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RESUMO

Estudos genéticos com foco no aprimoramento de espécies de peixes Neotropicais Sao raros e,
nesse sentido, uma espécie alvo € o pacu (Piaractus mesopotamicus), uma vez que é
considerada uma das espécies de peixe de grande interesse econdmico, com grande producéo e
valor comercial para a piscicultura brasileira. O presente trabalho teve como objetivo
desenvolver ferramentas genéticas e gendmicas através da genotipagem dos marcadores
genéticos do tipo SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) para desenvolvimento de um mapa
de ligacdo para esta espécie e, dessa maneira identificar regiGes correlacionadas com
caracteristicas de peso corporal e sexo. Inicialmente foram formadas 14 familias, sendo os
individuos marcados com pit-tags e alocados em 3 tanques distintos. Os individuos foram
pesados e tiveram o sexo identificado; no entanto, apenas 3 familias foram genotipadas
(familial, familia2 e familia3). Na etapa seguinte, foi realizada a extracdo do DNA e a
elaboracdo de uma biblioteca genémica para cada familia 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 sequéncias brutas de cada
familia. Um total de 11.240 marcadores SNP foram prospectados e filtrados, sendo que destes
6.437 foram utilizados na construcdo 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 Associacdo Ampla do Genoma) prospectado
com individuos genotipados e ndo genotipados, totalizando 399 amostras. A analise do GWAS
foi realizada por meio da abordagem ssGBLUP e explicou 3,21% para o peso corporal e 2,89%
para 0 sexo. A partir da identificacdo dos loci foi realizado o Blast e a busca pelos genes
candidatos, sendo identificados genes para o peso corporal envolvidos com fatores de
crescimento, regulacdo e metabolismo do o0sso, codificacdo do colageno, proliferacdo e
crescimento celular. Do mesmo modo foi verificado que os genes candidatos para identificagéo
sexual estavam relacionados a espermatogénese, diferenciacdo sexual, células germinativas e
expressdao do hormonio anti-Mdilleriano (AMH) em células de Sertoli. Considera-se que as
ferramentas genéticas e gendmicas desenvolvidas neste trabalho poderdo auxiliar em
investigacOes sobre a evolucdo da espécie, organizacdo do genéma, identificacdo de QTLs (loci
de caracteristica quantitativa) e em programas de melhoramento genético para o pacu e

espécies aparentadas.

Palavras-chave: Pacu, Mapa de ligacdo, 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 (familyl,
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-Millerian 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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INTRODUCAO GERAL

Panorama geral da aquicultura

Com a exploracao pesqueira praticamente estatica desde meados da década de 1980, de
acordo com a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2018),
a oferta de pescado dependera certamente de desenvolvimento e de uma correta exploracéo dos
recursos aquicolas (Porto-Foresti & Foresti, 2004). Neste sentido, pesquisas devem ser
realizadas com o objetivo de aumentar a produgdo mundial de peixes de maneira sustentavel
(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
0 mundo entre 1970 e 2008 (FAO, 2010). No periodo de 2000 a 2016, o crescimento foi de
5,80%, sendo que o setor continua crescendo quando comparado aos outros setores de producéo
animal (FAO, 2018). No ano de 2014, a aquicultura continental mundial produziu cerca de 47.1
milhdes de toneladas (FAO, 2016), enquanto em 2016 este valor aumentou para 51.4 milhdes
de toneladas e foi responsével por aproximadamente 30,00% de toda a produgao de organismos
aquaticos (FAO, 2018). Ainda de acordo com os registros da FAO (2018), os maiores
produtores de peixes de dguas continentais no ano de 2016 foram a China com 28.2 milhGes de
toneladas, a India com 5.0 milhdes de toneladas e a Indonésia com 3.4 milhdes de toneladas.
Neste cenario, o Brasil aparece entre 0s 10 maiores produtores, com aproximadamente 507.1
mil toneladas.

No Brasil, a aquicultura é um setor com grande potencial, principalmente devido a
producdo recorde de graos, industria de ragdes estabelecida e amplo territorio (8,5 milhdes de
km?), situado em grande parte sob um clima tropical com boa disponibilidade hidrica e areas
favoraveis para a construcdo de tanques e acudes (Kubitza, 2015). O inicio efetivo da
aquicultura no Brasil foi estabelecido na década de 1990, quando houve um crescimento acima
da média mundial. No periodo de 1991 a 2004 a aquicultura brasileira cresceu em média
21,10%/ano, enquanto a mundial cresceu cerca de 9,50%/ano (FAQ, 2006). Entre o periodo de
2007 a 2010 a produgéo de pescado pela aquicultura brasileira teve um avanco de 87,00%, cujos
valores totais passaram de 210.644 toneladas para 394.340 toneladas, segundo estatisticas do
IBAMA (2007) e do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2012). Em 2014, o IBGE

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) incluiu a aquicultura em seu censo agropecuario.



Segundo essa instituicdo, 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 relacdo ao ano de 2017. De acordo com os dados divulgados pela FAO (2016), a
aquicultura brasileira tera forte expansdo nos proximos anos, sendo que 0 consumo per capita
de pescados no Brasil devera chegar a 12.7 kg em 2025, ou seja, 32,00% a mais do que 0s 9.6
kg consumidos entre 2013 e 2015. Os dados apontam também que a producao de pescado em
cativeiro no Pais mais que dobrard em dez anos.

Levando em consideragdo este cendrio, existem basicamente duas alternativas para o0s
aquicultores melhorarem o desempenho produtivo nos sistemas de cultivo. A primeira seria por
meio de uma ampliacdo em suas instalacdes, o que frequentemente € inviavel, uma vez que nem
sempre existem areas ou volume de agua disponiveis, aléem da ampliacdo frequentemente
resultar na elevacdo dos custos de producdo. A segunda seria através da maximizacdo da
produtividade, ou seja, pela melhora do rendimento da producdo de peixes produzidos por
unidade de area cultivada, tanto por meio de melhorias ambientais realizadas na propriedade,
que envolveria a aplicacdo de praticas de manejo adequadas, com equilibrada taxa de
arragcoamento e controle da qualidade da agua, quanto por meio da instalacdo de um programa
de melhoramento genético dos plantéis, com o objetivo de aumentar o ganho genético nos

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

Melhoramento genético na piscicultura

Entre as técnicas utilizadas no Brasil para se obter estoques genéticos mais produtivos
na area da aquicultura, a hibridacédo interespecifica é responsavel pela producéo de milhares de
toneladas de peixes ao ano (IBGE, 2019). Porém, apesar do aparente resultado zootécnico
resultante da hibridacdo entre espécies nativas, existe uma séria preocupagdo com a
possibilidade de escape e introgressdo genética destes hibridos sobre as populacgdes selvagens
(Hashimoto et al., 2012; 2013), além do risco da implementacdo incidental de hibridos no
plantel de reprodutores, frequentemente devido a dificuldade de se identificar e diferenciar
exemplares hibridos daqueles correspondentes as espécies puras, principalmente nos estagios
iniciais de vida (Hashimoto et al., 2014). Portanto, para evitar possiveis impactos ambientais e

na estrutura das populacfes naturais, a aplicacdo de técnicas de selecdo e acasalamentos



controlados entre individuos de uma mesma espécie usando a variabilidade genética presente
nestas populacgdes apresentam-se como alternativas mais sustentaveis (Hilsdorf & Orféo, 2011).

O Brasil apresenta excelentes recursos naturais e uma rica biodiversidade de peixes com
potencial para a implantacdo de programas de melhoramento genético, sendo que
aproximadamente 40 espécies nativas de rios brasileiros sdo utilizadas nos programas
desenvolvidos pela aquicultura nacional (Godinho, 2007). Entretanto, a maior parte dos cultivos
utiliza espécies exoticas, principalmente a tilapia (IBGE, 2019), espécie que passa no Brasil por
rigidos e longos programas de melhoramento genético desde a decada de 2000. Este panorama
revela a caréncia de projetos de melhoramento e inovacdo genética com enfoque nas espécies
de peixes nativos.

Em relacdo aos objetivos de selecdo utilizados pelos programas de melhoramento
genético de animais em aquicultura, a maioria destes esta ligada a producéo, tais como taxa de
crescimento, resisténcia a patégenos e rendimento de filé. Entre tantos fendtipos de interesse
zootécnico, caracteristicas relacionadas ao crescimento, assim como ao peso corporal,
constituem uma das primeiras a serem buscadas, pois considera-se que guanto maior for o
crescimento dos animais melhor sera a utilizacao dos recursos (Gjedrem et al., 2012) e, dessa
forma, o retorno financeiro poderé ser mais réapido.

Diversos estudos foram realizados para avaliar o potencial de crescimento das espécies
de peixes de interesse econémico tendo por base a¢cdes de melhoramento genético, tendo sido
observadas diferencas significativas no peso corporal entre as geracdes de varias espécies. Entre
estas, a tilapia do Nilo Oreochromis niloticus apresentou um ganho genético de 11,9% por
geracgdo, cerca de 219 g (Hamzah et al., 2014); a espécie Cyprinus carpio, conhecida como
carpa comum, teve um ganho de 18,2% por geracdo, sendo que este valor equivale a 533 g
(Ninh et al., 2013), enquanto que na espécie Oncorhynchus mykiss, conhecida como truta arco-
iris, o ganho foi de 7,0 %, aproximadamente 2.7 kg por geracdo (Kause et al., 2005).

Além das caracteristicas relacionadas ao ganho de peso, o conhecimento sobre 0 sexo
dos individuos € de grande importancia na piscicultura, pois além de auxiliar no controle do
sistema de acasalamentos, também a exploracdo de apenas um sexo é mais vantajosa em
algumas espécies (Dong et al., 2019a). Outro beneficio do controle na identificacdo do sexo
dos individuos seria para a formagdo de lotes de producdo monosexo, que resultaria na
contencdo de gastos energéticos com a atividade reprodutiva, na obtencdo de uniformidade de
tamanho na colheita, na reducédo dos efeitos da maturacdo sexual, bem como na aparéncia e na

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



Entretanto, existem espécies que ndo apresentam um dimorfismo sexual bem definido e
as ferramentas moleculares sdo utilizadas para auxiliar na determinacéo do sexo. Neste sentido,
alguns estudos foram realizados com o intuito de identificar os genes que determinam 0 sexo
em peixes, tendo ja resultado na caracterizacdo de varios genes, como exemplo ha 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/dmrtlbY em Oryzias latipese (Matsuda et al., 2002,
2003).

Partindo desta questdo, a espécie de peixe utilizada no presente trabalho é uma espécie
nativa conhecida popularmente como pacu (Piaractus mesopotamicus) que possui grande
aplicacdo na piscicultura (Santos et al., 2012). Contudo, sua utilizacdo em programas de
melhoramento genético ainda apresenta algumas limitacfes e necessita de investimentos mais
significativos. Considera-se, pois, que seria de grande importancia o desenvolvimento de
variedades com caracteristicas voltadas a obtencdo de maior peso corporal e com um sistema
de determinacdo sexual bem conhecido, visto que esta espécie ndo possui caracteristicas

fenotipicas diferenciais relacionadas ao sexo.

Genbmica na piscicultura

Com o desenvolvimento da gendmica e a identificacdo de um denso painel de SNPs
através dos avancos das tecnologias NGS (Next Generation Sequencing), foi possivel a
identificacdo de milhares de marcadores moleculares em um curto espaco de tempo, a0 mesmo
tempo que foi possivel a obtencdo de produtos com preco cada vez mais reduzido e maior
acurécia no sequenciamento (Kumar et al., 2017). Entretanto, apesar do expressivo progresso
verificado na area da genémica, este avancgo ndo foi completamente acompanhado pela geracéo
de dados referentes as espécies de peixes Neotropicais, sendo observada uma situacao aquém
das possibilidades quanto a descricdo de marcadores SNPs. Assim, algumas referéncias
encontradas com relacdo a descricdo desses marcadores moleculares referem-se ao estudo com
o0 hibrido 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 identificagdo dos SNPs, destaca-se o
RADseq (Restriction Site Associated DNA- Sequencing) (Baird et al., 2008). O RADseq € uma
tecnologia de sequenciamento de DNA associada aos sitios de restricdo e a fragmentagédo
mecanica, sendo a analise desenvolvida a partir de uma grande quantidade de amostras

formando um pool que pode ser sequenciadas de uma s6 vez (Andrews et al., 2016). Porém,



uma variacdo chamada de ddRADseq (Double digest RADseq) é caracterizada pelo uso de dupla
restricdo enzimatica, pode resultar em alta capacidade de multiplexacdo e apresentar maior
confiabilidade no tamanho dos RADtags obtidos (Peterson et al., 2012).

Com a implementacdo dos marcadores moleculares nos programas de melhoramento
genético, as estratégias convencionais de selecdo tornaram-se mais eficientes, promovendo a
possibilidade de maiores ganhos genéticos nas caracteristicas de interesse econémico
(Sonesson et al., 2012), podendo ser realizado através da identificacdo dos loci de caracteristica
quantitativa (QTLs) (Rosa et al., 2013). Existem duas principais estratégias para a descoberta
dos QTLs, a tradicional (mapeamento de ligacdo) e 0 GWAS (estudo de associagdo gendmica
ampla).

A primeira metodologia explora a diferenca alélica entre apenas dois parentais e
geralmente identifica uma baixa quantidade de QTL devido a baixa taxa de recombinacao e a
dificuldade em avaliar uma grande quantidade de loci. (Zhu et al., 2008). A segunda abordagem
indica os SNPs associados com caracteristicas de interesse através de um denso painel de SNPs
e faz a correlacdo entre marcador e o loci com base no desequilibrio de ligacdo (LD), dessa
forma este processo identifica a regido do genoma (QTL) em que esses SNPs estdo inseridos
(Kijas et al., 2014). A vantagem do GWAS é poder amostrar inameros loci, identificar
diferentes niveis de recombinagdo (Yu et al., 2008) e testar varias caracteristicas a0 mesmo
tempo, dessa forma um grande nimero de regibes pode ser associado.

O estudo de associacdo gendmica tem sido utilizado para vérias caracteristicas
economicamente importantes para a aquicultura em espécies modelos e ndo-modelos, incluindo
caracteristicas de crescimento (Neto et al., 2019; Yu et al., 2019., Yang et al., 2020, Shi et al.,
2020), resisténcia a doencas (Barria et al., 2019, Wang et al., 2019; Zhou et al., 2019), loci e
genes candidatos relacionados a determinacdo sexual (Gabian et al., 2019; Yossa et al., 2019;
Wang et al., 2019), entre outros.

Os resultados obtidos do mapeamento QTL e GWAS sao aplicadas através do MAS
(selecdo assistida por marcadores) e GS (selecdo gendmica). Como exemplo, atualmente, varios
QTLs sdo comercializados pela empresa norueguesa Aquagen de salmonideos em germoplasma
qualificado, livres de diversas doengas, sem a sindrome cardiomiopética e também com melhor
pigmentacéo de filé (Aquagen, 2014, 2015a, 2015b). E ainda, se tratando de salmonideos, um
caso que se destacou na aquicultura foi a utilizacdo do mapa de QTL em salmé&o do atlantico
para selecdo da resisténcia ao IPN — Necrose Pancreatica Infeciosa (Houston et al., 2008; Moen

et al., 2009). Com a implementacdo do MAS, a salmonicultura europeia reduziu em 75,00% os



focos da doenca e tem garantido atualmente uma economia anual de 24 milhdes de libras no
Reino Unido (Houston et al., 2008; Moen et al., 2009).

Entretanto, para a identificacdo de QTLs é necessario o conhecimento prévio sobre a
localizacdo dos marcadores moleculares no genoma, tornando essencial a construcdo de um
mapa de ligacdo (Moen et al., 2004). Os mapas de ligacdo além de auxiliar no estudo de
associacles gendmicas, também possibilitam a localizacdo de genes, estudos comparativos de
sintenia gendmica, cobertura e analise completa de genomas, além de gerar informacdes a
respeito da arquitetura genética e pleiotropia (Guo et al., 2007; Li et al., 2016). A funcdo dos
mapas genéticos é ordenar os marcadores moleculares em um cromossomo ou em grupos de
ligacdo, sendo que a distancia entre eles € estimada a partir da frequéncia da taxa de
recombinacdo (Xu et al., 2008). Para espécies de peixes nativos atualmente existe apenas o
mapa de ligacdo desenvolvido para a espécie Colossoma macropomum (Silva Nunes et al.,
2017).

Além da identificacdo de QTLs, a utilizacdo da genémica pode ter diversas aplicacoes
de interesse zootécnico que sdo de dificil medicdo ou nas quais o fendtipo demora para se
expressar; entre estes casos podem ser citados a resisténcia a doencgas (Houston et al., 2008), o
acompanhamento do crescimento corporal (Gutierrez et al., 2015), as caracteristicas de formato
do corpo (Dong et al., 2019b). A utilizacdo desta metodologia também auxilia o
estabelecimento de populacdes de base para utilizagdo em programas de melhoramento
genético, otimiza a diversidade genética, controla a consanguinidade das geracdes subsequentes
produzidas (Fernandez et al., 2014) e prever valores gendmicos de reproducdo para caracteres
de interesse (Yoshida et al., 2018). Pode ser considerada ainda a utilizacdo dos marcadores
moleculares em estudos evolutivos, assim como em estudos da genética de populacbes e
filogenia (Bernatchez et al., 2016) e no conhecimento da biologia e estrutura do genoma (Y afiez
etal., 2015).

A implementacdo das ferramentas moleculares em programas de melhoramento
genético proporciona expressivos avangos com relacdo a aumento nos ganhos genéticos.
Considera-se, assim, que a aplicacdo das técnicas genémicas no estudo das espécies nativas
pode determinar um desenvolvimento acelerado nos processos de produgéo, bem como auxiliar

nos estudos sobre a evolucdo e biologia das espécies utilizadas na piscicultura.



Caracterizacdo da espécie Piaractus mesopotamicus

A espécie Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Figura 1) componente da
familia Serrasalmidae (Calcagnotto et al., 2005; Oliveira et al., 2011) é um peixe conhecido
popularmente como pacu-caranha, caranha, pacu-guacu, ou simplesmente pacu, sendo nativa
das bacias dos rios Parand, Paraguai e Uruguai, com especial distribuicdo nas planicies alagadas
da regido 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 duracdo média até
0s 8 anos, sendo caracterizados por um periodo de reproducéo que atinge 0 seu apice nos meses
de novembro a janeiro, época de temperaturas mais altas e maior incidéncia de chuvas
(Bernardino, 1999). Na estacdo chuvosa, 0 pacu permanece nas areas de inundacdo 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 € uma das espécies de peixes mais estudadas no Brasil, principalmente com
relacdo aos aspectos de reproducdo, larvicultura, engorda, nutricdo e parasitologia (Urbinati et
al., 2013). Sua criacdo com fins comerciais vem crescendo principalmente devido

caracteristicas como uma dieta com menor exigéncia de proteinas, bom sabor da carne, baixo



custo de manutencéo, boa resisténcia a patdgenos, baixa exigéncia quanto a qualidade da agua,
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 caracteristicas levaram o pacu a ser a quarta espécie nativa mais produzida na
aquicultura continental nacional (IBGE, 2017).

De acordo com publicacdo da FAO (2018), a maior producdo nacional do pacu ocorreu
em 2010, com 21.245 toneladas. No ano de 2018, de acordo com o IBGE (2019), o pacu e seu
hibrido patinga (fémea P. mesopotamicus x macho de P. brachypomus), foram relacionados
como ocupantes do quarto maior renda de producdo de pescados entre as espécies nativas, com
aproximadamente 11.600 toneladas. Ainda em relacdo a piscicultura, a espécie P.
mesopotamicus também tem consideravel importancia econémica para a aquicultura de outros
paises da América do Sul como Coldémbia, Peru, Venezuela e Argentina, bem como de paises
asiaticos como China, Mianmar, Tailandia e Vietna (Flores Nava, 2007; Honglang, 2007; FAQ,
2010).

Em relacédo a pesca extrativa, o ultimo dado referente a estatistica 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 informacdes
obtidas sobre estatistica 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 fragmentacdo de seu habitat, causado pela construcdo de sucessivas barragens ao
longo dos cursos dos rios (Agostinho et al., 2005) e, em consequéncia do impacto sofrido pelas
populacbes naturais, a espécie foi classificada como “quase ameacada” no ano de 2014, de
acordo com o Decreto N° 60.133 (S&o Paulo, 2014). Por isso, a reproducgédo desta espécie em
cativeiro tem sido uma boa alternativa para suprir a demanda do mercado e reduzir o impacto
nos estoques das populagdes naturais.

Embora sendo o pacu uma espécie bastante estudada e importante na aquicultura
brasileira, ainda s@o escassas as informacoes relativas a genémica e ao melhoramento genetico
aplicados no seu cultivo. Considera-se, portanto, que os resultados obtidos no presente estudo

como a prospeccdo de SNPs, desenvolvimento do primeiro mapa genético da espécie e 0



GWAS para o peso corporal e identificacdo do sexo dos individuos, certamente se constituirdo

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

genético da espécie.

OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo a prospecgéo e aplicacdo de marcadores SNPs

para a construcdo de um mapa genético e estudo de associacdo genémica ampla (GWAS), para

testar a correlacdo com o peso corporal e determinacdo sexual na espécie Piaractus

mesopotamicus.

Obijetivos especificos

caracterizagdo dos marcadores SNPs provenientes das reads do ddRADseq para os parentais
e dos individuos da geracao F1;

desenvolvimento de um mapa genético de SNPs para esta espécie;

estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS) as caracteristicas de peso corporal e
determinacdo do sexo nos exemplares;

identificacdo dos genes candidatos proximos aos QTLs correlacionados com as

caracteristicas de peso corporal e determinacdo do sexo citadas acima.

MATERIAIS E METODOS

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

especifica de cada capitulo dos resultados.



Capitulo 1

Descoberta de SNPs e constru¢do 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 rapida producédo de mapas
genéticos para espécies modelo e ndo-modelo. Em se tratando de espécies ndo-modelo, o pacu
(Piaractus mesopotamicus) € uma espécie-alvo interessante por ser considerado um dos peixes
com maior producdo e valor comercial para a piscicultura nacional. O objetivo do presente
estudo foi identificar marcadores moleculares do tipo SNP (polimorfismos de nucleotideo
unico) e, com isso, caracterizar um mapa de ligacao para esta espécie. Inicialmente foi realizada
a extracdo do DNA de 48 individuos de 3 familias de irmdos completos e, a seguir, utilizando
a metodologia ddRADseq (double digest restriction-site associated DNA sequencing), 3
bibliotecas genémicas foram geradas com a utilizacdo das enzimas de restricdo MIuCl e Sphl.
As amostras foram sequenciadas na plataforma Hiseq 4000 e obtida uma média de 35.697.700
de sequéncias em cada familia. Na etapa seguinte, a analise bioinformatica foi realizada pela
aplicacdo do programa Stacks que identificou 18.421 marcadores em 132 individuos. 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
permanéncia de 11.240 SNPs e 113 individuos. Para construcao do mapa genético foi utilizado
o software Lepmap que adicionou 0s SNPs nos 27 grupos de ligacdo (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 distancia total de 2.814,92 cM, com intervalo médio 0.44 cM.
O mapa de ligacdo dos machos apresentou 4.649 marcadores, num total de 2.810,41 cM e
intervalo médio de 0.60cM, enquanto o mapa feminino foi construido com 4.690 SNPs e
consiste de 2.874,89 cM, com um intervalo médio dos marcadores de 0.61 cM. Com a aplicacédo
do programa Circa, foi analizada a sintenia existente entre as sequencias distribuidas nos 27
LG de P. mesopotamicus e nos 25 cromossomos de Astyanax mexicanus. Foram identificadas
574 sequencias homologas, sendo que 4 LG possuem poucas RADtags, 22 possuem sintenia
direta com 22 grupos correspondentes e apenas o grupo de ligagdo AM3 de A. mexicanus
compartilhou as RADtags com os grupos de ligacdo LG10 e LG20 do pacu. Considera-se, pois,
que 0 mapa genético de alta densidade construido para P. mesopotamicus podera contribuir com
programas de melhoramento genético, auxiliar na investigacdo do processo evolutivo e
melhorar o entendimento de aspectos da biologia desta espécie.

Palavras-chave: Genotipagem, Sintenia gendmica, Mapa de ligacéo, peixe Neotropical
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1.1 INTRODUCAO

Avancos notaveis no sequenciamento do genoma em diferentes organismos ocorreram
apos o advento da metodologia de NGS (Next Generation Sequencing), sendo que técnicas
efetivas foram desenvolvidas para obtencdo 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 0 proprio nome ja diz, referem-se ao polimorfismo de
nucleotideos simples ou polimorfismo de nucleotideo Unico. Neste caso, ocorre a variagdo na
sequéncia de DNA que afeta somente uma base. Como caracteristicas para estudos genéticos,
este tipo de marcador possui a vantagem de estar presente e com uma elevada frequéncia na
maioria dos organismos, geralmente estdo espalhados uniformemente ao longo do genoma, sao
de natureza bi-alélica, codominantes, altamente informativos, possui eficiéncia e automacéo de
genotipagem, além de apresentarem facilidade de isolamento com a aplicacdo das novas
biotecnologias moleculares (Liu et al., 2011; Rasal et al., 2017). Dentre as técnicas para a
identificacdo dos marcadores moleculares, destaca-se 0 Double digest RADseq — ddRADseq
(Peterson et al., 2012), esta abordagem utiliza duas enzimas de restricdo e possui uma alta
capacidade de multiplexacéo, requer pouco DNA genémico para a construcdo da biblioteca e
apresenta custo reduzido, uma vez que a combinagao de muitos individuos no pool proporciona
uma diminuicdo consideravel do valor por amostra, e 0 DNA fragmentado é ligado a
adaptadores que contém cddigos de barras (barcodes) especificos para cada amostra (Peterson
et al., 2012); esta técnica é uma variacdo do RADseq que utiliza apenas uma enzima de
restricao.

Em se tratando do Piaractus mesopotamicus, na literatura existem 32 SNPs descritos
provenientes do transcriptoma, porém torna-se necessario um painel de SNPs mais denso para
0 desenvolvimento de pesquisas mais amplas e robustas.

A espécie de peixe Piaractus mesopotamicus, conhecida popularmente como pacu, esta
classificada como pertencendo a familia Serrasalmidae e é nativa da regido Neotropical. De
acordo com o IBGE (2019) o pacu é a quarta espécie nativa mais produzida na aquicultura
continental nacional e tal posicdo se deve ao fato de possuir diversas caracteristicas que séo
apreciadas pela piscicultura como bom sabor de sua carne, boa resisténcia a patdgenos,
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 produgéo do pacu em cativeiro

também se apresenta como uma alternativa para diminuir o impacto decorrente da sobrepesca
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para fins comerciais e esportivos (MPA, 2013; Catella et al., 2017), bem como pela diminuicéo
das populagdes naturais devido a crescente fragmentacao de seu habitat causada pela construcao
de barragens (Agostinho et al., 2005).

Nos ultimos anos, a identificacdo de uma grande quantidade de marcadores moleculares
do tipo SNPs tém permitido o desenvolvimento de metodologias mais robustas, assim como o
desenvolvimento de mapas de ligagdo ou mapas genéticos mais densos em diferentes espécies.
Mapas genéticos sdo conjuntos ordenados de marcadores genéticos agrupados em clusters ou
em grupos de ligacdo no genoma de uma espécie. Sua construcdo ocorre a partir de estimativas
da frequéncia de recombinagéo entre pares de marcadores moleculares. Portanto, a existéncia
de um grande nimero de marcadores genéticos disponiveis € um pré-requisito fundamental para
a aplicacdo desta metodologia (Xu et al., 2008), sendo que, nos ultimos anos este marcador tem
sido cada vez mais utilizado. Os mapas genéticos tém ampliado o conhecimento sobre algumas
espécies de peixes, permitindo um maior conhecimento sobre a organizacdo do genoma,
analises genbmicas e genéticas (Maroso et al., 2018) e identificacdo de QTLs (Zhu et al.,
2019a), além de contribuir para estudos de sintenia ou mapeamentos comparativos (Zhu et al.,
2019Db).

Os mapas de ligacdo possibilitam a realizacdo de inimeras pesquisas, pois atraves das
informacdes fornecidas por ele, como o ndmero de grupos de ligacdo e a posicdo dos
marcadores moleculares, é possivel auxiliar a montagem e analise de genomas, realizar a
identificacdo de genes, 0 mapeamento de QTLs, e a compara¢do entre mapas demonstram as
similaridades e diferencas entre as espécies e dessa forma, oferece uma melhor compreenséo
da evolucdo de cromossomos e genomas (Garcia et al., 2006; Paterson et al., 2000). E assim
como foi realizado nesse trabalho, os mapas genéticos auxiliam na identificacdo de sintenias
correspondentes dos loci nos grupos homologos de diferentes organismos.

