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URREA-ROJAS, Angela Maria. Desenvolvimento e transferibilidade de
marcadores microssatélites em peixes do género Brycon. 2022. 71 f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

O género Brycon é o principal representante da subfamilia Bryconinae (Characidae),
e compreende um amplo grupo de peixes com importancia ambiental e
socioecondmica. Distribuidos em diversas bacias hidrograficas da regido Neotropical,
séo encontrados em varios paises da América do Sul. Despertam grande interesse na
piscicultura por suas qualidades zootécnicas. No entanto, na natureza algumas
espécies deste grupo estdo sofrendo declinio populacional, principalmente
relacionado as atividades humanas e mudancas ambientais. Com isso, pesquisas que
permitam aprimorar a analise da estrutura populacional e diversidade genética no
género Brycon sdo de grande importancia. Assim, objetivou-se neste estudo o
desenvolvimento de marcadores microssatélites em duas espécies do género Brycon.
Para atender o objetivo, dois experimentos foram conduzidos através da metodologia
de biblioteca enriquecida. Experimento 1: Desenvolvimento, transferibilidade e analise
da diversidade genética em Brycon amazonicus. Experimento 2: Desenvolvimento de
primers espécie-especificos para Brycon gouldingi e teste de transferibilidade em
espécies correlacionadas. No Experimento 1 foram desenvolvidos 17 pares de
iniciadores, dos quais oito foram implementados na analise genética dos estoques em
pisciculturas de Nova Mutum, Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia, Jatuarana
e Nova Airdo. A analise populacional dos 96 individuos dos quatro estoques de B.
amazonicus identificou-se um total de 47 alelos. O tamanho dos fragmentos variou de
113 pb (Bram27) a 326 pb (Bram21 e Bram26). O contetdo de informacé&o polimérfica
variou de alto a razoavelmente informativo nos microssatélites. A analise de variancia
molecular (AMOVA) mostrou que a maior diferenciacdo foi observada dentro dos
grupos de populacdes (57%). A andlise da estrutura populacional indicou a presenca
de trés clusters genéticos (K =3). No Experimento 2 foram desenvolvidos 17
iniciadores para o Brycon gouldingi, oito dos quais foram implementados na anélise
genética dos individuos. O estudo revelou um total de 23 alelos. O tamanho dos
fragmentos variou de 132 pb (Bgoul84B) a 323 pb (Bgoul182). A Heterozigosidade
média observada (0,1654) foi menor em comparacdo a heterozigosidade média
esperada (0,345). Foi observado um desequilibrio significativo (p<0,05) nos loci
(Bgoul84A, Bgoul84B, Bgoul87B, Bgoull79 e Bgoull83). Da mesma maneira,
segundo os resultados nos testes de transferibilidade podemos concluir que 0s novos
marcadores microssatélites desenvolvidos poderdo ser implementados na analise de
diversidade genética, avaliacdo da estrutura populacional ou em programas de
conservacao (Repovoamento) tanto no género Brycon como na familia Characidae.

Palavras-chave: Amplificagdo cruzada. Brycon amazonicus. Brycon gouldingi.
Diversidade genética.



URREA-ROJAS, Angela Maria. Development and transferability of microsatellite
markers in fish of the genus Brycon. 2022. 71 p. Thesis (Doctorate in Animal
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

The genus Brycon is the leading representative of the subfamily Bryconinae
(Characidae), comprising a large group of fish with environmental and socio-economic
importance. These are distributed over the different hydrographic basins of the
Neotropical region, found in several South American countries. They have a great
interest in fish farming due to their zootechnical qualities. However, some species of
this group are suffering population decline mainly related to human activities and
environmental changes in nature. Thus, research that improves population structure
and genetic diversity in the genus Brycon is important. Thus, the objective of this study
was the development of microsatellite markers in two species of the genus Brycon. In
that way, two experiments were conducted using the enriched library methodology.
Experiment 1: Development, transferability, and analysis of genetic diversity in Brycon
amazonicus. Experiment 2: Development of species-specific primers for Brycon
gouldingi and transferability test in correlated species. In Experiment 1: 17 pairs of
primers were developed, eight of these were implemented in the genetic analysis of
stocks in fish farms in Nova Mutum, Instituto Nacional de Pesquisa da Amazodnia,
Jatuarana and Nova Airdo. The population analysis of 96 individuals from the four
stocks of B. amazonicus identified a total of 47 alleles. The size of the fragments
ranged from 113 bp (Bram27) to 326 bp (Bram2l1 and Bram26). The polymorphic
information content ranged from high to reasonably informative in the microsatellites.
Molecular analysis of variance (AMOVA) showed that the most significant
differentiation was observed within population groups (57%). The analysis of the
population structure indicated the presence of three genetic clusters (K =3). In
Experiment 2: 17 primers were developed for Brycon gouldingi. Eight of these were
implemented in the genetic analysis of the individuals. The study revealed a total of 23
alleles. The size of the fragments ranged from 132 bp (Bgoul84B) to 323 bp
(Bgoul182). The observed mean heterozygosity (0.1654) was lower compared to the
expected mean heterozygosity (0.345). A significant imbalance (p<0.05) was observed
at the loci (Bgoul84A, Bgoul84B, Bgoul87B, Bgoull79, and Bgoull83). In the same
way, and according to the results of the transferability tests, we can conclude that the
new microsatellite markers developed can be implemented in the analysis of genetic
diversity, evaluation of population structure, or conservation programs (Repopulation)
both in the genus Brycon and in the family Characidae.

Key-words: Cross-amplification. Brycon amazonicus. Brycon gouldingi. Genetic
diversity.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda de alimento para a seguranca alimentar traz
novos desafios na ciéncia e tecnologia agropecuéaria. Segundo a FAO (2020), o
consumo de peixe no mundo aumentou rapidamente nos ultimos anos, principalmente
nas ultimas décadas, passando de 9,9 kg por pessoa na década de 60 para 20,5 kg
em 2018. Esse aumento do consumo leva os produtores a melhorarem os métodos
de manejo, otimizando a produtividade (Fabrini et al., 2017).

O Brasil possui caracteristicas favoraveis para a expansdo da
aquicultura, destacando-se a dimenséo continental do territorio, a diversidade de
biomas e a imensa biodiversidade de peixes, abrigando diversas espécies com alto
potencial zootécnico e com grande potencial na aquicultura (Rocha et al., 2013). As
principais melhorias foram alcangadas por meio de processos avancados de cultivo,
melhoria na nutricdo, aperfeicoamento do diagndstico e terapias de doencas e,
especialmente, da aplicacdo de técnicas genético-moleculares na producéo
(Embrapa, 2012).

A piscicultura brasileira cresceu 4,74% em 2021, alcangando uma
producdo de 841 mil toneladas (Peixe BR, 2022). A producao da tilapia é a base da
piscicultura brasileira, no entanto, a producéo de peixes nativos vem crescendo. No
ano de 2021 a producéo de peixes nativos representou 31,2% (262 mil toneladas) da
producdo brasileira (Peixe BR, 2022). Dentre esses, 0 género Brycon Miller &
Troschel, 1844 apresenta 44 espécies validadas as quais sdo importantes recursos
pesqueiros e algumas delas sao cultivadas Arruda (2019).

Assim, o desenvolvimento de pesquisas no género Brycon esta
direcionada a sua importancia socioeconOmica e na piscicultura. O Brycon
amazonicus Spix & Agassiz, 1829 € a segunda espécie mais cultivada no Estado do
Amazonas, exibe importantes qualidades zootécnicas como boa conversao alimentar
e facil aceitacdo de racdo com diferentes fontes de proteina. Além, de boa aceitacdo
no mercado (Leite et al., 2021). Nao entanto, as espécies de Brycon sdo conhecidas
por serem muito sensiveis aos disturbios antropogénicos, como a perda de mata ciliar,
poluicdo de dgua e represamentos.

Atualmente seis espécies sdo consideradas ameacadas no Brasil
(Rosa & Lima, 2008). Entre elas destaca-se a espécie Brycon gouldingi Lima, 2004 o
qual é um peixe endémico da bacia do Araguaia-Tocantins, habita ambientes de agua
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doce bentofico-pelagica, sendo popular entre as comunidades pesqueiras por suas
caracteristicas nutricionais e potencial uso na piscicultura Souza et al. (2018).
Apesar da sua importancia, poucos estudos avaliando a diversidade
genética mediante o uso de marcadores microssatélites foram realizados. Na espécie
Brycon amazonicus apenas dois trabalhos foram realizados; sendo um de Oliveira et
al. (2018); e outro de Urrea-Rojas et al. (2021), estudando-se a diversidade genética
da espécie mediante amplificacdo heterdloga de microssatélites. No caso da espécie
Brycon gouldingi apenas dois artigos foram divulgados: um por Souza et al. (2018),
avaliando a transferibilidade de microssatélites na espécie; e Antunes et al. (2010)
descrevendo a relacdo filogenética em seis espécies do género Brycon e
implementando os inter-simple sequence repeat -ISSR (Siglas em inglés).

A avaliacdo da diversidade genética é obtida a partir da implementacéo de
técnicas moleculares (marcadores moleculares), os quais permitem a deteccdo de
polimorfismos em regides especificas do DNA (Marwal & Gaur, 2014). Entre 0s
marcadores moleculares mais implementados se encontram os microssatélites ou
“Simple Sequence Repeats -SSR” (Siglas em inglés), que apresentam caracteristicas
co-dominantes, alto polimorfismo e repetitividade dentro do genoma (Souza et al.,
2018).

