduos de três famílias F1 

(Figura1), o que é consistente com o número de cromossomos haplóides de Piaractus 

mesopotamicus (2n=54). 
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Figura1. Mapa de ligação do P. mesopotamicus e densidade dos SNPs nos cromossomos (cM/locus). 

 

A descoberta dos marcadores foi realizada utilizando a pipeline do software LepMAP v. 

2 e v. 3. Com a aplicação do módulo SeparateChromosomes foi adicionado um total de 2.320 

marcadores aos 27 grupos de ligação, sendo que o maior valor foi verificado no LG1 com 214 

e o menor no LG27 com 28. No módulo Joingsingle foram adicionados mais 4.198 marcadores, 

totalizando 6.518 marcadores distribuidos aos longo dos 27 grupos de ligação, com um range 

de 90  (LG27) a 492 (LG3). Com a execução do módulo Filtering foram eliminados 81 

marcadores que não estavam segregando de acordo com a herança mendeliana (P>0.01). E por 

último foi executado o módulo Ordermarkers. Todos os marcadores informativos foram 

utilizados no mapa consenso, resultando em 6.437 SNPs que  abrangem uma distância total de 

2.814,92 cM. Foi verificado que o menor grupo de ligação é o LG20 com 75.38 cM e o maior 

é o LG2 com 126.  62cM, com um intervalo médio entre os marcadores de 0.44 cM (Tabela2). 

O mapa de ligação dos machos consistiu em 4.649 marcadores com tamanho variando 

de 57.93 cM (LG 25) a 136.76 cM (LG 5), um total de 2.810,41 cM e intervalo médio de 

marcadores de 0.60 (Tabela2). Enquanto o mapa feminino foi construído com 4.690 SNPs e 

consistia em um total de 2.874,89 cM, com uma variação de 68.68 cM (LG 20) a 144.92 cM 

(LG8) e um intervalo médio de marcadores de 0.61 (Tabela2). 
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Tabela2. Resumo do mapa de ligação consenso, das fêmeas e dos machos de Piaractus  mesopotamicus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
    

MACHO FÊMEA  CONSENSO 
 

Distância 

genética 

(cM) 

Número de 

marcadores 

Intervalo 

médio entre 

os SNP (cM) 

Distância 

genética 

(cM) 

Número de 

marcadores 

Intervalo 

médio entre 

os SNP (cM) 

Distância 

genética 

(cM) 

Número de 

marcadores 

Intervalo 

médio entre 

os SNP (cM) 

LG1 124.98 289 0.43 110.26 297 0.37 91.88 383 0.24 

LG2 112.51 209 0.54 101.11 221 0.46 105.60 250 0.42 

LG3 128.45 177 0.73 114.32 179 0.64 108.50 244 0.44 

LG4 95.46 191 0.50 128.33 225 0.57 101.13 300 0.34 

LG5 136.76 273 0.50 122.86 247 0.50 120.35 355 0.34 

LG6 136.8 330 0.41 134.30 310 0.43 106.32 442 0.24 

LG7 124.35 272 0.46 114.83 230 0.50 119.02 341 0.35 

LG8 81.45 175 0.47 144.92 177 0.82 100.17 243 0.41 

LG9 97.64 173 0.56 128.58 191 0.67 95.91 235 0.41 

LG10 92.06 195 0.47 116.22 201 0.58 112.61 283 0.40 

LG11 120.45 174 0.69 114.33 164 0.70 105.88 225 0.47 

LG12 117.66 183 0.64 90.36 190 0.48 103.96 254 0.41 

LG13 111.03 189 0.59 109.53 196 0.56 121.77 280 0.43 

LG14 97.98 130 0.75 92.27 154 0.60 96.13 209 0.46 

LG15 115.56 207 0.56 110.04 161 0.68 104.54 249 0.42 

LG16 85.27 131 0.65 88.6 119 0.74 106.29 176 0.60 

LG17 104.48 155 0.67 102.63 182 0.56 106.02 248 0.43 

LG18 117.48 149 0.79 103.04 143 0.72 108.60 200 0.54 

LG19 110.96 108 1.03 109.77 132 0.83 97.96 163 0.60 

LG20 70.41 125 0.56 68.68 107 0.64 75.38 171 0.44 

LG21 85.1 148 0.58 100.44 165 0.61 105.69 219 0.48 

LG22 89.5 123 0.73 104.80 131 0.80 104.09 168 0.62 

LG23 78.56 96 0.82 84.82 117 0.72 89.46 135 0.66 

LG24 87.44 126 0.69 84.90 122 0.70 82.61 181 0.46 

LG25 57.93 92 0.63 70.73 108 0.65 105.02 167 0.63 

LG26 120.63 98 1.23 119.30 107 1.11 126.62 128 0.99 

LG27 109.51 131 0.84 104.92 114 0.92 113.41 188 0.60 

Total  2810.41 4649 0.60 2874.89 4690 0.61 2814.92 6437 0.44 
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1.3.4. Mapeamento Comparativo 

 

Figura2. Análise sintênica entre grupos de ligação do Piaractus mesopotamicus contra os cromossomos 

do Astyanax mexicanus. Cada linha representa uma conexão entre a posição de um RADtags do pacu e 

uma sequência homóloga em A. mexicanus. (escala em Mb). 

 

A análise comparativa entre os genomas de P. mesopotamicus e de A. mexicanus 

identificou um alto nível de sintenia na maioria dos grupos de ligação. Dos 6.437 SNPs 

utilizados na construção do mapa genético, 574 marcadores continham sequências que foram 

alinhados com sucesso no genoma do A. mexicanus (Figura2). A análise mostrou ainda a 

existência de níveis variáveis de conservação genômica nos grupos de ligação. 

Entre os 27 grupos de ligação analisados,  22 compartilharam blocos sintenicos, sendo 

que 17 (LGs 1,2,3,4,5,8,9,11,13,15,16,17,18,21,22,24,26) apresentam mais de 50,00% de 

alinhamento com um cromossomo correspondente, enquanto 6 grupos de ligação 

(6,7,10,12,19,20) demonstram entre 30,00% e 50,00% de alinhamento. O LG22 foi o grupo de 

ligação que apresentou maior sintenia com um mesmo cromossomo, compartilhando 80,00% 

de suas RADtags com o AM20. Por outro lado, 4 grupos de ligação (14,23,25,27) apresentam 

poucas RADtags e estas mostraram correspondencia aleatória com os cromossomos. O 

cromossomo AM3 de A. mexicanus compartilhou a maior parte das suas sequencias com os 

grupos de ligação LG10 e LG20 do pacu, mostrando um aparente rearranjo cromossômico. 
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1.4    DISCUSSÃO  

 

1.4.1 Construção do mapa genético  

Neste trabalho foi desenvolvido o primeiro mapa de ligação de alta densidade para a 

espécie Piaractus mesopotamicus que, sendo uma espécie diploide com 2n=54 cromossomos, 

seu mapa de ligação consiste de 27 grupos de ligação.  