Contudo, ainda sdo escassos 0s estudos relacionados ao mapeamento genético de peixes
do Brasil, principalmente quando se trata de espécies nativas, entre as quais ha apenas um mapa
genético disponivel que é referente a especie Colossoma macropomum — tambaqui (da Silva
Nunes et al., 2017). Neste contexto, considerando o cenario ambiental promissor e a expansao
da piscicultura brasileira, a identificacdo em larga escala de SNPs e a construgdo 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 genémicas que poderdo ser aplicadas na sele¢do gendmica e selecdo assistida

por marcadores.
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1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Formacéo dos grupos genéticos, instalacGes e manejo

Este estudo foi realizado em conformidade com as recomendacdes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) (Ministério Brasileiro de
Ciéncia, Tecnologia e Inovacio) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA),
protocolo no. 22.255 / 15. O presente estudo foi realizado sob autorizagéo no. 33435-1, emitido
pelo Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade, Ministério do Meio Ambiente
do Brasil (ICMBIo).

Inicialmente, foi necessario formar uma populacdo base através da montagem de
diferentes familias para o desenvolvimento de grupos genéticos, e dessa forma dar inicio a
pesquisa.

A reproducdo de P. mesopotamicus para a formacdo das familias foi realizada em
novembro de 2015 com a utiliza¢do de 3 familias, sendo os machos provenientes do plantel de
matrizes da piscicultura do Centro de Aquicultura da Unesp - CAUNESP, Jaboticabal/SP e as
fémeas da Piscicultura EMA, Cosmorama, SP. Estes animais foram previamente analisados
para testar sua pureza genética através da genotipagem de SNPs por Multiplex-PCR (Reacéo
em cadeia da polimerase com uso de primers espécie-especificos), descritos em Hashimoto et
al. (2011). A inducgdo da desova foi realizada com a utilizacdo de extrato bruto de hipofise
(EBH) de carpa dissolvido em solucdo salina (0,90% NaCl) aplicado em regido intramuscular
dos exemplares em duas doses nas fémeas, com intervalo de 12 h (12 dose de 0,5 mg hipofise
kg™ de peixe; 22 dose de 5,0 mg de hipofise kg™ de peixe). No momento da segunda dose foi
realizada a aplicacdo de 5 ml de Ciosin® (0.25 mg/mL cloprostenol, Schering-Plough Saude
Animal Ind. Com. Ltda. Campinas, SP, BR), conforme protocolo descrito por Ceccarelli et al.
(2005). Nos machos foi utilizada a aplicacdo de dose Unica, coincidindo com a aplicacdo da 22
das fémeas, sendo equivalente a 1,5 mg kg de EBH.

A extrusdo dos gametas foi realizada com aproximadamente 240 h/grau, e a incubacao
das larvas foi realizada em incubadoras de 15 litros durante 1 més. Em seguida, as larvas de
cada familia (familial, familia2 e familia3) foram separadas em tanques redes em caixas de
1.000 I. Depois de 7 meses, quando os individuos estavam com 6 meses nos tanques, 42 animais
da prole de cada familia foram coletados, anestesiados com benzocaina (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 extragdo de DNA. Estes individuos foram mantidos por mais oito meses na mesma
caixa sob as mesmas condi¢cBes ambientais e de manejo no Laboratorio de Genética em
Aquicultura e Conservacdo — LaGeAC, CAUNESP. Ap0s esse periodo foram transportados
para um tanque escavado de aproximadamente 200 m? existente nas instalagdes da piscicultura
do CAUNESP.

No inicio do periodo experimental, enquanto a prole estava alocada nas instalagdes do
Laboratorio de Genética em Aquicultura e Conservacdo — LaGeAC, CAUNESP, a media da
temperatura constatada foi de 28.30°C + 1.55°C, do oxigénio dissolvido foi de 6.50 = 0.30 mg/L
e 0 pH de 6.70 £ 0.08. Nos tanques escavados, o valor médio da temperatura foi de 24.45°C £
2.15°C, do oxigénio dissolvido foi de 8.20 mg/L + 1.05 e do pH foi de 8.90 + 0.50. Todos 0s
parametros foram avaliados utilizando a sonda Multi Water Quality Checker U 50 serie Horiba.

Em relacdo a alimentacdo, da eclosdo dos ovos até um periodo de 20 dias, 0s peixes
foram alimentados exclusivamente com nauplios de Artemia (BioArtemia Ltda, RN, Brasil)
quatro vezes ao dia e apds este periodo, também foi adicionada racdo em pé a alimentacéo. Os
nauplios de Artemia foram retirados da alimentacdo quando os peixes atingiram dois meses,
enquanto a ragcdo em po foi retirada aos poucos, de acordo com o crescimento dos peixes, que
entdo se tornavam capazes de se alimentarem com ragéo extrusada, cujo didmetro dos granulos

também aumentava de acordo com o crescimento dos peixes.

1.2.2 Construcao de bibliotecas ddRADseq

Para prospectar e caracterizar os SNPs, a construcédo das bibliotecas foi realizada através
do ddRADseq de 3 familias de pacu, com base no protocolo originalmente descrito por Peterson
et al. (2012). Inicialmente foi extraido o DNA genémico de 42 individuos da prole de cada
familia e de seus parentais utilizando o Kit PureLink™ Genomic DNA. O DNA gendmico dos
parentais foi identificado em triplicatas. Todos os individuos receberam um barcode para sua
identificacdo no pool, totalizando 48 marcacdes individuais de cinco nucleotideos para cada
familia.

As quantidades de DNA gendmico para as analises foram determinadas no equipamento
Qubit® 3.0 (Thermo Scientific™) e padronizadas para 10ng/ul. A analise de pureza das
amostras de acido nucleico foi obtida por espectrofotometria no equipamento NanoDrop™ One
(Thermo Scientific™), onde foi obtido um valor de razéo de absorbancia (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 digestdo do DNA foi obtido um volume final de reagéo de 6.00 pL, em
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que foram utilizados 2.50 pL de DNA (totalizando 25 ng), digeridos com 0.10uL (10U/ml) da
enzima de restricdo MIuCI (5"...AATT...3" - corte frequente) e 0.10uL (20U/ml) da enzima Sphl
(5°...GCATGC...3" - corte raro), 0.60 pL do CutSmart 10X Buffer e 2.80 pL de agua. As
condicdes estabelecidas para o tempo de digestdo foram de 37°C durante 60 minutos. Essas
enzimas criam pontas coesivas em ambas as extremidades das moléculas de DNA digeridas que
permitem a ligacdo aos adaptadores.

Com base em um genoma de peixe ja sequenciado, a espécie piranha Pygocentrus
nattereri, simulac6es computacionais foram realizadas para avaliar a frequéncia do corte de
cada enzima de restricdo utilizando o programa Nebcutter v2.0 (Vincze et al., 2003). Foi
verificado que a distancia média entre sitios enzimaticos da enzima Sphl era de 6.500 pb,
enquanto para MIuCI era de 250 pb, o que permitiu ajustar as molaridades de cada adaptador
especifico para cada enzima, de acordo com o célculo fornecido por Peterson et al. (2012).
Como a enzima MIuCl gera mais fragmentos na digestdo, foi necessario inserir mais
adaptadores desta enzima na reacdo. A reacdo de ligacéo foi realizada em um volume final de
10.00 pl, com 0.20 ul da enzima T4 ligase, 1 ul do tampao 10X T4 DNA ligase Reaction Buffer,
1.00 pl do adaptador P1 4.04 uM (MIuCl) e 1.00 pl do adaptador P2 0.07 uM (Sphl), sendo que
cada individuo teve um barcode diferente no adaptador P2. Este processo de ligacdo ocorreu
com as amostras incubadas a 23°C durante 90 min e a 65°C por 10 min.

Na etapa seguinte foi realizada uma PCR teste para verificar a efetividade da digestéo e
da ligacdo dos adaptadores. A PCR foi realizada em um volume final de 12.50 pL contendo
7.90 pL de H20, 1.25 pL de 10X PCR Buffer, 0.50 pL do primer P1 (10.00 uM), 0.50 pL do
primer P2 (10.00 puM), 0.50 pL dNTPs (10 mM), 0.75 ul MgCl; (25 mM), 0.10
Platinum® Tag DNA Polymerase e 1.00 uL de DNA digerido. As condi¢des estabelecidas para
a PCR determinaram um ciclo inicial a 94°C por 2 minutos, seguido por 20 ciclos de 94°C por
30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos. As amplificacdes foram checadas
via eletroforese em gel de agarose. O produto excedente da reacdo de PCR foi descartado, uma
vez que ndo seria mais utilizado.

Para remover os fragmentos curtos resultante da digestdo do DNA gendmico e da
ligacdo 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 ndo ligados, tambeém
foram usadas para concentrar 0 DNA e combinar o pool das amostras em um Unico tubo,

deixando-o num volume ideal (50.00 pL) para ser usado na proxima etapa da construgdo da

16



biblioteca. O pool foi, entdo, designado para a selecdo dos fragmentos de aproximadamente
350 pb (300 pb de DNA + 50 pb dos adaptadores e barcodes) atraves do E-Gel® Size Select
2,00% Agarose Gel (Invitrogen) por eletroforese, sendo que este gel de agarose possui uma
cuba especifica para a eletroforese e 0 E-Gel® ¢ fabricado pela propria empresa. O gel possui
espago para oito amostras (8 colunas), cada coluna possui dois pogos, formando pocos de
aplicacdo e de extracdo. O pool é aplicado no primeiro poco e durante a eletroforese a corrente
elétrica transporta os fragmentos em direcdo ao segundo. A corrida eletroforética € monitorada
e quando o fragmento de interesse entra na linha de extracédo, a corrida é interrompida e este é
recuperado com o auxilio de uma micropipeta. Neste experimento, o pool de cada familia foi
depositado em pogos distintos, porém em um mesmo E-Gel® para uma maior padronizagdo
entre as trés familias.

Em seguida a este procedimento foi realizada a etapa de enriquecimento via
amplificacdo por PCR com a Phusion® High-Fidelity PCR Kit. Esta etapa € necessaria para
incorporar a sequéncia do flowcell Illumina e as regides das sequencias dos primers da Illumina.
Para aumentar o nimero dos fragmentos de DNA, foram realizadas 20 reacGes independentes
de PCR. As condicBes de PCR ocorreram em volume final de 20.00 L, sendo 13.60 pL de
H20, 0.40 pL dNTPs 10 mM, 4.00 pL 5X Phusion HF Buffer, 2.50 pL de primer P1 5.00 uM,
2,5 pL de Primer P2 5.00 puM, 0.12 puL Phusion DNA Polymerase e 1.00 pL de DNA digerido.
As reagdes ocorreram em uma etapa inicial de 68°C por 1 min; seguida por 18 ciclos a 93°C por
10 s, 52°C por 35 s, 68°C por 1,5 min; e uma etapa final de 68°C por 7 min. Ap6s 0 término
desta etapa as amostras de PCR foram agrupadas, totalizando um volume final de 400.00 uL e
foram novamente purificadas por AMPure XP beads (Beckman Coulter, DE), de acordo com o
protocolo proposto pelo fabricante. O pool das sequéncias amplificadas foi analisado em
eletroforese de gel de agarose.

A concentracdo na biblioteca final foi verificada por fluorometria no equipamento
Qubit® 3.0 (Thermo Scientific™). Em seguida, também foi realizada a analise 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 ldentificacéo e filtro dos SNPs

O software utilizado para analisar as leituras de sequéncias 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 geracao
(NGS) com dados de leitura curta para organismos modelos e ndo-modelos (Davey et al., 2013).
Além de analisar as sequencias brutas, o Stacks fornece os dados em diversos formatos para
construcdo de mapas genéticos, gendémica populacional e filogeografia, além de ter capacidade
de processamento de RADtags, identificacdo e filtragem dos SNPs e exclusdo dos erros de
sequenciamento. Dentro do programa Stacks existem diversos subprogramas que devem ser
executados para a analise dos dados. A analise € iniciada com o programa Process_radtags
(Stacks), no qual os barcodes foram atribuidos aos individuos, 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 sdo paired-end elas
sdo0 separamos e apenas uma € utilizada nesta etapa.

Em seguida foi usado o software Ustacks, com a funcao de construir os loci para cada
individuo, tendo sido usada uma profundidade minima de RADtags para construir um alelo
putativo (-m 3) e considerada a méxima incompatibilidade de nucleotideos permitida entre os
alelos de uma amostra (-M 3). A montagem de um catalogo com os dados de todos os parentais
foi realizada através do programa cstacks e, desta forma foi possivel criar um conjunto de todos
0s possiveis alelos para todas as familias. O nimero maximo de incompatibilidade permitida
entre as Rad-Tags dos loci do catalogo foi trés (-n 3 ). Através do programa sstacks foram
criados os loci putativos, sendo os resultados obtidos pelo programa ustacks (progénie)
comparado ao catalogo produzido pelo programa cstacks (parentais) para identificar os alelos
em comum.

O programa tsv2bam utilizado permitiu a transposi¢cdo dos dados que estavam
orientados por amostra, para sua orientacdo por loci. E como as sequéncias do trabalho em
questdo foram separadas no inicio das andlises, as duas sequéncias (paired-end) podem ser
associadas nesta etapa. No sexto estagio, o programa gstacks foi executado para identificar
locais variantes na metapopulacdo e, dessa forma, genotipar cada amostra. Para finalizar a
execucdo do Stacks foi utilizado o programa populations, que cria outputs em diversos
formatos. Neste trabalho o arquivo foi exportado no formato --vcf para posterior analise no
software Plink v. 1.07 (Purcell, 2009). O populations também possui as op¢des de realizar
alguns filtros de qualidade dos SNPs e calcular varias estatisticas de genética de populagdes.

O Software Plink foi utilizado para realizar o controle de qualidade nos SNPs
identificados pelo software Stacks. Neste processo foram utilizados filtros para excluséo de

SNPs que ndo fossem genotipados em no minimo 80,00% das amostras; foram excluidos
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individuos que ndo tivessem ao menos 70,00% dos SNPs genotipados, bem como aqueles que
apresentassem frequéncia alélica minima (MAF) inferior a 5,00%. A aplicacdo destes filtros é
indicada por Ziegler et al., (2008) e se baseia na exclusao de possiveis falhas ocorridas durante
0 processo de genotipagem. Alguns filtros também foram realizados com a aplicagdo dos
softwares LepMAP v. 2 e v. 3 (Rastas et al., 2013).

1.2.4 Construcédo do Mapa Genético

Para a construcdo do mapa genético foi usado o programa LepMAP v. 2 e v. 3 (Rastas
et al., 2013). Inicialmente, 0 modulo ParentCall2 foi utilizado para “chamar” o genétipo dos
parentais, seguido pela etapa “SeparateChromosomes” que atribuiu os marcadores aos grupos
de ligacdo utilizando o valor LOD score de 8.7, de modo que 0 nimero observado de SNPs nos
grupos de ligacdo fosse adequado ao numero de cromossomos hapldides para o pacu, 27
cromossomos, além de um nimero minimo de 10 marcadores por grupo de ligacdo. Nesta etapa
também foi utilizado o pardmetro InformativeMask=13 para 0 mapa masculino,
InformativeMask=23 para 0 mapa feminino e InformativeMask=123 para 0 mapa consenso, pois
estes parametros sdo utilizados para identificar marcadores informativos apenas para 0s
machos, apenas para as fémeas e para ambos 0s sexos, respectivamente.

A andlise seguinte foi realizada com o méodulo “JoinSingles”, responsavel por adicionar
0s SNPs ndo atribuidos originalmente a qualquer LG na etapa anterior através de uma pontuacao
minima de LOD score de 5. Usando a opg¢ao “dataTolerance=0.01" na etapa Filtering2 num
procedimento seguinte, foi removido qualquer marcador que mostrasse evidéncia de distor¢do
de segregagdo Mendeliana (teste x2 de distor¢ao de segregacdo P< 0.01).

Finalmente, o modulo “OrderMarkers” ordenou os SNPs em cada grupo de ligagao.
Inimeras repeticdes foram realizadas para melhorar os parametros de recombinacao e diminuir
0s erros e a ordem mais apropriada foi determinada pelo melhor valor de likelihood. Além dos
mapas separados por sexo, a opgdo “sexAveraged=1" também foi incluida neste médulo para
construir 0 mapa consenso. Grupos de ligacdo 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 sequéncias de P. mesopotamicus utilizadas no mapa de ligacdo foram blastadas
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contra 0 genoma do Astyanax usando o programa BLASTn (“Basic Local Alignment Search
Tool”) com e-value cutoof 1e-10. Para sequéncias que tiveram varios blast hits, apenas aqueles
com o menor e-value foram utilizadas na analise comparativa. Por fim, foi utilizado o software

Circa 1.2.1 (http://lomgenomics.com/circa/) para visualizar a sintonia genémica.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Construcao de bibliotecas ddRADseq

Com o uso do ddRADseq foram obtidos dados de sequéncias single-end, 35.394.337
reads e 10.60 Gbp (Giga bases) para a Familia 1; 37.640.043 reads e 11.3 Gbp para a Familia
2; e 34.058.722 reads e 10.2 Gbp para a Familia 3. Em relacdo a qualidade das sequéncias, foi
utilizado o Phred quality score (Qscore) que € um indice de qualidade de identificacdo das
nucleobases geradas pelo sequenciamento automatizado de DNA (Ewing et al., 1998). Neste
trabalho, mais de 91,00% das informagdes dos grupos genéticos possuem os dados acima do
indice Q30, ou seja, a chance de uma base estar correta € 99,90%, em aproximadamente 91,00%

dos dados brutos gerados.

1.3.2 Identificac&o e filtro de SNPs

Durante o processamento das leituras brutas no programa Process_radtags, as
sequéncias foram trimadas para 129 pb para a remocéo das extremidades com baixa qualidade

e foi realizado o primeiro filtro para cada familia, mostrado na Tabelal.

Tabelal. Filtros realizados pelo Stacks nas sequencias brutas

Reads Barcodes Baixa RAD-Tags Reads

Paired-end Ambiguos Qualidade Ambiguos Paired-end

Totais Restantes
Familial 70.788.674 179.214 25.714 522.027 70.061.719
Familia2 75.280.086 | 235.490 393.310 642.997 74.008.289
Familia3 68.117.444 180.946 23.076 501.144 67.412.278

Os loci foram construidos para cada individuo e em seguida foi montado um catalogo

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

formado pelos parentais e pela prole consistiu em 195.168 loci, no qual 114 loci ndo tiveram
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ou n&o apresentaram sequencias paired-end (0,10%); 4.999 loci tinham reads paired-end, mas
ndo puderam ser montadas em um contig (2,60%); restaram 190.055 loci (97,40%) e atraves
deles foi possivel 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 excluidas nas primeiras analises e
apenas 41.693.700 foram alinhados com sucesso, com média de 219.4 reads por loci. Na Gltima
etapa dos filtros e identificacdo dos gendtipos, 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 individuos, sendo 126 da prole e 6 dos parentais.
Os marcadores também passaram por um filtro de qualidade usando o software Plink,
pelo qual foram excluidos SNPs ndo genotipados em no minimo 80,00% das amostras; o
programa também excluiu individuos que ndo tiveram pelo menos 70,00% dos SNPs
genotipados e que apresentaram MAF igual ou inferior a 0.05. Com a aplicacdo desses filtros o
namero de marcadores foi reduzido para 11.240 SNPs bi-alélicos, com uma profundidade média
de sequenciamento de 14x. Foram excluidos 19 individuos da anélise, restando 113 individuos

para a andlise final.

1.3.3 Construcdo do Mapa Genético

O mapa genético construido 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 distribuidos em 27 grupos de ligacdo, identificados em individuos de trés familias F1
(Figural), o que € consistente com o numero de cromossomos haploides de Piaractus

mesopotamicus (2n=54).
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Mapa de Ligacao
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Figural. Mapa de ligacdo 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 aplicacdo do modulo SeparateChromosomes foi adicionado um total de 2.320
marcadores aos 27 grupos de ligacdo, sendo que o maior valor foi verificado no LG1 com 214
e 0 menor no LG27 com 28. No mddulo Joingsingle foram adicionados mais 4.198 marcadores,
totalizando 6.518 marcadores distribuidos aos longo dos 27 grupos de ligag&do, com um range
de 90 (LG27) a 492 (LG3). Com a execucdo do mddulo Filtering foram eliminados 81
marcadores que ndo estavam segregando de acordo com a heranca mendeliana (P>0.01). E por
ultimo foi executado o médulo Ordermarkers. Todos os marcadores informativos foram
utilizados no mapa consenso, resultando em 6.437 SNPs que abrangem uma distancia total de
2.814,92 cM. Foi verificado que o menor grupo de ligacdo € o LG20 com 75.38 cM e 0 maior
€ 0 LG2 com 126. 62cM, com um intervalo médio entre os marcadores de 0.44 cM (Tabela2).

O mapa de ligagcdo 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 construido com 4.690 SNPs e
consistia em um total de 2.874,89 cM, com uma variagédo 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 ligacao consenso, das fémeas e dos machos de Piaractus mesopotamicus.

MACHO FEMEA CONSENSO

Distancia Numero de Intervalo Distancia Numero de Intervalo Distancia NUmero de Intervalo

genética  marcadores  médioentre  genética  marcadores  médio entre genética  marcadores médio entre

(cM) 0s SNP (cM) (cM) 0s SNP (cM)  (cM) 0s 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 281041 4649 0.60 2874.89 4690 0.61 2814.92 6437 0.44
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1.3.4. Mapeamento Comparativo

Figura2. Analise sinténica entre grupos de ligacdo do Piaractus mesopotamicus contra 0S Cromossomos
do Astyanax mexicanus. Cada linha representa uma conexao entre a posi¢do de um RADtags do pacu e
uma sequéncia homologa em A. mexicanus. (escala em Mb).

A andlise comparativa entre os genomas de P. mesopotamicus e de A. mexicanus
identificou um alto nivel de sintenia na maioria dos grupos de ligacdo. Dos 6.437 SNPs
utilizados na construcdo do mapa genético, 574 marcadores continham sequéncias que foram
alinhados com sucesso no genoma do A. mexicanus (Figura2). A analise mostrou ainda a
existéncia de niveis varidveis de conservagdo gendmica nos grupos de ligacao.

Entre os 27 grupos de ligacdo 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 ligacdo
(6,7,10,12,19,20) demonstram entre 30,00% e 50,00% de alinhamento. O LG22 foi o grupo de
ligagdo que apresentou maior sintenia com um mesmo cromossomo, compartilhando 80,00%
de suas RADtags com o AM20. Por outro lado, 4 grupos de ligagdo (14,23,25,27) apresentam
poucas RADtags e estas mostraram correspondencia aleatéria com os cromossomos. O
cromossomo AM3 de A. mexicanus compartilhou a maior parte das suas sequencias com 0S
grupos de ligacdo LG10 e LG20 do pacu, mostrando um aparente rearranjo cromossdmico.
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1.4 DISCUSSAO

1.4.1 Construcdo do mapa genético

Neste trabalho foi desenvolvido o primeiro mapa de ligacdo de alta densidade para a
espécie Piaractus mesopotamicus que, sendo uma espécie diploide com 2n=54 cromossomaos,
seu mapa de ligacao consiste de 27 grupos de ligacéo.

Para o desenvolvimento de um mapa de ligacéo de alta consisténcia é necessario utilizar
uma grande quantidade de marcadores moleculares. Neste trabalho foram identificados
inicialmente 11.240 SNPs e, devido a frequéncia de recombinacédo calculada entre os loci foi
possivel utilizar 56,17% dos marcadores para a constru¢dao do mapa, resultando na aplicacdo de
6.437 SNPS e, ainda assim podendo ser considerado um mapa de alta resolucéo.

A frequéncia de recombinacéo foi definida de acordo com o score LOD de 8.7 que foi
muito semelhante aquela 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 familia Serrasalmidea.
Para obtencdo do mapa de ligacdo 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 individuos. Estes resultados
foram muito semelhantes aos aqui descritos para o Piaractus mesopotamicus, com uma media
total do mapa consenso de 6.437 SNPs, um tamanho de 2.814,9 cM e um intervalo médio entre
0s marcadores de 0.44 cM em 113 individuos. Apesar de ter sido utilizada uma tecnologia
distinta, ha muitas semelhangas nos dados obtidos para as duas espécies, este fato pode ter
ocorrido devido a proximidade taxonémica existente entre elas.

Em se tratando dos mapas de ligacdo distintos para machos e fémeas, 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 fémeas e machos, respectivamente, para o tambaqui.
Esta superioridade com rela¢do aos pontos nos mapas de ligacdo também foi identificada em
varios trabalhos (Wang et al., 2015; Brown et al., 2016; Sun et al., 2017). Além disso, no mapa
unificado também foi possivel visualizar melhorias na quantidade de marcadores obtidos,
densidade e resolucdo do mapa quando realizada a comparagdo com algumas espécies de peixes
nas quais também foi utilizado 0 RADseq e suas variagdes nas analises, incluindo carpa cabeca
grande (bighead carp) com 3.121 SNPs, 130 SNPs/LG e 0.75¢cM (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 hibrido de ciclideo do género 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 salmao do atlantico (Tsai et al., 2016), catfish (Zeng et al., 2017), tilapia (Joshi
et al., 2018), espécies que ja passaram por rigorosos programas de melhoramento genético e
possuem muitas informagfes genéticas e gendmicas, seus mapas de ligacdo possuem uma
grande superioridade em relacdo ao ndmero de individuos analisados e sdo formados por
milhares de marcadores SNPs.

O mapeamento comparativo € uma maneira eficiente de investigacdo de rearranjos
cromossomos (Kasahara et al., 2007), e dessa forma entender as alteracbes no gendéma de
espécies filogenéticamente proximas, localizacdo de QTLs (Aranedaet al., 2012), identificacédo
de genes (Guyomard et al., 2012) e inferéncias sobre funcdo genética (He et al., 2015). Neste
estudo, 0 mapeamento comparativo foi realizado entre a sequencia dos marcadores que
construiram o mapa genético do pacu (Piaractus mesopotamicus) contra 0 genoma montado de
Astyanax mexicanus, tendo por base a homologia de sequencias. Um total de 574 sequencias
homologas entre estas espécies foram identificadas e mostraram-se distribuidos por todos 0s
Cromossomos.

Entre os 27 grupos de ligagdo identificados, 22 grupos compartilharam blocos
sintenicos. Porém LG 14, 23 e 25 apresentaram poucas RADtags, ndo sendo identificada a
existéncia de sinténia entre elas. Apenas o grupo de ligacdo AM3 de A. mexicanus compartilha
as maior parte das suas RADtags com os grupos de ligacdo 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 realizacdo do presente trabalho possibilitou o desenvolvimento de um denso painel
de SNPs e o primeiro mapa de ligacdo para o pacu (P. mesopotamicus) com a utilizacdo de um
amplo conjunto de dados em escala gendmica. Estas ferramentas fornecem uma forma simples
e rapida para a andlise de dados, disponibilizando uma ferramenta de importante aplicacéo e
suporte para estudos de melhoramento genético, arquitetura e biologia do genoma (Fernandez
etal., 2014, Yafiez et al., 2015), bem como de aspectos evolutivos e de conservagao deste grupo

de organismos (Bernatchez, 2016).
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Capitulo 2

Estudo de Associacao Gendmica Ampla para o Peso Corporal
e Sexo em Piaractus mesopotamicus
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RESUMO

Os caracteres relacionados ao crescimento estdo entre os principais objetivos dos programas de
melhoramento genético na aquicultura, pois estdo associados aos processos que aceleram o
volume da producéo e reduzem custos. Entretanto, séo 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 producdo e valor comercial para a piscicultura nacional. O presente trabalho tem
como principal objetivo realizar o estudo de associacdo genémica ampla (GWAS) para
identificar QTLs através das associa¢fes entre marcadores moleculares com o peso corporal e
0 sexo. Os dados fenotipicos foram gerados a partir de 14 familias de irmdos completos,
totalizando 399 exemplares. Desses, 113 individuos de 3 familias foram utilizados para a
obtencdo dos dados genotipicos 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 ligacdo 21 e para 0 sexo 0 valor
foi de 2,89% na maior janela situada no LG23. A herdabilidade com informacGes baseadas no
pedigree foi de 0.23 para peso corporal e de e 0.42 para sexo, respectivamente, a herdabilidade
gendmica foi estimada com 0.20 para o peso e 0.45 para o sexo. Portanto, a herdabilidade para
a caracteristica peso foi considerada moderadamente herdavel e para o sexo foi considerada
bastante herdavel. A busca por genes candidatos foi realizada no blastn e a maior parte das
sequencias homdlogas foram compativeis com a espécie Pygocentrus nattereri. Para o carater
crescimento foram identificados 11 genes que possuem participacdo na regulagdo do
crescimento e metabolismo do corpo, ciclo celular, codificacdo do colageno, fatores de
transcricdo e demandas glicémicas. Para o sexo, foram identificados 12 genes candidatos, sendo
gue os genes encontrados exercem influéncia sobre espermatogénese, estrutura da cauda do
espermatozoide, processo de diferenciacdo sexual, regulagdo da funcao reprodutiva das fémeas

e desenvolvimento de células germinativas nos testiculos e nos ovarios.

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

O pacu € uma espécie de peixe nativo das bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai, e
é considerada uma das espécies de peixes com maior producdo 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 a
sobrepesca e a fragmentacdo do habitat (Agostinho et al., 2005, Mastrochirico-Filho et al.,
2019), tornando a criacdo em cativeiro uma 0tima opcao para suprir a necessidade do mercado
e reduzir o impacto nos estoques das populagdes naturais. De acordo com dados reportados pela
FAO (2018), a producéo em 2017 foi de aproximadamente 13.200 mil toneladas.