Os SSRs sdo amplamente utilizados em diferentes espécies de peixes, com
resultados satisfatérios na andlise da diversidade genética. Li et al. (2018) realizaram
um estudo na carpa capim (Ctenopharyngodon idellus) mediante o método de
multiplex SSR-PCR para avaliacdo da diversidade genética. Desenvolvendo vinte
marcadores microssatélites com alto polimorfismo encontrando maiores indices em
comparagdo com os parametros de diversidade genética de loci microssatélites
desenvolvidos por outros pesquisadores. Concluindo que o método desenvolvido no
estudo foi eficaz e preciso que pode ser uma ferramenta estatistica poderosa para
detectar informacdes genéticas de carpa capim.

Tibinika et al. (2019) os implementaram na Oreochromis niloticus da Africa
Oriental avaliando a diversidade genética. Os autores mediante a metodologia
baseada na genotipagem de microssatélites utilizando sequéncias de amplicons para
chamada de alelos com base em lllumina desenvolveram um total de vinte e seis
marcadores SSR. Encontrando-se que a abordagem lllumina genotipou loci SSR com
sucesso, demostrando um alto polimorfismo e sua viabilidade em estudos como de

diversidade e estrutura genética. Zhou et al. (2020) desenvolveram marcadores
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microssatélites e analisaram a diversidade genética em carpas pretas
(Mylopharyngodon piceus). Nesse estudo os autores desenvolveram marcadores
moleculares mediantes a metodologia de FIASCO e implementaram dez deles para
avaliar a diversidade genética da carpa preta. Encontrando-se novas evidéncias de
diferenciacdo genética entre populacdes selvagens e cultivadas de carpa preta as
quais séo Uteis para a conservacao e utilizacao sustentavel dos recursos pesqueiros.
Diyie et al. (2021) analisaram a variacdo genética em populacdes de Tilapia
do Nilo (O. niloticus). Nesse estudo, os autores implementaram os marcadores
microssatélites (SSRs) com o fim de avaliar diferentes geracbes e populacbes
cultivadas de O. niloticus em Gana. Encontrando, que a linhagem Akosombo possui
alta diversidade com endogamia minima e as subpopulacbes ndo mudaram
caracteristicamente de uma geracédo para outra. Validando-se mais uma vez que 0s
marcadores microssatélites sao eficientes para estudos de diversidade genética.
Porém, nenhuma das espécies envolvidas nesta tese de Doutorado conta
com primers microssatélites espécie-especificos publicados, o que leva a
implementacdo de primers heterdlogos, dificultando a obtencdo de amplificacbes
satisfatorias. Assim, no presente estudo buscou-se desenvolver SSRs para o Brycon
amazonicus e Brycon gouldingi, auxiliando a analise da diversidade genética nos

diferentes programas de manejo e conservacao do género.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AQUICULTURA: ESTABELECIMENTO NO BRASIL

Segundo periddicos locais e cartas encontradas pelos historiadores,
€ muito provavel que a aquicultura teve inicio no Brasil nos anos de 1630 a 1654, com
a chegada da empresa The West India Company e seu governador da coldnia
neerlandesa no Recife-Pernambuco Count Johan Maurits de Nassau. Ele liderou a
construcdo de um paldcio nomeado Vrijburg, o qual continha trés lagoas gigantes nas
quais eram cultivadas todo tipo de algas e espécies de peixes nativas do Brasil para
o consumo local (Valenti et al., 2021).

Posteriormente, nos anos de 1920-1930, com a finalidade da
autossuficiéncia e independéncia alimentar, foram estabelecidas diferentes espécies
de peixes estuarinos no Recife. Algumas das espécies implementadas foram:
mojarras (Eugerres sp and Diapterus sp), mullets (Mugil sp.) e robalos (Centropomus
spp), as quais dependiam da dinamica do mar para sua subsisténcia (Schubart, 1936).
As condicdes favoraveis da regido Nordeste permitiram a introducdo de outras
espécies, como é o caso de camardo de perna branca do Pacifico (Litopenaeus
vannamei), levando com isso ao inicio da carcinicultura no final da década de 1990
(Valenti et al., 2021).

Finalmente, na segunda metade do século 20, a producdo de
organismo aquaticos no Brasil foi se consolidando em grandes variedades de
espécies, entre eles os moluscos e peixes de 4gua doce e salgada, camardes e até a
producdo de peixes ornamentais (Kubitza, 2016). Entre estes organismos, as
principais espécies cultivadas séo peixes (principalmente tilapia, carpas e o tambaqui),
o0 camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) e o mexilhdo (Perna perna).
Como cultivos emergentes na aquicultura brasileira destacam-se os peixes marinhos
(principalmente bijupird, Rachycentron canadum), as macroalgas e os cultivos de

pirarucu (Ostrensky et al., 2007).
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2.1.1 Producao de peixes de agua doce

Nos ultimos 50 anos o panorama geral da producao aquicola tem tido
grandes avangos a partir do conhecimento baseado nos funcionamentos dos
ecossistemas aquaticos, com o fim de gerar uma producdo mais amigavel com o meio
ambiente, enfatizando-se a importancia de utilizar os recursos pesqueiros e aquicolas
de forma responsavel ao nivel mundial (FAO, 2020).

Segundo dados publicados pela FAO em 2020, no documento
denominado SOFIA (pelas siglas em inglés - The State of World Fisheries and
Aquaculture), estima-se que a producéo de peixe no ano de 2018 chegou perto das
179 milhdes de toneladas. A aquicultura representou 46% deste total, com 82,1
milhdes de toneladas, em que 88% desta producéo foi destinado para o consumo
humano, estimando-se um consumo per capita perto dos 20,5 kg. O Brasil encontra-
se na 132 posicdo na producdo de peixes em cativeiro, e 82 posicédo na producao de
peixes de agua doce.

No Brasil, a espécie que lidera a producao piscicola continua sendo a
Tilapia. De forma geral, no ano de 2021 a piscicultura cresceu 4,7% e atingiu um total
de 841 mil toneladas; dessa producdo nacional, os peixes nativos representaram
31,2%, segundo dados da Associacao Brasileira da Piscicultura (Peixe BR, 2022). Na
producdo de peixes nativos, dois grupos de espécies se destacam: os peixes da
ordem Characiformes (dourado, pacu, tambaqui, matrinxa) e Siluriformes (surubins,
pintado, cacharas e jundids), em especial das familias Characidae e Pimelodidae,
respectivamente. Cerca de 70% das espécies nativas produzidas no Brasil pertencem
a estas duas familias, correspondendo a 32% da producdo nacional (Alves et al.,
2014).

2.2 PEIXES DO GENERO BRYCON

A familia Characidae é uma das maiores familias de peixes com
escamas de agua doce encontrada no Brasil, caracteriza-se por apresentar nadadeira
adiposa, padrdes de denticdo e formato corporal bastante variado com 148 géneros e
1149 espécies identificadas Nelson (2006). O género Brycon Miuller e Troschel 1844
€ um dos maiores géneros neotropicais, contendo pelo menos 75 espécies nominais,

das quais 44 séo validas Antunes et al. (2010).
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Difundido, desde o sul do México até o sul do Panama na América
Central, também s&o encontrados nos sistemas fluviais transandinos do norte do Peru
até o sistema Lago de Maracaibo na Venezuela e, na América do Sul, percorre o
Orinoco, Amazonas, as bacias dos rios La Plata e Sao Francisco, e 0s rios costeiros
do leste do Brasil desde a foz do rio S&o Francisco em direcéo ao sul até a bacia do
rio Paraiba do Sul Lima (2017).

Segundo Lima (2017), as espécies do género Brycon sao fonte
principal de proteina para consumo humano, uma vez que, sdo apetecidas tanto na
pesca artesanal como na comercial. A agressividade exposta na hora da captura os
converte em alvos na pesca esportiva Mateus et al. (2004). Uma particularidade do
género é sua sensibilidade aos distlrbios antropicos no meio ambiente, o que tem
levado ao declinio de seis espécies, que ja sdo consideradas ameacgadas no Brasil:
Brycon insignis, B. vermelha, B. devillei, B. opalinus, B. nattereri e B. orbignyanus
Rosa & Lima (2008).

2.2.1 Brycon amazonicus (Spix & Agassiz, 1829)

Uma das espécies mais relevantes na piscicultura da regido
Amazobnica é o Brycon amazonicus, nomeada pelos locais como matrinxa ou salmao
da Amazdnia no Brasil (Bini, 2012; Oliveira et al., 2018) e yamu ou sabalo de cola roja
na Colémbia (Arias et al., 2006; Reis & Lima, 2009). Esta espécie percorre
amplamente a bacia Amazoénica incluindo o Rio Orinoco (Reis & Lima, 2009) (Figura
1). A espécie habita diversos habitats durante sua vida, realizando varias migracoes,
realizando migracao reprodutiva no inicio da estacdo das chuvas, e quando a agua
desce, realiza a desova em rios de aguas brancas - rios relativamente alcalinos com
altas cargas de sedimentos; rios tipicos das florestas da bacia amazonica, incluindo
as florestas inundadas de rios de agua branca e preta (Reis et al., 2009; Bini, 2012).