Para o desenvolvimento de um mapa de ligação de alta consistência é necessário utilizar 

uma grande quantidade de marcadores moleculares. Neste trabalho foram identificados 

inicialmente 11.240 SNPs e, devido à frequência de recombinação calculada entre os loci foi 

possível utilizar 56,17% dos marcadores para a construção do mapa, resultando na aplicação de 

6.437 SNPS e, ainda assim podendo ser considerado um mapa de alta resolução.  

A frequência de recombinação foi definida de acordo com o score LOD de 8.7 que foi 

muito semelhante àquela encontrada no trabalho realizado com a espécie Colossoma 

macropomum – tambaqui (da Silva Nunes et al., 2017) que utilizou o valor do score LOD de 

8.0. Esta espécie é nativa do Brasil e também é classificada na mesma família Serrasalmidea. 

Para obtenção do mapa de ligação relatado nesse trabalho foram identificados 7.192 SNPs, num 

total de 2.810,9 cM, com um intervalo médio de 0.39 cM em 118 indivíduos. Estes resultados 

foram muito semelhantes aos aqui descritos para o Piaractus mesopotamicus, com uma média 

total do mapa consenso de 6.437 SNPs, um tamanho de 2.814,9 cM e um intervalo médio entre 

os marcadores de 0.44 cM em 113 indivíduos. Apesar de ter sido utilizada uma tecnologia 

distinta, há muitas semelhanças nos dados obtidos para as duas espécies, este fato pode ter 

ocorrido devido a proximidade taxonômica existente entre elas. 

Em se tratando dos mapas de ligação distintos para machos e fêmeas, as quantidades de 

marcadores informativos para ambos os sexos foram de 72,50% do total de SNPs para o pacu, 

contrastando com 47,00% e 33,00% para fêmeas e machos, respectivamente, para o tambaqui. 

Esta superioridade com relação aos pontos nos mapas de ligação também foi identificada em 

vários trabalhos (Wang et al., 2015; Brown et al., 2016; Sun et al., 2017). Além disso, no mapa 

unificado também foi possível visualizar melhorias na quantidade de marcadores obtidos, 

densidade e resolução do mapa quando realizada a comparação com algumas espécies de peixes 

nas quais também foi utilizado o RADseq e suas variações nas análises, incluindo carpa cabeça 

grande (bighead carp) com 3.121 SNPs, 130 SNPs/LG e 0.75cM (Fu et al., 2016), o peixe 

mandarim (mandarin fish) que apresentou 3.283 SNPs, 137 SNPs/LG e 0.61cM  (Sun et al., 
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2017) e um híbrido de ciclídeo do gênero Pundamilia com 1.597 SNPs, 72 SNPs/LG e 1.01cM 

(Feulner et al., 2018). 

Entretanto, quando o mapa genético obtido para o pacu é comparado com o mapa de 

espécies como salmão do atlântico (Tsai et al., 2016), catfish (Zeng et al., 2017), tilápia (Joshi 

et al., 2018), espécies que já passaram por rigorosos programas de melhoramento genético e 

possuem muitas informações genéticas e genômicas, seus mapas de ligação possuem uma 

grande superioridade em relação ao número de indivíduos analisados e são formados por 

milhares de marcadores SNPs.  

O mapeamento comparativo é uma maneira eficiente de investigação de rearranjos 

cromossomos (Kasahara et al., 2007), e dessa forma entender as alterações no genôma de 

espécies filogenéticamente próximas,  localização de QTLs (Araneda et al., 2012), identificação 

de genes (Guyomard et al., 2012) e inferências sobre função genética (He et al., 2015). Neste 

estudo, o mapeamento comparativo foi realizado entre a sequencia dos marcadores que 

construiram o mapa genético do pacu (Piaractus mesopotamicus) contra o genoma montado de 

Astyanax mexicanus, tendo por base a homologia de sequencias. Um total de 574  sequencias 

homólogas entre estas espécies foram identificadas e mostraram-se distribuídos por todos os 

cromossomos.  

Entre os 27 grupos de ligação identificados, 22 grupos compartilharam blocos 

sintenicos. Porém LG 14, 23 e 25 apresentaram poucas RADtags, não sendo identificada a 

existência de sintênia entre elas. Apenas o grupo de ligação AM3 de A. mexicanus compartilha 

as maior parte das suas RADtags com os grupos de ligação LG10 e LG20 do pacu. Essa sintenia 

pode ter ocorrerido devido a um rearranjo cromossomico derivado de um ancestral comum, 

porém mais pesquisas devem ser realizadas para afirmar este fato. 

A realização do presente trabalho possibilitou o desenvolvimento de um denso painel 

de SNPs e o primeiro mapa de ligação para o pacu (P. mesopotamicus) com a utilização de um 

amplo conjunto de dados em escala genômica. Estas ferramentas fornecem uma forma simples 

e rápida para a análise de dados, disponibilizando uma ferramenta de importante aplicação e 

suporte para estudos de melhoramento genético, arquitetura e biologia do genoma (Fernández 

et al., 2014, Yáñez et al., 2015), bem como de aspectos evolutivos e de conservação deste grupo 

de organismos (Bernatchez, 2016). 
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RESUMO 

 

Os caracteres relacionados ao crescimento estão entre os principais objetivos dos programas de 

melhoramento genético na aquicultura, pois estão associados aos processos que aceleram o 

volume da produção e reduzem custos. Entretanto, são raros os estudos genéticos que enfocam 

o melhoramento de espécies de peixes Neotropicais e, neste sentido, uma espécie de grande 

interesse é o pacu (Piaractus mesopotamicus), visto ser considerada uma das espécies de peixe 

com grande produção e valor comercial para a piscicultura nacional. O presente trabalho tem 

como principal objetivo realizar o estudo de associação genômica ampla (GWAS) para 

identificar QTLs através das associações entre marcadores moleculares com o peso corporal e 

o sexo. Os dados fenotípicos foram gerados a partir de 14 famílias de irmãos completos, 

totalizando 399 exemplares. Desses, 113 indivíduos de 3 famílias foram utilizados para a 

obtenção dos dados genotípicos com um total de 6K SNPs. O GWAS foi utilizado com a 

abordagem ssGBLUP e uma janela composta por 20 SNPs adjacentes. Para peso corporal, a 

maior janela foi associada a um valor de 3,21% no grupo de ligação 21 e para o sexo o valor 

foi de 2,89% na maior janela situada no LG23. A herdabilidade com informações baseadas no 

pedigree foi de 0.23 para peso corporal e de e 0.42 para sexo, respectivamente, a herdabilidade 

genômica foi estimada com 0.20 para o peso e 0.45 para o sexo. Portanto, a herdabilidade para 

a característica peso foi considerada moderadamente herdável e para o sexo foi considerada 

bastante herdável. A busca por genes candidatos foi realizada no blastn e a maior parte das 

sequencias homólogas foram compatíveis com a espécie Pygocentrus nattereri. Para o caráter 

crescimento foram identificados 11 genes que possuem participação na regulação do 

crescimento e metabolismo do corpo, ciclo celular, codificação do colágeno, fatores de 

transcrição e demandas glicêmicas. Para o sexo, foram identificados 12 genes candidatos, sendo 

que os genes encontrados exercem influência sobre espermatogênese, estrutura da cauda do 

espermatozoide, processo de diferenciação sexual, regulação da função reprodutiva das fêmeas 

e desenvolvimento de células germinativas nos testículos e nos ovários. 

 

Palavras-chave: Peixe Neotropical, QTL, GBLUP, herdabilidade, genes candidatos 
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2.1   INTRODUÇÃO 

 

O pacu é uma espécie de peixe nativo das bacias dos rios Paraná, Paraguai e Uruguai, e 

é considerada uma das espécies de peixes com maior produção e valor comercial para a 

piscicultura brasileira. De acordo com o IBGE (2017), é a quarta espécie nativa mais produzida 

na aquicultura continental nacional. Porém, a espécie tem sofrido impactos relacionados à 

sobrepesca e à fragmentação do habitat (Agostinho et al., 2005, Mastrochirico-Filho et al., 

2019), tornando a criação em cativeiro uma ótima opção para suprir a necessidade do mercado 

e reduzir o impacto nos estoques das populações naturais. De acordo com dados reportados pela 

FAO (2018), a produção em 2017 foi de aproximadamente 13.200 mil toneladas.  