Para a realizacdo de producdo mais efetiva em aquicultura, o desenvolvimento de
programas de selecdo genética aparece como uma ferramenta importante na tentativa de
melhorar caracteristicas de interesse zootécnico. Porém, apesar da diversidade de estudos com
0 pacu (Urbinati et al., 2013), ainda existe grande caréncia 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 prospeccao de marcadores moleculares (Calcagnotto et al., 2001; Mastrochirico-
Filho et al., 2016), expressao génica (Duran et al., 2015, Mareco et al., 2015), sdo necessarios
mais investimentos para o desenvolvimento de variedades de pacu com caracteristicas positivas
para a aquicultura. As tecnologias propostas recentemente como aquelas de sequenciamento de
DNA de nova geracdo (NGS) estdo sendo muito utilizadas por apresentarem precisdo, baixo
custo por par de base sequenciado e maior eficiéncia para identificar marcadores moleculares
em alta densidade, principalmente SNPs (polimorfismo de nucleotideo unico) (Ghosh et al.,
2018). Os SNPs sdo os marcadores moleculares mais utilizados na atualidade e em diversos
estudos de melhoramento genético, no qual eles sdo essenciais em programas que utilizam a
identificacdo de QTLs (loci de caracteristica quantitativa) e realizacdo de GS (selecdo
gendmica) (Liu et al., 2018).

Em geral, QTLs séo regibes cromossdémicas relacionadas a varia¢do de caracteristicas
guantitativas e estdo ligados a caracteres de importancia econébmica (Dong et al., 2019). A
identificacdo dessas regides ocorre através do desequilibrio de ligacdo existente entre o
marcador molecular polimorfico e o loci, sendo esta associacdo consequéncia da proximidade

fisica que existe entre ambos (Ardlie et al., 2002).
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O mapeamento de associacdo gendmica, conhecido como estudo de associagdo
gendbmica ampla (GWAS) é uma técnica empregada na identificacdo de regides associadas a
caracteristicas de interesse. No GWAS ¢ utilizado um painel de SNPs distribuidos por todo o
genoma, juntamente com os dados fenotipicos e informacdes sobre pedigree (Zhang et al.,
2012). Além disso, a partir de uma Unica genotipagem € possivel verificar varios fenotipos de
interesse comercial (Huang & Han, 2014). O GWAS explora eventos histérico e evolutivo de
recombinacéo e utiliza a variacdo genética proveniente de um vasto nimero de genotipos (Zhu
et al., 2008). Isto confere importantes vantagens para o conhecimento do genoma das especies,
como menor tempo de pesquisa, maior nimero de alelos identificados e maior resolucéo do
mapeamento (Yu & Buckler, 2006). Vérios trabalhos do GWAS ja& foram publicados para
espécies de peixes (Barria et al., 2018, Li et al., 2017, Gonzalez-Pena et al., 2016)

Entre as caracteristicas fenotipicas de interesse zootécnico, aspectos relacionados ao
crescimento dos exemplares se apresentam como topicos de grande impacto, uma vez que 0
aumento do uso de estoques produzido seletivamente leva a uma melhor utilizagdo dos recursos
limitados, tais como alimentacdo, dgua e espaco e tempo de producdo (Gjedrem et al., 2012).
Portanto, a taxa de crescimento pode representar o fator determinante para a exploracdo
econdmica de uma espécie. Desta maneira, muitos trabalhos utilizam o peso como Unico carater
para determinar a taxa de crescimento dos individuos (Neto et al., 2018; Wang et al., 2019).

E em relacdo ao GWAS para peso, varios estudos realizados podem ser encontrados
(Gonzalez-Pena et al., 2016; Neto et al., 2018 e 2019). Num sentido mais amplo esta
caracteristica em algumas espécies de peixes pode ser influenciada pela diferenca sexual (Mei
& Jian-Fang, 2015) e isso ocorre quando os caracteres de crescimento s&o mais desenvolvidos
em um dos géneros. Porém, a identificagdo sexual também esté associada a outros beneficios,
como o aumento do controle reprodutivo, a melhora da estabilidade dos sistemas de
acasalamento, diferencas no valor econdmico entre 0s sexos e ainda pode reduzir o impacto na
qualidade dos produtos influenciados pelo fenétipo sexual (Budd et al., 2015), podendo resultar
em aumento da eficiéncia e da producdo. Neste contexto, a identificagdo do sexo dos individuos
tambeém tem importancia biologica, principalmente na identificacdo sexual de espécies que ndo
possuem um dimorfismo sexual bem determinado.

Portanto, a busca de regides que proporcionam um melhor conhecimento sobre o0s
processos gue atuam nos mecanismos de aumento de peso corporal, bem como na determinagéo

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 bioldgico

para o entendimento genético envolvido nestes processos.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Formacdo dos grupos genéticos, instalacdes e manejo

Este estudo foi realizado em conformidade com as recomendacdes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) (Ministério Brasileiro de
Ciéncia, Tecnologia e Inovacio) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA),
protocolo no. 22.255 / 15. O presente estudo foi realizado sob autorizagdo no. 33435-1, emitido
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade, Ministério do Meio Ambiente
do Brasil (ICMBIo).

Inicialmente, foi necessario formar uma populacdo base através da montagem de
diferentes familias para o desenvolvimento de grupos genéticos, e dessa forma dar inicio a
pesquisa.

A reproducdo de P. mesopotamicus para a formacdo das familias foi realizada em
dezembro de 2015 com a utilizagdo de 4 fémeas e 14 machos adultos como reprodutores, sendo
os individuos provenientes do plantel de matrizes da piscicultura do Centro de Aquicultura da
Unesp - CAUNESP, Jaboticabal/SP e as fémeas da Piscicultura EMA, Cosmorama, SP. Estes
animais foram previamente analisados para testar sua pureza genética através da genotipagem
de SNPs por Multiplex-PCR (Reacdo em cadeia da polimerase com uso de primers espécie-
especificos), descritos em Hashimoto et al. (2011) e os cruzamentos resultaram na formacéo de
14 familias de irmaos completos.

A inducdo da desova foi realizada com a utilizagdo de extrato bruto de hipéfise (EBH)
de carpa dissolvido em solucdo salina (0,90% NaCl) aplicado em regido intramuscular dos
exemplares em duas doses nas fémeas, com intervalo de 12 h (12 dose de 0,5 mg hipofise kg™
de peixe; 22 dose de 5,0 mg de hipdfise kg™ de peixe). No momento da segunda dose foi
realizada a aplicacdo de 5 ml de Ciosin® (0.25 mg/mL cloprostenol, Schering-Plough Saude
Animal Ind. Com. Ltda. Campinas, SP, BR), conforme protocolo descrito por Ceccarelli et al.
(2005). Nos machos foi utilizada a aplicacdo de dose Unica, coincidindo com a aplicacéo da 22
das fémeas, sendo equivalente a 1,5 mg kg de EBH.

A extrusdo dos gametas foi realizada com aproximadamente 240 h/grau, e a incubacao
das larvas foi realizada em incubadoras de 15 litros durante 1 més. Em seguida, 100 larvas de
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cada familia foram mantidas em tanques redes em caixas de 1.000 I. Apds 7 meses, quando 0S
individuos estavam com 6 meses nos tanques, 0s grupos genéticos foram anestesiados em banho
de imersdo com benzocaina (100mg/L), marcados com PITtags (passive integrated transponder
tag, modelo full-duplex FDX-B, 134.2-kHz) e amostras de sangue de cada individuo foram
coletadas e fixadas em etanol absoluto para posterior extracdo de DNA.

Os individuos das 14 familias foram distribuidos em dois tanques com uma média de 10
animais/familia, totalizando cerca de 140 peixes por tanque (tanquel e tanque2). As 3 familias
utilizadas para obtencéo dos dados genémicos (capitulo anterior) foram avaliadas no tanque3,
totalizando mais 126 peixes (42 por familia). Os exemplares dos 3 tanques foram mantidos por
oito meses nas mesmas condi¢des ambientais e de manejo no Laboratério de Genética em
Aquicultura e Conservacdo - LaGeAC - CAUNESP / Brasil. Apos esse periodo foram alocados
para 3 tanques escavados de aproximadamente 200 m? (TK1, TK2, TK3) existente nas
instalagdes da piscicultura do CAUNESP.

No inicio do periodo experimental, enquanto a prole estava alocada nas instalages do
Laboratorio de Genética em Aquicultura e Conservacdo — LaGeAC, CAUNESP, a média da
temperatura constatada foi de 28.30°C + 1.55°C, do oxigénio dissolvido foi de 6.50 + 0.30 mg/L
e 0 pH de 6.70 £ 0.08. Nos tanques escavados, o valor médio da temperatura foi de 24.45°C +
2.15°C, do oxigénio dissolvido foi de 8.20 mg/L + 1.05 e do pH foi de 8.90 + 0.50. Todos 0s
parametros foram avaliados utilizando a sonda Multi Water Quality Checker U 50 serie Horiba.

Em relacdo a alimentacdo, da eclosdo dos ovos até um periodo de 20 dias, 0s peixes
foram alimentados exclusivamente com nauplios de Artemia (BioArtemia Ltda, RN, Brasil)
quatro vezes ao dia. Apds este periodo, também foi adicionada racdo em p6 a alimentacdo. Os
nauplios de Artemia foram retirados da alimentacdo quando os peixes atingiram dois meses,
enquanto a racdo em po foi retirada aos poucos, de acordo com o crescimento dos peixes a
medida gque se tornaram capazes de se alimentarem com ragdo extrusada, cujo diametro dos

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

2.2.2 Avaliagéo do peso corporal e do sexo

A avaliacdo foi realizada em fevereiro de 2017, cerca de 730 dias apds a reproducao.
Apesar de 430 exemplares terem sido distribuidos em 3 tanques, alguns animais morreram e a
avaliacdo foi realizada em 136 peixes no tanquel (variando de 6 a 10 por familia), 137 peixes

no tanque2 (variando de 4 a 10 por familia), e 126 no tanque3 totalizando 399 peixes. Os
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animais foram eutanasiados em benzocaina, foram pesados em balanga de precisdo (0.01g) e a
cavidade celomatica de cada individuo foi aberta para a exposic¢éo das gonadas (Figural).

Figural: llustracdo da atividade de pesagem e de disseccdo em P. Mesopotamicus. a) Pesagem em

balanca de precisdo. b) Cavidade celomatica de um individuo macho com exposicéo dos testiculos.

Em muitos exemplares foi possivel a visualizagcdo macroscépica das gbnadas (Figural),
porém quando ndo era possivel a identificacdo, uma porcdo do tecido era retirado para a
visualizagdo microscopica das células germinativas masculinas e femininas. Para a analise
histoldgica, os fragmentos retirados foram fixados em solucao de Karnovsky e processados para
inclusdo em parafina. As laminas histologicas foram coradas com Hematoxilina/Eosina
(figura2)

O programa computacional R (Team R Core, 2016) foi utilizado para realizar as analises
estatisticas. Apds a confirmacdo da homocedasticidade (BoxCox) e da normalidade (teste de
Cramér—von Mises) dos dados, realizou-se a analise estatistica de covariancia (ANCOVA) para
detectar diferengas significativas (P<0.05) entre as trés familias e o teste de Tukey para as
comparagdes entre médias do peso corporal.
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Figuras 2: Fotomicrografia evidenciando células germinativas das fémeas(a) e dos machos (b) de P.
mesopotamicus. Coloracgdo: HE.

2.2.3 Estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS) e herdabilidade

O estudo de associacdo genémica ampla (GWAS) combina na mesma linhagem de
andlise, dados de fendtipo e genotipo. Neste estudo foram utilizados 286 individuos apenas para
a obtencdo dos dados fenotipicos e 113 individuos na obtencdo de dados genotipicos e
fenotipicos, totalizando 399 exemplares. A analise 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 trago binario
com valor 1 para 0 sexo masculino e 2 para o feminino. A analise foi realizada usando uma
janela de 20 SNPs adjacentes para associar as caracteristicas de interesse com regifes do
genoma, sendo que a localizagdo dos SNPs tiveram por base o mapa de ligacdo (Capitulo
anterior). Cada janela representa a soma da variacdo genética de 20 SNPs adjacentes.

A matriz H usada nesta analise combina informacdes baseadas na matriz gendémica (G)

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

0 0
14 -1
H=A +[o G'I-A';z]

Os fendtipos observados das caracteristicas PC e BIN foram utilizados como variaveis
dependentes e independente, respectivamente. Para a caracteristica BIN foi assumido o modelo
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de limiar, sendo que este relaciona o fendtipo observado na escala categérica com uma escala
subjacente normal continua.

Todos os animais com genotipo e fendtipo disponiveis, além dos que tinham informacao
apenas do fendtipo, foram utilizados aplicando-se modelo linear misto para predicdo dos
valores genéticos y = XB + Za + e, onde valores fenotipicos observados sdo dados pelo vetor
y; X sdo matrizes de incidéncia dos efeitos fixos; B € um vetor de efeitos fixos, para o peso
corporal além de tanque, sexo e individuo. Para sexo ndo foram adicionados covariaveis; Z sdo
matrizes de incidéncia para efeitos genéticos aditivos; o vetor a corresponde a efeitos aleatorios
genéticos aditivos considerando a estrutura de covariancia estabelecida pela matriz H; ee é o
vetor para residuos aleatérios

Para visualizar os resultados do GWAS foi utilizado o programa Manhattan plot através
do pacote R ggman (Turner, 2014).

A herdabilidade genémica foi estimada juntamente com a anélise 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 caracteristicas analisadas foi verificado
segundo Bourdon (1997), sendo h?<0.20 considerada uma caracteristica pouco herdavel;
0.20<h?<0.40 considerada uma caracteristica moderadamente herdavel; e h?>0.40 uma

caracteristica bastante herdavel.

2.2.4 Genes candidatos

A busca por genes candidatos foi realizada com a utilizacdo 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 proximo da espécie
P. mesopotamicus em analise (Characiformes: Serrasalmidae). Assim sendo, as semelhancas
foram maiores com esta espécie. Foram analisadas as 5 maiores janelas de cada caracteristica
(PC e BIN) e, dentro de cada janela, foram utilizadas as RADtags com maior associacdo com
peso corporal e sexo, levando-se em consideracdo os dados do GWAS. Os genes identificados
a uma distancia maxima de 1Mb do SNP associado foram considerados como candidatos.

A lista de genes realizados pelo Blastn consta da Tabela2.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Avaliacao do peso corporal e do sexo
Durante o processo de sexagem, em 179 (44,86%) do total de 399 exemplares néo foi

possivel identificar o sexo, uma vez que as células germinativas estavam indiferenciadas.

Tabelal - Médias e desvio padrdo do peso corporal das 14 familias de pacu Piaractus

mesopotamicus. A - Familias e Tanques. B - Sexo e Tanques. Avaliacéo realizada em fevereiro

de 2017.

(A)— Dados de Familias e Tangues.

PESO(qg)
TK1 TK2 TK3 MEDIA TOTAL

*EAMILIAIP® | 866.00493.93  715.71+248.41 722.89+182.09 | 736.20+191.31
*FAMILIA2 % | 55555+193.05 483.00+168.70 613.80+135.90 | 583.77+159.02
*EAMILIA3PY | 658.88+136.58 562.50+144.11 777.71+193.08 | 724.04+195.46
FAMILIA4 P9 | 700.00£176.14  840.00+486.34 760.00+352.00
FAMILIAS® | 1053.33+152.02 908.00+422.74 976.84+332.08
FAMILIA6®® | 856.00+166.02 1107.00+422.74 981.50+350.30
FAMILIA72¢d | 716.00+165.96  786.00+259.39 751.00+350.30
FAMILIA83d | 696.25+172.25  741.42+208.76 888.13+400.36
FAMILIA93PC | 741.42+208.76  891.25+242.40 821.33+239.30
FAMILIAL10® | 456.25+134.99 380.00+163.16 415.88+155.30
FAMILIA11 % | 55151+138.33  620.00+182.51 587.65+166.79
FAMILIA12 %% | 800.00+129.71  565.00+161.44 591.25+154.11
FAMILIA13% | 561.25+77.36  532.22+258.96 545.88+196.29
FAMILIA14°% | 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 comparacdo das médias (Tukey,

P<0.05).

*Familias genotipadas somente do TK3



(B) — Dados de Sexo e Tanques.

PESO(g)
TK1 TK2 TK3 MEDIA TOTAL
MACHO 661.53+205.90 575.74+243.36  638.07+122.31 | 619.52+196.32
FEMEA 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

Apos a verificacdo das médias e do desvio padrdo, foi realizada a anélise de diagnostico,
sendo que o peso permaneceu dentro da normalidade (teste de Cramér-von Mises) e da
homocedasticidade/homogeneidade de variancia (BoxCox).

Posteriormente, as médias foram verificadas através da analise de covaridncia
(ANCOVA) cuja hipétese nula é a de que nédo existe diferenca entre os grupos. Como o p-valor
foi inferior ao limite de 5,00% apenas para a variavel familia, a hipotese nula pode ser rejeitada

e ser considerado que existe diferenca entre elas.

2.3.2 Estudo de associagdo gendomica ampla (GWAS) e herdabilidade

Ap0s o controle de qualidade e a construgdo do mapa de ligacao descrito no capitulo
anterior, um total de 6.437 SNPs foi usado para 0 GWAS. Pelo método ssGBLUP o GWAS
explica em porcentagem a variancia genética por meio de uma janela de 20 SNPs adjacentes,
que sdo associados ao peso corporal e sexo. Os resultados foram apresentados por grafico de
dispersdo através do Manhattan plot (Figuras 3 e 4), sendo a variacao explicada por cada janela
de SNP.

O grupo de ligacdo 21 esta localizado a janela de SNPs mais associada (5295) para o
peso corporal, explicando 3,21% da variacao genética. Em seguida, as janelas sdo 1501, 2245,
4255 e 5316 dos grupos de ligacdo 5, 7, 15 e 21, correspondendo a uma variagao genética de
2,37%, 1,78%, 1,58%, 1,57%, respectivamente (Figura 3).
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Para 0 sexo, as janelas e os grupos de ligacdo mais importantes sdo 5642 (LG23), 890
(LG4), 5802 (LG24), 2539 (LG8) e 1881 (LG6) e a variagdo genética explica 2,89%, 2,01%,
1,96%, 1,81%, 1,32%, respectivamente (Figura 4).

Manhattan plot do GWAS para peso corporal
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Figura 3. Manhattan plot de variancia genética explicada (%) por janela de 20 SNP adjacentes para

peso corporal (PC) em P. mesopotamicus.

Manhattan plot do GWAS para sexo
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Figura 4. Manhattan plot de variancia 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 h? foi estimada em 0.23 e 0.42 para PC e BIN, respectivamente, utilizando
uma matriz baseada no pedigree. A h? gendmica foi estimada com 0.20 para o peso e 0.45 para

0 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 influéncia sobre o crescimento e destes, 0 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
influéncia sobre a regulacdo do crescimento e metabolismo do corpo (Long et al., 2011), ciclo
celular (O'Hurley et al., 2014), codificacdo do coladgeno (Olsen et al., 2000), fatores de
transcri¢cdo e demandas glicémicas do corpo (Dagli et al., 2016) (Tabela2).

Para a caracteristica sexo, foram identificados 12 genes candidatos importantes, sendo
gue a variacdo nos grupos de ligacdo foi de 1 a 4, ocorrendo no LG24 e 4, respectivamente
(Tabela2). Os genes encontrados exercem influéncia sobre algumas funcgdes dos testiculos,
como espermatogénese, estrutura da cauda do espermatozoide, processo de diferenciagédo
sexual (Ma et al., 2018, Agarwal et al., 2018, Wang et al., 2017, Schepers et al., 2003). Além
desses genes identificados, também foi verificada associacdo com genes de influéncia na
regulacao da funcdo reprodutiva das fémeas (Heger et al., 2007) e desenvolvimento de células

germinativas nos testiculos e nos ovarios (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 ligacdo com maior associados ao peso corporal (PC) e & determinacdo do sexo
(BIN) em P. mesopotamicus.

Janela

LG?

Genes??

PC

5295

21

pdlim2, adamts13, pcsk5, agtpbpl, agtpbpl, gkapl, ntrk2, naa35, sorbs3, cep78, cabinl,
klhi22, gnrhl, stcl, kctd9, ankrd39, chmp7, entpd4, usp25, nipbl, nupl55, itprl, noc3l,
klhl1l, ppplrl6a, uxsl, stégal2, pdzkl, fam155a, myol6, irs2, colda2, 36 - gypc, ndufalo,
slc39a10, map3k19, mmadhc, lypd6b, nmi, ubxn4, tmeff2, Ism12, tmem101, g6pc3, wnk4.

1501

Igi2, acol, sepsecs, acer2, dennd4c, haus6, saxol, larp7, plin2, col25al, trmt44, gpr78,
slc2a4, gps2, ddit4l, ppp3ca, bankl, uggtl, blvra, erbin, tjp2, vidlr, sh3bp2, parml, smad2,
sigmarl, illlra, Iparl, cmpkl, anxal3, imp3, tctex1dl, kdsr.

2245

khdrbs3, lynx1, ppt2, clicl, arhgap8, brdl, creld2, alg12, pim3, il17rel, kdmb5a, uspl5, fbinl,
phf21b, nup50, kiaa0930, spinl, nxnl2, ogdh, setd9, pdxp, ash2l, ddx56, polm, camk2b,
mrps24, nudcd3, nxnl2.

4255

15

sytl4, sertad4, rdhl4, tspanl4, trim9, nin, pygl, map4k5, atll, savl, cdkll, dmac2l, srf,
tmem254, stk32c, Irrc27, pwwp?2b, inpp5a, nkx6-2, trnag-gcc, six2, six3, srbdl, dok7, htt.

5316

21

kbtbd7, rgcc, mychp2, slainl, scel, stx19, rsphl, cIn5, fbxI3, epha3, c3orf38, myolb, ptgfrn,
igsf3, ttf2, vtenl, trim45, parp4, 4930453n24rik, myolb, cIn5, rsphl, stx19, fbxI3, carf,
fam117b, bmpr2, gpr39, actr3, slc35f5, enl, insig2, dbi, ccdc93, ddx18, marco, grbl14.

BIN

5642

23

nfatcl, cndp2, ggct, klhl7, clptmll, znrf2, mturn, snrpdl, rplpl, hdac5, metrnl, vwa3a, thcd,
znf516, sall3, atp9b, nfatcl, polr2b, rest, igfbp7, noal, nfkbl, dok3, fam193b, ddx41, dgkdq,
abhd18, cdhr2, pdlim7, rnf44, cltb, smim13, faf2, higd2a, pdgfa, dnaaf5, prkarlb, mvb12a,
mril, mb, cc2dla, nanos3, aftph, vps54, c19orf53, khsrp, r3hccll, pi4k2a, avpil, exoscl,
grid2.

890

dicerl, syne3, flrt2, vrk1, dnahl, pabpnl, Irp4, mapk8ipl, slc35c1, tollip, scamp4, ddx49,
smim7, ifi30, spatal, denndlb, 1hx9, sashl, adgb, ust, slc22al6, adgb, cep5711, sesnl.

5802

24

col21al, hmgclll, gfral, hertr2, fam83b, mlip, elovl5, arfgef3, fbxo9, kihl31, plpp4, wdrll,
ifngr, znf451, apbblip, eif2s3, klhl15, cct5, msrb2, armc3, skidal, skidal, ttc27, rasgrp3,
matk, cersl, mydgf, ncln, usel, ppplr2, htr2b, muc20, dactl, kiaa0586, irf2bpl, slc18b1,
ahil, rmnd1l.

2539

prkarlb, dnaaf5, cdhr2, cltb, faf2, higd2a, uncba, dok3, dgkq, abhd18, trnaa-cgc, polr2b, rest,
igfbp7, sox8, sstr5, rf213, septinl2, cunh160rf89, algl, eef2kmt, grap2, rnf25, thoc6, kat8,
bcl2112, rcn3, nosip, prrl2, prrg2, rras, ap2al, prmtl, pihldl, aldh16al, lin7b, strada, snrnp70

1881

pcsk2, bfspl, ppp3rl, wdr92, plek, tnfaip3, perp, Ixn, mifl, mfsdl, gfml, shox2, mmp28,
cul3, ppp5c¢, gc, moblb, grsfl, npffr2, adamts3, dmrt3a, dapkl, tmem8b, ggt6, rtkn, mccc2,
pex5l, tp63, dpt, mrpld7, nme7, actl6a, pde6d, ptma, spal7, scn3b, drd2, sorll, sdhd, dixdcl,
pihld2.

L Grupo de ligacéo;
2 Genes candidatos localizados nas janelas de 20 SNPs adjacentes;
3 Pygocentrus nattereri usado como principal referéncia de espécie.

44



2.4 DISCUSSAO

2.4.1 Estudo de associagdo gendomica ampla (GWAS) e herdabilidade

Existem diversos mecanismos de determinacdo sexual em peixes e estes podem ser
definidos por fatores genéticos e/ou pelo meio ambiente. Em relacdo ao pacu, a alta
herdabilidade genémica (0.45) e por pedigree (0.42) estimada para 0 sexo no presente trabalho
com P. mesopotamicus também foi visualizada para o European sea bass (Vandeputte et al.,
2007). Nesta espécie a h? encontrada com base no pedigree foi de 0.62 e, de acordo com o autor
a espécie possui mecanismo de determinacdo sexual poligénico e sensivel a variacGes
ambientais. De forma semelhante, poderia ser considerado que essa caracteristica no pacu
também seja determinada por varios genes, levando em consideracgdo os resultados do GWAS
realizados neste estudo. Entretanto, mais pesquisas devem ser realizadas para confirmar a
natureza poligénica desta caracteristica e para investigar possiveis influéncias ambientais, uma
vez que ndo ha informacoes referentes a influéncia de variagdes do ambiente na determinacéo
sexual desta espécie.

Em relacdo ao carécter peso, as analises 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 (Kristjansson & 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 caracteristica € muito visada pelos programas de melhoramento
em aquicultura por apontar para a possibilidade de desenvolvimento de processos que podem
acelerar a producdo, as quais geralmente se apresentam moderadamente herdaveis (Ashton et
al., 2019).

Nas analises de associacdo gendmica ampla (GWAS), foi encontrada uma variacao
méaxima de 3,21% para o carater peso corporal, este resultado foi muito satisfatorio visto que
as caracteristicas de crescimento sdo reguladas por meio da expressao de varios genes e sofrem
influéncias de fatores ndo genéticos. Em algumas pesquisas com especies modelos que
utilizaram um painel de SNPs muito denso, foi identificado uma variagao genética aditiva para
peso corporal igual ou menor a deste trabalho, no estudo da truta arco-iris também para peso
corporal realizado por Gonzales-Pena et al., (2016) utilizando 38K e uma janela de 20 SNPs, a
variacdo 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 associagdo 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 informacdes obtidas também poderdo servir como base para varios estudos, assim
como desenvolvimento de um chip de SNPs e selecdo gendmica (SG). Na SG a soma dos efeitos
dos SNPs poderé auxiliar na predicdo do mérito genético dos individuos candidatos a selecéo
(HAYES et al., 2007), porém mais estudos e validagdes precisam ser realizados.

O GWAS também ja foi utilizado em varios estudos com peixes teledsteos, sendo que
em alguns casos a maior parte da variacao fenotipica € explicada pela identificacdo 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 variagdo e do Atlantic halibut (Palaiokostas et al., 2013) no LG 13
verificou-se 89,00% da variabilidade. Entretanto, ter essa caracteristica ndo € uma regra e a
identificacdo sexual pode ter uma heranca poligénica (Palaiokostas et al., 2013). Nos resultados
obtidos no presente trabalho hé evidencias de que o Pacu se encaixa nesse perfil, pois além da
variacdo genética ter sido distribuida entre varios 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 tambeém serem poligénicas para identificacdo 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 ligagdo e a maior associacdo nao atingiu 4,97% por
GWAS. Considera-se, pois, que se novos marcadores e mais individuos forem analisados, uma
associacdo gendmica mais significativa para determinacdo sexual podera ser encontrada com

relacdo a este LG.

2.4.2 Genes candidatos

O grupo de ligacéo 21 apresentou duas janelas muito significativas neste estudo, com a
janela 5295 tendo o maior valor de associacdo gendmica com a caracteristica relacionada ao
peso dos animais. Nesta janela também foi encontrada a maior quantidade de genes candidatos,
bem como o gene stanniocalcin 1 (stcl) que esta envolvido com a homeostase do célcio e o
fosfato em peixes 6sseos (Zlot et al., 2003). Este gene é expresso em tecidos de diversos orgéos
como rim, préstata, tiredide, 0sso e ovario, estando envolvido no desenvolvimento dsseo,
reprodutivo, angiogénico e modulagéo de resposta inflamatoria (Chang et al., 2005).