Quanto ao seu fendtipo e fisionomia, a espécie apresenta corpo
alongado com tamanho médio de 40 cm (Figura 2), possui boca pequena com dentes
multicuspidados em 3 a 4 fileiras na maxila superior e duas fileiras na maxila inferior,
e os olhos bem desenvolvidos; sua coloracao é cinza-amarelado, mais claro no ventre;
apresenta escamas com bordas escuras formando linhas continuas sinuosas. O corpo
apresenta pigmentacéo ligeiramente mais escura na parte dorsal, a qual inicia na

cabeca e tinge o lado superior do pedunculo caudal. Tanto as nadadeiras impares
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como os pares tem pigmentacdes pretas (Baldisserotto & Carvalho, 2005; Reis et al.,
2009).

Characidae Subfamilia:

Briconinae Género:

Brycon

Espécie: Brycon amazonicus,

Reino:
Animalia Filo:
Chordata Classe: —
) 3 Ordem: Bootiaith ~
Familia: Actinopterygii . St
Characiformes

adhanl

(Agassiz, 1829)

Figura 1. Taxonomia e distribuicdo geografica do matrinxa (Brycon amazonicus).
Fonte: Reis & Lima, 2009
Desenho: Proprio autor

Figura 2. Exemplar adulto de matrinxa (Brycon amazonicus).

Fonte: Moraes et al., 2018.

A espécie B. amazonicus é um recurso pesqueiro extremamente
importante na regido amazénica, e é considerado como uma das espécies de peixes
nativos cultivados no Brasil. Possui alto valor comercial e grande potencial para
criagdo em cativeiro, por apresentar crescimento rapido e indices desejaveis de
conversao alimentar. Esta espécie esta-se tornando cada vez mais popular, devido as
suas caracteristicas organolépticas e sabor de sua carne Oliveira et al. (2018). A
populacdo natural de B. amazonicus é catalogada como estavel, ou seja, ndo se
encontra em risco de extingdo segundo Reis & Lima (2009), no entanto, ndo existem
medidas de conservacdo em vigor. Por isso, em algumas regibes brasileiras, o
desmatamento ciliar, o barramento dos rios e a polui¢céo industrial sdo considerados

0s principais fatores responséaveis pela diminuicdo nas populacdes das espécies do
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género Brycon, como a quase extincdo do Brycon orbignyanus na regido Sudeste e
do Brycon acuminatus no Rio Paraiba do Sul (Baldisserotto & Carvalho, 2005).

Por outro lado, na regido Amazbnica a piscicultura € uma das
atividades agropecuarias de subsisténcia com maior predominio, e entre as espeécies
mais cultivadas encontra-se o matrinxa (Brycon amazonicus), tambaqui (Colossoma
macropomum) e pirarucu (Arapaima gigas) (Santos et al., 2020). O matrinxa é a
segunda espécie mais cultivada na regido Amazonica (Oliveira et al., 2018). Segundo
o0 Peixe BR a espécie no ano de 2020 conta com 5.261 estabelecimentos

agropecuarios para sua producao em todo o Brasil (Peixe BR, 2020).

2.2.2 Brycon gouldingi (Lima, 2004)

O Brycon gouldingi é uma espécie recentemente descrita e
catalogada da bacia do rio Tocantins - Araguaia, Brasil. Segundo Lima (2004), o peixe
apresenta diferenciacdo anatdémica no quinto osso infraorbital, o qual é mais alto do
que largo; também apresentam varias faixas longitudinais estreitas ao longo das
superficies dorsolaterais do corpo; as nadadeiras e escamas exibem um padrédo de
crescimento distinto; barbatanas peitorais e pélvicas escurecidas, e possui uma marca
diferenciada em forma de V na nadadeira caudal (Lima, 2004; Faustino et al., 2018)
(Figura 3).

Reino: s

Filo: Classe: o
Animalia rdem:

Chordata Actinopterygii
Characiformes

Familia:

Subfamilia: A ]
Characidae o Geénero:

Briconinae

Brycon
Espécie:

Brycon gouldingi, (Lima, 2004)

Figura 3. Taxonomia do Brycon gouldingi e exemplar do peixe em alcool 70%
Fonte: Lima, 2017; Lima, 2004
Desenho: Proprio autor
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Esta espécie é conhecida pelo nome vulgar de piabanha, expdem um
habito alimentar a base de frutas e insetos, e vive em ambientes bentopelagicos de
agua doce tropical (Zaniboni et al., 2006; Faustino et al., 2018). A piabanha exibe
qualidades favoraveis para sua producdo em ambientes controlados devido a sua facil
adaptacdo ao cativeiro; boa aceitacdo aos alimentos de origem animal e vegetal;
rapido crescimento ao tamanho comercial; facil comercializacdo da carne, boa
aceitacdo pelos consumidores e potencial para o cultivo em sistemas intensivos
(Zaniboni et al., 2006).

Entretanto, a bacia do rio Tocantins estd sendo progressivamente
modificada para a construcao de usinas hidrelétricas (UHES). Na area de distribuicdo
do B. gouldingi estdo construidas as UHEs Serra da Mesa, Peixe Angical, Lajeado,
Estreito e Tucurui, quebrando as migracdes naturais da espécie, alterando sua
reproducéo e diminuindo as popula¢des naturais, levando a classificacdo da espécie
como ameacada de extincdo (EN). Por essa razao, B. gouldingi é uma das espécies-
alvo do Plano de Acao Nacional para Conservacdo das Espécies Ameacadas de
Extingdo da Ictiofauna e Herpetofauna do Cerrado e Pantanal, fazendo-se necessérios
estudos populacionais em toda sua area de distribuicdo para conhecer melhor o

estado das populacdes da espécie (ICMBIo, 2021).

2.3 MARCADORES MOLECULARES NA GENETICA

Entre as maiores conquistas do século XX encontra-se a
determinacdo da estrutura do &cido desoxirribonucleico (DNA) em 1953 pelos
pesquisadores Francis Crick, James Watson e Maurice Wilkins (Danylova &
Komisarenko, 2020). Igualmente destaca-se o desenvolvimento da técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction, siglas em inglés) por Kary Mullis em 1990 e a descoberta
da enzima taq polimerase (Templeton, 1992), permitindo maiores avang¢os na biologia
molecular assim como na bioquimica.

Com a implementagdo da PCR foram desenvolvidas novas técnicas
de marcadores moleculares como: Random Amplified Polymorphic (RAPD); Amplified
Fragment Length Polymorphism (AFLP); Variable Number of Tandem Repeats
(VNTR); Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs); ISSR (Inter-simple sequence
repeats); Simple Sequence Repeats (SSRs) (Seberg & Buiatti, 1996; Zolet et al., 2017,
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Karp; Eltaher et al., 2018). Essas técnicas sdo capazes de distinguir variacdes entre
0S genotipos estudados convertendo-se na chave dos estudos genéticos.
Marcadores moleculares fornecem informagfes sobre as variagoes
alélicas em um determinado locus (Schlbtterer, 2004). Elucidando as relacdes
filogenéticas, diversidade e estrutura das populagdes, rotas de migracao alélicas e o
fluxo génico. Da mesma forma, também sdo ferramentas implementadas na
identificacdo taxon6mica, melhoramento genético, identificacdo de genes e teste de
paternidade Duran et al. (2009). O primeiro trabalho relatando a constru¢cao de mapas
genéticos usando um marcador molecular (Restriction Fragment Length
Polymorphism -RFLP) foi publicado no ano de 1980 por Botstein et al. Desde entéo,
diversas sdo as técnicas implementadas nos estudos desenvolvidos as quais tem
agido como ferramentas versateis nas andlises genética populacionais mediante a

biologia molecular Zolet et al. (2017).

2.3.1 Microssatélites (SSRs)

Os primeiros marcadores amplamente implementados aproveitando a
tecnologia da PCR foram os microssatélites. Desenvolvidos em 1989 para o
mapeamento em humanos, 0s SSRs tém sido aplicados em diversas areas com
otimos resultados nos estudos de genética populacional (Faleiro, 2007). S&o
repeticbes em tandem, altamente polimoérficos, abundante e bem distribuidos por toda
a parte eucromatica dos genomas, tanto nas regiées codificante e ndo codificantes, e
de caracteristica co-dominante Schlétterer (2004).

Zolet et al. (2017) descreveram varios marcadores moleculares,
entre eles os microssatélites, e ressaltaram as seguintes vantagens: altamente
informativos (multialélicos); faceis de isolar; codominantes; apresentam alta
reprodutibilidade. No entanto, tém algumas limitacbes: complexo comportamento
mutacional; presenca de alelos nulos; sendo geralmente, espécie-especificos. Uma
qualidade importante dos microssatélites € que eles permitem a distincao de genaotipos
homozigotos e heterozigotos, implementando-se em peixes na andlise da diversidade
genética com bastante predilecao Oliveira et al. (2018).

Alguns dos mais recentes trabalhos publicados pelo grupo de estudo
(NEPAG), mencionamos os seguintes. Pandolfi et al. (2021) desenvolveram mediante

a técnica biblioteca enriquecida 11 primers espécie-especificos para a espécie de
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peixe (Pterophyllum scalare), avaliando a diversidade e estrutura genética de uma
populacao selvagens, do rio Amazonas, e trés estoques comerciais. Encontrando que
0s quatro grupos estudados apresentaram alta diferenciacdo genética. Yamachita et
al. (2020) descreveram pela primeira vez um painel de microssatélites para a espécie
(Hyphessobrycon eques) com o objetivo de avaliar a divertida genética e testar a
transferibilidade dos mesmos na espécie (Serrapinnus notomelas). Ressaltando-se a
importancia do desenvolvimento de SSRs na analise de diversidade genética em
peixes.