Para a realização de produção mais efetiva em aquicultura, o desenvolvimento de 

programas de seleção genética aparece como uma ferramenta importante na tentativa de 

melhorar características de interesse zootécnico. Porém, apesar da diversidade de estudos com 

o pacu (Urbinati et al., 2013), ainda existe grande carência quando se trata de pesquisas 

relacionadas ao melhoramento genético e desenvolvimento de ferramentas moleculares.  

Na literatura existem alguns trabalhos relacionados aos temas de pesquisas genéticas em 

pacu, como a prospecção de marcadores moleculares (Calcagnotto et al., 2001; Mastrochirico-

Filho et al., 2016), expressão gênica (Duran et al., 2015, Mareco et al., 2015), são necessários 

mais investimentos para o desenvolvimento de variedades de pacu com características positivas 

para a aquicultura. As tecnologias propostas recentemente como aquelas de sequenciamento de 

DNA de nova geração (NGS) estão sendo muito utilizadas por apresentarem precisão, baixo 

custo por par de base sequenciado e maior eficiência para identificar marcadores moleculares 

em alta densidade, principalmente SNPs (polimorfismo de nucleotídeo único) (Ghosh et al., 

2018). Os SNPs são os marcadores moleculares mais utilizados na atualidade e em diversos 

estudos de melhoramento genético, no qual eles são essenciais em programas que utilizam a 

identificação de QTLs (loci de característica quantitativa) e realização de GS (seleção 

genômica) (Liu et al., 2018). 

Em geral, QTLs são regiões cromossômicas relacionadas à variação de características 

quantitativas e estão ligados a caracteres de importância econômica (Dong et al., 2019). A 

identificação dessas regiões ocorre através do desequilíbrio de ligação existente entre o 

marcador molecular polimórfico e o loci, sendo esta associação consequência da proximidade 

física que existe entre ambos (Ardlie et al., 2002). 
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O mapeamento de associação genômica, conhecido como estudo de associação 

genômica ampla (GWAS) é uma técnica empregada na identificação de regiões associadas a 

características de interesse. No GWAS é utilizado um painel de SNPs distribuídos por todo o 

genoma, juntamente com os dados fenotípicos e informações sobre pedigree (Zhang et al., 

2012). Além disso, a partir de uma única genotipagem é possível verificar vários fenótipos de 

interesse comercial (Huang & Han, 2014). O GWAS explora eventos histórico e evolutivo de 

recombinação e utiliza a variação genética proveniente de um vasto número de genótipos (Zhu 

et al., 2008). Isto confere importantes vantagens para o conhecimento do genoma das espécies, 

como menor tempo de pesquisa, maior número de alelos identificados e maior resolução do 

mapeamento (Yu & Buckler, 2006). Vários trabalhos do GWAS já foram publicados para 

espécies de peixes (Barría et al., 2018, Li et al., 2017, Gonzalez-Pena et al., 2016) 

Entre as características fenotípicas de interesse zootécnico, aspectos relacionados ao 

crescimento dos exemplares se apresentam como tópicos de grande impacto, uma vez que o 

aumento do uso de estoques produzido seletivamente leva a uma melhor utilização dos recursos 

limitados, tais como alimentação, água e espaço e tempo de produção (Gjedrem et al., 2012). 

Portanto, a taxa de crescimento pode representar o fator determinante para a exploração 

econômica de uma espécie. Desta maneira, muitos trabalhos utilizam o peso como único caráter 

para determinar a taxa de crescimento dos indivíduos (Neto et al., 2018; Wang et al., 2019).  

E em relação ao GWAS para peso, vários estudos realizados podem ser encontrados 

(Gonzalez-Pena et al., 2016; Neto et al., 2018 e 2019). Num sentido mais amplo esta 

característica em algumas espécies de peixes pode ser influenciada pela diferença sexual (Mei 

& Jian-Fang, 2015) e isso ocorre quando os caracteres de crescimento são mais desenvolvidos 

em um dos gêneros. Porém, a identificação sexual também está associada a outros benefícios, 

como o aumento do controle reprodutivo, a melhora da estabilidade dos sistemas de 

acasalamento, diferenças no valor econômico entre os sexos e ainda pode reduzir o impacto na 

qualidade dos produtos influenciados pelo fenótipo sexual (Budd et al., 2015), podendo resultar 

em aumento da eficiência e da produção. Neste contexto, a identificação do sexo dos indivíduos 

também tem importância biológica, principalmente na identificação sexual de espécies que não 

possuem um dimorfismo sexual bem determinado.  

Portanto, a busca de regiões que proporcionam um melhor conhecimento sobre os 

processos que atuam nos mecanismos de aumento de peso corporal, bem como na determinação 

sexual dos organismos se constituem como aspectos importantes para ser compreendido, tanto 
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em um sentido comercial para auxilias programas de melhoramento genético quanto biológico 

para o entendimento genético envolvido nestes processos. 

 

2.2   MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.2.1   Formação dos grupos genéticos, instalações e manejo 

Este estudo foi realizado em conformidade com as recomendações do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) (Ministério Brasileiro de 

Ciência, Tecnologia e Inovação) e foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA), 

protocolo no. 22.255 / 15. O presente estudo foi realizado sob autorização no. 33435-1, emitido 

pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade, Ministério do Meio Ambiente 

do Brasil (ICMBio). 

Inicialmente, foi necessário formar uma população base através da montagem de 

diferentes famílias para o desenvolvimento de grupos genéticos, e dessa forma dar início a 

pesquisa. 

A reprodução de P. mesopotamicus para a formação das famílias foi realizada em 

dezembro de 2015 com a utilização de 4 fêmeas e 14 machos adultos como reprodutores, sendo 

os indivíduos provenientes do plantel de matrizes da piscicultura do Centro de Aquicultura da 

Unesp - CAUNESP, Jaboticabal/SP e as fêmeas da Piscicultura EMA, Cosmorama, SP. Estes 

animais foram previamente analisados para testar sua pureza genética através da genotipagem 

de SNPs por Multiplex-PCR (Reação em cadeia da polimerase com uso de primers espécie-

específicos), descritos em Hashimoto et al. (2011) e os cruzamentos resultaram na formação de 

14 famílias de irmãos completos. 

A indução da desova foi realizada com a utilização de extrato bruto de hipófise (EBH) 

de carpa dissolvido em solução salina (0,90% NaCl) aplicado em região intramuscular dos 

exemplares em duas doses nas fêmeas, com intervalo de 12 h (1ª dose de 0,5 mg hipófise kg-1 

de peixe; 2ª dose de 5,0 mg de hipófise kg-1 de peixe). No momento da segunda dose foi 

realizada a aplicação de 5 ml de Ciosin® (0.25 mg/mL cloprostenol, Schering-Plough Saúde 

Animal Ind. Com. Ltda. Campinas, SP, BR), conforme protocolo descrito por Ceccarelli et al. 

(2005). Nos machos foi utilizada a aplicação de dose única, coincidindo com a aplicação da 2ª 

das fêmeas, sendo equivalente a 1,5 mg kg-1 de EBH.  