Nesta janela também foram encontrados genes envolvidos na regulacéo 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 fungéo distinta de
sinalizacdo dependendo do tecido e em camundongos foi detectada uma reducdo severa no
crescimento muscular esqueletico causado pela atuacao deficiente dos genes Irsl e Irs2 (Long
et al., 2011). Outro gene, o slc39al0 mostra caracteristicas estruturais relacionada aos
transportadores de zinco e esta envolvida no controle de células de crescimento, atuando na
transcrigdo, desenvolvimento e diferenciagdo (Hoiyo et al., 2011 e MacDonald RS, 2000), além
de estimular a proliferacdo e a mobilidade das células de mamiferos e também no embrido do
zebrafish (Taylor et al., 2016).

Com relagéo ao LG 21 janela 5316, tambeém foi identificada a presenga do gene collagen
type IV alpha 2 (col4a2), um dos genes responsaveis pela codificacdo do colageno, constituinte
estrutural da matriz extracelular, essencial para 0ssos e cartilagens (Olsen et al., 2000) . A
presenca deste gene também ja foi identificado em catfish (Geng et al., 2017). E considerando
a estrutura do osso, também no grupo LG 21 foi identificada apresenca do gene bone
morphogenetic protein receptor, type 1l (bmpr2), situado na janela 5216, que codifica um
membro da familia de receptores da proteina morfogenética Ossea (bmp) da serina
transmotricina / treonina quinase. As bmps sdo uma classe diversificada de moléculas que tém
efeitos profundos no crescimento e diferenciacéo das células e na formacéao de multiplos tecidos
e orgados (Cui et al., 2017), tendo sido encontradas em vérias 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 influéncia sobre o ganho de peso dos individuos. O SMAD family member 2
(smad2) foi identificado no LG5 e esta ligado a moléculas reguladoras de desenvolvimento e
sinalizacdo, bem como a fatores de transcri¢do (Liu et al., 2011). O smad2 também atua na
cascata da via de sinalizacdo da miostatina/TGFp (fator de crescimento transformador beta),
via que regula negativamente o tamanho do musculo (Velloso 2008). No estudo de Kim et al.
(2011) foi demonstrado que os alelos e haplétipos do promotor smad2 estavam
significativamente ligados a densidade mineral déssea de alguns locais do corpo humano. E
guando se trata de peixes, foi demonstrado que no zebrafish as atividades do smad2/3 sdo
necessarias para a inducdo da mesoderme (Jia et al., 2008). No LG21, janela 5216, também foi
detectada apresencas do gene growth factor receptor- bound protein 14 (grb14) que codifica
uma proteina de ligacdo 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 sinalizacéo intracelular que regulam o crescimento e o metabolismo (Holt et al., 2005).
Ainda nesta janela também foram identificados genes envolvidos em fungbes celulares
relacionadas com o crescimento como o box helicase 56 (ddx56) (Zhang et al., 2011) e a divisao
celular do DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp), como o regulator of cell cycle (rgcc) que regula as
células e a progressao do ciclo celular (Vlaicu et al., 2016). Deve ser incluido nesta relacdo o
serum response factor (srf) que além de estimular a proliferacdo e diferenciacdo celular,
também participa da regulacdo 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 hepética que atende as demandas glicémicas do corpo em geral, sendo que mutacgdes
dessas isozimas podem causar sérios danos ao corpo, incluindo atraso no crescimento (Dagli et
al., 2016).

Em relacdo a determinacdo sexual foram identificados varios genes candidatos
relacionados com o sistema reprodutivo dos machos, como o DEAD-box helicase41 (ddx41),
0 nanos homolog 3 (nanos3), e o si:dkey-205k8.5 (si:dkey-205k8.5 ou spatal) localizados nos
LG 23, 23 e 4, respectivamente. Estes genes auxiliam na regulacao da espermatogénese (Cheah
etal., 2017; Maet al., 2018; Agarwal et al., 2018). Também o gene si:dkey-205k8.5, conhecido
em algumas espécies como spermatogenesis-associated protein 1 (spatal) ja foi identificado
em algumas espécies de peixes como em zebrafish e catfish (Agarwal et al., 2018). O gene
dynein axonemal heavy chain 1 (dnahl) que esta presente no LG4 esta envolvido com a
estrutura da cauda do espermatozoide, sendo que anomalias nesse gene geram baixa fertilidade
(Wang et al., 2017). O gene septl2 (septin 12) é regulado negativamente nos testiculos de
homens inférteis com defeitos espermatogénicos graves (Kuo et al., 2019) e o gene sperm
autoantigenic protein 17 (spal7) codifica uma proteina presente na superficie celular que
auxilia a ligacdo do espermatozoide a zona pellcida do odcito (Li et al., 2009). Estes genes
foram encontrados no LG8 e 6, respectivamente. E em relacdo a todos os genes candidatos
relacionados exclusivamente ao desenvolvimento testicular, o0 SRY-box transcription factor 8
(Sox8) € o que mais se destaca, sendo que alguns estudos relatam que 0 Sox8, assim como 0
Sox9, podem estar envolvidos no processo de diferenciacdo sexual e expressdo do horménio
anti-Mulleriano (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 ligacéo 24 foi encontrado
0 gene interferon regulatory factor 2 binding protein like (irf2bpl) que codifica um fator de

transcricdo que pode regular a funcdo reprodutiva (Heger et al., 2007).
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O gene mais significativo para ambos os sexos € 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 diferenciacao sexual e esta intimamente ligado ao desenvolvimento
de ambas os tipos de celulas germinativas (testiculos e ovérios) (Huang et al., 2005; Hong et
al., 2007). Esta presente em algumas espécies de peixes teledsteos como no zebrafish (Li et al.,
2008) e no yellow drum (Qiu et al., 2018). Também foram identificados genes ligados &s células
primordiais, com manifestacdo nas linhagens germinativas como o dicer 1 ribonuclease type
I11 (dicerl) que esta envolvido com o desenvolvimento de tumores especialmente em células
de Sertoli-Leydig (Verrier et al., 2018) e o gene LIM homeobox 9 (Ihx9) que codifica uma
proteina muito similar a uma proteina que esta 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 associacdo gendmica ampla para o P.
mesopotamicus, através de um denso painel de SNPs que indicou algumas regiGes nos grupos
de ligacdo de maior associacdo com caracteristicas de peso corporal e determinacao sexual. A
descoberta dessas regides pode ajudar no entendimento do controle genético destas
caracteristicas e podera contribuir para a inclusdo das mesmas no processo de selecdo dos
individuos. Este estudo também mostrou evidéncias de que a determinacao sexual se apresenta
como uma caracteristica poligénica em P. mesopotamicus, sendo, porém, necessario aumentar
a quantidades de individuos estudados para efetivar a confirmacédo deste fato. E ainda que os
loci identificados através dos marcadores moleculares utilizados também abrigam genes
candidatos com fungdes bioldgicas que podem ser associadas de modo direto ou indireto a

expressdo das caracteristicas de crescimento e de determinagéo sexual.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho constituiu um dos primeiros passos no desenvolvimento de ferramentas
gendmicas para espécies de peixes Neotropicais, com foco especial no pacu, Piaractus
mesopotamicus, de grande importancia econdmica para a piscicultura nacional. Foi formado
um denso painel de marcadores moleculares, com a caracterizacdo de mais de 6.000 SNPs que
poderdo servir de suporte para diferentes abordagens bioldgicas envolvendo programas de
melhoramento genético, revelagdo de mecanismos evolutivos e de conservacgdo desta espécie e
de espécies aparentadas. Esta ferramenta gendémica permitiu a constru¢do de um rico mapa
genético que foi imprescindivel para realizar associacGes entre 0 marcador e caracteristicas
fenotipicas (GWAS) e, a partir desta, proceder a identificacdo de QTLSs.

Os resultados obtidos com a identificacdo dos QTLs evidenciaram a natureza poligénica
de caracteristicas relacionadas ao peso corporal dos individuos. Em relagdo ao crescimento esse
resultado ja era esperado, pois trata-se de uma caracteristica tipicamente controlada por vérios
genes (Tsai et al., 2015) na maioria dos organismos. Em relacdo aos mecanismos envolvidos
na determinacdo sexual desta espécie foram identificadas muitas variantes com pequenos
efeitos para a formacdo desta caracteristica, de conformidade com referéncias existente para
outras espécies de peixes (Yoshida et al., 2018). Porém, no caso especifico da espécie aqui
estudada, trata-se da primeira constatacdo desta natureza. Contudo, considera-se que este
caminho de pesquisa aberto com as analises realizadas deve ser complementado com a
realizacdo de mais estudos para comprovar essa questdo. Além disso, os loci identificados
podem ser utilizados como um critério complementar para a identificacdo de individuos
candidatos a processos de selecdo, aumentando a acuracia nas avaliacBes genéticas dos
individuos (Resende et al., 2012)

O painel de SNPs produzido certamente para esta espécie podera ser utilizado para
identificar loci relacionados a diversas caracteristicas de interesse e caso seja detectada uma
forte associacdo entre o marcador e a caracteristica alvo, com um alto valor de associacédo
genética, os individuos poderdo ser selecionados diretamente pelo genétipo. Tal metodologia
possibilitaria, entdo, a realizacdo do processo de selecdo de uma forma mais precoce e acurada,
do mesmo modo como foi descrito no trabalho de Houston et al. (2008) para a selecéo de peixes
resistentes a uma doenca identificada como necrose pancreatica infeciosa (IPN). O mapa de
ligacdo resultante das anélises realizadas com estes marcadores nas progénies resultantes dos

cruzamentos realizados envolvendo casais de reprodutores desta espécie proporcionou uma
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abordagem mais direta do genoma, com possibilidades de aplicagéo direta nos estoques desta
espécie.

Os genes candidatos encontrados nas regides identificadas neste trabalho também
podem explicar e/ou mostrar a sua influéncia sobre o fendtipo. Entendendo como eles
funcionam e como exercem sua influéncia nas caracteristicas de interesse zootécnico,

certamente serdo de grande auxilio nos programas de melhoramento genético.

57



REFERENCIAS GERAIS

Abimorad EG & DJ Carneiro. 2004. Métodos de coleta de fezes e determinagdo dos coeficientes de
digestibilidade da fragdo protéica e da energia de alimentos para 0 pacu, Piaractus mesopotamicus
(Holmberg, 1887). Revista Brasileira de Zootecnia. 33: 1101-1109.

Agostinho AA, Thomaz SM, Gomes LC. 2005. Conservacao da Biodiversidade em &guas continentais
do Brasil. Megadiversidade. 1: 70-78.

Andrews KR, Good JM, Miller MR, Luikart G, Hohenlohe PA. 2016. Harnessing the power of RADseq
for ecological and evolutionary genomics. Nature Reviews Genetics: 17(2): 81-92.

AQUAGEN. CMS Protection against CMS — Better heart health. p. 7462, 2014. Disponivel em:
<https://aquagen.no/en/products/salmon-eggs/product-documentation/resistance-against-cms/>.
Acesso em: 24 abr. 2018.

AQUAGEN. Strong and even fillet colour. p. 7462, 2015a. Disponivel em: <
https://aquagen.no/en/products/salmon-eggs/product-documentation/reliable-and-even-fillet-
colour/>. Acesso em: 24 abr. 2018.

AQUAGEN. Sterile salmon. p. 7462, 2015b. Disponivel em: < https://aguagen.no/en/products/salmon-

eggs/product-documentation/sterile-salmon/>. Acesso em: 24 abr. 2018.

Baird NA, Etter PD, Atwood TS, etal. 2008. Rapid SNP discovery and genetic mapping using
sequenced RAD markers. PLoS ONE, 3, 1-7.

Barria A, Christensen KA, Yoshida GM, Correa K, Jedlicki A, Lhorente JP, ... Yafez JM. 2018.
Genomic predictions and genome-wide association study of resistance against Piscirickettsia
salmonis in coho salmon (Oncorhynchus kisutch) using ddRAD sequencing. G3: Genes, Genomes,
Genetics, g3-200053.

Beardmore JA, Mair GC, Lewis RI. 2001. Monosex male production in finfish as exemplified by tilapia:
applications, problems, and prospects. In Reproductive Biotechnology in Finfish Aquaculture (pp.
283-301). Elsevier.

Bernatchez L. 2016. On the maintenance of genetic variation and adaptation to environmental change:
considerations from population genomics in fishes. Journal of Fish Biology, 89(6), 2519-2556.

Bernardino G & Lima V. 1999. Situacdo da criacdo de Colossoma e Piaractus no sudeste do Brasil
(1988-1991). SOUZA, RHS Criacéo de Colossoma e Piaractus no Brasil. IBAMA (Ed), Brasilia, 173-
232.

Britski HA, Silimon KZS, Lopes BS. 2007. Peixes do Pantanal: manual de identificacdo. Embrapa,

Servigo de Producdo de Informacéo, Brasilia.

58



Calcagnotto D, Schaefer SA, De Salle R. 2005. Relationships among Characiformes fishes inferred from
analysis of nuclear and mitochondrial gene sequences. Molecular Phylogenetics and Evolution, 36:
135-153.

Catella AC, FL de R. Campos, SP Albuquerque. 2017. “Sistema de Controle da Pesca de Mato Grosso
do Sul (SCPESCA/MS-23-2016)." Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento Embrapa Pantanal,
Corumba, Brazil.

Da Silva Nunes JDR, Liu S, Pértille F, Perazza CA, Villela PMS, de Almeida-Val, VM F, Hilsdorf
AWS, Liu Z, Coutinho LL. 2017. Large-scale SNP discovery and construction of a high-density
genetic map of Colossoma macropomum through genotyping-by-sequencing. Scientific Reports. 7:
46112.

Dong, C, Jiang P, Zhang J, Shengjie L, Bai J, Fan J, Xu P. 2019a. High-density linkage map and mapping
for sex and growth-related traits of largemouth bass (Micropterus salmoides). Frontiers in genetics,
10, 960.

Dong L, Han Z, Fang M, Xiao S, Wang Z. 2019b. Genome-wide association study identifies loci for
body shape in the large yellow croaker (Larimichthys crocea). Aquaculture and Fisheries, 4(1), 3-8.

Fernandes JBK, Carneiro DJ, Sakomura NK. 2000. Fontes e niveis de proteina bruta em dietas para
alevinos de pacu (Piaractus mesopotamicus). Revista Brasileira de Zootecnia. 646-653.

Flores Nava A. 2007. Aquaculture seed resources in Latin America: a regional synthesis. In: Assessment
of freshwater fish seed resources for sustainable aquaculture (ed Bondad-Reantaso MG). FAO
Fisheries Technical Paper, No. 501, FAO, Rome.

FAO. 2006. Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo. The state of world
fisheries and aquaculture: Rome.

FAO. 2010. Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo. The state of world
fisheries and aquaculture: Rome.

FAO. 2016. Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo. The state of world
fisheries and aquaculture: Rome

FAO. 2018. Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagdo. The state of world
fisheries and aquaculture: Rome

Fernandez J, Toro MA, Sonesson AK., Villanueva B. 2014. Optimizing the creation of base populations
for aquaculture breeding programs using phenotypic and genomic data and its consequences on
genetic progress. Front. Genet. 5:414. doi: 10.3389/fgene.2014.00414

Gabian, M, Moran P, Fernandez Al, Villanueva B, Chtioui A, Kent MP, ... Saura M. 2019. Identification
of genomic regions regulating sex determination in Atlantic salmon using high density SNP data.
BMC genomics, 20(1), 764.

Gjedrem, T. 2012. Genetic improvement for the development of efficient global aquaculture: a personal

opinion review. Aquaculture. 344: 12-22.

59



Godinho HP. 2007. Estratégias reprodutivas de peixes aplicadas a aquicultura: bases para o
desenvolvimento de tecnologias de producgdo. Rev. Bras. Reprod. Anim. 31: 351-360.

Gonzalez-Pena D, Gao G, Baranski M, Moen T, Cleveland BM, Kenney PB.... Leeds, T. D. (2016).
Genome-wide association study for identifying loci that affect fillet yield, carcass, and body weight
traits in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Frontiers in genetics, 7, 203.

Gutierrez AP, Yafez JM, Fukui S, Swift B, Davidson WS. 2015. Genome-wide association study
(GWAS) for growth rate and age at sexual maturation in Atlantic salmon (Salmo salar). PLoS One,
10(3), e0119730.

Guo W, Cai C, Wang C, Han Z, Song X, Wang K, ... Zhang T. 2007. A microsatellite-based, gene-rich
linkage map reveals genome structure, function and evolution in Gossypium. Genetics, 176(1), 527-
541.

Hamzah A, Ponzoni RW, Nguyen NH, Khaw HL, Yee HY, Nor SAM. 2014. Genetic evaluation of the
Genetically Improved Farmed Tilapia (GIFT) strain over ten generations of selection in Malaysia.
Journal of Tropical Agricultural Science. 37: 411-429.

Hashimoto DT, Senhorini JA, Foresti F, Porto-Foresti F. 2012. Interspecific fish hybrids in Brazil:
management of genetic resources for sustainable use. Reviews in Aquaculture. 4(2): 108-118.

Hashimoto DT, Prado FDD, Senhorini JA, Foresti F, Porto-Foresti F. 2013. Detection of post-F1 fish
hybrids in broodstock using molecular markers: approaches for genetic management in
aquaculture. Aquaculture Research. 44(6): 876-884.

Hashimoto DT, Senhorini JA, Foresti F, Martinez P, Porto-Foresti F. 2014. Genetic identification of F1
and post-F1 Serrasalmid juvenile hybrids in Brazilian aquaculture. PloS one. 9(3): €89902.

Hattori RS, Murai Y, Oura M, Masuda S, Majhi SK, Sakamoto T, ... Striissmann, C. A. 2012. A Y-
linked anti-Mdllerian hormone duplication takes over a critical role in sex determination.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 109(8), 2955-2959.

Hilsdorf AWS, Orfdo LH. 2011. Aspectos gerais do melhoramento genético em peixes no Brasil. Rev.
Bras. Zootec. 40: 317-324.

Honglang H. 2007. Freshwater fish seed resources in China. In: Assessment of freshwater fish seed
resources for sustainable aquaculture (Ed: Bondad-Reantaso MG). FAO Fisheries Technical Paper,
No. 501, FAO, Rome.

Houston RD, Haley CS, Hamilton A, Guy DR, Tinch AE, Taggart JB, ... Bishop SC. 2008.
Major quantitative trait loci affect resistance to infectious pancreatic necrosis in Atlantic
salmon (Salmo salar). Genetics, 178(2), 1109-1115.

IBAMA. 2007. Estatistica da Pesca 2007: Brasil — Grandes regiGes e unidades da Federagéo.

IBGE. 2017. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Producdo da Pecuaria Municipal. Rio de
Janeiro: IBGE, 2016.

60



IBGE. 2014. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Producdo da Pecuéria Municipal. Rio de
Janeiro: IBGE, 2013.

IBGE. 2019. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Producdo da Pecuéria Municipal. Rio de
Janeiro: IBGE, 2018.

Jomori RK, Ducatti C, Carneiro DJ, Portella MC. 2008. Stable carbon (813C) and nitrogen (315N)
isotopes as natural indicators of live and dry food in Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887)
larval tissue. Aquaculture Research 39: 370-381.

Kause A, Ritola O, Paananen T, Wahlroos H, Meantysaari EA. 2005. Genetic trends in growth, sexual
maturity and skeletal deformations, and rate of inbreeding in a breeding programme for rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Aquaculture 247: 177-187.

Kijas JW, Porto-Neto L, Dominik S, Reverter A, Bunch R, McCulloch R., ... International Sheep
Genomics Consortium. 2014. Linkage disequilibrium over short physical distances measured in
sheep using a high-density SNP chip. Animal genetics, 45(5), 754-757.

Kubitza F. 2015. Aquicultura no Brasil, conquistas e desafios. Revista. Panorama da aquicultura.
25(150): 10-23.

Kumar G & Martin K. 2017. "Applications of next-generation sequencing in fisheries research: A
review." Fisheries Research 186: 11-22.

Li X, Jin X., Wang H, Zhang, X, Lin Z. 2016. Structure, evolution, and comparative genomics of
tetraploid cotton based on a high-density genetic linkage map. DNA Research, 23(3), 283-293.

Li N, Zhou T, Geng X, Jin Y, Wang X, Liu S, ... LiuZ. 2017. Identification of novel genes significantly
affecting growth in catfish through GWAS analysis. Molecular Genetics and Genomics, 1-13.

Longo SB, Clark B, York R., Jorgenson AK. 2019. Aquaculture and the displacement of fisheries
captures. Conservation Biology.

Mastrochirico-Filho VA, Hata ME, Sato LS, Jorge PH, Foresti F, Rodriguez MV, Martinez P, Porto-
Foresti F, Hashimoto DT. 2016. SNP discovery from liver transcriptome in the fish Piaractus
mesopotamicus. Conservation Genetics Resources. 8(2): 109-114.

MPA (Ministério da Pesca e Aquicultura. 2013. Boletim estatistico da pesca e aquicultura, Brasil 2011.

Matsuda M, Nagahama Y, Shinomiya A, Sato T, Matsuda C, Kobayashi T, ... Hori, H. 2002. DMY is
a Y-specific DM-domain gene required for male development in the medaka fish. Nature, 417(6888),
559.

Matsuda M. 2003. Sex determination in fish: Lessons from the sex-determining gene of the teleost
medaka, Oryzias latipes. Development, growth & differentiation, 45(5-6), 397-403.

Menton DJ. 1989. Research considerations into the nutrition of Colossoma and Piaractus in relation to

culture conditions. Cultivo de Colossoma. Bogota: Guadalupe, 75-84.

61



Moen T, Hoyheim B, Munck H, Gomez-Raya L. 2004. A linkage map of Atlantic salmon (Salmo salar)
reveals an uncommonly large difference in recombination rate between the sexes. Animal genetics,
35(2), 81-92.

Moen T, Baranski M, Sonesson AK, Kjgglum S. 2009. Confirmation and fine-mapping of a major QTL
for resistance to infectious pancreatic necrosis in Atlantic salmon (Salmo salar): population-level
associations between markers and trait. BMC Genomics, v. 10, p. 1-14.

Moreira HLM. 2001. Fundamentos da moderna aquicultura. Editora da ULBRA.

Myosho T, Otake H, Masuyama H, Matsuda M, Kuroki Y, Fujiyama A, ... Sakaizumi, M. 2012. Tracing
the emergence of a novel sex-determining gene in medaka, Oryzias luzonensis. Genetics, 191(1),
163-170.

Ninh NH, Ponzoni RW, Nguyen NH, Woolliams JA, Taggart JB, McAndrew BJ, Penman DJ. 2013. A
comparison of communal and separate rearing of families in selective breeding of common carp
(Cyprinus carpio): Responses to selection. Aquaculture. 408: 152-159.

Oliveira C, Avelino GS, Abe KT, Mariguela TC, Benine RC, Orti G, ... Castro RMC. 2011.
Phylogenetic relationships within the speciose family Characidae (Teleostei: Ostariophysi:
Characiformes) based on multilocus analysis and extensive ingroup sampling. BMC evolutionary
biology, 11(1), 275.

Peterson BK, Weber JN, Kay EH, Fisher HS, Hoekstra HE. 2012. Double digest RADseq: an
inexpensive method for de novo SNP discovery and genotyping in model and non-model
species. PloS one. 7(5): e37135.

Petrere Jr M. 1989. River fisheries in Brazil: a review. Regulated Rivers Res. Manage. 4: 1-16

Porto-Foresti F, Foresti F. 2004. Genética e biotecnologia em piscicultura: usos na producéo, manejo e
conservagdo dos estoques de peixes. In: Tépicos especiais em piscicultura de dgua doce tropical
intensiva (eds Cyrino JEP, Urbinati EC, Fracalossi DM, Castagnolli N). TecArt: Sdo Paulo.

Recknagel H, Elmer KR, Meyer A. 2013. A hybrid genetic linkage map of two ecologically and
morphologically divergent Midas cichlid fishes (Amphilophus spp.) obtained by massively parallel
DNA sequencing (ddRADSeq). G3: Genes, genomes, genetics. 3(1): 65-74.

Resende EK. 2003. Migratory fishes of the Paraguay-Parana basin excluding the Upper Parana River.
In Migratory fishes of South America: biology, fisheries and conservation states (eds Carolsfeld J,
Harvey B, Ross C, Baers A), World Bank, Victoria.

Resende M. (2012). Selecdo Genémica Ampla (GWS) via Modelos Mistos (REML/BLUP). Inferéncia
Bayesiana (MCMC), Regressao Aleat6ria Multivariada (RRM) e Estatistica Espacial, 1.

Santos VB, Santos RS, Salomdo RAS Silva RM. 2012. Reproducdo induzida de pacu (Piaractus

mesopotamicus) com o uso de diferentes horménios comerciais. Pesquisa & Tecnologia. 9(1): 1-6.

62



S&o Paulo. 2014. Assembleia Legislativa do Estado de Sdo Paulo (ALESP). Decreto N° 60.133, de 7 de
fevereiro de 2014: As espécies da fauna silvestre ameacadas de extincao, as quase ameacadas e as
deficientes de dados para avaliacdo no Estado de S&o Paulo e da providéncias correlatas. 2014."

ShiY, Zhou Z, Liu B, Kong S, Chen B, Bai H, ... & Xu, P. 2020. Construction of a High-Density Genetic
Linkage Map and QTL Mapping for Growth-Related Traits in Takifugu bimaculatus. Marine
Biotechnology, 1-15.

Sonesson AK, Woolliams JA, Meuwissen TH. 2012. Genomic selection requires genomic control of
inbreeding. Genetics Selection Evolution, 44(1), 27.

Suérez-Salgado D, Parra-Bracamonte GM, Benavides-Gonzalez F, Alfaro IOM, Rincon AMS, Moreno-
Medina VR, De la Rosa-Reyna XF. 2020. Non-synonymous polymorphisms in candidate gene
associated with growth traits in Channel catfish (Ictalurus punctatus, Rafinesque, 1818). Molecular
Biology Reports, 47(1), 87-95.

Tave D. 1995. Selective breeding programmes or medium-sized fish farms, FAO Fisheries Technical
Paper, Rome, 122p.

Tsai HY, Hamilton A, Guy DR, Tinch AE, Bishop SC, Houston RD. 2015. The genetic architecture of
growth and fillet traits in farmed Atlantic salmon (Salmo salar). BMC genetics, 16(1), 51.

Urbinati EC, Gongalves FD, Takahashi LS. 2013. Pacu (Piaractus mesopotamicus). In: Espécies nativas
para a piscicultura no Brasil (eds Baldisserotto B, Gomes LC). UFSM, Santa Maria.

XuK, Li Q, Kong L, Yu R. 2008. A first-generation genetic map of the Japanese scallop Patinopecten
yessoensis - based on AFLP and microsatellite markers. Aquaculture Research. 40(1): 35-43

Wang L, Xie N, Shen Y, Ye B, Yue GH, Feng X. 2019. Constructing high-density genetic maps and
developing sexing markers in northern snakehead (Channa argus). Marine Biotechnology, 21(3),
348-358.

Wang W, Tan S, Luo J, ShiH, Zhou T, Yang Y, ... Gao D. 2019. GWAS analysis indicated importance
of NF-kB signaling pathway in host resistance against motile Aeromonas septicemia disease in
catfish. Marine Biotechnology, 21(3), 335-347.

Yafiez JM, Newman S, Houston RD. 2015. Genomics in aquaculture to better understand species
biology and accelerate genetic progress. Frontiers in genetics, 6, 128.

Yoshida GM, Bangera R, Carvalheiro R, Correa K, Figueroa R, Lhorente JP, Yafiez JM. 2018. Genomic
prediction accuracy for resistance against Piscirickettsia salmonis in farmed rainbow trout. G3:
Genes, Genomes, Genetics, 8(2), 719-726.

Yoshida GM, Carvalheiro R, Lhorente JP, Correa K, Barria A, Figueroa R, Yéafiez JM. 2018. Bayesian
genome-wide association analyses reveal different genetic architecture of Piscirickettsia salmonis
resistance in three salmonid species. In Proceedings of the World Congress on Genefics Applied to
Livestock Producfion (Vol. 11, p. 721).

63



Yossa R, Bardon-Albaret A, Chiasson MA, Liu Q, Duston J, Manning T, Benfey TJ. 2019. Controlling
preharvest maturity in farmed Arctic char: A review from the Canadian perspective. Journal of the
World Aquaculture Society, 50(5), 894-907.

Yu J, Holland JB, McMullen MD, Buckler ES. 2008. Genetic design and statistical power of nested
association mapping in maize. Genetics, 178(1), 539-551.

Zhou Q,Su Z, LiY,LiuY,WangL, LusS,.. Wei, M. 2019. Genome-wide association mapping and
gene expression analyses reveal genetic mechanisms of disease resistance variations in Cynoglossus

semilaevis. Frontiers in Genetics, 10, 1167.

64



MATERIAL COMPLEMENTAR

O presente trabalho teve como material complementar o Apéndice | “Microsatellite loci
in the tiger shark and cross-species amplification using pyrosequencing technology” DOI
10.7717/peerj.2205. O Apéndice Il “Structure and genetic variability of the oceanic whitetip
shark, Carcharhinus longimanus, determined using mitochondrial DNA” DOI
10.1371/jornal.pone.0155623. O Apéndice III “Evolution and conservation of Characidium sex
chromosome” DOI 10.1038/hdy.2017.43. O Apéndice IV “Genetic Characterization of the Fish
Piaractus brachypomus by Microsatellites Derived from Transcriptome Sequencing” DOI
10.3389/fgene.2018.00046. E por ultimo o Apéndice V “Genetic Applications in the
Conservation of Neotropical Freshwater Fish” DOI: 10.5772/intechopen.73207.