Os microssatélites séo classificados segundo o comprimento do motif:
0s quais vao desde mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, até hexa-nucleotideos, ou podem
ser chamados de nucleotideos Complex quando um ou mais variacbes de motif se
encontra dentro da mesma sequéncia de microssatélite (Grover & Sharma, 2016).
Vérias sédo as formas de obtencao e desenvolvimento dos microssatélites genémicos.
Entre elas encontramos o isolamento de bibliotecas genbmicas de tamanho
selecionado o qual exige a triagem de milhares de clones gendmicos por meio de
hibridizacao usando sondas microssatélites curtas, marcadas com repeticées de di ou
tri-nucleotideos, como CA, CT, GC, GCG, ATC (Grover et al., 2009), ou sondas tetra-
nucleotidicas GATA e GACA (Bhatia et al., 1995). Porém, uma das dificuldades da
técnica € a baixa obtencado de clones positivos (<1%) (Grover & Sharma, 2016).

Outra técnica € a obtencdo de microssatélites a partir de triagem das
bibliotecas enriquecidas, a qual garante maior obtencao de regides contendo SSRs.
Implementando a biotina-estreptavidina e ligacdo de adaptadores aos fragmentos de
DNA, eles sdo submetidos a amplificacdes por PCR. Seus produtos sao hibridizados
com sondas previamente marcadas e posteriormente sdo eluidos, amplificados e
clonados novamente (Wardill et al., 2004), garantido maior obtencdo de SSRs.
Existem outras técnicas pouco implementadas devido a baixa obtencéo de regides
contendo SSRs. Fisher, Gardner & Richardson (1996) descreveram um procedimento
de enriquecimento baseado em PCR usando um iniciador de repeticdo de oligo-
nucleotideo ancorado a regidao 5 com a sequéncia degenerada KKVRVRV(CTs).
Porém, sua maior limitacdo € a PCR, a qual tendia a fornecer microssatélites na
posicéo terminal, limitando assim o primer.

Edwards et al. (2007) implementaram outro protocolo de
enriqguecimento no qual os iniciadores de ligacdo Sau3Al inicialmente amplificaram o

DNA selecionado por tamanho clonado em plasmideos e, em seguida, sondas
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marcadas com biotina foram usadas para enriquecimento usando hibridizacdo. Um
procedimento alternativo de enriquecimento de biblioteca descrito por Fisher &
Bachmann (1998) rendeu quase 70% de microssatélites CT. De forma geral a taxa de
obtencdo de marcadores microssatélites a partir de bibliotecas enriquecida é de 50%
(Grover & Sharma, 2016; Grover et al., 2010).
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4 HIPOTESE
E possivel desenvolver marcadores SSRs para as espécies B.

amazonicus e B. gouldingi aprimorando sua implementagéo na anélise genética e sua

transferibilidade nas espécies correlacionadas.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver marcadores microssatélite para o Brycon amazonicus e

Brycon gouldingi e, através deles, realizar estudos genéticos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver primers espécie-especificos para o Brycon amazonicus e Brycon
gouldingi.
e Através dos primers desenvolvidos, realizar a andlise da variabilidade e da

estrutura genética de populacdes de Brycon amazonicus.
e Realizar testes de amplificacdo cruzada dos primers desenvolvidos em

espécies de Brycon correlacionadas.
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6 ARTIGO A- ARTIGO APRESENTADO NAS NORMAS DA REVISTA
AQUACULTURE INTERNATIONAL

Desenvolvimento, anélise da diversidade genética e transferibilidade de
marcadores microssatélites em Brycon amazonicus
Development, analysis of genetic diversity and transferability of microsatellite
markers in Brycon amazonicus

Highlights

Descrigdo de dezessete novos iniciadores microssatélites para género Brycon
Validacédo de oito SSRs na andlise de diversidade genética em Brycon amazonicus
Elevada diferenciacdo genética entre estoques de Brycon amazonicus avaliados

Alta transferibilidade dos novos primers microssatélites no género Brycon

Resumo

Brycon amazonicus € uma espécie nativa do Brasil com importancia
socioecondmica e potencial para a producéo piscicola. E a segunda espécie mais
cultivada na Regido Amazébnica. No entanto, a falta de marcadores moleculares
especificos limita as pesquisas genéticas. Ha poucos estudos genéticos voltados a
avaliacdo da estrutura populacional desta espécie. Assim, o objetivo do presente
estudo foi desenvolver marcadores microssatélites especificos para a espécie B.
amazonicus. Analisar a diversidade genética em quatro estoques de pisciculturas:
Nova Mutum; Instituto Nacional de Pesquisa da Amazoénia (INPA); Jatuarana e Nova
Airdo. Além, de avaliar a transferibilidade desses marcadores em espécies do mesmo
género (Brycon orbignyanus, Brycon falcatus e Brycon gouldingi). Como resultado e
mediante o método da biblioteca enriquecida,17 pares de primers foram
desenvolvidos. Oito deles implementados na analise genética nos estoques de B.
amazonicus. Foi possivel obter um total de 47 alelos. O contetddo de informacéo
polimorfica variou de moderado a alto nos oito pares de primers. O coeficiente médio
de endogamia Fis foi negativo e significativo no estoque de Nova Mutum. N&o entanto,
nos estoques de Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (0,179), Jatuarana
(0,099) e Nova Airdo os valores foram positivos e néo significativos. A andlise de
variancia molecular (AMOVA) mostrou que a maior diferenciacéo genética se encontra
dentro dos estoques (57%), entretanto, diferenciacdo genética entre os estoques foi

alta. A analise Bayesiana designou como melhor nimero de agrupamentos genéticos
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K = 3. E o teste de transferibilidade mostrou amplificacdo bem-sucedida dos primers
desenvolvidos para B. amazonicus nas espécies testadas B. orbignyanus, B. falcatus
e B. gouldingi. Indicando-se o alto potencial dos microssatélites para analise de
diversidade e estrutura genética populacional tanto no género Brycon como na familia

Characidae.

Palavras-chaves: Genética molecular. Marcador molecular. Matrinxa. Peixe.

Abstract

Brycon amazonicus is a species native to Brazil with socioeconomic importance
and potential for fish production. It is the second most cultivated species in the Amazon
Region. However, the lack of specific molecular markers limits genetic research. There
are few genetic studies aimed at evaluating the population structure of this species.
Thus, the objective of the present study was to develop species-specific microsatellite
markers for B. amazonicus. To analyze the genetic diversity in four fish farm stocks:
Nova Mutum; Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA); Jatuarana and
Nova Airdo. In addition, to evaluate the transferability of these markers in species of
the same genus (Brycon orbignyanus, Brycon falcatus, and Brycon gouldingi). As a
result, and through the enriched library method, 17 primer pairs were developed. Eight
of them were implemented in the genetic analysis of B. amazonicus stocks. A total of
47 alleles were obtained. The polymorphic information content varied from moderate
to high in the eight primer pairs. The mean Fis endogamy coefficient was negative and
significant in Nova Mutum stock. However, in the stocks of Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia (0.179), Jatuarana (0.099) and Nova Airdo the values were
positive and not significant. The analysis of molecular variance (AMOVA) showed that
the greatest genetic differentiation was found within stocks (57%), however, genetic
differentiation among stocks was high. Bayesian analysis designated the best number
of genetic clusters as K = 3. And the transferability test showed successful amplification
of the primers developed for B. amazonicus in the tested species B. orbignyanus, B.
falcatus and B. gouldingi. Indicating the high potential of microsatellites for analysis of
diversity and population genetic structure in both the genus Brycon and the family

Characidae.

Keywords: Molecular genetics. Molecular marker. Matrinxa. Fish.
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Introducao

A piscicultura brasileira cresceu 4,74% em 2021, alcan¢cando uma producéo de
841 mil toneladas. A producéo de peixes nativos esta-se consolidando em conjunto
com a producdo aquicola, representando um segmento muito importante da
piscicultura brasileira (Peixe BR, 2022). No ano de 2021 a produc¢éo de peixes nativos
representou 31,2% (262 mil toneladas) da producao brasileira (Peixe BR, 2022). Na
Amazonia Central o peixe € um recurso de grande interesse para a economia local e
abastecimento da populacéo ribeirinha (Cajado et al. 2018).

Brycon amazonicus (Spix & Agassiz, 1829) tem destaque dentro do género
Brycon (Muller & Troschel, 1844). Conhecido como matrinxd, a espécie exibe
importantes qualidades zootécnicas como boa converséo alimentar, bom rendimento
da carcaca e boa aceitacdo no mercado (Lima et al. 2021). Sendo a segunda espécie
mais cultivada da regi&o Amazonica (Oliveira et al. 2018).

Apesar da sua importancia, poucos estudos avaliando a diversidade genética
mediante o uso de marcadores microssatélites foram realizados. A manutencéo da
diversidade genética € importante com o fim de manter a habilidade de adaptacéo e
resposta as mudancas ambientas da progénie. Sendo uma prioridade nos estoques
mantidos em cativeiro com o fim de diminuir o risco de endogamia (Urrea-Rojas et al.
2021). Nesse sentido, os marcadores moleculares podem auxiliar na obtencéo de
informacdes sobre a estrutura genética populacional, histéria demogréfica, parentesco
e sistema de acasalamento (Penha et al. 2020).