A extrusão dos gametas foi realizada com aproximadamente 240 h/grau, e a incubação 

das larvas foi realizada em incubadoras de 15 litros durante 1 mês. Em seguida, 100 larvas de 
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cada família foram mantidas em tanques redes em caixas de 1.000 l. Após 7 meses, quando os 

indivíduos estavam com 6 meses nos tanques, os grupos genéticos foram anestesiados em banho 

de imersão com benzocaína (100mg/L), marcados com PITtags (passive integrated transponder 

tag, modelo full-duplex FDX-B, 134.2-kHz) e amostras de sangue de cada indivíduo foram 

coletadas e fixadas em etanol absoluto para posterior extração de DNA.  

Os indivíduos das 14 famílias foram distribuídos em dois tanques com uma média de 10 

animais/família, totalizando cerca de 140 peixes por tanque (tanque1 e tanque2). As 3 famílias 

utilizadas para obtenção dos dados genômicos (capítulo anterior) foram avaliadas no tanque3, 

totalizando mais 126 peixes (42 por família). Os exemplares dos 3 tanques foram mantidos por 

oito meses nas mesmas condições ambientais e de manejo no Laboratório de Genética em 

Aquicultura e Conservação - LaGeAC - CAUNESP / Brasil. Após esse período foram alocados 

para 3 tanques escavados de aproximadamente 200 m2 (TK1, TK2, TK3) existente nas 

instalações da piscicultura do CAUNESP. 

No início do período experimental, enquanto a prole estava alocada nas instalações do 

Laboratório de Genética em Aquicultura e Conservação – LaGeAC, CAUNESP, a média da 

temperatura constatada foi de 28.30ºC ± 1.55ºC, do oxigênio dissolvido foi de 6.50 ± 0.30 mg/L 

e o pH de 6.70 ± 0.08. Nos tanques escavados, o valor médio da temperatura foi de 24.45°C ± 

2.15ºC, do oxigênio dissolvido foi de 8.20 mg/L ± 1.05 e do pH foi de 8.90 ± 0.50. Todos os 

parâmetros foram avaliados utilizando a sonda Multi Water Quality Checker U 50 serie Horiba. 

Em relação a alimentação, da eclosão dos ovos até um período de 20 dias, os peixes 

foram alimentados exclusivamente com náuplios de Artemia (BioArtemia Ltda, RN, Brasil) 

quatro vezes ao dia. Após este período, também foi adicionada ração em pó à alimentação. Os 

náuplios de Artemia foram retirados da alimentação quando os peixes atingiram dois meses, 

enquanto a ração em pó foi retirada aos poucos, de acordo com o crescimento dos peixes à 

medida que se tornaram capazes de se alimentarem com ração extrusada, cujo diâmetro dos 

grânulos também teve aumento de acordo com o crescimento dos peixes. 

 

2.2.2 Avaliação do peso corporal e do sexo 

A avaliação foi realizada em fevereiro de 2017, cerca de 730 dias após a reprodução. 

Apesar de 430 exemplares terem sido distribuídos em 3 tanques, alguns animais morreram e a 

avaliação foi realizada em 136 peixes no tanque1 (variando de 6 a 10 por família), 137 peixes 

no tanque2 (variando de 4 a 10 por família), e 126 no tanque3 totalizando 399 peixes. Os 
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animais foram eutanasiados em benzocaína, foram pesados em balança de precisão (0.01g) e a 

cavidade celomática de cada indivíduo foi aberta para a exposição das gônadas (Figura1). 

 

 

a)                                                                            b) 

Figura1: Ilustração da atividade de pesagem e de dissecção em P. Mesopotamicus. a) Pesagem em 

balança de precisão. b) Cavidade celomática de um indivíduo macho com exposição dos testículos. 

 

Em muitos exemplares foi possível a visualização macroscópica das gônadas (Figura1), 

porém quando não era possível a identificação, uma porção do tecido era retirado para a 

visualização microscópica das células germinativas masculinas e femininas. Para a análise 

histológica, os fragmentos retirados foram fixados em solução de Karnovsky e processados para 

inclusão em parafina. As lâminas histológicas foram coradas com Hematoxilina/Eosina 

(figura2) 

O programa computacional R (Team R Core, 2016) foi utilizado para realizar as análises 

estatísticas. Após a confirmação da homocedasticidade (BoxCox) e da normalidade (teste de 

Cramér–von Mises) dos dados, realizou-se a análise estatística de covariância (ANCOVA) para 

detectar diferenças significativas (P<0.05) entre as três famílias e o teste de Tukey para as 

comparações entre médias do peso corporal. 
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a)                                                                     b) 

 

Figuras 2: Fotomicrografia evidenciando células germinativas das fêmeas(a) e dos machos (b) de P. 

mesopotamicus. Coloração: HE. 

 

2.2.3 Estudo de associação genômica ampla (GWAS) e herdabilidade 

O estudo de associação genômica ampla (GWAS) combina na mesma linhagem de 

análise, dados de fenótipo e genótipo. Neste estudo foram utilizados 286 indivíduos apenas para 

a obtenção dos dados fenotípicos e 113 indivíduos na obtenção de dados genotípicos e 

fenotípicos, totalizando 399 exemplares. A análise foi realizada por meio da abordagem 

ssGBLUP (Single step genomic - best linear unbiased prediction) usando o software BLUPF90 

(Misztal et al., 2016). 

Os dados avaliados foram peso corporal (PC) e sexo (BIN), considerado traço binário 

com valor 1 para o sexo masculino e 2 para o feminino. A análise foi realizada usando uma 

janela de 20 SNPs adjacentes para associar as características de interesse com regiões do 

genoma, sendo que a localização dos SNPs tiveram por base o mapa de ligação (Capítulo 

anterior). Cada janela representa a soma da variação genética de 20 SNPs adjacentes. 

A matriz H usada nesta análise combina informações baseadas na matriz genômica (G) 

e na matriz de pedigree (A) (Aguilar et al., 2010) segundo a fórmula abaixo: 

 

H -1=A
-1

+ [
0 0

0 G
-1

-A22
-1 ] 

 

Os fenótipos observados das características PC e BIN foram utilizados como variáveis 

dependentes e independente, respectivamente. Para a característica BIN foi assumido o modelo 
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de limiar, sendo que este relaciona o fenótipo observado na escala categórica com uma escala 

subjacente normal contínua.  

Todos os animais com genótipo e fenótipo disponíveis, além dos que tinham informação 

apenas do fenótipo, foram utilizados aplicando-se modelo linear misto para predição dos 

valores genéticos y = X𝛽 + Za + e, onde valores fenotípicos observados são dados pelo vetor 

𝑦; X são matrizes de incidência dos efeitos fixos; 𝛽 é um vetor de efeitos fixos, para o peso 

corporal além de tanque, sexo e indivíduo. Para sexo não foram adicionados covariáveis; Z são 

matrizes de incidência para efeitos genéticos aditivos; o vetor a corresponde a efeitos aleatórios 

genéticos aditivos considerando a estrutura de covariância estabelecida pela matriz H; e e é o 

vetor para resíduos aleatórios 

Para visualizar os resultados do GWAS foi utilizado o programa Manhattan plot através 

do pacote R qqman (Turner, 2014). 

A herdabilidade genômica foi estimada juntamente com a análise do GWAS através do 

BLUPF90 e a herdabilidade baseada no pedigree foi estimada através do programa ASREML 

4.0 package (Gilmour et al., 2009). O resultado das características analisadas foi verificado 

segundo Bourdon (1997), sendo h2<0.20 considerada uma característica pouco herdável; 

0.20h2<0.40 considerada uma característica moderadamente herdável; e h2>0.40 uma 

característica bastante herdável. 