65



Apéndice |

66



Microsatellite loci in the tiger shark and
cross-species amplification using
pyrosequencing technology

Natalia J. Mendes', Vanessa P. Cruz', Fernando Y. Ashikaga’,
Samia M. Camargo'~, Claudio Olivcira', Andrew N. Piercy’,
George H. Burgess', Rui Coclho”, Miguel N. Santos?,
Fernando F. Mendonga® and Fausto Foresti'
' Laboratério de Biologia ¢ Genética de Peixes, Universidade Estadual Paulista, Botucatu,
Sao Paulo, Brazil
* Laboratario de Genetica Pesqueira ¢ Conservaglo, Institute of Marine Sciences, Universidade
Federal de Sao Paulo, Santos, Sao Paulo, Brazil
" Lake Nona Campus, Vakncia College, Orlando, Florida, United States
* Florida Museum of Natural History, Florida Program for Shark Research, University of Florida,
Gainesville, Florida, United States
* IPMA, Portuguese Institute for the Ocean and Atmosphere, Algarve, Portugal

ABSTRACT

The tiger shark ( Galeocerdo cuvier) has a global distribution in tropical and warm
temperate seas, and it is caught in numerous fisherics worldwide, mainly as bycatch.
It is currently assessed as near threatened by the International Union for
Conservation of Nature (ITUCN) Red List. In this study, we identified nine
microsatellite loci through next genceration sequencing (454 pyrosequencing) using
29 samples from the western Atlantic. The genetic diversity of these loci were
assessed and revealed a total of 48 alleles ranging from 3 to 7 alleles per locus
(average of 5.3 allcles). Cross-species amplification was successful at most loci

for other species such as Carcharhinus longimanus, C. acronotus and Alopias
superciliosus. Given the potential applicability of genctic markers for biological

Submitted 29 February 2016 conservation, these data may contribute to the population assessment of this and
Accepted 11 June 2016 other specics of sharks worldwide.
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R Ry, INTRODUCTION .
Declarations can be found on The tiger shark Galeocerdo cuvier (Peron & Lesucur, 1822), is a shark from the order
page 6 Carcharhiniformes and family Carcharhinidac. It has a worldwidc distribution in tropical
DOI 10.7717/peerj. 2205 and temperate seas, and is considered a top predator generally requiring large foraging
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Caught in many world fisherics as bycatch, the tiger shark is currently classified as

“Near Threatened” by the International Union for Conservation of Nature (IUCN).
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However, some basic information, such as the characterization of population genetic
structure, variability, identification of geographical restrictions to gene flow with possible
local populations remains broadly unknown. In light of this, information on their
conscrvation status is difficult to assess. For this reason, molecular markers have been
increasingly used in species conscrvation and management programs, including
microsatellite molecular markers (Simple Sequence Repeats—SSR). A range of SSR
markers have been developed using the pyrosequencing technique, generating
information with millions of basc pairs in a single run and in a short period of time.

Specifically for the tiger shark, ninc SSR markers were previously devdoped on
specimens from the Hawaiian archipelago ( Bermand. Feldleim ¢ Shivyi, 2015), but
cross-application was not tested for other shark species yet. Thus, the objectives of this
study were to identify other microsatellites for the tiger shark in specimens from the
Atlantic, and design additional molecular markers that can now be used in this and other
shark specics for population genctics studies.

MATERIAL AND METHODS

Sampling

In fulfillment of data archiving guidclines ( Biaker, 2013), primary data have been deposited
with Dryad. Samples of tiger shark were collected in landings of the fishing flect from
Sao Paulo coast (n = 12) and in scientific cruises in the Fernando de Noronha archipelago
(n = 6) by researchers from the Biosciences Institute of Botucatu, Sio Paulo State
University, and Marine Scicnces Institute of the Sao Paulo Federal University, in Brazil,
Additionally, 11 samples were collected from the cast coast of Florida by the Florida
Program for Shark Rescarch, University of Florida, USA. For cvaluating cross-
amplification we used six samples of Carcharhinus acronotus collected from Sao Paulo
coast, five samples of C. longimanus and five samples of Alopias superciliosus, collected in
the northeast Atlantic by onboard observers from the Portuguese Institute for the
Ocean and Atmosphere (IPMA), Portugal. All sampled tissucs were stored in 95% cthanol
to ensure the integrity and quality of tissue for molecular analysis.

454 GS-FLX pyrosequencing and microsatellite discovery

The total genomic DNA was extracted from cach sample following the protocol described
by fanova, Dewaard ¢ Hebert (2006). A sample (voucher: TIGO3SP) of 100 g of tiger-
shark DNA from Sao Paulo coast (-25.1164, —47.6082) was sequenced on a Roche 454 GS
FLX sequencer with Titanium platform “Genome sequencer 20 System” (Instituto
Agrobiotecnologico de Rosario-INDEAR, Argentina), following procedures described
in Margulies et al. (2005),

To isolate microsatellites and design primers for population genctics all sequences of
the SSR were compiled using Primer3 (Rozen & Skaletsky, 1999) and BatchPrimer3
(You et al, 2008), Primers were designed based on the following criteria: primer size of
20 bp (min = 18, max = 22 bp), ideal anncaling temperature of 60 °C (min = 55 °C,
max = 63 “C), GC optimum of 60% (min = 40%, max = 80%) and the sizc of the
amplified product ranging from 50-500 bp. The sequences were then grouped and aligned

Mendes et al. (2016), PeerJ, DOI 10.7717/peerj.2205 = 1 28
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in the Clustal W software ( Thompson, Higgins ¢ Gibison, 1994), identifying duplicated
sequences for the same locus.

Novel microsatellite markers

The PCR amplifications to test the synthesized primers were performed in a Thermal
Cycler Veriti™ (Applicd Biosystems, Foster City, CA, USA) under the following
conditions: initial denaturing for 10 min at 95 “C; 30 cycles of 94 °C for 45 s, the primer
annealing temperature (TA) was tested from of 51 to 57 “C for 50 5 72 °C for 50 s,
and a final extension at 72 "C for 20 min. The total reaction volume was 10 pL and
composed of 1.0x PCR Buffer, 0.25 mM MgCl,, 0.05 mM of cach dNTP, 0.5 units of
Platinum Taq DNA polymcrase (InvitrogenCarlsbad, CA, USA), 0.10 uM reverse primer,
0.10 pM forward primer, and 30 ng of template DNA.

To verify the effectiveness of the reaction and the amplification of the fragments,

L5 pL of the PCR product were subjected to clectrophoresis on a 1% agarosc gel. The
amplified products were compared with a 1 Kb plus ladder (Invitrogen), subsequently
visualized on a transilluminator and photographed with a digital camera using the
Kodak Digital Science software.

Genotyping was done with the M13-tail PCR method of Schuelke (2000, The best loci,
that showed high polymorphism and quality of bands, were sclected and further analyzed
on an ABI 3130x] scquencer (Applicd Biosystems, Life Technologics). The allele sizes were
determined using ROX 500 (Applicd Biosystems) as an internal standard with the
softwarce package GeneMapper 3.7 (Applicd Biosystems).

We used the software GenAlex analysis 6.1 { Peakall ¢ Smouse. 2006) to convert our data
to run in other analysis programs. Arlequin 3.5 (Excoffier ¢ Lischer, 2010) was used to
calculate heterozygosity, number of allcles, Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and
linkage disequilibrium. The program Cervus 1v.3.0.7 ( Marshall et al, 1995) was used to test
for the presence of null alldles and estimate, the inbreeding cocfficient (Fis) and
polymorphism information content (PIC).

RESULTS AND DISCUSSION

From the genomic material generated by the pyrosequencing technology, a total of 71,059
reads with an average size of 367 bp was obtained, consisting of 26,075,405 nucleotides,
which accounts for approximately 0.75% of the G. cuvier genome, assuming a genome size
of 3.44 Gb (estimated from the size of Rhincodon typus, Read et al, 2015), For the
identification of microsatellite sequences, the online software Batch Primer3 was used, and
615 microsatellite loci were identified. A second filtration was subsequently performed
with the software Primer 3.0 which identified 159 microsatellite loci. From these, we
sclected 30 loci which contained the best scores of cach primer pair with a size of
15-20 bp, a GC of 40-50% and little variation in the anncaling temperature in the
PCR reaction. Of these, 20 pairs of primers were synthesized and tested, ninc being
polymorphic with onc trinucleotide and cight dinucleotide primers (Table 1). The
sequences for polymorphic microsatellite markers in this study have been deposited in
GenBank (Accession numbers: KT398263-KT598271).
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Table | General information about the microsatellite analysis.

Analyzes N of sequences
Number of reads 71.059
Selection of microsatellites (using BatchPrimer3) 615

Secondary selection of microsatellite (using Primer 3.0) 159
Amplification and 1 of PCR product an agarose gel 30
Microsatellite loci to synthesize with fluorescent dye 20
Polymorphism test with capillary sequencer 10
Microsatellite Joci in linksge equilibrium 9

Table 2 Data for microsatellite loci of the cross-amplification in Carcharhinus lomgimanus,
Carchinki and Alopias superci

C. acronotus C. longimanus A. superciliosus
Lod Na Range (bp) Na Range (bp) Na Range (bp)
TG_1 2 116-118 2 118134 2 104-118
TIG_5 3 260-264 2 331-335 2 265-273
TG_7 2 170-180 2 162-170 3 152-170
TIG_10 2 251-253 1 304 1 307
mnG_n 2 296-364 2 246-29 2 372-418
TIG_I5 1 336 3 200-310 2 288-312
G177 3 242270 2 210224 1 268
TIG_19 0 0 1 36 2 386-3M
TGS 1 396 1 358 2 388-39%
Note:
Na, number of alldes.

The application of the developed markers resulted in 48 allcles, with a minimum of
3(TIG_25) to 7 (TIG_1, TIG_7, TIG_12) and average of 5.3 allcles per loci. Transferability
tests of the markers in other species showed positive amplification in C. longimanus,
Alopias superciliosus and C. acronotus. For the C. acronotus, two loci were polymorphic
(TIG_17, TIG_5), and for C. longimanus and Alopias superciliosus only onc polymorphic
locus were observed in five samples of cach species, TIG_15 and TIG_7, respectively
(Table 2).

In tiger shark the observed heterozygosity (Ho) and expected heterozygosity (He)
ranged from 0.16 (TIG_17) to 1.0 (TIG_10) and 0.20 (TIG_25) to 0.72 (TIG_7),
respectively (Table 3). The Ho was higher than He, suggesting an excess of heterozygotes
relative to the model of HWE. Significant differences from HWE after Bonferroni
correction (p < 0.01) were detected in only two loci (TIG_10 and TIG_17). The deviation
in the HWE for locus TIG_17 (0.715) can be explained by a significant valuc in
intrapopulation Fis (Kordicheva ef al, 2010). This locus was the only one with a positive
valuc for the Fis, and may be evidence of a heterozygous deficiency ( Holsinger ¢ Weir,
2009), resulting in a decrease in genetic variability.
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Table 3 Data for microsatellite lodi in the tiger shark, Galeocerdo cuvier.

Lo Primer sequence (5'—3') MOTIF T'C N Na Range(bp) Ho He HWE Fis PIC  F (Null)

TIGI ECICTTGACGGIGCTCGATC  (ACJI0 53 29 7  116-154 0758 0642 0711 -0.184 0710 0,194
RAATGGCAACTTTTCCTGTOC

TIG5 F_GCCAGCATCCATTCATACAG  (CTI8 51 26 4 203257  038( 0337 1000 -0141 0589 —0.239
R_AGAGGGAAGTGGTGTGTGGT

TIG.7  F_CACCAACCTCCCCATCAC (ACII5 57 27 7 169-183 0925 072 0318 -0280 0811 0101
R_CAGACATTCCTOCTCCATCC

TIG_I0 F_CTCAGCAGGTCTGGACAACA (GT)I0 59 29 5 256276 1000 0655 0000 -0539 0608 —0.245
R_GGTGGTAGGAACATGGAACG

TIG_12 ETGCCATGAGIGCTGITITIC  (CAJII 53 28 7  364-376 0535 0520 0543 -0030 0682 —0213
R_TGOCGCATTGTTACTGCTAC

TIG_I5 F_AACTGCCAAAAGGGACAAGA (TG)I5 55 25 6  231-241 0520 0463 0675 -0124 0650 —0.233
R_GTAAGOCCAACAGACCATCC

TIG_I7 F_TGAAGCTAACGAGGGGTCTG  (GTHI 57 25 4 268-286 0160 0554 0000 0715 0734 —0.138
R_AGOGCAGAAGATCAAGAGGA

TIG_19 E_TGCTTGIGICTGAGGTGAGTG (TG)O 53 27 5  337-353 0555 0443 0677 -0260 0627 —0214
R_TTGGAGGTTCAATCOGAGAC

TIG_25 F_OCGTGCCTATGTGGATTTCT — (CCT)S 55 27 3 331-349 0222 0206 1000 -0075 0511 —0.285
R_CTTGAAGAGAGTGGGCGAAG

Notes:

TC ber of individual lyzed; NA, ber of alldes; He, d h b dh ity; HWE,

primer N, : Ho,
prdnbdnyol&wmmbmlhldy Wnti:qe@ulian. Fas, inbeeeding cocfficient: PIC, wlymorphmmhmubonconkm F (Nuel), nll allees.

Imbalance values in Hardy-Weinberg equations when considering microsatellite
locus may be due to the presence of null alleles ( Kondicheva et al, 2010). However, the
presence of null allele was not detected in the present study, indicating that the markers
developed arc of high quality. Further, the PIC was highly informative for all the loa
(PIC > 0.5), also indicating a high quality marker (Botstein of al, 1980).

In the present study, the average expected heterozygosity was approximately 0.50 and
the average observed heterozygosity was 0.55. The levels of genctic variability scen in
this study may be due to population differences resulting from remote sample locations.
This is to be expected given that the samples are coming from different oceans and the
finding of significant differences in the levels of heterozygosity among different groups
would not be unforescen.
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Abstract

Information regarding population structure and genetic connectivity is an important contribu-
tion when establishing conservation sirategies to manage threalened species. The oceanic
whitetip shark, Carcharhinus lamgimanus, is a highly migratory, large-bodied, pelagic shark
listed by the IUCN (International Union for Consenvation of Mature) Red List as “vulnerable”
throughout its range and “crifically endangered” in the westem north Atlanfic. In 2014, the
species was protected globally under Appendix [ of CITES (Comvention on Intematicnal
Trade in Endangered Species), limiting and regulating trade. This study used partial
sequences of mitochondrial DMA (miDMA) conirol region to determine the population
genetic structure of oceanic whitetip sharks across the Aflantic and Indian Oceans. 724
base pairs were obtained from 215 individuals that identifed nine polymorphic sites and
defined 12 distinct haplotypes. Total nucleotide diversity (1) was 0.0013 and haplotype
diversity (h) was 0.3853. The Analysis of Molecular Vanance (AMOVA) evidenced moder-
ate levels of population structure (g = 0.1039) with restricted gene flow between the west-
em and eastem Atlantic Ocean, and a strong relationship batween the latter region and the
Indian Ocean. Even though the oceanic whitetip is a highly migratory animal the results pre-
sented here show that their genetic variability is slightly below average of other pelagic
sharks._ Additionally, this study recommends that at least two populations in the Atlantic
Ocean should be considered distinct (eastern and western Aflantic) and conservation
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efforts should be focused in areas with the greatest genetic diversity by environmental
managers.

Introduction

The effects of unsustainable fishing on populations of sharks and rays (clasmobranchs) has
been well-documented globally [1], and studics have shown that over the last several decades
many large migratory species commonly caught in large scale pelagic marine fisheries are rap-
idly declining [2, 3]. The International Union for Conservation of Nature (TUCN), which quan-
tifies the conservation status of most taxa, currently lists over a thousand species of
clasmobranchs |4, 5]. The highly migratory sharks are amongst the species with highest conser-
vation concerns [6].

The oceanic whitetip shark, Carcharhinus longimanas, is a pelagic shark with worldwide
distribution, found mainly in tropical and subtropical open waters [7, 8]. Historically grouped
with the silky shark C. falciformis and the bluc shark Prionace glasca, C. longimanus was once
considered a highly abundant oceanic shark [7-11]. However, recent population asscssments
and anccdotal reports suggest that the oceanic whitetip shark is now only occasionally recorded
in the Atlantic. A recent study by Coclho et al. [12] covering a wide area of the Atlantic in both
hemispheres indicated that the oceanic whitetip shark bycatch in pelagic longline fisheries is
less than 1% of the total clasmobranch catches. Furthermore, philopatric behavior, defined as
the tendency of individuals to return or stay in their home areas, natal (birth) sites or adopted
locales| 13], was recently described in this species, highlighting the need for designated protec-
tive arcas for oceanic whitetip sharks,

The IUCN Red List currently lists C. longimanus as “vulnerable” throughout its range and
“critically endangered” in the western north Atlantic [14], and in 2014 was listed in Appendix
11 of CITES (Convention on International Trade in Endangered Specics), regulating interna-
tional trade and requirement of appropriate permits, including documentation validating that
catch is legally sourced. A 2012 Pacific-wide stock assessment for oceanic whitetip sharks
showed that the populations are currently overfished and stocks have declined to levels below
maximum sustainable yicld [15]. In the Atlantic and Indian Oceans, Ecological Risk Assess-
ments for pelagic sharks, show that the oceanic whitetip shark has a relatively high vulnerabil-
ity to pelagic fisheries, duc to its low fecundity (average three pups per litter] and high
susceptibility [16, 17]. Retaining oceanic whitetip sharks for commercial purposes has been
prohibited in tuna RFMOs (Regional Fisheries Management Organizations) of all Oceans,
including the ICCAT (International Commission for the Conservation of Atlantic Tunas)
Atlantic convention area since 2010 (ICCAT Recommendation 10-07), the IOTC (Indian
Ocean Tuna Commission) Indian Ocean convention area since 2013 (I0TC Resolution 13/06),
the IATTC (Inter-American Tropical Tuna Commission) in the castern Pacific since 2012
{Resolution C-11-10), and the WCPFC (Western and Central Pacific Fisheries Commission) in
the western and central Pacific since 2013 (CMM 2011-04).

An aspect that is fundamental to sustainable usc of marine resources and quantification of
productivity of ocean ccosystems is the identification and maintenance of distinct stocks [18].
The conservation of the genetic variability is onc of the basic objectives in regulatory programs
assisting in the recovery of endangered species [ 19]. As such, the sequencing of the mitochon-
drial DNA control region (D-loop) is onc of the most commeonly applied method to population
genetic studics of vertebrates, including sharks [20-26].

Population declines, such as that observed in the oceanic whitetip shark over the last 50
years, raises questions about the maintenance of genetic variability and the putative loss of
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evolutionary lincages. These issues are more relevant in species with population structure
where the distribution of genctic characteristics is geographically limited. Therefore, this study
aimed to describe the genetic variability and population structure of C. longimanus from the
Atlantic and Indian Oceans by using control region of mitochondrial DNA with an intention
to provide a framework for future assessments and tracking studics.

Materials and Methods

Sampling

Samples of C. longimanus were collected by fishery observers on Portuguese, Brazilian and
American commercial pelagic longline vessels in several regions of the Atlantic and Indian
Oceans. Tissue samples, including small muscle or fin fragments (< 1cm’), were collected
opportunistically during the normal fishing operations of the vessels, and were subsequently
frozen in 95% cthanol. Tissue samples from the north Atlantic were collected in The Bahamas
as part of an ongoing study of oceanic whitetip movement and life history. All samples were
collected under the Cape Eleuthera Institute research permit (MAF/FIS/17 and MAF/FIS/34)
and in accordance with Stony Brook University and Cape Elcuthera Institute regulations devel-
oped within the guidelines of the Association for the Study of Animal Behaviour and the Ani-
mal Behavior Socicty [27]. Sampling from the Portuguese fishery was conducted by the
Portuguese Institute for the Ocean and Atmosphere (IPMA), within the scope of the European
Data Collection Framework (PNAB/DCF). This sampling was conducted under an ICCAT
permit for biological sampling of shark specics in the Atlantic (ICCAT Recommendation 13/
10) and an I0TC permit for biological sampling of oceanic whitetip sharks in the Indian
Ocean (IOTC Resolution 13/06). No specific permissions were required for internationally
transporting samples of C. longimanus before the species cffectively became part of CITES in
September 2014, all samples used in this study were collected before that date.

A total of 215 specimens were sampled for this study. Specifically, 206 were sampled from
various regions of the Atlantic Ocean, indluding 28 from the Northwest Atlantic, 51 from the
Western Equatorial Atlantic, 54 from the Northeast Tropical Atlantic, 50 from the Meso-
Atlantic, 17 from the Southeast Atlantic and six from the Southwest Atlantic. In addition, nine
samples were collected from the Indian Ocean (Fig 1).

DNA extraction and sequencing

Genomic DNA was extracted using the NucleoSpin i Tissue XS Kit (Macherey & Nagel,
Daren, Germany). Partial sequences of the control region of the mitochondrial DNA were
attained according to Mendonga et al. [23]. Individual reactions were performed with approxi-
mately 30 ng DNA template, 3.2 pmol primer, 1 pl terminator mix, and 5 pl Better Buffer (The
Gel Co.) in a total volume of 15 pl. PCR sequencing profiles consisted of an initial denaturation
step of 4 min at %6°C, followed by 30 cycles of 30s at 96°C, 155 at 50°C, and 4 min at 60°C.
Cycle sequencing was performed with BigDye Terminator v3.1 Cyde Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Sequencing was completed on an automated sequencer, ABI 3130, manufactured
by Applicd Biosystems. The consensus sequences were assembled and edited using Geneious
4.8.5 [29] and aligned with Musde algorithm implemented within Geneious 4.8.5. The gener-
ated haplotypes were deposited in GenBank under accession numbers KT160318 to KT160329.

Population genetics analyses
The relative nucleotide composition, number of polymorphic sites, haplotype diversity (h),
nucleotide diversity (7), and number of pairwise nucleotide differences among populations
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were calculated using ARLEQUIN 3.5.1.3 software [30]. To estimate kevels of genetic diver-
gence among populations of C. longimanus index Py was calculated using the Analysis of
Molecular Variance (AMOVA) [31] under the nudeotide evolution model of Tamura-Nei
[32]. The @y estimates were tested with 1,000 non-parametric bootstrap pscudo-replicates
using the ARLEQUIN 3.5.1.3 softwarc, and the p-values were adjusted for simultancous pair-
wisc comparisons using the sequential Bonferroni correction [33]. The AMOVA test consid-
ered the possibilitics of the maximum and minimum number of populations using hypothetic
groups of population structure. Groupings that were most and least inclusive were tested, first
by geographic proximity of the collection points, considering maritime currents; and secondly,
by using the geographical distribution and correlation between the North and South, and East
and West Atlantic. A minimum-spanning haplotype network was estimated using the Network
4.611 program [34]. The mismatch analysis in ARLEQUIN 3.5.1.3 included a raggedness index
to determine goodness-of-fit to a unimodal distribution [35].

Results

Ameong the 215 specimens of C. longimanus analyzed. we obtained a total matrix with 724 bp
with 9 polymorphic sites, yielding 12 haplotypes (Table 1).

In the overall analyses, we found low relative levels of haplotype diversity h = 0.5953 and
nucicotide diversity 7 = 0.0013, with the greatest diversitics found in the Southwest Atlantic
(h=0.8000, 7= 0.00184) and in the Meso-Atlantic (h = 0.7571, = 0.00192. Haplotype num-
bers three (H3 = 131 individuals) and one (H1 = 32 individuals) were the most common and
were found in all sampled regions, representing 75.8% of the analyzed oceanic whitetip shark

specimens. Numbers of polymorphic sites, haplotypes, nucleotide diversity and haplotypic
diversity for different samples are shown in Tables 2 and 3.

Northwest (n = 28)

&)

Western Equatorial
(n=51)

\ %
Southwes! (n=6) ‘

Sou:hcast (n=17)

(5] Wen Atlantic
@ East Adantic
QO Indian

Fig 1. Geographic distribution of samples of C: with the haplotypes analyzed and compiled from the seq of
the DNA reglon.
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Tabie 1. Polymorphisms found In the tweive haplotypes of C along
glons of the and Indlan €
Polymorphic sites
1 2 2 2 2 2 3 a 5
Haplotypes El 1 3 5 7 3 3 ] 2
2 o o 0 6 4 3 o ]
1 a c ;¢ A T a T c T
2 : c
3 . c . c
4 c A c
5 - c A c c 5
o c G c :
7 = ’ c % 2 c c
8 c - ;
B z : : : A A o |
10 A . c c .
1" z T c 3 3 o T 3
12 T c c T

Goi:10.137 jounal pone 0153023 1001

The AMOVA test was adopted following hypothetic groups of population structure. While
examining different scenarios of structuring, a greater difference (9, = 0.1039, P <0.001) was
observed when populations were grouped in two geographic regions: Eastern Northeast Atlan-
tic, Southeast Atlantic and Meso-Atlantic) and Western (Northwest Atlantic, Western Equato-
rial Atlantic and Southwest Atlantic) Atlantic Ocean. In this case, the indices related to genetic
variability were /i = 0.716 and 7 = 0.00165 in West Atlantic, and h = 0.471 and 7= 0.00104 in
the East Atlantic. Duc to the low sampling rate in the the Indian Ocean, the AMOVA did not

detect a statistically significant structure when left as a distinct group. However, in the F,,,

Tabie 2. Geographical distribution of haplotypes of Carcharhinus longimanus delimited by the different areas of the Atlantic and Indlan Oceans.

West Atlantic East Atlantic
Northwest West. Southwest Total Meso- Northeast Southeast Indlan Total
Atlantic Eq. Atlantic Atlantic (n=0) (n=83) Atlantic Atlantic Atlantic Ocean (n=130)
(n=28) (n=51) {n =10 (n=34) n=17) (n=9)
ht B 13 1 22 a 1 ] N 10
n2 4 7 : 1 3 1 1 1 s
n3 13 22 3 38 22 20 13 o o
n4 1 3 1 3 o . A -]
s 1t 4 1 o 7 1 1 9
ho 1 ~ 1 3 ~
n7 1 1 1 1
nh8 1 1 . . 1
ns . ’ - 1 1 * 2
hio 1 1
ht1 - - 1 ‘ 1
ni2 1 1
b, hapiotype

o 1G.137 Viounal pone. 0153023 1002
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Tabie 3. Population statistics of C: n, of individuals: P, polymorphic
sites; Nh, of haplotypes: h, haplotyp Y- .
n P Nh h ”

Northwest Atiantic 28 3 ] 0.7037 0.00177
Westem Equalorial Atiantic a1 a3 T 0.7431 0.00170
Southwest Aliantic ] 4 4 0.8000 0.00184
West Atlantic. as L] 8 0710 0.00105
Mezo-Atlantic 50 7 9 0.7367 0.00152
Northeast Atiantic a4 4 -] 01440 0.00034
Scutheast Atlansc 17 2 3 02279 0.00047
Inckan Ocean 9 3 4 0.5833 0.00082
East Atlantic 130 8 10 0471 0.00104

¢ai-10.137 Viounal pone 0133023 1003

pairwisc analysis an absence of structure was observed between the Indian Ocean and the East
Atlantic groups (Table 4).

A statistical parsimony haplotype network was constructed using the Network 4.611 pro-
gram. More than 60% analyzed sequences shared a single haplotype (H3), which was found in

all sampled regions (Fig 1).

Discussion
Population genetics of the oceanic whitetip shark

The results show low levels of genetic diversity for the occanic whitetip shark in the Atlantic
and also in the Indian Ocean, although the latter has been evaluated with a small number of
individuals and in a relatively small arca. Population genetic studics with marine vertebrates,
such as bony fishes, cetaceans and other clasmobranchs (including pelagic sharks) also tend to
report low values of nucleotide and haplotypic diversity in the Atlantic Ocean [36-39].
Although low lkevels of nucleotide diversity are not considered standard for clasmobranchs,
similar results to those obtained for oceanic whitctip sharks have been found in other highly
migratory pelagic species including basking shark (Cetorhinus maximus), crocodile shark
(Pseudocarcharias kamoharai), the whale shark (Rhincodon typus), pelagic thresher shark (Alo-
pias pelagicus) and the white shark ( Carcharodon carcharias) [25, 26, 38, 40-44]. The combina-
tion of low haplotypic diversity with a single haplotype shared by most of the individuals is
also found in the nurse shark (Ginglymostoma cirratum) [39], white shark (Carcharodon carch-
arias) [43] and sicklefin lemon shark (Negaprion acutidens) [44].