Entre os marcadores moleculares mais usados para analises genéticas de
populacfes em peixes, destacam-se os microssatélites (Diyie et al. 2021). Nomeados
como “Simple Sequence Repeats - SSRs” ou “Shorts Tandem Repeats - STRs” sédo
marcadores polimérficos, abundantes tanto nas regides codificantes como nao
codificantes do genoma e de caracteristica co-dominante, que permite a diferenciacéo
entre homozigotos e heterozigotos (Schlétterer, 2004).

Varias pesquisas analisando populagfes do género Brycon j& foram realizadas
através desses marcadores (Souza et al. 2018a; Souza et al. 2018b; Penha et al.
2020). No entanto, a espécie B. amazonicus nao conta com primers especificos, o que
leva a implementacdo de primers heterélogos, dificultando a obtencdo de

amplificagBes satisfatorias. Assim, o objetivo do presente estudo foi desenvolver
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primers espécie-especificos para Brycon amazonicus, analisar a diversidade genética

de estoques e testes de amplificacdo cruzada para outras espécies do mesmo género.

Material e Métodos
A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (CEUA / UEL N° 2166.2020.33).

Extracdo do DNA

Foram coletadas amostras de nadadeira caudal (aproximadamente 0,5 cm?) de
nove individuos de Brycon amazonicus. A extracdo de seu DNA gendmico foi de
acordo com o protocolo NaCl, conforme determinado por Lopera-Barrero et al. (2008).
Posteriormente, a integridade do DNA extraido (5 pg) foi verificada em gel de agarose
(1%), com tampao de acido 1-Tris-borato-etilenodiaminotetracético (TBE) submetidos

a eletroforese por 60 minutos a 100 V e 400 mA.

Desenvolvimento dos marcadores microssatélites

Foi desenvolvida uma biblioteca enriquecida de microssatélites, através do
método de captura por hibridizacdo, de acordo com o protocolo descrito por Billote et
al. (1999), com sondas (AGA) 5, (CT) 8 e (GT) 8 na fase de enriquecimento. O DNA
gendmico extraido (5 pg) de B. amazonicus foi digerido com 50 U da enzima de
restricdo Rsal tipo Il (Promega, Maison, EUA) para obter varios fragmentos com uma
sequéncia de terminacdo conhecida. Estes fragmentos foram conectados aos
adaptadores de fita simples (10 mM) Rsa21 (5"-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3")
e Rsa25 (5" TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3") com T4 DNA ligase (Promega,
Madison, WI). Para a ligacéo, a incubagdao foi realizada a 20 °C durante duas horas.

Os fragmentos foram selecionados por hibridizacdo com os oligonucleotideos
ligados a uma biotina, complementares as sequéncias de microssatélites. Esses
fragmentos foram capturados usando esferas magnéticas revestidas com
estreptavidina com alta capacidade de conjugacdo com biotina (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). Os fragmentos enriquecidos com microssatélites foram
amplificados via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers para Rsa2l,
clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega) e transformados em competentes
mediante Escherichia coli JIM109 (Promega). Plasmideos de col6nias Unicas foram

isolados e sequenciados usando o kit de sequenciamento Big Dye Terminator versao
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3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) em analisador genético automatizado (ABI
3500xL, Applied Biosystems) usando o primer de <cauda M13 (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3).

A leitura e a andlise das sequéncias foram realizadas pelo software MEGA
versao 6.0 (Tamura et al. 2013). As sequéncias que apresentaram baixa qualidade ou
pouca especificidade foram excluidas. A construcdo dos marcadores microssatélites
foi feito por meio do software Primer3, verséo 2.0.4.0 (Rozen & Skaletsky, 2000).
Todos os primers foram testados para possiveis interacdes primer-primer e estruturas
sobrepostas (Hairpin) mediante o software AutoDimer 1.0 (Vallone e Butler 2004).

Os iniciadores desenvolvidos foram testados em amostras de B. amazonicus,
para padronizacdo da temperatura de anelamento. Os produtos desses testes foram
visualizados em gel de agarose (3%) submetidos a eletroforese com tampéao de acido
TBE por 120 minutos a 100 V e 200 mA. Com base na melhor resolucédo das bandas
no gel e descarte dos primers que ndo apresentaram especificidade, foram
selecionados um total de 17 primers para validagéo, transferibilidade e andlise da
diversidade genética.

Andlise de diversidade genética e validacdo dos marcadores microssatélites

Foram amostrados 96 individuos da espécie B. amazonicus, coletados em
quatro municipios: 24 amostras de uma piscicultura em Nova Mutum (NM), Mato
Grosso - BR (13,822° S, 56,083° O); 24 amostras do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazoénia (INPA), Amazonas - BR (3,095° S, 59,988° O); 24 amostras de uma
piscicultura em Jatuarana (JAT), Manaus - BR (3,0553° S, 59,6586° O); e 24 amostras
de uma piscicultura em Nova Airdo (NA), Amazonas - BR (2,3715° S 60,5638° O).

O DNA gendmico foi extraido de fragmentos da nadadeira caudal utilizando o
protocolo de NaCl, conforme descrito por Lopera-Barrero et al. (2008). O produto
dessa extracdo foi quantificado em espectrofotometro SLIPQ 026 - Quantificador L-
Quant (Loccus Biotecnologia, Ribeirdo Preto, Brasil) e diluido para 30 ng / pL para
padronizacdo da concentracdo da amostra. Posteriormente, a integridade do DNA foi
verificada em wum gel de agarose 1%, com tampao 1x Tris-borato-
etilenodiaminotetracético (TBE) por 1 h a 100 V e 400 mA.

A amplificacéo foi realizada através de PCR em um volume final de reacéo de
15 pL contendo enzima recombinante "hot start" Taqg DNA Polimerase (1,0 U / uL)
(LGC Biotecnologia, Cotia - SP); Tampao 1 X sem MgClz; 2,0 mM de MgClz; 0,2 mM
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de dNTP; primer Forward - iniciador direto (0,12 uL); primer reverse - iniciador reverso
(O, 48 pL); 0, 48 pL de iniciador de cauda M13 (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3")
marcado com sondas FAM, HEX, NED ou PET (Applied Biosystems); 1 uyL de DNA
gendmico (30 ng / pL) e agua livre Milig para um volume total de 15 pL. O ciclo de
PCR foi realizado nas seguintes condi¢cdes: quatro minutos de desnaturacdao inicial a
94 °C; seguido por 35 ciclos de 45 segundos de desnaturacédo a 94 °C; 30 segundos
de anelamento a 64 °C; e 1 minuto de extensao a 72 °C; seguido por uma extensao
final de 10 minutos a 72 °C.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese capilar automatizada em
analisador genético (ABI 3500xL) utilizando GS-600 LIZ (Thermo Fisher Scientific)
como marcador interno de peso molecular. Os alelos foram visualizados por meio do

software GeneMarker, verséo 2.6.3 (SoftGenetics LLC).

Testes de amplificacédo cruzada

Para os microssatélites desenvolvidos, foram realizados testes de amplificacao
cruzada em trés espécies do género Brycon: oito amostras de B. gouldingi, oito de B.
falcatus e oito amostras de B. orbignyanus. Foram usadas as mesmas condi¢cfes de
PCR e eletroforese capilar descritas para B. amazonicus. Para o0s primers
amplificados, foram determinados o niumero de alelos produzidos (Na) e a taxa de
sucesso da amplificacdo (As%) (porcentagem de bandas com amplificacdo
satisfatoria).

Analise Estatistica

O numero de alelo, alelo efetivo; A heterozigosidade observada (Ho) e
esperada (He); equilibrio de Hardy-Weinberg; Alelos de baixa frequéncia e alelos
exclusivos; analise de variancia molecular (AMOVA); indice de fixacao (Fst) (nivel de
significancia de 0,05) e indice de diferenciacdo genética pareada (Fst+) foram
calculados com o software GenAlEx verséo 6.5 (Peakall & Smouse 2012). Como
meétodo de diferenciacéo dos valores de Fsr, foi utilizada a definicdo de Wright (1978),
onde valores entre 0,00 e 0,05, 0,051 e 0,15, 0,151 e 0,25 e> 0,25 indicam
diferenciacdo genética pequena, moderada, alta e muito alta, respectivamente. O
coeficiente de endogamia (Fis) foi calculado usando o software FSTAT versao 2.9.3.2
(Goudet 2005).
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A presenca de alelos nulos foi testada com o software Micro-Cheker (Van
Oosterhout et al. 2004). O conteudo de informacgéo polimérfica (PIC) foi calculado
usando o software Cervus versao 3.0.7 (Kalinowski et al. 2007) e classificado de
acordo com Botstein et al. (1980). Sendo que valores PIC> 0,5; entre 0,5-0,25 e <0,25
indicam que sao altamente informativos, razoavelmente informativos e pouco
informativos, respectivamente.

Uma andlise Bayesiana da estrutura genética foi realizada utilizando o software
Parallel Structure (Besnier e Glover 2013; Pritchard et al. 2000) para verificar a
existéncia de possiveis clusters (K) entre as populacdes, seguindo o modelo misto de
clusters com um periodo de burnin em de 250.000 e 1.000.000 repeticdes de MCMC
(Markov Chain Monte Carlo), com 20 execug¢des para cada valor K hipotético, com K
variando de um a oito (K = 1-8). O numero de clusters foi determinado pelo método
proposto por Evanno et al. (2005) implementado no site Structure Harvester (Earl e
vonHoldt 2012). A analise de coordenadas principais (PCoA) foi realizada por meio da
funcdo cmdscale do R v. 4.0.1 (R Core Team, 2020).