 

2.2.4 Genes candidatos 

A busca por genes candidatos foi realizada com a utilização do programa Blastn do 

NCBI contra as espécies Pygocentrus nattereri, Astyanax mexicanus, Danio rerio e 

Oreochromis niloticus, sendo que P. nattereli possui um parentesco mais próximo da espécie 

P. mesopotamicus em análise (Characiformes: Serrasalmidae). Assim sendo, as semelhanças 

foram maiores com esta espécie. Foram analisadas as 5 maiores janelas de cada característica 

(PC e BIN) e, dentro de cada janela, foram utilizadas as RADtags com maior associação com 

peso corporal e sexo, levando-se em consideração os dados do GWAS. Os genes identificados 

a uma distância máxima de 1Mb do SNP associado foram considerados como candidatos. 

A lista de genes realizados pelo Blastn consta da Tabela2. 

 

 

 

 



40 
 

2.3 RESULTADOS 

 

2.3.1 Avaliação do peso corporal e do sexo 

Durante o processo de sexagem, em 179 (44,86%) do total de 399 exemplares não foi 

possível identificar o sexo, uma vez que as células germinativas estavam indiferenciadas. 

 

Tabela1 - Médias e desvio padrão do peso corporal das 14 famílias de pacu Piaractus 

mesopotamicus. A - Famílias e Tanques.  B - Sexo e Tanques.  Avaliação realizada em fevereiro 

de 2017. 

(A) – Dados de Famílias e Tanques. 

 PESO(g)  

 TK1 TK2 TK3 MÉDIA TOTAL 

*FAMÍLIA1
bcd

 866.00±93.93 715.71±248.41 722.89±182.09 736.20±191.31 

*FAMÍLIA2
 de

 555.55±193.05 483.00±168.70 613.80±135.90 583.77±159.02 

*FAMÍLIA3
 bcd

 658.88±136.58 562.50±144.11 777.71±193.08 724.04±195.46 

FAMÍLIA4
 bcd

 700.00±176.14 840.00±486.34  760.00±352.00 

FAMÍLIA5
a
 1053.33±152.02 908.00±422.74  976.84±332.08 

FAMÍLIA6
ab

 856.00±166.02 1107.00±422.74  981.50±350.30 

FAMÍLIA7
 abcd

 716.00±165.96 786.00±259.39  751.00±350.30 

FAMÍLIA8
 abcd

 696.25±172.25 741.42±208.76  888.13±400.36 

FAMÍLIA9
 abc

 741.42±208.76 891.25±242.40  821.33±239.30 

FAMÍLIA10
 e

 456.25±134.99 380.00±163.16  415.88±155.30 

FAMÍLIA11
 cde

 551.51±138.33 620.00±182.51  587.65±166.79 

FAMÍLIA12
 cde

 800.00±129.71 565.00±161.44  591.25±154.11 

FAMÍLIA13
 de

 561.25±77.36 532.22±258.96  545.88±196.29 

FAMÍLIA14
 cde

 630.00±136.38 535.71±180.38  588.75±163.97 

TOTAL 691.66±215.67 713.63±368.12 699.73±183.77 701.91±270.53 

 As letras distintas (a,b,c,d,e) representam os grupos formados no teste de comparação das médias (Tukey, 

P<0.05).  

*Famílias genotipadas somente do TK3 
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(B) – Dados de Sexo e Tanques. 

 

 PESO(g)  

 TK1 TK2 TK3 MÉDIA TOTAL 

MACHO 661.53±205.90 575.74±243.36 638.07±122.31 619.52±196.32 

FÊMEA 660.00±161.31 663.94±280.39 632.50±145.20 650.86±214.55 

TOTAL 691.66±215.67 713.63±368.12 699.73±183.77 632.81±204.83 

 

Após a verificação das médias e do desvio padrão, foi realizada a análise de diagnóstico, 

sendo que o peso permaneceu dentro da normalidade (teste de Cramér–von Mises) e da 

homocedasticidade/homogeneidade de variância (BoxCox). 

Posteriormente, as médias foram verificadas através da análise de covariância 

(ANCOVA) cuja hipótese nula é a de que não existe diferença entre os grupos. Como o p-valor 

foi inferior ao limite de 5,00% apenas para a variável família, a hipótese nula pode ser rejeitada 

e ser considerado que existe diferença entre elas. 

 
2.3.2 Estudo de associação genômica ampla (GWAS) e herdabilidade 

Após o controle de qualidade e a construção do mapa de ligação descrito no capítulo 

anterior, um total de 6.437 SNPs foi usado para o GWAS. Pelo método ssGBLUP o GWAS 

explica em porcentagem a variância genética por meio de uma janela de 20 SNPs adjacentes, 

que são associados ao peso corporal e sexo. Os resultados foram apresentados por gráfico de 

dispersão através do Manhattan plot (Figuras 3 e 4), sendo a variação explicada por cada janela 

de SNP. 

O grupo de ligação 21 está localizado a janela de SNPs mais associada (5295) para o 

peso corporal, explicando 3,21% da variação genética. Em seguida, as janelas são 1501, 2245, 

4255 e 5316 dos grupos de ligação 5, 7, 15 e 21, correspondendo a uma variação genética de 

2,37%, 1,78%, 1,58%, 1,57%, respectivamente (Figura 3). 



42 
 

Para o sexo, as janelas e os grupos de ligação mais importantes são 5642 (LG23), 890 

(LG4), 5802 (LG24), 2539 (LG8) e 1881 (LG6) e a variação genética explica 2,89%, 2,01%, 

1,96%, 1,81%, 1,32%, respectivamente (Figura 4). 

Figura 3. Manhattan plot de variância genética explicada (%) por janela de 20 SNP adjacentes para 

peso corporal (PC) em P. mesopotamicus. 

 

 

Figura 4. Manhattan plot de variância genética explicada (%) por janela de 20 SNP adjacentes para 

sexo P. mesopotamicus. 
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A herdabilidade foi considerada de valor alto e moderada para sexo e peso corporal, 

respectivamente. A h2 foi estimada em 0.23 e 0.42 para PC e BIN, respectivamente, utilizando 

uma matriz baseada no pedigree. A h2 genômica foi estimada com 0.20 para o peso e 0.45 para 

o sexo utilizando uma matriz G. 

 

2.3.3 Genes candidatos 

Apesar do Blastn ter sido realizado com as 4 espécies Pygocentrus nattereri, Astyanax 

mexicanus, Danio rerio e Oreochromis niloticus, praticamente todas as sequencias foram 

similares com a espécie Pygocentrus nattereri. Foram encontrados 11 genes candidatos para 

peso corporal que podem exercer influência sobre o crescimento e destes, o LG5 e 7 possuem 

a menor quantidade, enquanto o LG21 tem a maior quantidade, apresentando 1 e 4 genes 

candidatos, respectivamente (Tabela2). Os genes identificados como candidatos exercem 

influência sobre a regulação do crescimento e metabolismo do corpo (Long et al., 2011), ciclo 

celular (O'Hurley et al., 2014), codificação do colágeno (Olsen et al., 2000), fatores de 

transcrição e demandas glicêmicas do corpo (Dagli et al., 2016) (Tabela2). 