Tabile 4. Differentiation Index (Fsr) pairs of inthe and indlan . Palrwise Fgr numbers are below the diagonal
ine, mmmdmmmmmmmp represents a statistically significant dffarence with p-value < 0.01).
W Eq. Mezo- Northeast Southeast Indian

Atlantio Atlantio Atiantio Atlantic Ocean
Northwest Atlantc @ - - > s + s
Westem - 0.0228 o = & - + &
Eq Allantic
Southwest - 0.0005 0.0224 o - o > >
Allantic
Mezo- Atlantic 0.0309 00201 -0.0343 o - T *
Noriheast Atiantic 0.2716 02083 0.1332 0.0803 [+] o =
Southeast Atlantic  0.1170 00848 0.0081 0.0290 ©0.0137 o &
Indian Ocean 0.1092 00814 -0.0023 0.0013 00237 -0.0224 0

0oi-10 137 Viounal_pone 0133023 1004

PLOS ONE | DOE10.1371/journal. pone 0133623 May 17, 2016 o/11

82



@PLOS | ONE

Structure and Varability of the Oceanic Whitetip Shark

Considering two distinct groups for the occanic whitetip shark in the Atlantic Ocean and
based on the hypothetic population groupings and genetic structuring simulations, restrictions
to gene flow with moderate genetic divergence were observed, with one population occurring
in the West and another in the East Atlantic. Population structure between the castern and
western portions of an oceanic basin was obscrved by Cardefiosa et al [41] for the thresher
shark with strong differentiation in the Pacific. In the latest study on population genetic struc-
ture of the white shark, presented by O'Leary et al. [43], a similar structure was observed to the
onc in our study, being the P = 0.10 with sequences of mtDNA control region and Foy =
0.1057 with microsatellite marker, between the northwest Atlantic and southern Africa.

It would not be surprising to observe panmitic populations given the migration potential of
this species. However, occan currents and their interactions produce the oceanic barriers,
organismal dispersal potential, behavior and organismal environmental tolerances which all
contribute to patterns of diversification in the oceans [43, 46]. Scientific findings indicate that
the western Atlantic is an arca of both origin and accumulation of biodiversity [47]. This is sup-
ported by population growth rates of C. longimanus as rates of haplotype and nucleotide diver-
sity are approximately 35% higher in western Atlantic. The haplotype network in star
contraction gencrated from the haplotype H3 suggests an expansion cvent, possibly from the
individuals of the castern Atlantic, where the highest rates were observed in diversity with
higher frequency on the H3.

Currently, very litthe is known about the movemcents and habitat use of oceanic whitetips in
the Atlantic. The most comprehensive movement study of this specics used Pop-up satellite
archival tags applied to 11 mature females and one mature male, near Cat Island in the central
Bahamas. In that study, the maximum individual displacement from the tagging site dispersed
290-1940 km after 30-245 days at liberty, with individuals moving to scveral different destina-
tions. The tag affixed to the make shark never reported. All of the tagged oceanic whitetips
remained within 500 km of their tagging location for the first 30 days of their tracks and none
of them moved away from the northwestern Atlantic [27].

The shortest route between the western and castern Atlantic is between Brazil and Guinea-
Bissau, requiring an oceanic crossing measuring ~2400 km. Although this distance docs not
scem to be a barrier to potential oceanic whitetip migration, such a trans-Atlantic route does
not scem to be an aspect of the female behavior of the specics. In those regions the occanic
whitetip shark populations in the western and cast Atlantic are genctically differentiated from
onc another at mitochondrial loci, at least by female lincages. Philopatry is onc of the factors
that could also influence the reduction of gene flow across the Atlantic, by the migration of
females to their original birth place [27]. Philopatry is well documented in many other sharks
reviewed in Chapman et al. [48] and trans-Atlantic structure may have developed in oceanic
whitetips because females remain within or return to give birth on one side of the basin or the
other. A survey of biparentally inherited genetic markers is needed to determine whether or
not there is male-mediated gene flow across the Atlantic.

The haplotype network denotes genetic differences among individuals without showing cor-
relations between the different branches and their geographic distributions, with a characteris-
tic pattern of an unstructured population. Although dispersion of fishes between the Indian
and Atlantic Oceans are rarcly observed, mtDNA data show that some specics of tropical and
sub-tropical fish found in the Indian Ocean may cross the barrier of the Bengucla current [49].
The water transport between the Indian and Atlantic Occans is summarized in [50]. A strong
genetic connectivity between the Indian Ocean group and the Eastern Atlantic groups through
the pairwise Fey, despite low statistical significance, highlight the dispersal capability of C. long-
manus. Considering the movement of individuals between Indian and castern Atlantic, the
absence of significant genctic structure can indicate the existence of only one genctic stock of
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oceanic whitetip sharks around the African continent, both in the eastern Atlantic and western
Indian Ocean. The warm Agulhas current passes the Cape of Good Hope and is incorporated
into the cool Benguela carrent. The Agulhas current is one of the strongest currents in the
world, and it may help the transport of oceanic whitetip sharks from the southwest Indian
Oicean to the Southeast Atlantic. However, the question on whether the flow of these sharks
can also accur in the reverse order remains unknown.

More genetic studies and their importance in the evolutionary history of elasmobranchs
with oceanic distribution, as well as for the management of commercially exploited shark spe-
cies, are needed. Phylogeographic studies presenting extensive sampling and appropriate geo-
graphic scales including habitats with different ecological characteristics (such as oocanic and
continental, tropical or subtropical) have a greater chance of detecting evolutionarily signifi-
cant units, which would facilitate the development and application of appropriate conservation
measures [31].

Conservation of the oceanic whitetip shark

Though shark populations are often impacted by overfishing, pelagic species, induding . long-
imanus, ubiquitous in all tropical oceans, with its susceptibility to incidental longline capture,
make it prone to population declines, prompting the IUCN to designate it “vulnerable”. Con-
sidering the important relationship between the sustainability of a natural population and their
genetic diversity, there is an urgent need to uncover information about global levels of genetic
diversity and geographical distribution as well as patterns of gene flow and the detection of sig-
nificant evolutionary units.

Here we present evidence that two populations of oceanic whitetip sharks exist in the Atlan-
tic, specifically one in the western and another in the eastern regions of the basin. Despite their
highly migratory nature, barriers to the gene flow of oceanic whitetips in the Atlantic result in
twio genetically distinct and demographically independent populations. This structure should
be incorporated into assessments and monitoring of this species. The factors that restrict gene
flow in the Atlantic may be absent between the east Atlantic and parts of the Indian Ocean; as
there appears to be connectivity between those two regions. Isolated populations, especially if
reduced by fishing or other sources of mortality, are vulnerable to inbreeding as reproducing
adults have an elevated probability of mating with relatives [32]. Nonrandom matings generate
deviations in allele frequencies with heterozygous defidiencies. Therefore, resource managers,
tasked with the conservation of this species, should recognize that intrinsic reproductive barri-
ers need to be considered concurrently with immigration rates, for sustaining at-risk popula-
tions.In addition to the low levels of genetic variability found for whitetip sharks throughout
the study area, an important difference was observed between the two populations, with the
haplotype diversity of the castern population 34.2% less than the western population. This
difference was even maore striking for the nucleotide diversity with 36.9% less in the eastern
population. These low genetic variability rates found may represent a dramatic risk to the adap-
tive potential of the species leading to a weaker ability to respond to environmental changes,
and consequently, could promate extinction of some lineages in the future. Diescribing differ-
ences in indices of genetic diversity allows for managers to prioritize conservation efforts
between populations with the highest diversity index, maintaining evolutionary potential, or
populations with the lowest genetic variability. in an effort to prevent further inbreeding and
reduced reproductive success. In order to prevent further population declines, we suggest that
ghobal genetic diversity should be preserved for all haplotypes through multinational coopera-
tion, and particularly for the two distinct populations of oceanic whitetips identified in the
Atlantic.
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Evolution and conservation of Characidium sex

chromosomes
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Fish spacies exhibit substantial variation in the degree of genetic differentiation between sex chromasome pairs, and therafore
offer the opportunity to study the full range of sex chromosome evolution. We used restriction-site associated DNA sequencing
{RAD-seq) to study the sex chromosomes of Characidium gomesi, a species with conspicuous heteromorphic ZW/ZZ sex
chromasomes. We screened 9863 single-nucleatide polymorphisms (SNPs), comesponding to ~ 1 marker/100 kb distributed
across the genome for sex-linked vanation. With this data set, we identified 26 female-specific RAD loci, putatively located on
the W chromosome, as well as 148 sex-associated SNPs showing significant differentiation (average Fi;=0.144) between males
and females, and therefore in regions of more recent divergence between the Z and W chromosomes. In addition, we detected
25 RAD loci showing extreme heterazygote deficiency in females but which were in Hardy-Weinberg equilibrium in males,
consistent with degeneration of the W chromesome and therefore female hemizygosity. We validated seven female-specific and
two sex-associated markers in a larger sample of C. gomesi, of which three localised to the W chromesome, thereby providing
useful markers for sexing wild sampies. Validated markers were evaluated in other populations and species of the genus
Characidium, this exploration suggesting a rapid turnover of W-specific repetitive elements. Together, our analyses point to a
complex origin for the sex chromosome of C. gomesi and highlight the utility of RAD-seq for studying the composition and

evolution of sex chromosomes systems in wild populations.

Heradity (2017) 119, 237-244; doi:10.1038/hdy.2017.43; published online 26 July 2017

INTRODUCTION

Sex chramosomes are usually defined as 2 pair of chromosomes which
carry the sex determination (SD) Jocus, and they typically occur as
cither male (XX/XY) or female (ZW/ZZ) beterogamety in diploid
organisms (Martinez et al, 2014). &xchxm:d:mpmuuﬂm
assumed to result from selection against bi b the X

_‘J'J d e th o M | . mnj "
bmhbyﬁnnpdnuduachrmmmmomumllu
significantly reduced b d to Is and

birds [MmkndAnu.mBadltmgnnl. 2014). This rapid
mmhnpmduedmanyaauplaof«fdhtmndmm

and Y or Z and W chromaosomes in order to maintain the association
between a sex-determining allde and a sexually antagonistic allele at 2
Jocus in close proximity (Bull, 1983). The loss of recombination on the
sex-limited W or Y can result in degenerative processes, such as the
accumulation of recessive deleterious mutations and repetitive DNA
clements { Ellegren, 2011 ). 1f allowed to progress for a sufficient period
dmdmptwmanyro&nmqwﬂlcmoammmdw
content, referred to as sex ch by (Ohno, 1967;
Bull, 1983),
hmuunmmkudhtdxwhkhshwhmbﬂm
ch that are conserved within each clade, fish
abhlawn&vxiﬂydmmblqmndnm&nluvz

ic species, and even different systems within
qxnu(hhninartd. 2014).

Neotropical fish in particular show a remarkahble diversity of SD
hanisms, and this diversity offers a ! Lab ¥ to exph
and test evolutionary hypotheses about the origin and evolution of sex
chromosomes. Different sex ch ¥ hmbcm“ cribed

bydwaland Leenlar & > PR ™)

¥

phi (OhmnnnLM)bmmaﬂr

from recent work in Poailia retiardeta (Wright o al, 2017),

sequencing-based studies on sex chromesame evolution have not yet
been conducted in Neotropical species.

Characidinm, a genus within the order Characiformes, shows a wide

Neotropical distribution. All cytogenetic studies on this genus have
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thus far revealed a conserved diploid ch ber (2n=30),
md most amlym have revealed \mlaly heteromorphic  female

gl sex (Scacchett er al, ZDIS).M
that the ZW/ZZ chromasome system of Characidii d once

Al ,‘ were collected i dance with Brazilun emvironmental
3 permission MMA/IBAMASSISBIO—number
mS)audihe dures for e and analysis of the

wmmm-m‘vﬁhlmw&:\nmi

in the ancestor of the genus (Pansonato-Alves ef al, zom Following
this putative single origin, the sex ch in Characifis
&vun&dm;dﬂummmdmﬂmmaﬂmu
significant inter- and intraspecific cytog wtion in size and
heteromorphism (Scacchetti of al., 2015).

In order to characterise the degree of divergence of the sex
chromasomes, as well as variation across populations and related
species, we used restriction-site associsted DNA sequencing (RAD-seq;
Baird er al, 2008), which permits the simuly d y and
Mmdh@nmnhsddndrn&hﬂ&pdmﬂm

(SNPs) across many individuals. This approach now pr

P ion (COBEA} procedures and was spproved (protocel 595) by the
hmlmmkﬂm&ha&mmo-md-nﬁ(mm

RAD cing and SNP gef i
huDMMZIhﬂbdllm&denMdﬂg
the NuclkoSpin Tiste Kit (Macherey-Nagel) and treated with RNAse to
remove residual RNA from the samples. DNA quantity and quality were
MMM(M)nﬂwﬁmbW:mm
Im arder 10 help achieve an even rep dr two
MDMW!M&MDM!&MM 19
individuals, both with approximately numbers of each sex. The RAD
library preparation peotocol, induding the design of RAD-specific P and P2
paired-end adaptoes and libeary amplification PCR primer sequences, followed

densitics appropriate for detailed studies of sex ch char-
isation and its evolution in fish (Martinez er al, 2014; Pan ¢t al,
ZDIG)IMMD—:qhab«nlwhdlormcldamﬁatmdm
dysis in model and aquaculture (Robledo
ﬁn’l Ml7)amﬂ&ﬂd(wmnnﬂal ZOlLBdln:ﬂllLZOlé)
species. Resul d here provide new inf on into the
dﬂumhnmofthcw h and its variation across
populations and species within the genus Characidinen.

MATERIALS AND METHODS

material

m:ﬁbnlcw“cﬂ:dhh&p«hm
mhm:y?mlmhﬂﬂuﬂ(ﬂm&;ﬁmucmd
inspection under fight mi pe and cytoge naly (Fth)m
used 10 sex individuals and to check for b b
mdﬂhaﬁbmiﬁmamﬂdllh&smﬂ
18 males of C. gomen from the PR population were used to construct RAD-seq
libraries.

DNA from additional sexed specimens from the PR population {14 females
and 7 mades} and from soother distant populstion {10 males asd 10 females,
Alimbari River, Tieté River Basin, Brazil; TR onwards; Figure 1) were analysed
to validate the identified sex-associsted marken and to check for their
intraspecific comservation. Furthermore, specimens from two other Charaa-
mmcmqsmwsmnumm
which lacks sex ch phism, and C. preostictum (5 males
dSthl&mde‘mmmﬁanndlm
heteramorphism |Pansosato-Abves et al, 2014}, were used for testing trans-
specific conservation of sex-associated markers identified in C. gowes.

3! of al. (2012). lnlmin:b:.npkln 3% X0ng DNA) was
WydipduihMUMwl&H‘tymkﬁmmmn
Englind Biolabs; NEB) in 1 % Reaction Buffer 4 (NEB) at 37 °C for 45 min.
Th:mﬂodﬁulwhmlmtbznbﬂmmdnﬁ'tlm
dividual specific Pl adaptors, cach with a unigue 5 or 7 base barcode
WT&SIIMWhhMMMMD‘Ch
90 min, by adding 0.5 yl 100 vt P1 adaptor, 042 ! 100 mu rATP (Pramega),
02yl 10x Reaction Buffer 2 {NEB), 0.1 yl T4 figase (NEB, 2wt Umd~ ) and
reaction volumes made up to 12 yf volume with nclkease-free water. Following
figation, the samples were heat imactivated at 635 °C for 20 min, woled to reom

b3 w‘ ’ ¢

Figwe 2 Mitcbe piste of Characktium gomes! fermale after C-banding,
showing 2 strong C-band positive pattern on W chromosome.

Figure 1 Geographic map of sites for C

species and popalabions used in this study.
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temperature, then combimed into ane or other of two library pools. Shearing
{Cowvaris 52 somication ) and initial size selection (c. 200-500 byp) by agarose gd
scparation of both Ebvary pools was fllowed by gel purification, end repair, dA
enverhang addition, P2 paired-end adaptor ligation and library amplification. An

jimol. inati with 5 and 6 base barcodes (1 yl of

Craracium sex chyomesomes evaksion
R Ulsunomi of 3

mining around the RAD locs in blind cave fish and zcbrafish genomes {2 Mb
windows: RAD Jocus pesition = 1 Mb) was performed with BioMart {www.
ensemblorg), to identify redevant genes related to gonad differentistion. In
ddxmdln-h&dmhnmmmdnhhpmdwbudy

lowl’qumrmwllmry)wnmdundudyqxhﬁ-y Aot of
150 d of each amplified beary (16 PCR cycles) was prepared and size sdected
{c 320-650 bp) by ped electrophareds. Following a fimal g elution step inta
20 yl EB buffer {MinElute Gel Purification Kit, Qiagen, Hilden, Germuny), the
Ebearies were quantified by fluocimsetry.
Equimolar amounts of both libraries were combined and d in one

spersed repeats and low complexity regions (www.rep
u;Smn-LMlS)
In the coe of sex-associated SNPy, the relative coefficient of genetic
differentiation (Foy) was wsed to measure the extent of genetic differentiation
between muak and femule groups using GENEPOP (Rousset, 2008; permutation
test; P<(L5). Theoretically, the maximum F,; expected in a ZW/ZZ system
ing fixation of one allelic variant in the Z and another in the W

Line of an Ilumina Genome Analyzer I (100 base paired-ends (PE) reads) at
the Wekome Trust Centre for Human Genetics Sequencing Platform. Raw
reads retrieved from the ing platform were processed using Stacks v1.08
(Cldmnd.nll).ﬁl&pmm-uu:dbw
mm&dud: dividual, d g reads with lled boses, missing
iction site, amby barcod ummmmnm
mhmwndnd‘ldliqm(!hnnlh-wldwli
site) were 3' trimened to 93 bp. Next, desevo_mup.pl was used to align these
processed reads into exactly-matching stacks, and to score SNPs at each locus
using 3 maximum fr vk The main were as follover
mﬁM(M:JLmnMMM
within stacks (m=2), and mismatches between ample tags when building the
catalogue (m= 1). Third, two data sets were extracted from the SNP data: (i) the
popedarions module was used to generate an unfiltered set of all RAD ki, from
which lists of RAD Joci present in all fermales but not in males and vice vena
were manually identified; (i) the export_slpl and populations modules were
wsed to select 1 set of highly consistent, robust SNPs. For the tter, RAD-oci
with a minimum depth of 1} reads, containing only ane SNP with two variants,
and genotyped at keast in ~ 75% of the 28 samples were selected. Finally, the 3
end read sequences (Tlhumima P2 reads) of the RAD lod sdected in (i) and ()
mr&tudndd&dm'ﬁcmwm&khdel
RAD-tags are g d by random shearing #t is possible 1o asscmble mi
mdsﬁm&tmmthpmmw(&tnd.
2011). CAP3 software was employed for this { Huang and Madan, 1999 using
the suggested parameters in the CAPI manual for short reads assembly.

Two different types of sex-linked markers were identified in the PR samples
wed for RAD-seq. First, femae-specific RAD loci were defined s soquences
dr&nlﬁdmhnhhn&nﬂdm&nnﬁwﬁ.n-
associnted nuarkers were defined a5 SNPs with si
-&qmﬁmhﬁaﬂﬂdﬁnlnlﬂudhmﬂym
of false positives when analysing very large numbers of markers, two

thwd:smudtnﬂ:ﬂiycmﬁdﬂxx-nnﬂdﬂdh(?tdﬁL
MnMmeq&ﬂmdm

chromosomes is F; =05 (Kirkpatrick and Guerrera, 2014}, and we used
threshold 10 evaluate the magnitude of observed Fey.

Deviations from Hardy-Weinberg (HW) expectations (exact tests; P<0.45)
umdu&mmthamm
computed by GENEPOP. In a ZW/ZZ ch
-bmwnmbmqmuqhmduhpﬁxd&mh—
tion between the Z and W ch However, b
may arise due 1o null aldles caned by dege of the W ch
(Mamk and Avise, 2009 Furthermore, in highly evolved SD chromosome
systems, the heterogametic sex muay be hemizygous for Z-linked markers, thes
we would not expect heterozygous females at those Joci where the W has
sufficiently degraded. We abo used linkage disequilibeium (LD) to coafirm sets
of Joci putatively linked to the sex chromosome pair, again wing GENEPOP
(exat test; P<005). To accommodate mutiple test isues, we compared the
proportion of sggnificant LD deviations of a putative sex-linked SNT set versas
the average gemome LD, estimated using 20 samples of 100 SNPs each
MW:MQM;&WW&KAWMW

!

dhmquhm dom SNP was d and
the btained. LD b umlnanhoddbchdu
hmnmmWMMmmwﬂM
increase at those regions where b b Zand W ch

is restricted.

Validation of sex-linked markers

Female-specific RAD seg were individually validsted by PCR

u-aa&dmddbkmblﬂ.smbhnhﬂpqﬂm
Primers were desigoed wing Primer? (Untergasser of al, 2012) and PCR
conditives were those peovided by the programme (Supplementary Table 52).
hmmmm&,mmhmmmm
same PR son. Valadation was hampered by the shoet length of the 5 PE
(QShm)udlklddhspmr&mmMMwmd
the 3' end of asembled contips with sex-associated SNPx, 2 regon moee
suitable for primer design (usually > 300 bases ), a5 this end i more likely 10 be
in LD with the sex-associated SNPs identified Primers for the selected SNPs
were deugned (Supplementary Table §3) and samples genotyped o the matrix
assisted liser desorption ionization-time of flight mass spectromety platiorm

(Rousset, 2008). Second, we calculsted a logistic regr based g wide
mmmhﬁnmmhmm:mﬁ
genetic polymorphism implemented in GenABEL (Aulchenko et al, 2007), with
sex coded as a binary trait. The common set of markers identified with both
approaches was considered as consi ‘L-mmd-ih:a.wh‘k&m
markers identified by only one the two analytical methods were
suggestive, but not included in the sex-asodated SNP [ist.

RAD loci identified with both approaches were annotated using BLASTn and
BLASTx homalogy searches (Alschul of ol, 1990) against NCBI's arint
catabase (hitp/fwww.nchinim.nih gowblas) using both the 5 end sequence
and the 3' end contig sequence of exch RAD locws. To asign predic

(Seq San Diego, CA, USA] at the University of Santiago de Compostek
In oeder to investigate the inter-popedation and inter-specific conservation of
sex-associated markess, we also amplified our PCR primen on 20 individuals
(10 musles and 10 females) from the TR C. gomess population {Figure 1, s wel
as C prerostictom and C sebwe, with 5 males and 5 females in each species,
ting the protocal described above.

Assessment of W-linked markers: microdissection and fluorescent
in situ hybridisation (FISH)

A C gomes W-specific ch beary was d through micro-
dissection of the W ch and amplified wsing the GenomePlex Single

mxhdmhhn-hhdMDhadecmnm
made to the genomes of the blind cave fish (Asynar mexiceme, Chmcidas;
NCBI BeoProject accession PRINABSLIS), the chsest related species with an

embled within Characill nﬂ"‘(lhmm(’mw-

Cell Whole Genome Amplification Kit {WGA4, Sigma-Aldrich). This library
was then used as the DNA template to verify W-linkage using the screeming
methodalogies outlined above. In addition, the amplified female-specific PCR
products were Libelled with digoxigenin-11-dUTP (Roche) o verdy ther

MMNGR&IDL&&&WMMM
mﬂb&qﬂymm&!wbﬁmhwm
physi. Searches for homology (E-value «< 1077) against these reference genomes
were carried out using both 5" and ¥ end sequences of each RAD locus. Gene

location and distribution in C. gomesi genome (or W chromosome | through
exquent FISH experi

FISH analysis was performed as described in Scacchetti er al (2015). In beief,
slides were incubated with RNAse (50 ygml™') for Lh at 37°C, and the

239
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chmdDNAms' nM'

ide/2 x SSC for 5mm at

hybridise & 37°C in a moist chamber for 36 h. Post-hybeidisation, all slides
were washed in 0.2 x SSC/15% formamide for 20 min at 42 °C, followed by 2
second wash in 0.1 xSSC for 15min at 60°C and a fmal wash at mwom
temperature in 4% SSC/0.5% Tween for 1l min. Probe detection was carried
out with anti-digaxigenin-rhodamine {Roche), and the chromosomes were
counterstained with DAFD (4'5-diamidino-2-phenylindole, Vector Labors-
tocies) and visuaised by optical photomicrescopy (Olympus BX61). Images
were captured tsing Image Pro Phis 6.0 software (Media Cybernetics).

RESULTS

RAD sequencing: SNP calling and genotyping

After demultiplexing and filtering for quality control, we recovered
247743 386 PE reads, 87% of the total raw read count (NCBI
BioProject PRINAIYIMS;  Accession numbers:  SRR5738929-
SRRS5738965). Two females were removed from further analyses due

retain RAD-oci (14 for fomules and males) ensured a mininum
number of individuals per sex in order to contral the number of false
positives in our sample (Brelsford er al, 2017). The average sample
size used for SNP genotyping was close to the total number, the mean
mdfandsndmaksaﬂyndpahn-baqlljadnﬂ.
respectively. We identified 148 sex-
common 1o both statistical approaches used (exact G tests and
gemome-wide association; P<0.05; Supplementary Table Séa). Foy
values of this set ranged between 0.0%0 and 0.299 with a mean of
0.144 (s.d.=0046) (Supplementary Table S6b). Ten loci showed an
Fi ;> 0250 and SNP with the highest F; =029 suggests notable
divergence between the Z and W, given the maximum expected
Fy=03500. The Fyy frequency distribution of this sex-associated SNP
set and a 500 random non-associated referen -l(l»"g:mlhbm«d
distinct modes, and the small overlap b the dist
conﬁnnlherﬁnnao[umsmuxdawmh.lnmmen
non-associted SNPs overlapping at the kft end of the sex-associated

to the very low number of reads, leaving us with 19 females and 18
males for further analysis with an average of 6664 512 filtered reads
per sample (Supplementary Table S1).

We penerated a catalogue of 360 754 unique RAD loci with the
Stacks pipeline, of which 89 572 were polymorphic. The number of
unique RAD-tags in eaxch sample ranged from 62945 to 83 463
(Supplementary Table S1). After applying the final filtering steps, we

incd 9863 putative bialldic SNPs with a minimum depth of 10
reads and genotyped in at least 28 individuals (Dryad doi: 10.5061/
dryad.tr3d8), with similar average number of reads for both sexes
(femaless 60.8, sd. =29.6; males 53.1, s.d =26.1).

RAD-tags in PR samples of C. gomesi were analysed for two types of
sex-linkage. First, we identified 26 female-specific RAD loc sequences
in the full pand of 19 females, which are consi with W-linkage in
regions that are sufficiently distinct from the Z chromosome
{Suppl v Table Sdal. Intercstingly, the average number of reads
per individual for the female-specific RAD loci (318, sd. = 18.1) was
very similar to that observed for the whole RAD locus data set (388, 5.
d.=29.8), suggesting that our W-specific st represents a limited
proportion of the C. gomesi genome.

Seven of the female-specific RAD loc showed X
mhwomrdudmmhdmghy&myﬁﬂnd I7-b¢ndshy-
drogenase 3 (haf)7p3), a steroddogenic factor related to gonad
differentiation (Mindnich e al, 2005; Supplementary Table Sdb)
Around half of the female-specific RAD loci were related 1o vanous
qpudupamzkmmudcﬁndbyann;dmmm

as P and seven with =5 hits in the
ref ially that of the blind cave fish (average =336
hits, sd.= WLlndﬁmemmMapdﬂem
suggesting a relationship to retro-clements and two showed very Jong
microsatellite tracts (> 100 bp). Only two of the female-specific RAD
loci rendered a unigue hit in the blind cave fish genome and one could
be anchared on the genetic map to linkage group (LG) 20. In addition,
the hsdl7fi3 gene was located in LG6 and LGS of blind cave fish and
zebrafish genomes, respectively. As expected in a female heterogametic
species, we observed no male-specific RAD sequences.

We scanned the 9863 SNPs for evidence of significant allelic
differentiation  (Fgy) b males and females (P<005
Supplementary Table S5), which would be indicative of regions where
the Z and W chromosomes have started to diverge but which still
retain significant homology. The 73% genotyping threshold wsed to

distribation were suggestive, namely they were identified with only
one approach, genome-wide assocition or exact G tests.

We hed public datab to identify didate gemes related 10
udﬁamh&elﬂn—ﬁidSNh(&vmmTﬂt
S6c). A total of 116 sequences were annotated (78.4%), 16 of which
(138%) were transposable chements and five induded long micro-
satellite tracts (> 100 bp). Two RAD loc were annotated to genes
involved in gonad dif¥ "md,*"*‘ g metin-2,
a gene that codifies for a juncti decule crucial for
(MML&EI‘)M&WchmmM
follicular development of the mouse ovary (Kawagishi of al, 2005),
and tgfh2, a gene that plays a pivotal role in gonad development (Ergin
et al, 2008). Nectin-2 and tgf®2 were located at LG23 and LG10 of
Bind cave fish and at LGI9 and LG16 of zebrafish, respectively.

BLASTn searches of the 148 sex-associated RAD loci to the blind
cave fish and the zcbrafish were undertaken to p iall
Mﬁmdm[iﬂe<l°' SupﬂanmyTah&S&L
A total of 24 sex-associated SNPs mapped to unique positions
of the A, mexiomis genome, and 5 to the D rero genome
(Suwlanuluy le‘e Sﬁc), which & consistent with the doser

phylog: A g and C gomei

100

0 |

Figwre 3 Distridution of genefic (=) male and
female subpopulations for the 148 sex-xssociated SNPs (dark grey) and a
sample of 500 SNPs not associated with sex (light grey).