Resultados e Discusséo

Dos 17 primers desenvolvidos e testados, oito marcadores microssatélites
apresentaram amplificacdo polimorfica Tabelal. O conteudo de informacao
polimorfica (PIC) variou de alto (Braml18, Bram2l, Bram24 e Bram27) a
razoavelmente informativos (Bram6, Bramll, Bram22 e Bram26). Os valores
encontrados para PIC demostram que as informacdes fornecidas pelos primers séo
uteis para a analise da diversidade genética populacional no B. amazonicus. Outros
autores encontraram valores de PIC semelhantes em outras espécies do género
Brycon. Castro et al. (2018) avaliaram a diversidade genética atraves da
implementacédo de primers heterélogos no B. orbignyanus, encontrando valores de
PIC entre 0,215 (Bh5) a 0,609 (Bc48-10).
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Tabela 1. Caracterizacédo, TA (°C), Pares de base, PIC dos novos marcadores microssatélites usados no analise de diversidade
genética nos estoques de pisciculturas na espécie Brycon amazonicus

. . - . . . TA Pares de
Iniciador SSR Motif Repeticao Sequéncia Primer (5'-3") °C) bases PIC

. F: TGTTCCAGATCAGAAAAGCAGA

Bramé (GAT)s i R: TGGATCAAATAGGGAATGCAGAC 64 234-264 0,358
| F: AGAATGCTGCTGAGACCATT

Bramll (AC)12 Di R: TTCAACCGACTCATTTTGTTTCT 64 224252 0431

(GT)2C _
F: GCAAAGACCTAAACTTAACCCT

Bram18 |\$(T§A)§3 Complex R: ACACTGACCCCTCTTTCTGG 64 140-206 0,661
| F: AGTAGTCAGAACTCGTCGCTCT

Bram21 (GT)16 Di iadlandispravvelindivend] 64  230-326 0,678
| F: ATTTCACCAGTTCTGCCCAG

Bram22 (AG)a Di A T A, 64 279314 0,399
| F: GAAACACACCCTGATACTGCA

Bram24 (TG)20 Di D yvovevivadivaliabice 64  280-307 0,730
| F: CTGTTCTTGGTTCTTGGTTCAGA

Bram26 (CA)s Di e o e ae 64  293-326 0,399
| F: GTTTAGTCTGGCCTTGGAGAG

Bram27 (CT)a Di IpIpliligsovtilsrio 64  113-143 0,656

Temperatura de anelamento TA (°C)

Conteudo de informagéo polimorfica (PIC)
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As populacdes do INPA e Jatuarana apresentaram maior quantidade de alelos
de baixa frequéncia (p <0,100) com um total de quatorze e nove alelos, seguido por
Nova Airdo com seis e, finalmente, Nova Mutum com cinco. Alelos exclusivos também
foram identificados nos estoques: INPA com quinze; cinco em Nova Mutum; trés tanto

em Jatuarana como em Nova Airdo (Tabela 2).

Tabela 2. Alelos de baixa frequéncia e alelos exclusivos encontrados nos estoques

de Brycon amazonicus

Alelos de baixa frequéncia

I\N/Icl)J\t/jm INPA Jatuarana Zicr);z
Bram6 264(0,023) 234(0,028) 2640,021) -
240(0,028)
2640,028)
Braml1l 2280,065) 2240,042) 228(0,042) -
230(0,022) 232(0,042) 230(0,021)
234(0,042) 252(0,042)
236(0,021)
238(0,042)
Braml18 206(0,021) - 197 0,021 1940,043)
Bram21 286(0,063) 267(0,068) - -
Bram22 - 279(0,025) 293(0,050) 293(0,068)
3140,050)
Bram24 - - 300(0,079) 2940,059)
307(0,053) 298(0,059)
300(0,059)
Bram26 - 293(0,021) 295(0,022) 295(0,043)
326(0,042)
Bram27 - 115(0,021) - -
Alelos de Exclusivos
I\N/I(l)J\tljm INPA Jatuarana Ei(:;g
Bram6 - 240(0,028) - -
Braml1l 2240,042) 252(0,042)
232(0,042)

2340,042)
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236(0,021)
238(0,042)
Braml18 1420,979) 140(0,543) - -
Bram21 286(0,063) 267(0,068) - -
326(0,417)
Bram22 - 279(0,025) - -
314(0,050)
Bram24 292(0,500) - 3040,658) 2940,059)
307(0,053) 298(0,059)
Bram26 309(0,636) 293(0,021) - -
326(0,042)
Bram27 - 115(0,021) - 113(0,239)
1280,208)
1430,771)

Na analise populacional dos 96 individuos dos quatro estoques de B.
amazonicus, identificou-se um total de 47 alelos (Tabela 2). O tamanho dos
fragmentos variou de 113 pb (Bram27) a 326 pb (Bram21 e Bram26). O loci Bram22
no estoque Nova Mutum apresentou padrdo monomorfico. Nao entanto, nos demais
estoques o iniciador revelou padréo polimorfico. O numero de alelos por locus variou
de um para oito.

Resultados semelhantes foram anteriormente relatados por Urrea-Rojas et al.
(2021) num estudo de avaliacdo da diversidade genética em matrinxd por meio de
microssatélites heterélogos, onde a maior quantidade de alelos obtida foi nos
iniciadores BoM13 com 9 alelos e Bh5 com 8 alelos. Da mesma forma Oliveira et al.
(2018) realizaram um estudo comparando populacdes naturais e em cativeiro
reportando variacdes entre o numero de alelos de 7 a 9. Pode-se inferir que o nimero
de alelos pode variar por diversos fatores como origem das amostras, tamanho da
amostra, iniciadores implementados. N&o foi evidenciada a presenca de alelos nulos
(Tabela 2).
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Tabela 3. Resultado da andlise de diversidade genética nos estoques de Brycon

amazonicus
Estoque Locus Na Ne Ho He HWE Fis
Bram6 3 2 0,318 0,515 0,176 0,402
Bram11l 3 1 0,174 0,162 0,976 -0,054
Bram18 2 1 0,042 0,041 0,917 0,000
Nova Bram21 3 2 0,958 0,551 0,00 0,729
Mutum Bram22 1 1 Monomoérfico
Bram24 2 2 1,000 0,500 0,00+ -1,000
Bram26 2 2 0,636 0,463 0,079 -0,355
Bram27 2 2 0,957 0,499 0,00* -0,913
Media 2 2 0,511 0,341 0,269 -0,149*
Bram6 4 1 0,167 0,157 1,00 -0,030
Bram11l 8 4 0,375 0,723 0.00* 0,498
Instituto Bram18 2 2 0,913 0,496 0,00* -0,833
Nacional Bram21 2 1 0,136 0,127 0,73  -0,050
de Pesquisa Bram22 3 1 0,050 0,141 0,00* 0,661
da Amazonia Bram24 3 2 0,125 0,525 0,00 0,771
Bram26 3 1 0,042 0,119 0,00* 0,662
Bram27 3 2 0,458 0,362 0,55 -0,247
Media 4 2 0,283 0,331 0,285 0,179
Bram6 3 2 0,167 0,494 0,004* 0,674
Bram11l 4 1 0,125 0,194 0,00* 0,373
Jatuarana Braml18 3 1 0,333 0,284 0,811 -0,154
Bram21 2 2 0,542 0,499 0,676 -0,064
Bram22 2 1 0,100 0,095 0,814 -0,027
Bram24 4 2 0,316 0,514 0,048* 0,408
Bram26 2 1 0,043 0,043 0,915 0,000
Bram27 2 2 0,609 0,423 0,036* -0,419
Media 3 2 0,279 0,318 0,402 0,099
Nova Airdo Bram6 2 1 0,200 0,278 0,278 0,311
Bram11l 3 2 0,391 0,532 0,059 0,285
Bram18 2 1 0,087 0,083 0,827 -0,023
Bram21 2 2 0,435 0,386 0,541 -0,106
Bram22 2 1 0,136 0,227 0,731 -0,050
Bram24 4 1 0,118 0,311 0,00* 0,640
Bram26 2 1 0,087 0,083 0,827 -0,023
Bram27 3 3 0,913 0,600 0,001* -0,505
Media 3 2 0,296 0,300 0,408 0,066

Numero de alelos por locus (Na), alelos efetivos (Ne), heterozigosidade observada
(Ho) e esperada (He), teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e coeficiente de
endogamia (Fis) dos estoques de Brycon amazonicus.

Resultados destacados com * sdo significativos (P < 0,05).

A Ho média variou de 0,279 Jatuarana a 0,511 em Nova Mutum. A He média

foi menor em Nova Airdo (0,300) e maior em Nova Mutum (0,341). Os valores médios

encontrados para Ho ja eram esperados. Ja que estamos avaliando estoques
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mantidos ha4 mais de dez anos em cativeiro. Evidenciando-se um déficit de
heterozigotos principalmente nos estoques de INPA e Jatuarana. No entanto, segundo
Oliveira et al. (2018) a espécie Brycon amazonicus apresenta alta Ho média quando
comparada com outras espécies de Brycon. Assim mesmo, a retirada de individuos
da natureza com o fim de implementa-los como reprodutores nos estoques de
piscicultura pode ter influenciado em ditos resultados, jA que ndo se contam com
estudos previas a sua captura.

Os estoques avaliados no presente estudo sdo antigos formados ha mais de
dez anos, onde se desconhecem dados sobre sua formacao, tipo de acasalamento e
manejo reprodutivo. Assim, o efeito fundador seja um fator importante nos niveis de
diversidade genética observados, ja que o estoque inicial das pisciculturas avaliadas
poderia ter tido um tamanho limitado, contribuindo para a reducédo da diversidade
genética (Pandolfi et al. 2021).