Para a característica sexo, foram identificados 12 genes candidatos importantes, sendo 

que a variação nos grupos de ligação foi de 1 a 4, ocorrendo no LG24 e 4, respectivamente 

(Tabela2).  Os genes encontrados exercem influência sobre algumas funções dos testículos, 

como espermatogênese, estrutura da cauda do espermatozoide, processo de diferenciação 

sexual (Ma et al., 2018, Agarwal et al., 2018, Wang et al., 2017, Schepers et al., 2003). Além 

desses genes identificados, também foi verificada associação com genes de influência na 

regulação da função reprodutiva das fêmeas (Heger et al., 2007) e desenvolvimento de células 

germinativas nos testículos e nos ovários (Huang et al., 2005; Hong et al., 2007) (Tabela2). 
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Tabela2. Lista completa de genes localizados nas principais janelas de 20 SNPs adjacentes dos 

5 grupos de ligação com maior associados ao peso corporal (PC) e à determinação do sexo 

(BIN) em P. mesopotamicus. 

 

Janela LG1 Genes2,3 

  PC 

5295 21 

pdlim2, adamts13, pcsk5, agtpbp1, agtpbp1, gkap1,  ntrk2, naa35, sorbs3, cep78, cabin1, 

klhl22, gnrh1, stc1, kctd9, ankrd39, chmp7, entpd4,  usp25, nipbl, nup155, itpr1, noc3l, 

klhl11, ppp1r16a, uxs1, st6gal2, pdzk1, fam155a, myo16, irs2,  col4a2, 36 - gypc, ndufa10, 

slc39a10, map3k19, mmadhc, lypd6b, nmi, ubxn4, tmeff2, lsm12, tmem101, g6pc3, wnk4. 

1501 5 
lgi2, aco1, sepsecs, acer2, dennd4c, haus6, saxo1, larp7, plin2, col25a1, trmt44, gpr78, 

slc2a4, gps2, ddit4l, ppp3ca, bank1, uggt1, blvra, erbin, tjp2, vldlr, sh3bp2, parm1, smad2, 

sigmar1, il11ra, lpar1, cmpk1, anxa13, imp3, tctex1d1, kdsr. 

2245 7 
khdrbs3, lynx1, ppt2, clic1, arhgap8, brd1, creld2, alg12, pim3, il17rel, kdm5a, usp15, fbln1, 

phf21b, nup50, kiaa0930, spin1, nxnl2, ogdh, setd9, pdxp, ash2l, ddx56, polm, camk2b, 

mrps24, nudcd3, nxnl2. 

4255 15 syt14, sertad4, rdh14, tspan14, trim9, nin, pygl, map4k5, atl1, sav1, cdkl1, dmac2l, srf, 

tmem254, stk32c, lrrc27, pwwp2b, inpp5a, nkx6-2, trnag-gcc, six2, six3, srbd1, dok7, htt. 

5316 21 
kbtbd7, rgcc,  mycbp2, slain1, scel, stx19, rsph1, cln5, fbxl3, epha3, c3orf38, myo1b,  ptgfrn, 

igsf3, ttf2, vtcn1, trim45, parp4, 4930453n24rik, myo1b, cln5, rsph1, stx19, fbxl3, carf, 

fam117b, bmpr2, gpr39, actr3, slc35f5, en1, insig2, dbi, ccdc93, ddx18, marco, grb14. 

  BIN 

5642 23 

nfatc1, cndp2, ggct, klhl7, clptm1l, znrf2, mturn, snrpd1, rplp1, hdac5, metrnl, vwa3a, tbcd,  

znf516, sall3, atp9b, nfatc1, polr2b, rest, igfbp7, noa1, nfkb1, dok3, fam193b, ddx41, dgkq, 

abhd18, cdhr2, pdlim7, rnf44, cltb, smim13, faf2, higd2a, pdgfa, dnaaf5, prkar1b, mvb12a, 

mri1, mb, cc2d1a, nanos3, aftph, vps54, c19orf53, khsrp, r3hcc1l, pi4k2a, avpi1, exosc1, 

grid2. 

890 4 dicer1, syne3, flrt2, vrk1, dnah1, pabpn1, lrp4, mapk8ip1, slc35c1, tollip, scamp4, ddx49, 

smim7, ifi30, spata1, dennd1b, lhx9, sash1, adgb, ust, slc22a16, adgb, cep57l1, sesn1.                                                                                                                                                    

5802 24 

col21a1, hmgcll1, gfral, hcrtr2, fam83b, mlip, elovl5, arfgef3, fbxo9, klhl31, plpp4, wdr11, 

ifngr, znf451, apbb1ip,  eif2s3, klhl15, cct5, msrb2, armc3, skida1, skida1, ttc27, rasgrp3, 

matk, cers1, mydgf, ncln, use1, ppp1r2, htr2b, muc20,  dact1, kiaa0586, irf2bpl, slc18b1, 

ahi1, rmnd1.  

2539 8 
prkar1b, dnaaf5, cdhr2, cltb, faf2, higd2a, unc5a, dok3, dgkq, abhd18, trnaa-cgc, polr2b, rest, 

igfbp7, sox8, sstr5, rnf213, septin12, cunh16orf89, alg1, eef2kmt, grap2, rnf25, thoc6, kat8, 

bcl2l12, rcn3, nosip, prr12, prrg2, rras, ap2a1, prmt1, pih1d1, aldh16a1, lin7b, strada, snrnp70 

1881 6 

pcsk2, bfsp1, ppp3r1, wdr92, plek, tnfaip3, perp, lxn, mlf1, mfsd1, gfm1, shox2, mmp28, 

cul3, ppp5c, gc, mob1b, grsf1, npffr2, adamts3, dmrt3a, dapk1, tmem8b, ggt6, rtkn, mccc2, 

pex5l, tp63,  dpt, mrpl47, nme7, actl6a, pde6d, ptma, spa17, scn3b, drd2, sorl1, sdhd, dixdc1, 

pih1d2. 
 

1 Grupo de ligação;   
2 Genes candidatos localizados nas janelas de 20 SNPs adjacentes;    
3 Pygocentrus nattereri usado como principal referência de espécie. 
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2.4   DISCUSSÃO 

 

2.4.1 Estudo de associação genômica ampla (GWAS) e herdabilidade 

Existem diversos mecanismos de determinação sexual em peixes e estes podem ser 

definidos por fatores genéticos e/ou pelo meio ambiente. Em relação ao pacu, a alta 

herdabilidade genômica (0.45) e por pedigree (0.42) estimada para o sexo no presente trabalho 

com P. mesopotamicus também foi visualizada para o European sea bass (Vandeputte et al., 

2007). Nesta espécie a h2 encontrada com base no pedigree foi de 0.62 e, de acordo com o autor 

a espécie possui mecanismo de determinação sexual poligênico e sensível a variações 

ambientais. De forma semelhante, poderia ser considerado que essa característica no pacu 

também seja determinada por vários genes, levando em consideração os resultados do GWAS 

realizados neste estudo. Entretanto, mais pesquisas devem ser realizadas para confirmar a 

natureza poligênica desta característica e para investigar possíveis influências ambientais, uma 

vez que não há informações referentes à influência de variações do ambiente na determinação 

sexual desta espécie.  

Em relação ao carácter peso, as análises revelaram resultados indicando valores de 

herdabilidade considerados moderados. Tal resultado foi coincidente com valores observados 

em outras espécies de peixe, sendo de 0.31 a 0.34 em Gadus morhua (Kristjánsson & Arnason, 

2016); de 0.21 a 0.36 em Cynoglossus semilaevis (Liu et al., 2016); e de 0.2 a 0.4 em Cyprinus 

carpio (Hu et al., 2017). Esta característica é muito visada pelos programas de melhoramento 

em aquicultura por apontar para a possibilidade de desenvolvimento de processos que podem 

acelerar a produção, as quais geralmente se apresentam moderadamente herdáveis (Ashton et 

al., 2019). 