Heredity
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Nineteen out of 24 mapped loci were located in the genetic map of the
blind cave fish (Carlson o @, 2015), with LGS, LG, LGI5, LG16
and LG22 each contaming two hits. Most mapped loci showed Fgy
values around the mean (0144 range: 0.094-0.278), except
137075_37 on LG22 (F51=0.278). Gene mining v n I AMb on
cither side of the mapped RAD loci identified several genes invalved in

gonad differentiation, particulasdy in the blnd cave fish genome. Two

notable genes were found at LGS include sperm adhesion molecule |
gene (spaml), which is involved in sperm penetration through the

cumulus matrix (Kimura of al, 2009), and stimulated by retinoic acd

i, 2012). In

6 gene (strad), which is involved in vitelogenesis (Levi of
addition, a gene that functions in female differentiation, b-cateninl

ctrmbl; Chassot ef al, 2014), was tightly linked to another RAD locus
mapping at LGI0, whereas two genes rdated 1o the steroid hormone
mediated signalling pathway, that i, nuclear receptor subfamily 4

group A member | (nedal; Abdou ¢ al, 2013) and retinoic acid

receptor, gamma b (rw, closely mapped in LG22, Other important

penes rdated ¢

gonad development, bane morphogenetic protein 15

bip15; Han , 2015) and cytochrome P450, family 26, subfamidy
b, polypeptide | (p26d]; Saba of al, 2014) were found in LG16, while
the ocstrogen receptor 2b gene (esr2b; Delalande e @l, 2015) in
zcbrafish LG13,

Our analysis is somewhat limited by the rdativdy small number of
ndividuals screened (37) and the large number of loa analysed
(9863). Nevertheless, we observed several important indicators of
differentation between the Z and W chromosomes. First, we observed

un the 148 sex-associated SNP
(P<005 19.6% vs 4 2%,

a sigmificant deficit of heterozygotes w

data sct compared to the genomic ave

¢

respectively; Supplementary Table S6b), suggesting a higher propor-
tion of null alldes in the sex chromosome pair. This would be

expocted if W and Z chromosomes have diverged significantly

from one amother. Furthermore, we detected 25 Joci with high

heterozygosity (Hy 20.4) showing extreme heterozypote deficiency

in females (Fs=1) but in HW equilibrium in males (Supplementary

Table S7). Only two markers showing w¢ characteristics were

detected m males, which suggest a low proportion of false positives
within the 25 SNPs identified in females. These loci might be located
in regions where the W has sgnificantly diverged, for which females

are hemirygous

Craracifum sex chyomesomes evalutics

R Ulsy

The proportion of LD departures (P<005) in the 148 sex-
associated (84% pair-wise LD) and @ the 25 female-limited
(17.7% her than that
background (20 random 100 SNP samples over the 9863 locic

1) SNP sets was much b

sbserved in the genome

mean = 1.725% 2 0.062% 95% CI: 1.595-1.855), strongly supporting

their linkage. Moreover, pair-wise LD between the 148 and 25 SNP
sets was also much higher than the background (9.2%), supporting
r linkage to the ZW pair

Validation of the female-specific and sex-associated markers

The 26 temale-specific RAD loci were validated by PCR on

expanded sample of 35 females and 25 males of C gomesi from the PR
population. Two RAD loci showed high sequence simiarity, and a
single pramer pair was designed for their amplification (Supplementary
Table S2). Seven out of 26 loci showed different amplification pattemns
4). Most of these sh
band of the expected size in females, while no band or a different

between the sexes { Fgu

wed a single prominent

banding pattern was observed in males. The remaining 19 RAD loci

owed a similar banding pattern in both sexes. Nevertheless, this fact
does not predude diagnostic differences between males and fernales
for these RAD loci, possibly reflecting diagnostic polymorphism within
the restriction erzyme site associated with the specific tag

A total of 15 of the 14R initially sdentified sex-associated RAD loci
were sclected for wvalidation in the expanded PR sample
Supplementary Table S3). Thirteen prmer sets of the 15 selected
RAD loci were successfully genotyped in the PR population (Table 1
and Supplementary Table S8). Nearly half of these SNPs showed lower
<0.2)

, diminishing

polymorphism than thexr 3' counterparts (H,

statistical power to detect differences between male and female

subpopulations. Of the seven remaining loci {Hy =>0.25), two showed

significantly greater differentiation between males and females than

the 5' SNP counterpart (F, > 0.290), supporting sex-linka

estingly, 33.3% positive F; values were detected in females but not in

males (P<0.05), supporting the presence of null alldes linked to

W chromosome

Trans-population and trans-specific conservation of female-specific
and sex-associated markers

Four out of seven validated fomale-specific markers were consistent in
both the PR and TR populations. The remaining three Joci showed 2

locus §2018 focus B2070 a5 8915
Laad TR ] PR ™R
FW M F M FW M F M FW M F M

locus 94645

PR TR

F M

F W

Figure 4 Esndrg pafterns of walidaied femaie-specic man
Ampiihcation o some DNA ey 5 also shown

dentihed

the W chrom

Charnacisium gomes! in Paranapanema (FR) and Tiele (TH) peoputations.
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Table 1 Genetic diversity and differentiation between male and female subpopulations for the validated SNPs detected in Chavacidium gomesi
SNFP Code Femaies Makes Fxr Fer T end
K Hg Hr Fis K Hg Hr Fis
L17352_28 2 0.185 oirl -0.083 2 0033 0099 ] -0.0z3 0150
L23381_a2 2 a 0uor3 1.000° 1 a a o -0.018 0192
L28007_T0 2 0a7a 0307 oLFa3s == 2 Q111 2203 0.48 -0o13 a.299
L29322_74 2 oAz D408 -0.128 2 2321 0333 Q.11E o29E o220
L30946_43 2 0.182 012 OS] 2 0333 0434 0.232 0,035 0.1p4
LIF0e_37 2 0208 oAl 0557 2 0200 a.188 -0.o77r D.25E az278
L3BETS_O9 2 a.la o1s -0.088 2 0333 0288 -0ITZ el ] 2173
L33050_53 1 a a NA 1 a a NA W 0.183
L333e8_a2 2 0983 0509 -0.928 2 1 0514 -1 o 0238
LE3884_BO 2 0320 0327 Q020 2 a.lar a.248 0323 -0o1s Q177
LToa0_T3 2 ouaz2 oUsaz2 -0.039 2 0.588 0499 -0IES -noz2 az28l
La01EE_33 2 0.185 071 -0.083 2 Q.038 0038 o 002 0283
L3333 53 2 03z ouaaz? a 2 [allal ] 01058 o -0.022 3.130
Botreasoen. P, rbmedng costfarl, Py, eiatve et dffemsblize Hy steeress He, anpcind hajerorgpy, & rumbe: o silso. M4, rol sppicsbie, SKE
singls-neciectide polreosphiun, *Fc0.08%, TR0, " P00l n grey backgound boei wits sgrdicant snd hgh R s e 3 end feded SHE.
similar banding pattern in males and females (Figure 4). Motably, chromosomes [Gamble & al, 2015} Consistent with the female
none of the primer sets for female-specific markers produced female- b i sex ch system reported in this species, we
specific PCR products in C prevosticum and C. zefrar, and assays of the rocovered female-specific RAD loci, but not male-specific loci, and
13 validated sex-associated markers in the PR population failed or  roughly half of the female-specific RAD loci showed typica features of
were monomorphic in these teo species. repetitive elements.
An increasing mumber of studies using RAID-seq methods have been
Location of sex validated markers on the C. gomiesi genome carried out in a range of organisms either to identify the S0 region by
Two female-specific markers and one sex-associated marker produced  identifying sex-associated molecular markers at the population or
PCR products of the expected siee when amplified on the micro-  species level. In some cases, linkage mapping has been used to identify
dissected W chromosome library (Figure 4). confirming their location  the sex-determining locus. The first approach can be applied to wild
on this chromosome. The sevenm PCR amplified female-specific  populations based on LD between polymorphic loci amd the 5D
markers were used as probes for FISH on C gomesi metaphase plates  region, while the second method requires a mapping family panel
to ascertain their location, but no specific signals of hj'bu'i.diulinn were  (Gamble and Farkower, 2014; Fowler and Buonaccors, 2006&; Gamble,
detected. In keeping with their known transposable elements sequence 20065 Brelsford e afl, 2017; Robledo e al, 2007).
composition, three of these generated weak scattered signals through- Inevitably, with small numbers of sexed individuals being screened
out the karyotype of the species, suggesting multiple locations  for a very large number of SNP markers, false positive associations
(Supplementary Figure 51). between wex and markers are likely to arse. While limited nunbers of
individuals were available for our sh.u‘h' {19 females and 18 male),
DISCUSSION analyses from similar studies in other species suggest that data from 12
Teleosts show a high tumover of sex-determining mechanisms  to 14 random individuals of each sex should be sufficient for relatively
{ Martinez e ai, 2014), i.ru:'ll.ld.'mg sex chromosomes. This npid origin  rodust sex-linked analyss (Lambert of al, 206 Brelsford e af., 2007}
makes fsh a wseful clade for studying the early stages of sex  We validated approximately one third of the female-specific RAD loci
chromosome evolution. In this study, we characterised the sex  in a broader sample of the PR populstion, thereby provimg the
chromosomes at both population and species level in the genus  usefulness of RAD-seq to develop sex-specific markers in non-model
Characidinen wsing a reduced represenifation genome sequencing  species (Gamble and Zarkower, 2004; Fowler and Buonaccorsi, 2016).
strategy (RAD-seql. Owr shody is based on 9863 fltered SNPs, Moreover, two of these loci were amplified by PCR from the
cquivalent to roughly | SNP per 100 kb and 1| RAD locus per 3 kb,  W-chromosome library, confirming W-linkage. The fadure of several
based on the reported genome size of the species of roughly | Gb  other sex-specific marker asays to amplify products from the W
(Carvalho ot ai., 1998]). chromosome  library may reflect methodological lmitations  of
Clear heteromorphism between the £ and W chromosomes has  W-DMA library construction duse to the gross process of microdissec-
been reporied for both sire and C-banding patiern in C. gommesi  ton of mitotsc chromosomes amd  ther subsequent  random
(Maistro f al., 1998), and this is consistent with the proportion of sex-  amplification.
linked RAD sequences and SMPs we identified. The W chromosome of Interestingly, some of the validated markers were population-
C. pomesi shows C-positive banding in mitotic plates suggesting a  speific, suggesting that a fraction of W-specific sequences may evalve
condensation estate [Figure 2; Maistro er al, 1998) thearetically related  rapidly, and populations located in a rather small geographic area may
to the accumulation of repetitive sequences (Charlesworth, 1991).  display different W-specific RAD-tags reperioires. Sex chromosomes
Thus, the genomes of species with heteromorphic sex chromosomes,  oftem display higher rates of molecular evolution compared 1o
Ihcmmupmudmhanmnmm-spe:iﬁtrﬂﬁ:ﬁmﬁu autosomes (Bachtrog, 2005 FRlatov, 1005 Herdin o al, 2004
{amd hence sex-specific RAID loci) than species with homomorphic sex Shikano e al, 2011), and this indicates that differentiation between
Heredity
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species should be higher for sex-linked regions. Consistent with that,
we found that none of the C. gomesi female-specific loci amplified in
the two other species evaluated (C. zebra and C prerastictum). This
ﬁndngmnldbeduclolcm’alhﬂon,mchdu‘lhtrqddﬁrm
tion of the W chr y in molecular
qm-mmamo.nmwmnd 2016); the
phylogenetic distance among the analysed species (Pansonato-Alves
et al, 2014}; or even possible transitions of sex-determining systems
between C. gomesi and C. zebra.

1t is worth noting that we detected a relatively small proportion of
female-specific RAD loci (0.0007%), which is a much smaller fraction
than expected based on the fact that the W chromosome constitutes
3% of the C. gomesi karyotype in metaphase plates. This is most likely
due to a small repertoire of repetitive elements that lack Sbil sites on
the W chromosome.

Wewlamm—mds.\lhmc;mvum

Craracium sex chyomesomes evaksion
R Ulsunomi of 2

give rise to null alleles. In regions where the W has caly begun o
diverge from the Z, we expect a significantly higher frequency of
Wespecific null alleles, manifesting as significant deviations from the
null hypothesis (Fy =0), s observed in our data (19.6% deviations for
sex-associated loci vs 42% across the whole data set). In regions where
the W chromosome is highly diverged, this situation would be extreme
(Fs=1) and females will be b for the Z ct and we
MBMwﬁimdkmkhammw
> mlthpmmn

Y

dxmmmwnhmolds (25 murkers), where

tion was suppressed cardier and the W ch is more degraded
and a relatively younge (148 mmark \whm:thcwhumly
recently started to dverge. This & i with sex ch n
other fish species, inchuding G b (Schulteiff e al,

MIS)MPM(WWGML 2017), both of which show sex

chromosome strata of differing ages. Importantly, we cbserved strong
idk of devated LD among our female-specific SNPs, consistent

our PR p ples, and the high F,,vdl:wenbzﬂed
bdmmahsmdkmaksm:hu imity of this marker to
ﬂ!pﬂinDmAnMde&:ﬂmM
dated, and some confirmed high differentiation. Furth the

RAD locus with the highest differentiation was shown to be W-linked,
and LD evidence indicates that most of these markers are located on
the same LG,

Annotation of the sex-linked RAD loci identified single-copy genes
ma&dwnhmdﬁ:mAmq!hmuleh
';. -1 l7<ﬁ Lb L- 3 ('Ill"7ﬂ_”. Y

with the Joss of recombination on the W chromosome.

Taken together, our results indicate significant genctic differentia-
tion between the Z and W sex chromosomes in the genus Char-
acidium, illustrating the utiity of RAD-seq for sex chromosome
characterisation i wild species. Both female-specific  markers,
expected in a ZW/ZZ system, as well as two types of sex-assocated
markers, suggesting different steps in the process of chromosome

tker that catalyses the jon of and gione to
one, was detected in the female-specific RAD loci. This gene is almost
cuhnnrdycxpmdmthemo‘mmdgbmnsbmhﬂs

in zebrafish (Mindnich et al, 2005). Among the
ﬂmhdmhqwlchmﬁedmndnmmvnlvdm
gonadal differentiation (Kawagishi f al., 2005; Zhang and Lui, 2014),
and g2, an important medum of growth and differentiation
involved in germ cell and gonadal development (Ergin o al, 2008;
Orgiiden-Akkog and Ozer, 2012), Tgft2 belongs to the Tgh-fi super-
hmdyvﬂmmbenhn:bmwﬂedwﬂhmwm
and lar functi (D d, 2005; Fan ef al, 2012) and
different components of the TGF-} sgnalling pathway have been
found to be sex-determining genes in several fish species (reviewed by
Martinez er al, 2014).

We used a comparative mapping strategy interrogating the reference
genomes of other fish species to gain insight on the genmomic
mmothmSDmmd.wﬁc‘y to identify

SD candid The bled and important
i of zebrafish aspeano(l.hcmpuudaomr
nﬁxyxandlhcdnhmdhhnimﬁsh with fewer genomic
resources than zebrafish, but within the family Characidae, were used
for this purpose. As expected, a much higher number of significant
hits were retrieved in our study from the blind cave fish genome than
the zebrafish. All three have a 2n=350 karyotype (Sola and
Gomung, 2001; K.n:lmmdDeAbncuﬂrTobdo 2007), but there

¥

have been i the blind cave
Mandzdx:fuhba:dunqmcuy mdmlym:hmmuol’
their karyotype show a x P (Carlson

aal, ZolalelozndlﬂlZnhawhhua.mduhngmmbaofhm.

andi:lnzsnumdh@ml&,.n‘ﬂmgmllhqmm
hologous to the C. gomes sex ch

differentiation, were identified The validation of sex-related markers
mdﬂpopﬁbmandmddmgnumw
quick evolution of sex chrom as pre-
viously reported in other verteh The exi ofd’:v ot
the blind cave fish, a closedly refated species incladed in the family
Characidae, enabled the identification of 5D candidate genes and
suggested a complex evolution of the sex chromosome pair. From a
practical perspective, the identified markers will be valuable for
d ',_mmue Jecuar tool for non-i sex identification

A 2 - 2,
in future p y s or gical studi
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The peaptinga, Piaractus brachypomus (Characformes, Serrasalmidae), is a fish from
the Amazon basn and is considered to be one of the main native species used n
aquaculture production in South America. The objectives of this study were: (1) to
perform liver transcriptorne sequencing of pirapitinga through NGS and then validate
a sat of microsatalite markers for this species; and (2) to use polymorphic microsatellites
for analysis of genstic vanabiity in farmed stocks. The transcriptome sequencing was
carried out through the Roche/454 technology, which resulted in 3,686 non-redundant
contigs. Of this total, 2,568 contigs had smdanty in the non-redundant (nr) proten
database {Genbank} and 2,075 saquences were charactenzed in the categories of Gene
Ontology [GO). After the validation prooess of 30 microsatsllite loci, eight markers showed
polymorphism. The analysis of these polymorphic markers in farmed stocks revealed
that fish farms from North Brazi had a higher genstic diversity than fish farms from
Southeast Brazi. AMOVA demonstrated that the haghest proportion of vanation was
prasanted within the populations. However, when comparing different groups {1: Wild; 2:
North fish farms; 3: Southeast fish farms), a considerable variation betwaen the groups
was cbsarved. The Fy values showed the occurmence of genetic structure among the
broodstocks from differant regions of Brazil. The transcriptoms sequencing in pirapitinga
provided important genstic resources for biclogical studies in this non-model species,
and microsatelite data can be used as the framework for the genetic management
of breading stocks in Brazl, which might provide a basis for a genstic pre-breeding
programme.

aguacufture, NGS, Pirapitinga, Serrasaimidae

INTRODUCTION

The pirapitinga ( Piaracties brachypomus) is a native fish from the Amazon and Orinoco Rivers and
can reach up to 20kg of weight (Alcintara et al, 1990). This species is used for fish farming, is
valued for its meat and has fast growth performance (Fresneda et al., 2004). In Brazil, pirapitinga
farming represents the third largest fish production operation (about 10,000 tons) among the native
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fish species (MPA, 2013a). Furthermore, this species has
been widely used for the production of i ific hybrids,

L3

resistance. These analyses will support the creationof a b '3
yroyamme to increase the productivity of pirapitinga, by

particularly the bati (female tambaqui Col

macropomum x male pcnpmnp P. bmdl)ywmu] and patinga
(female pacu Piaractus mesopotamicus x male pirapitinga P.
brachypomus; IBGE. 2016). The aquaculture production of
pirapitinga in Brazil is concentrated mainly in the Midwest and
North (87%), folb d by the South (9%), Northeast (3%)
and South (1%) (MPA, 2013b). This species also has economic
importance for aq | in other ies in South America
(Colombia, Peru, and Venezuela) and in Asia (China, My

i ",vch:hleadtotbefmmnofimbes.
avoiding the problems of bottlenecks and inbreeding in the base
population (Fernandez et al.. 2014), and by the idﬂ'lllﬁahon of
quantitative trait Joci (QTL), which will assist the selection of
superior genotypes by MAS (Houston et al.. 2010).

Thus, the objective of the present study was to characterize
genetic resources for the proper management of this non-model
species in aquaculture, through transcriptome characterization
and ic variability analysis of stocks using microsatellite

Thailand, and Vietnam; Flores Nava, X07; Honglang, 2007; Lin
et al,, 2015),
Hmr. despite  this rep i of 1|

markers.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement
This study was carried out in strict accordance with the

Ay, ‘" i A2 hmt Jon A di
mchdondmnpmp.wﬂyufgm:mu&d!
of g for this species is i
londﬂndng dies of breedi _and, i 2 as

occurred in model species used in ag lture, such as salm

catfish, carp, and tilapia (Lien et al., 2011; Liv et al.. 201 1: Guyon
etal . 201X fietal. 2012).

Model fish sp such as zebrafish Danio rerio, have been
described with more than 26,000 genes (Howe et al. 2013}
Hm&wgenﬁandlh:irmdabdicpﬂhwayshmbm
characterized for non-model species with fo
uudu:mbrp:npnmp.lntheﬁddofgenﬁ:n;ndmnl«ﬂu
lnolon Next- Gencnnon Sequencing (NGS) technologies are

c g a re llowing the soq ing of g and
mnnaiptome of any organism, quickly and at low cost (Scnb
et al. 2011). RNA-seq (transcrip ing) is ¢ id

one of the most used B o(N'GS chnology for the
transcripts analysis (Qian et al.. 2014), wherein all the g
RNA (mRNA) of a specific tissue or set of tissues are used as a
ml’nrmu‘MommRNA-sequmeﬁ«tmmdim

dnmyn(molecuht rkers, particularly for the prosp
of gene-, iated micr dlites (Teacher et al., 2012; Xu et al,
2013).

Due to the usefulness of revealing the genetic variation among
individuals (Liu and Cordes, 2004), microsatellite markers have
proven to be efficient for genetic characterization of wild
populations and breeding stocks of farmed fish (Koljonen et al.,
2002; Lehoczky et al, "IIJS). such as to prevent inbreeding
(Ponzoni et al., 2008), to identify and preserve live gene banks
(Machado-Schiaffine et al., 2007), to detect genetic structure
(Do Prado et al, 2018}, to direct matings during the f
of the population base of breeding programmes (Fernandes
et al. 2014), and to perform marker assisted selection (MAS) for

ic traits (H et al. 2010). However, these markers
are not available for pirapitinga. one of most important species
for the aquaculture in South America.

For the aquaculture of pirapitinga, analysis of genetic
variability in farmed stocks still needs to be performed, which
will allow three hypotheses to be tested: (1) farmed stocks
of pirapitinga have lower genetic diversity in relation to wild
stocks; (2) farmed stocks of pirapitinga in Brazil are genetically
structured; and (3) gene-linked microsatellites can be associated
to economic traits of pirapitinga, such as growth and discase

imal welfare guidelines of the National Council for Control
of Animal Experimentation (Brazilian Ministry for Science,
Technology, and Innovation). The present study was performed
under authorization N° 33435-1, issued through ICMBso (Chico
Mendes Institute for the Conservation of Biodiversity, Brazilian
y for Envi t). No animal was h d or cared
for in the haboratory. Fish were cuthanized by b i
anesthetic overdose for collection of liver tissue for transcriptome
sequencing. For microsatellite validation and genetic variability
analysis, fin fragments were collected from each fish under
benzocaine anesthesia and all efforts were made to minimize

suffering.

Samples for Transcriptome Sequencing
To perform the transcri ing, ples of liver
tissue were taken from ID mdnndual fish ftom three different
Brazilian fish farms and one wild population: Aquaculture
Center of Sio Paulo State University, CAUNESP, Jaboticabal, SP
{n = 3); Projecto Peixe fish farm, Sales Oliveira, SP (n = 1
Fazenda Sio Paulo fish farm, Brejinho de Nazaré, TO (n = 5%
and Tocantins River. Lajeado, TO (n = 1). Indwviduals from
different origins were used in order to achieve the highest genetic
variability in microsatellite discovery analysis. Liver samples
were sclected for transcriptome studies because the liver plays
a critical role in coordinating various physiological processes,
fuding di bolism, detoxification, and endocrine
system lmmune response {Martin et al. 2010),

Samples for Genetic Variability Analysis

Analyses of microsatellite validation were performed in 22
individual pirapitinga collected from the Tocantins River (TO)
from Lajeado City, Tocantins State, Brazil. We then used the
microsatellite markers to study the genetic variability in samples
collected from four commercial fish farms: TOL (n = 25) and
TO2 (n = 26), from Tocantins State (North Brazil); and SP1
{n = 36) and SP2 (n = 20), from Sdo Paulo State (Southeast
Brazil). To maintain the confidentiality of these fish farms, the
names of and information on the fish farms have been preserved.
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Analysis of Genetic Purity in Pirapitinga
Individuals

According Hashimoto et al. (2014), interspecific hybrids have
been d d in broodstocks of Brazilian fish farms. The

of 3, deletion cost of 3). The highest scoring matches that shared
>50% of their length with >80% of similarity were included in
the alig The bled transcripts were subjected to od-
hit-est programme with an identity threshold of %0% to remove

pirapitinga can be cmsed vnlh tambaqui C. macrop or dundancy (Li and Godzik, 2006; Duan et -ll 2012). In order
pacu P. P us innableandfcmlehybnds to any mitochondrial and rib
(Hashimoto et al, 2012, 2014). ‘l'L 1 in the p study, were ¢ d X itochondrial

special attention was given to analyze pure pirapitinga, and not
interspecific hybrids. The analysis of genetic purity in all animals
herein studied was performed using the mitochondrial genes,
Cytochrome C Oxidase subunit [ (mt-col) and Cytochrome b
(mt-cyb); and the nuclear genes, a-Tropomyosin (tpml) and
Recombination Activating Gene 2 (rag2), according to the
protocols and methods of Hashimoto et al. {201 1). Fish identified
as interspecific hybrids were excluded from further analysis in
this study.

cDNA Library Construction and Roche 454
Platform Sequencing

Samples of ~100mg of liver fixed in RNAlater were extracted
with Rneasy Mini Kit (Qiagen). Each sample was quantified
by spectrophotometry using NanoDrop ND-1000 equipment
and the quality (integrity) was checked by 2100 Bioanalyzer
equipment. It succeeded the preparation of an equimolar pool of
total RNA samples (from 10 individuals) to mRNA enrichment
with t MACS mRNA Isolation Kit (Miltenyi Biotech).

A non-normalized ¢cDNA library was prepared using cDNA
Synthesis Sy Kit with random primer GS Rapid Library
Prep Kit and GS Rapid Library MID Adaptors Kit (Roche).

and zebrafish ribosomal RNA RefSeqs (NCBI databasc) using
CLC Genomic Workbench (version 8.0.3; CLC Bio, Aarhus,

Denmark).

Functional ion of the unique ¢ q es was
yel'fl:ll'llwclhyL logy ches against the Nati 'Crnnv
for Biotechnology Information (NCBI) non-redund

database (nr) (cutoff E-value of 1E-3) using BLAST2GO soﬁvnrc
(Conesa et al. 20405) to obtain the putative gene ldamty All

BLASTx hits were filtered for redundancy in p acx
Thepmcmndogy(GO)lmmwmmpwdloexh unupeg:nc
based on the GO terms ted to the cor

¥

in the NCBI database (e-value cutofi le-6). The Inmcnpts
were further annotated in InterPro, Enzyme code (EC), and
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) metabolic
pathways analysis through the Bi-directional Best Hits (BBH)
method.

Microsatellites were identified in the contigs using
msatcommander software (Fawrcloth. 2008). Primers flanking
the microsatellite loci were designed with Primer3plus software
(Rozen and Skaletsky, 2000). The six possible reading frames of

The High Sensitivity DNA LabChip Kit (Agilent Technol )
with 2100 Bioanalyzer was used for quality analysis of the
c¢DNA library. The conc ion of ple (molecules/pl)
was obtained by QuantiFluor™ —ST fluorimeter (Promega).
Titration of emPCR (emulsion PCR) was performed with the
GS FIX Titanium SV em PCR Kit (Lib-L) (Roche), according
to the emPCR Amplification Method Manual—Libl SV, GS
FLX+ Series, to identify the optimal number of DNA molecules
per bead (cpb = copies per bead). After emPCR titration, the
emPCR was performed with GS FLX Titanium LV emPCR
Kit (Lib-L) (Roche), according to the emPCR Amplification

the ¢ quence of cach fi ally d contig
ining mic llite were ¢ d against the NCBI
database using BLASTx (e—vﬂuc le-10) in order to

fmd Open Reading Frame (ORF) regk These ch

allowed us to locate microsatellites in coding umxna:s (CDS)
or untranslated regions (3'UTR and 3'UTR) through graphical
sequence viewer Tablet (Milne et al. 2013).

Microsatellite Genotyping and Validation

DNA was extracted from fin fragments using the Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Pr ga) ding to the
manufacturer’s protocol. Microsatellite validation was performed
in 30 loci, selected according to the motif and functional

Method Manual—LibL LV, GS FLX+ Series. The transcrip

ing was conducted using the Roche/454 technology (GS
FLXTmnmm Sequencing Kit XL +) from HELIXXA company
(Campinas, SP. Brazil), which has been used for transcriptome
analysis of non-model fish species (Renaut et al.. 2010).

Bioinformatic Analysis
Filtering of the initial quality of the 454 sequences in sff format
was performed using the Roche Newbler programme. Soquznu

of the contigs. Amplifications were performed by
polymerase chain reaction (PCR) in a total volume of 25 pl
containing 100 M of each dNTP (dATP dTTP, dGTP. and
dCTP), 1.5mM MgCl,, 1X Tag DNA buffer {20mM Tris-HCIL,
pH 8.4, and 50mM KCI), 0.1 uM of each primer, 0.5 units of
Tag Polymerase (Invitrogen) and 10-30 ng of genomic DNA.
The reactions were performed in a thermocycler (ProFlex™
PCR Sy Life Technologies) following initsal denaturing for
10min at 95°C; 35 cycles of 30s at 95°C. 30s at 55-60°C

analysis was pal’ormcd using the high-throughput seq

s Workbench (version 7.5.1; CLC b».