O coeficiente médio de endogamia Fis foi negativo e significativo no estoque de
Nova Mutum (-0,149). Porém, nos estoques de INPA (0,179), Jatuarana (0,099) e
Nova Airdo (0,066) os valores foram positivos e ndo significativos. O desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05) foi encontrado para cinco locus (Bram1ll,
Bram18, Brm22, Bram24, Bram26) nos individuos de INPA; quatro locus (Brame,
Bramll, Bram24 e Bram27) no estoque de Jatuarana, trés locus (Bram21, Bram24,
Bram27) na piscicultura de Nova Mutum, e dois locus (Brm24 e Bram27) nos
individuos de Nova Airdo.

Os desvios apresentados nos locus anteriores estdo possivelmente
relacionados ao déficit de heterozigotos refletindo-se nos valores de Fis positivos.
Estes resultados apontam que os estoques avaliados estéo sendo influenciados pelas
perdas das frequéncias alélicas refletindo numa possivel endogamia. Pandolfi et al.
(2021) descreve gue o0s estoques estao sujeitos a processos de endogamia devido ao
namero limitado de reprodutores e ao processo de selecdo artificial ao qual estao
submetidos.

A AMOVA mostrou que a maior diferenciacdo foi observada dentro das
populacbes avaliadas (57%). Houve elevada e significativa diferenciagdo genética
(Fst = 0,423) de acordo com a classificagdo de Wright (1978) (Tabela 3). O indice de
diferenciacdo genética pareada (Fst+) entre os estoques foi muito alta em cinco das
combinagdes, (INPA x Nova Mutum), (Jatuarana x Nova Mutum), (Jatuarana x INPA),

(Nova Airdo x Nova Mutum), (Nova Airdo x INPA), e moderada na combinacgao (Nova
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Airdo x Jatuarana) (Tabela 4). Estes resultados demostram que cada estoque tem
formado suas proprias caracteristicas e diversidade genética ao longo do tempo de

cativeiro, que foram estabelecidas a partir do estoque inicial (efeito fundador).

Tabela 4. Analise de variancia molecular (AMOVA), diferenciacdo genética (Fst) e

classificacdo de Wright em populacdes de Brycon amazonicus.

Fonte de Variacéo GL SQ QM VE % Fst Wright
Entre grupos 3 183,630 61,210 1,241 43% 0,423* Elevada
Dentro grupos 188 307,188 1,634 1,634 57%

Total 191 490,818 2,875 100%

GL: graus de liberdade, SQ: soma dos quadrados, QM: média da soma dos
quadrados; VE: variancia estimada, %: porcentagem de variacéo, Fsr, Classificacdo
de Wright; Fst* Significativo (P < 0,05)

Tabela 5. indice de diferenciacéo genética pareada (Fst+) entre os estoques

NM INPA JAT NA
NM -
INPA 0,291 -
JAT 0,360 0,346 -
NA 0,415 0,295 0,085 -

Nova Mutum (NM), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), Jatuarana
(JAT) e Nova Airdo (NA) na espécie Brycon amazonicus

A andlise de coordenadas principais (PCoA) nos estoques de B. amazonicus
evidenciou uma maior distancia genética entre os individuos de INPA (verde) e Nova
Mutum (roxo) em relacdo aos quatro estoques avaliados. Contudo, os individuos de
Nova Airdo (azul) e Jatuarana (laranja) sua distancia genética foi menor ficando
préximos. A andlise Bayesiana da estrutura populacional indicou a presenca de trés
clusters genéticos (K =3), um composto por os individuos de Nova Mutum, outra
composta pelo estoque de INPA e uma terceira pelas pisciculturas de Jatuarana e
Nova Airdo (Figura 5). Avaliando-se de forma conjunta as Figura 4 e Figura 5,
podemos inferir que os invidos de Jatuarana e Nova Airdo provavelmente apresentam
uma origem em comum causando-se uma menor diferenciagédo genética.

Baseados nos resultados do presente estudo e se faz necessaria a introdugéo
de novos individuos com uma alta variabilidade genética principalmente no estoque
de Nova Mutum. N&o entanto, daremos algumas sugestbes as quais séo validas para

todo os estoques mantidos em cativeiro nas pisciculturas: 1. Avaliagao previa: deve
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ser feita com o fim de conhecer a diversidade genética dos individuos a ser inseridos.
2. Realizar acasalamentos preferivelmente entre individuos com alta diversidade
genética e 3. Os parentais devem contar com um numero elevado de alelos efetivos
com o fim de garantir a heranca da diversidade na progénie.

Entre outras medidas a ter em conta apontamos a equalizar o tamanho das
familias e delimitar a duracdo das geracfes Urrea-Rojas et al. (2021). Reposicao
pontual dos reprodutores os quais devem ser obtidos localmente onde esta localizada
a estagao de pesca. O plantel nunca deve ser “reforcado” com individuos de outros
sistemas de drenagem ou com peixes de outras fazendas de origem desconhecida e
finalmente deve ser evitada o escape acidental ou intencional dos individuos mantidos

em cativeiro (Oliveira et al., 2018).

Figura 3 4. Analise de
coordenadas
principais
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Figura 5. Analise Bayesiana de agrupamentos dos estoques da espécie Brycon

amazonicus

O teste de amplificacdo cruzada mostrou amplificacdo 100% bem-sucedida nos

locus Bram2, Bram4, Bram6, Bram15, Bram18, Bram26 e Bram27 nas trés espécies

testadas. A espécie que apresentou maior numero de alelos foi B. gouldingi com 17

alelos, seguido de B. falcatus com 16 e B. orbignyanus com 14 alelos. O tamanho dos

alelos variou de 126 pb (Bram27) a 307 pb (Bram26) (Tabela 5). Esses resultados sé&o

similares aos observados nos estoques de B. amazonicus analisados no presente

estudo, confirmando que a regido flanqueada pelos primers possui tamanho

semelhante apesar das variagbes no local de anelamento, permitindo amplificacbes

heter6logas ou cruzadas (Urrea-Rojas et al. 2021).

Tabela 6. Amplificacdo cruzada nas espécies do género Brycon

Espécie
B. orbignyanus B. falcatus B. gouldingi

Locus

pb 286 286 286
Bram?2 Na 1 1 1

As 100% 100% 100%

pb 285 285 285
Bram4 Na 1 1 1

As 100% 100% 100%

pb 207-222 222 210-222
Bram6 Na 2 1 2

As 100% 100% 100%

pb 0 222-224-226 208-224-226-232
Bramll Na 0 3 4

As 0% 62.5% 87.5%

pb 197-199-201 201-203 199-201-203
Bram15 Na 3 2 3
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As 100% 100% 100%
pb 144 144 144
Bram18 Na 1 1 1
As 100% 100% 100%
pb 261-269 284-290-304 286
Bram21 Na 2 3 1
As 88% 100% 25%
pb 294 294 294
Bram2?2 Na 1 1 1
As 25% 100% 100%
pb 307 307 307
Bram26 Na 1 1 1
As 100% 100% 100%
pb 126-141 126-141 126-141
Bram27 Na 2 2 2
As 100% 100% 100%

Tamanho do alelo (pb), Numero de alelos (Na), e Sucesso na Amplificacéo (%)
Finamente, um dos maiores desafios da aquicultura atual é a producao
sustentavel e ndo exaustiva das espécies naturais (selvagens). Na piscicultura
amazobnica a formacdo dos estoques de producéo e reproducdo para piscicultura é
obtida a partir da extracéo de individuos da natureza o que gera um declinio nas
espécies, especialmente B. amazonicus, a qual é a segunda espécie mais produzida
na Amazoénia (Oliveira et al. 2018). Com isso se faz necessario o desenvolvimento de
metodologias que permitam avaliar a diversidade genética. Nesse caso, ressalta-se
0S novos marcadores microssatélites obtidos no presente estudo os quais sdo uteis
no direcionamento e avaliacdo da estrutura genética tanto da espécie alvo como

outras espécies do género Brycon e a familia Characidae.