Nas análises de associação genômica ampla (GWAS), foi encontrada uma variação 

máxima de 3,21% para o caráter peso corporal, este resultado foi muito satisfatório visto que 

as características de crescimento são reguladas por meio da expressão de vários genes e sofrem 

influências de fatores não genéticos. Em algumas pesquisas com espécies modelos que 

utilizaram um painel de SNPs muito denso, foi identificado uma variação genética aditiva para 

peso corporal igual ou menor a deste trabalho, no estudo da truta arco-íris também para peso 

corporal realizado por Gonzales-Pena et al., (2016) utilizando 38K e uma janela de 20 SNPs, a 

variação genética encontrada foi de 1,38% e 0,95% para 10 e 13 meses de pesagem, 

respectivamente. Nesta mesma espécie e utilizando painel de 57K, a associação encontrada por 
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Neto et al., (2019) foi de 2,14% e 3,02% para peso corporal, quando os exemplares tinham 15 

e 18 meses, respectivamente. 

As informações obtidas também poderão servir como base para vários estudos, assim 

como desenvolvimento de um chip de SNPs e seleção genômica (SG). Na SG a soma dos efeitos 

dos SNPs poderá auxiliar na predição do mérito genético dos indivíduos candidatos a seleção 

(HAYES et al., 2007), porém mais estudos e validações precisam ser realizados. 

O GWAS também já foi utilizado em vários estudos com peixes teleósteos, sendo que 

em alguns casos a maior parte da variação fenotípica é explicada pela identificação de apenas 

um loci, como é o caso da espécie Siniperca chuatsi (Sun et al., 2017) na qual apenas 1 QTL 

(LG 23) explica 53,3% da variação e do Atlantic halibut (Palaiokostas et al., 2013) no LG 13 

verificou-se 89,00% da variabilidade. Entretanto, ter essa característica não é uma regra e a 

identificação sexual pode ter uma herança poligênica (Palaiokostas et al., 2013). Nos resultados 

obtidos no presente trabalho há evidencias de que o Pacu se encaixa nesse perfil, pois além da 

variação genética ter sido distribuída entre vários LGs, o valor de 2,89% de variabilidade obtido 

na maior janela é semelhante ou se apresenta até mesmo abaixo dos valores encontrados para 

espécies para as quais acredita-se também serem poligênicas para identificação sexual. Dentre 

essas espécies pode ser citado o European sea bass (Faggion et al., 2019) na qual a maioria dos 

marcadores foi localizada em 2 grupos de ligação e a maior associação não atingiu 4,97% por 

GWAS. Considera-se, pois, que se novos marcadores e mais indivíduos forem analisados, uma 

associação genômica mais significativa para determinação sexual poderá ser encontrada com 

relação a este LG. 

 

2.4.2   Genes candidatos 

O grupo de ligação 21 apresentou duas janelas muito significativas neste estudo, com a 

janela 5295 tendo o maior valor de associação genômica com a característica relacionada ao 

peso dos animais. Nesta janela também foi encontrada a maior quantidade de genes candidatos, 

bem como o gene stanniocalcin 1 (stc1) que está envolvido com a homeostase do cálcio e o 

fosfato em peixes ósseos (Zlot et al., 2003). Este gene é expresso em tecidos de diversos orgãos 

como rim, próstata, tireóide, osso e ovário, estando envolvido no desenvolvimento ósseo, 

reprodutivo, angiogênico e modulação de resposta inflamatória (Chang et al., 2005). 

Nesta janela também foram encontrados genes envolvidos na regulação do crescimento 

e metabolismo do corpo, o gene insulin receptor substrate 2 (irs2) e o solute carrier family 39 

member 10 (slc39a10). O irs2 codifica o substrato receptor da insulina 2, uma molécula 
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envolvida como mediadora dos efeitos da insulina. Este gene possui uma função distinta de 

sinalização dependendo do tecido e em camundongos foi detectada uma redução severa no 

crescimento muscular esqueletico causado pela atuação deficiente dos genes Irs1 e Irs2 (Long 

et al., 2011). Outro gene, o slc39a10 mostra características estruturais relacionada aos 

transportadores de zinco e está envolvida no controle de células de crescimento, atuando na 

transcrição, desenvolvimento e diferenciação (Hoiyo et al., 2011 e MacDonald RS, 2000), além 

de estimular a proliferação e a mobilidade das células de mamíferos e também no embrião do 

zebrafish (Taylor et al., 2016).  

Com relação ao LG 21 janela 5316, também foi identificada a presença do gene collagen 

type IV alpha 2  (col4a2), um dos genes responsáveis pela codificação do colágeno, constituinte 

estrutural da matriz extracelular, essencial para ossos e cartilagens (Olsen et al., 2000) . A 

presença deste gene também já foi identificado em catfish (Geng et al., 2017). E considerando 

a estrutura do osso, também no grupo LG 21 foi identificada apresença do gene bone 

morphogenetic protein receptor, type II (bmpr2), situado na janela 5216, que codifica um 

membro da família de receptores da proteína morfogenética óssea (bmp) da serina 

transmotricina / treonina quinase. As bmps são uma classe diversificada de moléculas que têm 

efeitos profundos no crescimento e diferenciação das células e na formação de múltiplos tecidos 

e órgãos (Cui et al., 2017), tendo sido encontradas em várias espécies de peixes incluindo o 

Ocean Sunfish (Pan et al., 2016), o zebrafish (Monteiro et al., 2008) e a Tilapia (Fiol et al., 

2006). 

Os fatores de crescimento relacionados a alguns genes também devem ser mencionados 

por exercerem influência sobre o ganho de peso dos indivíduos. O SMAD family member 2 

(smad2) foi identificado no LG5 e está ligado a moléculas reguladoras de desenvolvimento e 

sinalização, bem como a fatores de transcrição (Liu et al., 2011). O smad2 também atua na 

cascata da via de sinalização da miostatina/TGFβ (fator de crescimento transformador beta), 

via que regula negativamente o tamanho do músculo (Velloso 2008). No estudo de Kim et al. 

(2011) foi demonstrado que os alelos e haplótipos do promotor smad2 estavam 

significativamente ligados à densidade mineral óssea de alguns locais do corpo humano. E 

quando se trata de peixes, foi demonstrado que no zebrafish as atividades do smad2/3 são 

necessárias para a indução da mesoderme (Jia et al., 2008). No LG21, janela 5216, também foi 

detectada apresenças do gene growth factor receptor- bound protein 14 (grb14) que codifica 

uma proteína de ligação ao receptor do fator de crescimento que interage com os receptores de 

insulina e dos fatores de crescimento. Esse gene pode desempenhar um importante papel nas 
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vias de sinalização intracelular que regulam o crescimento e o metabolismo (Holt et al., 2005). 