(adjusted for each p set), 20's at 72°C; and a final extension

Mi cllites that showed polymorphism in 6%

polyacrylamide gels were analyzed in a 3130xl sequencer
(b&'rechxmhgn:s)logabenamxyo( allcle determination.

dule of CLC G at 72°C for 20 min.
Aarhus, Denmark). The raw reads were cleaned by tr
low quality sequences with quality scores of <20. Tcnmnal

Jeotid, (ﬁvr leotides at each extremity 5' and 3'),

by, wes, adap and reads <15 base  The

4

pun(bp)mdxmrded. Fordrnmumnbly.conup <200 bp
were also discarded and the default local alignment settings were

used to rank potential matches (mismatch cost of 2, insertion cost

gy adopted in this study was according
to pnmxok deu:nbed by Schuelke (2000), using the CAGtag
primer (3'-CAGTOGGGCGTCATCA-3"; Shirk et al, 2013)
labeled with the fluorochromes HEX or FAM. The genotyping

Frontars n Genefics | www bomlersin org

Fetrunry 2074 | Voume 8 | Articts 55

100



Jogmeta

Genetc Resources D Pmotngs

PCR was performed with the following reagents: 100 uM of
each NTP, 1.5mM MgCl,, 1X Tag DNA buffer, 0.1 1M of each
primer (Fand R}, 0.01 M of the CAGtag primer, 0.5 units of Tag
Polymerase (Invitrogen), and 10-50 ng of genomic DNA. The
cycling programme for amplification consisted of: nine cycles at
95°C for 305, 55-60°C for 30s (adjusted for cach primer set),
72°C for 205 then, 30 cycles at 95°C for 30s, 50°C for 30s,
and 72°C for 20s. During the first nine cycles, the annealing
temperature of 55-60°C allows incorporation of the primers
(F and R) from the microsatellite loci. Then, in the following
30 cycles, the temperature of 50°C facilitates the annealing
of the fluorescent dye-labeled CAGtag primer. PCR products

and 30% infinite allcle model (IAM). Deviations between the
observed and expected frequency distributions were tested using
the Wilcoxon's signed rank test. BOTTLENECK was run for
10,000 iterations.

RESULTS

Transcriptome Sequencing

The results of liver transcrip g in pirapitinga
yiddedlloulo(wunmdswhudim!depomedmdu
Short Read Archive (SRA) of NCBI under the accession number
SRR6303971. The raw reads presented an average length of 395.5

were analyzed by capillary electrophoresis with a 3130x] ge
analyzer, using the DS-30 ix, with the GeneScan 500 ROX
dye Size Standard (Thermo). The prog: GeneMapper 3.7

(Applied Biosystems) was used to determine the allele sizes.

Microsatellite Diversity and Population
Analysis

For statistical analysis, we initially used GenAlex analysis 6.1
software (Peakall and Smouse, 2012) to convert the arrays
into specific formats for cach _programme. 1'11: observed (H,)

and expected (H,) b y. Hardy-Weinberg Equilibri
(HWE) and Analysis ofMolecuhr Vanance (AMOVA) ( Excoffier
et al. 1992) were calculated using the Arlequim 3.5 prog

bp. comprising a total of ~76 Mbp. After the trimming process,
the average length of the reads was of 362.1 bp, resulting in a
total of ~69 Mbp (192,077 reads Table 1). As P. brachypomus
is considered a non-model organism. and therefore without
reference genome, de movo assembly strategy was performed
for transcri lysis, which yielded 3,696 non-redundant
oonupasaumllof l74.272mvxhppmgruds (63460229 bp).
The size characteristics of the contigs are presented in Table 1.
A total of 17,805 remaining reads (6,084,530 bp) was considered
as singlet and therefore they were not used for subsequent
analysis.

Non-redundant were d by BLASTx

algorithm against the NCBI databases: non-redundant protein

(Excoffier and Lischer, 2010). The levels of significance for the
HWE test were adj d with the Bonfi i correction (Rice
1989). The inbreeding coefficient (Fi5) was performed using
Genepop 4.0.11 (Rousset, 2005), based on Weir and Cockerham
(1984) estimates. The fixation index (Fsy) was calculated using
FSTAT 9.3.2 software (Goudet. 1995). Wright (1965) threshold

(nr), protei Rdchd‘rbmﬂsﬁ and figu. A total of 2,568

ique p accessions (69.4% of transcripts) had significant
ilarity in the nr database. In relation to the protein RefSeq of
zebrafish and fugu, we found similar numbers of annotated genes,
which were of 2498 (67.6%) and 2419 (654%), respectively.

values were adopted, Fsr = little genetic differentiation (0-
0.05); mod etic diffs (0.05-0.25); high level of
genetic dlﬂ:unmnon (> 0.25). The programme Cervus v.3.0.7
(Marshall et al. 1998) was applied to verify the presence of
null alleles. Linkage disequilibrium (LD) was estimated using
Arlequin v.3.5.2.2. The levels of signifi were adjusted to
multiple tests using the Bonferroni correction.
After LD analysss, Jevel of admixture populats

No seq howed h logy with known pirapitinga protein
es deposited mNCBIdanbue.becamelhenﬂlﬁle
scquenca database is still limited to ly hondrial
sequences.
Of the 2,568 igs with pond in the nr database,

2,075 (80.8%) were annotated in the categories of Gene Ontology
(GO). A total of 1,831 assignments to Biological Process (88.2%)
were found, followed by 1,757 1o Molecular Function (84.6%)
and 1,378 to Cellular Component (66.4%). In relation to the
GO sub ies, the most abundant terms were related to:

samples was inferred by estimating the optimum ber of

boli ellular process, and single-organism process

clusters (K), as suggested by Evanno et al (2005}, using
the programme STRUCTURE version 234 (Pnldnrd et al,
2000) without prior 1 ion about p Primarily,
we determined the distribution of AK, an ad hoc statistic
based on the rate of change in the log probability of data
between successive K values. The range of clusters (K) was
predefined from | to 5. The analysis was performed in 25
replicated runs using 200,000 iterations after a burn-in period of
50,000 runs. The K value most likely to explain the population
su\mnnbd\emodalvahndlhsAKmoutpmso(
STRUCTURE analysis were lized th h the STRUCTURE
HARVESTER programme (Earl, 2012).

Analysis for population bottlenecks was tested using
BOTTLENECK (Cornuet and Luikart. 1996; Piry ef al., 1999), by
using the mutation-drift equilibrium assuming the two-phase
model (TPM) with 70% stepwise mutation model (SMM)

oﬁhtBooqualecmcﬂ:pry’hndmg catalytic activity, and

TABLE 1 | Data of o2 nowo from Sver o

Ractus brachypamus.

Motchect macs for assembly 174272
Total nuciectides of manched reads 63,400,229
Numper of comigs 3,797
Total of contlg nuciectides 2568080
Mrimum cortig length ioel 0
Nadamum contig lengtn e 7812
Average conti length ey a
NTT o) 283
NSO i 8a
NZS ) 1383
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transporter activity of the Molecular Function; cell, organelle,
and membrane of the Cellular Component (Figure 1). In thc

Fis and null alleles was po in most populati with the
exception of SP1 (—0.071 £ 0,076 and —0.011 % 0.080), The

present study, genes assigned to the i
and reproduction were found, andﬂnenhmlhacdauvn’ll
serve as support for future studies on the aquaculture of
pirapitinga.

The transcripts characterization in the KEGG database
demonstrated that 1,122 sequences were identified in 106
mdnboh: pmhwnys. Genn involved in the biosynthesis o[

ajority of the markers were in concordance 1o HWE, after
Bonferroni correction, with the exception of C25 (TOL, SP1, and
§P2), C64 (SPI and SP2) and C1376 (SP1) (Table 3). Linkage
disequilibrium was found between the microsatellites C410 and
C1005 (p < 0.00625). Although molecular markers on linkage
disequilibrium were not applied in genetic variability studies,
this information can be useful in future analysis of genetic

M L ‘l i ‘: o
were able to bc hxghhghmd {Figure 2).

Microsatellite Diversity and Population

In bottleneck analyses, evidence for recent reductions in
size (bottleneck) using TPM was not found, except

ht the wild population of Tocantins River (p = 0.027).
In the evaluation of the level of admixture among stocks by

Analysis STRUCTURE, the model-based clustering analyses detected K
Themtdﬂurshwlmcmpuu(smmthemcomm = 3, allowing the identification of 3 main clusters between the
resulted in the di y of 130 mi ellite di Lati Group 1 (SP1 and SP2), Group 2 (TO! and TO2),
in 95 contigs. In total. 75 pairs of primers were designed andGmupB(mld)(F‘ml)

dj to the mi ellite loci. including the following Theglohan,‘ was (.379, which showed high genetic
sequence repeats: 56 di, 13 tri, 4 tetra, and 2 pent leotid diffe g the populati (p < 0.05). Pairwise
Among the dinucleotide motifs, the main repeats were the Fndekcudahigha_, ic diff iation b the wild

types AC (48.28%), AG (3965%), AT (1035%), and CG
(1.72%). In relation to the trinucleotide motifs, we identified
seven types (AGC, AGG, ATC, AAT. ACG, CCG, and AAG).
The tetranucleotide (ATCT, AAAG, AATG, and AAAT) and
pentanucleotide (ACTAT and ATAGT) seq were described

population and all & d stocks, particularly when compared
to SP1 (Fgy = 0.538, p < 0.05) and SP2 (Fgy = 03537, p <
0.05). Additionally, high genetic structure was found between
the populations from North and Southeast Brazil, as observed
b TO2 with SP1 (Fyy = 0.463, p < 0,05) and TO! with

with the presence of four and two types of motifs. In relation
to the gene position, 26,76% of the microsatellite markers were
found in the 3'UTR (untranslated region), 19.71% in the 5'UTR,

and 29.58% in the cds (coding sequence).
In the p of mi ellite  validati 30 markers
were evaluated in 22 ples of pirapitinga collected from
tellite boci showed

SP2 (Fyy =0.380, p < 0.05; Table 4). Morcover, values of pairwise
Fyy after stock clustering detected a higher genetic differentiation
when comparing Group 1/Group 2 (Fsy = 0379, p < 0.05),
Group 1/Group 3 (Fyy = 0.549, p < 0.05), and Group 2/Group
3 (Fey =0.144, p < 0.05),

The results of AMOVA showed that the majority of

the wild. Of these markers, cight
polymorphism (GenBank accession numbers MG595996—
MG596003), revealed by the presence of different fragment
sizes (Table 2). The number of alleles was low, which ranged
from 2 (loci €25, C64, C410, and CI832) to 5 (C1376) and
mean of 2.750 % 0.366. The expected (H.) and observed (H,)
heterozygosity in the wild population had an age of 0.466
+ 0061 and 0.355 = 0.076, respectively. Most of the loci
showed positive values for Fy.. except the locus C64. Three
microsatellite Joci (C13, €25, and C1716) showed significant
deviation from the Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) after
Bonferroni correction (adjusted p = 0.00625).
The results of genetic variability in farmed stocks revealed that
Notthﬁshflrmsml and TO2 had higher diversity than the wild
L d by ber of alleles (mean of 4.500 +
0(23:nd3375 =+ 0.596, respectively) and average values of H,
(0589 £ 0.033 and 0.488 % 0.044, respectively) and H, (0.520 +
0.060 and 0,447 % 0.040, respectively; Table 3). The Southeast fish

(29.11%, Fer = 0.291, p < 0.001) occurred

groups ( ding to STRUCTURE clustering). while
the variation among individuals within populations was only
8.21% (Fs = 0,126, p < 0.001) and among populations within
groups presented 6.06% of genetic vanation (Fo. = 0.085,
p < 0.001).

BF
'S

DISCUSSION
Transcriptome Sequencing

Currently, genetic resources for pirapitinga P. brachypomius
are limited only to sequences of the mitochondrial genome
(Chen ot al, 2016). Thus. one of the main results of
this mn{'y wu the data generated through transcriptome
little k r :‘r was ilable about
hmsofmsmmeﬁamofdukocbdm
nquenm; system in the functional genomics analysis of
pitinga can be observed because of the 3,696 transcripts

farms SP1 and §P2 showed the lowest genetic variahility when

pared to other populations, with lower allele number (mean
of 2.250 % 0.313 and 3.125 * 0581, respectively), and average
of H,{0.226 + 0.077 and 0.278 + 0.085, respectively; p < 0.05)
and H, (0.259 £ 0.103 and 0.251 =+ 0.079, respectively; Table 3).
Most of the microsatellite loci were characterized with positive
values of Fis. except for SPl and SPL The mean value of

lhmwemgenmtcdhﬂd;ﬁudy.;\a:wdhgmﬁcchﬂd
(2011), g reduction str for NGS sequencing (e.g.,
transcrip ing) are more viable when the ob)ectn‘e
is to prospect molcmhr rkers and genetic infor for
use in aquaculture, inllowautandfastway. Roche/454
sequencing technology is one of the main methods used in
NGS transcriptome of non-model fish (Renaut et al. 2010
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FIGURE 1 | Results of functionad annctaion and the assignment of genes It the GO calegores ond subcstegonies
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FIGURE 2 | Marsonpts charactertzed in metabolic pathwoys database of KEGG sreymes (Kyolo Encyrinpects of Genes andf Genomesl.

Shin et al, 2012; Calduch-Giner et al. 2013; Mutz et al
2013).

The results of functional annotation showed that the
sequences of pirapitinga had a high proportion of annotated
genes when compared to the database of zebrafish and
fugu proteins. The gene annotation allowed identification
of genomic regions responsible for ontogenetic develop
processes, biological regulation, the immune system, and
regions involved in processes of growth and reproduction.
[ ly, the p data can be used as the basis
of further biological studies of other areas of aguaculture

e 7

or for future breeding programmes. In addition, through
transcrif g ing, the discovery of gene-associated
microsatellites can be considered to be the main result
which can be applied to pirapitinga aquaculture, as already
demonstrated in previous studies of fish (Renaut et al. 2010;
Helyar et al, 2012 Shin et al, 2012). The use of gene-
associated markers becomes even more important in the
construction of genetic maps (Shin et al, 2012) because, by
comparative genomics using fish genome references already
sequenced, it is possible to presume the location of each studied
locus.
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TABLE 2 | Charactertzation of the Qenetic diversity of aight polymorphic microsaiefies i the witd population of pIRptings FRaacius brachypamus.

Loous Sequence Gene  Motifs Primers ¥ -
description position

ToC Sizerange Na H. H, PHWE F. FNul)

Ci3  crydmwyveamn q24-fe

AGQ, F:TOTCTTCAAGCOTCCTCTGC ooQ 143-148 3 0043 0005 QD00 Q28 0073

R ATGCTGCAGCTCOTCCTGT

caa Cytosolc S-nucieotoase
Sn-e oform x 1

AN FICTTTGICTGCTTIGGGTCGT oo'c 1W7-120 2 0000 0108 0001 1000 D.BET

ZUTR
¥UTR
Cod socum-coupled neutns SUTH  AMGH ¥ CAAMGCAAMCTCAAMAAGGAAMA 83°C 310t 2 0045 0474 Qo 0720 D082
Zum
JUTR

amino ackd transponar R TOGGAACGTTTAGCATCTCA
C410 opolpopmisn o 1AGH, F COCACAGGTOTAMGGCACT o 120127 2 0273033 Qa1 QM8 0I22
R CTCCCACACAGTGAAAAGCA
C1003 mpolpopmten o AGH,  FLAGTTGTTOCACCAAATGCAG oo 137-747 3 0318 039 0223 040 0.080
R CTTGTTCCOTCOCACACAGT
CY378  butcse-biphosprolnse SUTR AT}y F GIGTTACATGGCAGGCGTTT oorc 187173 S 0000 Q003 Q3B Q180 DOv3
T4k R CAAGTGAGACCAATOCAAGG
CITI4 vacuckw sipsyrthase 16 ZUTR GTy F AACCGAAGAGAGGGGAGTET oo 185N 3 0543 005 QD00 Q173 0003
kda protecipid suburtt R GCATTTACAAGGGGACGCAC
cigz2 - - ACl; 7. GGTOCTATGTCGTAGAGGCC o0°c 10618 2 0111 009 QD30 QOB00 ND
R AGGAMGGCATGACCAGTGTG
The nit n22 onthe v T, { Ci Mo, numbes of alies per ocus He, cosaved helemzygosty;
He wm#m&mm oy Ao and F, FNUE, Nud pistes: ND, mot performed.
Morcover, some l have d d that Yifcx et al, 2014; Evenhuis et al, 2015). Furthermore, one
‘melinked microsatellite markers can be .correlated with microsatellite locus was also detected in the gene apolipoprotein
ductive traits, especially for growth perfi ¢ (C410), which is associated with the central nervous system

Inlheﬁ.shSpammmﬂa a dinucleotide microsatellite in the
5" UTR of the growth hormone gene (GH) is linked with
lnﬁcryomhmape:uﬂylhenlelammdm vlhth
can be used for breeding management and genets

and the senescence process (Wang et al. 2014). These markers
can provide useful information for studies of the biology of
the pirapitinga. besides serving as a framework for other native

for this trait (Almuly ct al, 2005). In other fish species, such as
Oreochromis niloticus and Lates calcarifer (Yue et al. 2001; Yue
and Orban, 2002), microsatellites have also been reported for
genes of interest (prolactin, GH and igf2) and, therefore, they
can be used in marker-assisted selection (MAS) programmes.
In the present study, eight polymorphic microsatellite loci were
validated, some of them located in gene regions that may be
useful for productive characteristics in aquaculture. In this case, a
microsatellite locus was found in the gene Tetrazspanin—3 isoform
x1 (C1832), which plays a role in viral infection pathology
(Martin et al, 2005; Shoshana and Shoham, 2005). There is
another microsatellite in the gene Cytosolic 5 - nucleotidase 3
w-like (NTC5C3) (C25), which it in the production
of red blood cells and its mutation can cause hemolytic anemia
and influence on the immune system (Aksoy ot al, 2009).
Thus, the microsatellites described in this study will be also
important in future analysis of {QTL) linked to traits of discase
resistance, which has ived special attenti maquxultuu
species, such as turbot (Scopirthalm imus),

L3

Population Analysis
The validation of eight mi tellites showed a low level
of genetic diversity in these loci, both in wild and farmed
stocks. In the wild, the observed heterozygosity (H,) ranged
from 0000 to 0545 and an average of 2.750 alleles per
locus. These values confirm the low genetic variability when
compared with related species, such as pacu P. mesopotamicus
(H. range from 0.068 to 0911 and average of 85 alleles per
locus), and baqui C. macrop (H, range from 0.430
to 0.880 and average of 128 alleles per locuss Calcagnotto
and DeSalle, 2009; Farzi-Gomes et al. 2017) In contrast
to neutral markers (microsatellites in noncoding regions),
gme-undll:d microsatellites might be more susceptible to
P ¢ and, therefore, they have low values of gene
diversity.
Analysis of the genctic diversity in pirapitinga farmed stocks
showed significant differences between fish farms in different
g of Brazil. two from the Southeast (Sio Paulo State

(Oncortynchus mykiss), salmon (Salmo salar), Nile lihpu (0.
mifoticus), and cod (Gadus morhua), investigating the resistance
to pathogens (Pardo ct al, 2008; Odegird et al, 2010, 2011;

SP1 and SP2) and two from the North (Tocantins State: TOL
and TO2). In general, farmed stocks were expected to have
low genetic variability as a result of genetic decline, genetic
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TABLE 3 | Ve of geretic dversity o sight micrsatsiits ool of Plactus Brachypamus.
Stociks Loal
13 oo L 1008 ciame ciTis cigaz
wid N b 2 22 22 = bl ] 8
Ha 3 E 2 z 3 5 3 z
Ha [0.543 0.0m LE az7a 0318 0.800 [543 o
Ha [.608 LAY, LY. azme n3es D.608 [u658 nmes
FIHIWE] 0.000 0.0 0.0 azm [i3-5:.] D.1ES 0000 0o
Fig 0188 1.000 —0.188 az4n 04D 018D 017s e
Fibiuly 0.07s ooBaT 0.z a1z ooe 0.073 [.0%8 o
o1 N b3 25 25 o5 = b3 25 ]
Ha 4 5 3 3 4 5 L] 5
Ha 0.600 n1m 0550 s 0860 0,440 0760 060
Hy 0898 T4 L asar noez .08 72 LT
FIHWE] 0.850 D.om 0355 .z 0421 0.090 [543 0388
Fig -1 nITe 0.1 oo 0004 D.2E2 [u028 oms
Fibiuly —Duoa7 0420 —0.0ms - -00a4 DB 011 -0
TOZ N m 21 20 6 m 3 20 -3
Na 3 2 2 z z o 3 B
Ha 0.800 £.380 LR [LE-T 0384 o838 D481 LT
Ha 0.828 na1s 0387 0500 0006 D.eaz na1a 0mE
FIHWE] D.B40 1.000 .85 aze nzse .20 £.030 0T
Fig D083 -0z .08 0744 nz44 oam a7 —ozna
Fibiul 0.8 -1 0.0 a1z 0T D.08a 0067 LT
5F1 N 14 14 14 14 14 14 1 4
Ma 2 1 1 3 z 3 3 3
Ha 0143 - - azEr L1 DBy 0143 oas
Ha 0.ar - - 0z 0.454 .34 0140 nza
FIHE] 1.000 - - 1.000 1.000 0.000 1.000 e
Fig, —DuDeD - - T .10 -n.308 —n1a 0306
Fibiuly .1 - - .1, -noz3 —nows —0uazT 0=z
BF2 M 8 13 18 18 1] 1] 18 =
Ma 2 2 1 3 3 L 3 [
Ha 0.308 0.0m - T 0T D.623 D222 0473
Hy 0.308 niaEs - 1= sz 0.780 207 0488
FIHWE] 1.000 o0 - 1.000 1.000 LAY 1.000 o387
Fig -0.200 1.000 - T —na3ss D214 —0u7a 0T
Fibiuly .Y, nEs - oo —npaz D.Ea —0u0a1 oo

Wi, popuiation fom #e Tocantins Fver; TO and T2, sh fawms: fom Torantns; 5P and SPZ, i fams fom 530 P, M, mumber of s, H, obsarved helsmoygosty; Hy
et heleranyposty; P HWEL Perie Fom Haoy-Wahbeg squlibnu; Frx nbreeding cosficknt; FN, Nl alsks; M0, nof performed,

drifi, selection and inbreeding (Theodorou and Couvet, 2015}
However. the results of this study showed higher genetic
Iuilbi]i‘l‘]’inbl‘nﬂling:h:d’sﬁ'ml{orﬂl fish farms in relatson
to the wild stocks (p < 0.05; higher values of allelic frequency
and heterozygosity). which was also observed in studies with
other related species { Barroso et al., 2005; Panarari- Antunes et al.,
2011). The basis of this result could be considered from three
different perspectives: (1) Morth fish farms had originated from
different wild stocks resulting in high level of genetic variability;

(2} problems of sample size bias. such as few microsatellite
loci and individuals analyzed; (3) evidence for recent gemetic
bottlenecks in the wild population. Some studies of fish have
reported bottlenecks in natural populations, particularly due to
habitat loss and fragmentation by human disturbance {Brauver
ct al, 2016). In the case of pirapitinga; the fragmentation of
the Tocantins River by hydroelectric dams in the BO0's and
90's (e.g. Tucurui and Luiz Eduarde Magalhdes dams, where
wild fish were collected for this study) could be responsible for
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k1| SPr T TO2 wiLD

malm:rmm of scmibriune: among) socks by
ETAUCTLIAE, showing thnee main clusiers betaesn the populsiions: Group 1
{3F1 ond BFT) In green, Group 2{T01 and TOZ) iInned, and Group 3 (wild) in
yeliow.

TABLE & | Anniysis of painaiss Fry based on sight microsatelis oo between
popuitions of Pamcius BracHomLs.

L sP2 ToH T wild
5F1 -

EF2 018438 -

o 03801 0:38080 -

T 048373 D428 0= -

Wit 05EEsE usaTER 1E0en 0.TAIS -

F¥i, popuiaiion Fom e Thcaniins Aver; TOV and TO2, Bsh fams fom Tocanng: 5P
and' 5F2, ish favms i 530 Faub, Al results of For wers siniicanl Sals iraly p < .05

a population reduction and subsequent gemetic variation loss
detected by ouwr microsatellite analysis. There are considerable
numbers of hydropower dams in the basin, which can affect
the reproduction. migratory routes, and egg and larvae drift
of fsh {Agostinho et al. X0R). Aleration of the migratory
flow consequently leads to a decrease in or interruption of
the gene flow, reducing the population size, which makes the
fish more susceptible to the efects of genetic drift (Hatanaka
and Galetti, 2003), which resuliz in genetic structure for some
fish species [Calcagnotto and DeSalle, 2009; Do Prado et al,
ID1E).

STRUCTURE and pairwise Fgp analyses suggested a
high genetic structure between the stocks herein analyzed.
particularly as result of the fixation of spectfic alleles In some
loci., which resulted in three clusters (Figmre 3). There are
three hypothetical explanations for these genetic patterns:
{1} differentiation of wild population in relation to farmed
stocks, which could be due to the selection of the fittest
individuals for farming systems or low number of founders
for the establishment of the farmed broodstocks; (2] lower
genetic structure in North/wild than Southeastiwild, which
suggests that Morth fish farms had frequent broodstock
renovation from the wild; (3) fish farms were genetically
clustered due to the geographic distribution, ie, the degree
of genetic similarity is higher when one fish farm is closer
to the other, indicating interchange of individuals between
nearby fish farms, common origin of the farmed broodstocks,
or fixation/selection of specific alleles for different climatic
conditions that are found in Brazil (Morth and South]). However,
these genetic patterns should be also evaluated using neutral

markers [microsatellites in noncoding regions) and through
techniques of higher genome coverage (SMWF, single-nucleotide
polymiorphism).

Through AMOWVA analysis. the main genetic variation was
found to be present within populations (64.8%). This genetic
pattern has also been reported in studies carried out with
pacu (Calcagnotio and DeSalle, 2009; lervolino et al, 2000)
and tambaqui [Aguiar et al., 2013). Moreover, highly significant
genetic variation was associated with differences between groups
(Wild. 5B and TO), which represented 29.11% of genetic
variation, in contrast to low differences among populations
within groups (6U06%).

In general, our study of genetic characterization in piratininga
farmed stocks provides important insights which can bead
to better management of this species in agquaculture. Cur
results are fundamental to beginning a breeding programme,
since the genetic structure should be taken into consideration
when composing an initial base population. where matings
between farmed individuals from Morth and Southeast Brazil
are shown to result in higher genetic variability in the families.
Moreover, the data suggested levels of genetic diversity which
were higher in farmed stocks than in wild fish, discarding the
occurrence of inbreeding. In gemeral, lack of knowledge on
genetic variability of stocks can result in inbreeding and fixation
of deleterious genes, reduced growth rates, disease resistance
problems and reduced ability to adapt 1o new environments
{Arkush et al, 2002; Gallardo et al. J004; Meira et al.,
2006; Hillen et al., 2017). Therefore. besides the identification
of JTL to assist in the selection of superior genotypes by
MAS, studies of microsatellites are important for genetic
monitoring, supporting pirapitinga aquaculture and increasing
its productivity.

FINAL CONSIDERATIONS

The prospection of genetic data for pirapitinga is one of
the prority suwes for aguaculiure, since this speces is
of high economic importance in national and global fish
farming. The identification of gene-associated microsatellites
by NGS5 is fundamental to understanding the genetic
structure of wild and farmed populations. providing
support for further management programmes and gemetic
pre-breeding  programmes.  Moreover, the microsatellites
described herein are interesting targets used to find QTL
markers, specifically related t© the immune system of
pirapitinga
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Abstract

Neotropical fish correspond to approximately 30% of all fish species worldwide. The
diversity of fish species found in Neotropical basins reflects variations in life-history
strategies and exhibition of particular morphological, physiological and ecological attri-
butes. These attributes are mainly related to different forms of feeding, life maintenance
and reproduction. Today, fish populations are being threatened by anthropogenic actions
that are having a visible impact on the natural state of continental aquatic ecosystems.
The main causes are overfishing, non-native species introduction, reservoir-dam sys-
tems, mining, pollution and deforestation. The biology and population dynamics of the
species are still unclear due to lack of research. Genetic tools can be useful resources for
the conservation of Neotropical fish species in several ways. Molecular genetic markers
are considered powerful tools to identify cryptic and hybrid fish and also allow the evalu-
ation of the genetic variability and structure of populations of Neotropical ichthyofauna.
Several analyses of molecular markers have been performed on Neotropical fish, includ-
ing allozyme analysis, restriction fragment length polymorphisms in regions of DNA
(RFLP), randomly amplified polymorphic DNA (AFLP), randomly amplified polymor-
phic DNA (RAPD), microsatellites, single nucleotide polymorphisms (SNPs) and mito-
chondrial DNA (mtDNA) markers. In order to analyse a high number of markers, next
generation sequencing has allowed researchers to generate a large amount of genomic
information that can be applied to the conservation of Neotropical fish.

Keywords: molecular markers, genetic conservation, Neotropical ichthyofauna,
overfishing, dam
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