Ainda nesta janela também foram identificados genes envolvidos em funções celulares 

relacionadas com o crescimento como o box helicase 56 (ddx56) (Zhang et al., 2011) e a divisão 

celular do DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp), como o regulator of cell cycle (rgcc) que regula as 

células e a progressão do ciclo celular (Vlaicu et al., 2016). Deve ser incluído nesta relação o 

serum response factor (srf) que além de estimular a proliferação e diferenciação celular, 

também participa da regulação do ciclo celular, apoptose e crescimento celular (O'Hurley et al., 

2014). No LG15 foi identificado o gene phosphorylase glycogen liver (pygl) que codifica a 

isozima hepática que atende às demandas glicêmicas do corpo em geral, sendo que mutações 

dessas isozimas podem causar sérios danos ao corpo, incluindo atraso no crescimento (Dagli et 

al., 2016).  

Em relação à determinação sexual foram identificados vários genes candidatos 

relacionados com o sistema reprodutivo dos machos, como o DEAD-box helicase41 (ddx41), 

o nanos homolog 3 (nanos3), e o si:dkey-205k8.5 (si:dkey-205k8.5 ou spata1) localizados nos 

LG 23, 23 e 4, respectivamente. Estes genes auxiliam na regulação da espermatogênese (Cheah 

et al., 2017; Ma et al., 2018; Agarwal et al., 2018). Também o gene si:dkey-205k8.5, conhecido 

em algumas espécies como spermatogenesis-associated protein 1 (spata1) já foi identificado 

em algumas espécies de peixes como em zebrafish e catfish (Agarwal et al., 2018). O gene 

dynein axonemal heavy chain 1 (dnah1) que está presente no LG4 está envolvido com a 

estrutura da cauda do espermatozoide, sendo que anomalias nesse gene geram baixa fertilidade 

(Wang et al., 2017). O gene sept12 (septin 12) é regulado negativamente nos testículos de 

homens inférteis com defeitos espermatogênicos graves (Kuo et al., 2019) e o gene sperm 

autoantigenic protein 17 (spa17) codifica uma proteína presente na superfície celular que 

auxilia a ligação do espermatozoide à zona pelúcida do oócito (Li et al., 2009). Estes genes 

foram encontrados no LG8 e 6, respectivamente. E em relação a todos os genes candidatos 

relacionados exclusivamente ao desenvolvimento testicular, o SRY-box transcription factor 8 

(Sox8) é o que mais se destaca, sendo que alguns estudos relatam que o Sox8, assim como o 

Sox9, podem estar envolvidos no processo de diferenciação sexual e expressão do hormônio 

anti-Mülleriano (AMH) em células de Sertoli (Schepers et al., 2003); este gene foi identificado 

no LG8. Em se tratando do sistema reprodutivo feminino, no grupo de ligação 24 foi encontrado 

o gene interferon regulatory factor 2 binding protein like (irf2bpl) que codifica um fator de 

transcrição que pode regular a função reprodutiva (Heger et al., 2007).  
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O gene mais significativo para ambos os sexos é o double sex and mab-3 related 

transcription factor 3a (dmrt3a) identificado no LG6. Este gene pertence ao grupo dmrt, que 

se mostra importante para a diferenciação sexual e está intimamente ligado ao desenvolvimento 

de ambas os tipos de células germinativas (testículos e ovários) (Huang et al., 2005; Hong et 

al., 2007). Está presente em algumas espécies de peixes teleósteos como no zebrafish (Li et al., 

2008) e no yellow drum (Qiu et al., 2018). Também foram identificados genes ligados ás células 

primordiais, com manifestação nas linhagens germinativas como o dicer 1 ribonuclease type 

III (dicer1) que está envolvido com o desenvolvimento de tumores especialmente em células 

de Sertoli–Leydig (Verrier et al., 2018) e o gene LIM homeobox 9 (lhx9) que codifica uma 

proteína muito similar a uma proteína que está envolvido com o desenvolvimento gonadal em 

camundongos (Ottolenghi et al., 2001). Ambos os genes relacionados foram identificados no 

LG4. 

Este trabalho apresentou o primeiro estudo de associação genômica ampla para o P. 

mesopotamicus, através de um denso painel de SNPs que indicou algumas regiões nos grupos 

de ligação de maior associação com características de peso corporal e determinação sexual. A 

descoberta dessas regiões pode ajudar no entendimento do controle genético destas 

características e poderá contribuir para a inclusão das mesmas no processo de seleção dos 

indivíduos. Este estudo também mostrou evidências de que a determinação sexual se apresenta 

como uma característica poligênica em P. mesopotamicus, sendo, porém, necessário aumentar 

a quantidades de indivíduos estudados para efetivar a confirmação deste fato. E ainda que os 

loci identificados através dos marcadores moleculares utilizados também abrigam genes 

candidatos com funções biológicas que podem ser associadas de modo direto ou indireto à 

expressão das características de crescimento e de determinação sexual.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este trabalho constituiu um dos primeiros passos no desenvolvimento de ferramentas 

genômicas para espécies de peixes Neotropicais, com foco especial no pacu, Piaractus 

mesopotamicus, de grande importância econômica para a piscicultura nacional. Foi formado 

um denso painel de marcadores moleculares, com a caracterização de mais de 6.000 SNPs que 

poderão servir de suporte para diferentes abordagens biológicas envolvendo programas de 

melhoramento genético, revelação de mecanismos evolutivos e de conservação desta espécie e 

de espécies aparentadas. Esta ferramenta genômica permitiu a construção de um rico mapa 

genético que foi imprescindível para realizar associações entre o marcador e características 

fenotípicas (GWAS) e, a partir desta, proceder à identificação de QTLs.  

Os resultados obtidos com a identificação dos QTLs evidenciaram a natureza poligênica 

de características relacionadas ao peso corporal dos indivíduos. Em relação ao crescimento esse 

resultado já era esperado, pois trata-se de uma característica tipicamente controlada por vários 

genes (Tsai et al., 2015) na maioria dos organismos. Em relação aos mecanismos envolvidos 

na determinação sexual desta espécie foram identificadas muitas variantes com pequenos 

efeitos para a formação desta característica, de conformidade com referências existente para 

outras espécies de peixes (Yoshida et al., 2018). Porém, no caso específico da espécie aqui 

estudada, trata-se da primeira constatação desta natureza. Contudo, considera-se que este 

caminho de pesquisa aberto com as análises realizadas deve ser complementado com a 

realização de mais estudos para comprovar essa questão. Além disso, os loci identificados 

podem ser utilizados como um critério complementar para a identificação de indivíduos 

candidatos a processos de seleção, aumentando a acurácia nas avaliações genéticas dos 

indivíduos (Resende et al., 2012) 

O painel de SNPs produzido certamente para esta espécie poderá ser utilizado para 

identificar loci relacionados a diversas características de interesse e caso seja detectada uma 

forte associação entre o marcador e a característica alvo, com um alto valor de associação 

genética, os indivíduos poderão ser selecionados diretamente pelo genótipo. Tal metodologia 

possibilitaria, então, a realização do processo de seleção de uma forma mais precoce e acurada, 

do mesmo modo como foi descrito no trabalho de Houston et al. (2008) para a seleção de peixes 

resistentes à uma doença identificada como necrose pancreática infeciosa (IPN). O mapa de 

ligação resultante das análises realizadas com estes marcadores nas progênies resultantes dos 

cruzamentos realizados envolvendo casais de reprodutores desta espécie proporcionou uma 
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abordagem mais direta do genoma, com possibilidades de aplicação direta nos estoques desta 

espécie.   

Os genes candidatos encontrados nas regiões identificadas neste trabalho também 

podem explicar e/ou mostrar a sua influência sobre o fenótipo. Entendendo como eles 

funcionam e como exercem sua influência nas características de interesse zootécnico, 

certamente serão de grande auxílio nos programas de melhoramento genético. 
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