Concluséo

Concluimos que foi possivel desenvolver um total de 17 novos marcadores
microssatélites e oito deles foram implementados na andlise da diversidade genética
em quatro populacfes de matrinxa. Encontrando-se de media para baixa diversidade
genética. A baixa diversidade genética pode ser o resultado de reprodutores de baixa
variabilidade genética ou um namero limitado de reprodutores no plantel inicial. Assim,
ressaltamos a importancia do desenvolvimento dos marcadores microssatélites no
matrinxd os quais ajudam na compreensao e avaliagdo da diversidade genética e da
estrutura populacional em programas de reprodugdo, melhoramento genético,
conservacao (Repovoamento) de individuos selvagens ou estoques mantidos em

cativeiro, tanto no género Brycon como na familia Characidae.
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7 ARTIGO B- ARTIGO APRESENTADO NAS NORMAS DA REVISTA ANIMAL
BIOTECHNOLOGY

Desenvolvimento e transferibilidade de primers microssatélite para Brycon
gouldingi

Development and transferability of microsatellite primers for Brycon gouldingi

Highlights

Novos marcadores moleculares disponiveis para a espécie ameacada Brycon
gouldingi

Validacao e avaliagdo genética em individuos naturais de Brycon gouldingi

Sucesso na transferibilidade dos marcadores moleculares em trés espécies do género
Brycon

Disponibilidade de novos marcadores moleculares para estudos genéticos em peixes

da familia Characidae

Resumo

Brycon gouldingi, € um peixe endémico da bacia Araguaia-Tocantins no Brasil.
Os estoques naturais vém-se diminuindo sendo catalogada como espécie ameacada.
Assim, estudos genéticos se fazem importante no direcionamento das estratégias de
manejo e conservacdo. O objetivo do presente estudo foi desenvolver marcadores
microssatélite especificos para a espécie Brycon gouldingi e avaliar a transferibilidade
com outras espécies do mesmo género. Foi desenvolvida uma biblioteca enriquecida
e realizada amplificacdo através de sequenciador automético. Dos 17 primers
desenvolvidos, oito foram implementados na andlise genética. Sete apresentaram
caracteristicas polimérfica e s6 um foi monomorfico (Bgoul74A). O tamanho dos
fragmentos variou de 132 pb (Bgoul84B) a 323 pb (Bgoull82). Foi observado um
desequilibrio significativo (p<0,05) nos loci (Bgoul84A, Bgoul84B, Bgoul87B, Bgoul179
e Bgoul183). O valor médio de coeficiente de endogamia ap0s o ajuste nominal foi de
5% (0,00625) foi positivo e significativo Fis: 0,519. Os resultados de transferibilidade
indicaram o alto potencial dos novos primers na mensuracdo de parametros de
diversidade genética e estrutura populacional em estudos futuros para o género

Brycon.
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Palavras-chaves: Biologia molecular. Marcador molecular. Peixe. Piabanha.

Abstract

Brycon gouldingi is an endemic fish from the Araguaia-Tocantins basin in Brazil.
Its natural stocks have been decreasing and it is classified as a threatened species.
Thus, genetic studies are important in directing management and conservation
strategies. The objective of this study was to develop microsatellite markers specific
for the species Brycon gouldingi and to evaluate the transferability with other species
of the same genus. An enriched library was developed and amplification was
performed using an automated sequencer. Of the 17 primers developed, eight were
implemented in the genetic analysis. Seven showed polymorphic characteristics and
only one was monomorphic (Bgoul74A). The fragment sizes ranged from 132 bp
(Bgoul84B) to 323 bp (Bgoul182). Significant imbalance (p<0.05) was observed at the
loci (Bgoul84A, Bgoul84B, Bgoul87B, Bgoull79 and Bgoul183). The mean value of
endogamy coefficient after nominal adjustment was 5% (0.00625) was positive and
significant Fis: 0.519. The transferability results indicated the high potential of the new
primers in measuring genetic diversity and population structure parameters in future

studies for the genus Brycon.

Keywords: Fish. Molecular Biology. Molecular marker. Piabanha.

Introducéao

Entre as principais causas na perda da biodiversidade nos ecossistemas
aquaticos e terrestres no Brasil encontramos a fragmentacdo e a degradacao dos
habitats; as recentes mudancas no Codigo Florestal; constru¢do de barragens é a
criacdo de peixes ndo nativos em tanques-redes nos reservatorios hidroelétricos
Pelicice et al. (2014). A manutencéo das propriedades naturais dos habitats aquaticos
€ importante para os peixes, especialmente os migratérios os quais precisam do fluxo
natural e extensas areas de habitat com o fim de completar com sucesso seu ciclo
reprodutivo Zambadi et al. (2020).

A piabanha Brycon gouldingi Lima, 2004 é uma espécie de peixe endémico da
Bacia Araguaia-Tocantins (Lima, 2004). Habita ambientes bentopelagicos e consome

uma dieta a base de frutas e insetos Faustino et al. (2018). Na area de distribuicdo do



56

B. gouldingi estdo acontecendo alteracbes em seu ambiente natural como a
construcdo das usinas hidroelétricas da Serra da Mesa, Peixe Angical, Lajeado,
Estreito e Tucurui, 0 que quebra as migracdes naturais da espécie, alterando sua
reproducdo Souza et al. (2017). A espécie atualmente encontra-se na Lista Vermelha
da IUCN listada como espécie ameacada (EN) (ICMBio, 2021).

Poucas séo as pesquisas realizadas na obtencéo de informacdes taxondmicas
(Lima, 2017), morfolégicas e de desenvolvimento (Faustino et al. 2015), ambientais e
ecolégicas (Albrecht et al. 2009) e apenas duas pesquisas na area de genética foram
encontradas na espécie B. gouldingi. Antunes et al. (2010) avaliaram as relacdes
filogenéticas entre as espécies Brycon orbignyanus, B. hilarii, B. cf, B. pesu, B.
cephalus, B. falcatus e B. gouldingi mediante a implementacdo de marcadores
mitocondriais e ISSR. No segundo os autores avaliaram a diversidade genética
através da implementacdo de primers microssatélites mediante amplificacdes
heter6logas Souza et al. (2018).

Entre as ferramentas genéticas, os marcadores microssatélites tém sido
usados h& anos nas analises genéticas em peixes (Abdul-Muneer et al., 2014). Devido
ao seu alto polimorfismo, distribuicdo ao longo do genoma e a sua caracteristica co-
dominante, os marcadores microssatélites possibilitam a obtencdo de muitas
informacBes genéticas (Vieira et al. 2016). Entretanto, seu uso apresenta como
contratempo a necessidade de primers especificos para cada espécie, sendo
geralmente feito o uso de primers heterélogos do mesmo género (Lopera-Barrero et
al., 2016; Castro et al., 2017; Souza et al., 2018), procedimento que dificulta a
obtencdo de resultados adequados. Assim, estudos direcionados para o
desenvolvimento de primers especificos sdo necessarios para abrir novas
possibilidades de pesquisas genéticas, como é o caso do B. gouldingi, espécie para a
qgual ndo ha marcadores especificos na atualidade.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi desenvolver primers
microssatélite especificos para B. gouldingi e realizar uma analise de transferibilidade

destes primers com outras espécies do mesmo género.

Material e Métodos
A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (CEUA / UEL N °: 2166.2020.33).
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Desenvolvimento dos marcadores microssatélites

Foram coletadas amostras de nadadeira caudal (aproximadamente 0,5 cm?) de
nove individuos de Brycon gouldingi. A extracdo de seu DNA gendmico foi de acordo
com o protocolo NaCl, conforme determinado por Lopera-Barrero et al. (2008). O DNA
gendmico foi quantificado mediante um espectrofotdmetro SLIPQ 026 - Quantificador
L-Quant (Loccus Biotecnologia, Ribeirdo Preto - BR). Posteriormente, a integridade
do DNA foi verificada em gel de agarose (1%) com tampéo de acido 1-Tris-borato-
etilenodiaminotetracético (TBE) por 60 minutos a 100 V e 400 mA.

Foi desenvolvida uma biblioteca enriquecida, usando o método de captura por
hibridizacdo de Billote et al. (1999), com sondas (AGA) 5, (CT) 8 e (GT) 8 na fase de
enriquecimento. O DNA gendémico extraido (5 pg) de B. gouldingi foi digerido com 50
U da enzima de restricdo Rsal tipo Il (Promega, Maison, EUA) para obter varios
fragmentos com sequéncia de terminagdo conhecida. Estes fragmentos foram
conectados aos adaptadores de fita simples (10 mM) Rsa2l (5-
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3") e Rsa25
(5’TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3) com T4 DNA ligase (Promega,
Madison, WI). Para a ligacéo, a incubacéo foi realizada a 20 °C durante duas horas.

Os fragmentos foram selecionados por hibridizacdo com os oligonucleotideos
ligados a uma biotina, complementares as sequéncias de microssatélites. Esses
fragmentos foram capturados usando esferas magnéticas revestidas com
estreptavidina com alta capacidade de conjugacdo com biotina (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). Os fragmentos enriquecidos com microssatélites foram
amplificados via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers para Rsa2l,
clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega) e transformados em competentes
mediante Escherichia coli IM109 (Promega). Plasmideos de colbnias Unicas foram
isolados e sequenciados usando o kit de sequenciamento Big Dye Terminator versao
3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) em analisador genético automatizado (ABI
3500xL, Applied Biosystems) usando o primer de <cauda M13 (5-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3)).

Finalmente, A leitura e a analise das sequéncias foram realizadas pelo software
MEGA versdo 6.0 (Tamura et al. 2013). As sequéncias que apresentaram baixa
qualidade ou pouca especificidade foram excluidas. A construcdo dos marcadores
microssatélites foi feito por meio do software Primer3, versdo 2.0.4.0 (Rozen &

Skaletsky, 2000). Todos os primers foram testados para possiveis interacdes primer-
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primer e estruturas sobrepostas (Hairpin) mediante o software AutoDimer 1.0 (Vallone
e Butler 2004).

O marcador desenvolvido foi testado em trés amostras de B. gouldingi, para
padronizacdo da temperatura de anelamento. Os produtos desses testes foram
visualizados em gel de agarose (3%) submetidos a eletroforese com tampéao de acido
TBE por 120 minutos a 100 V e 200 mA. Com base na melhor resolucéo das bandas
no gel e descarte dos primers que ndo apresentaram especificidade, foram

selecionados um total de 17 primers para validacao, transferibilidade.

Extracdo do DNA e validacdo dos novos marcadores moleculares

O DNA gendmico foi extraido de um total de 16 individuos de B. gouldingi do
Rio Araguaia, Mato Grosso, Brasil. Através de fragmentos da nadadeira caudal
utilizando o protocolo de NaCl, conforme descrito por Lopera-Barrero et al. (2008). O
produto dessa extracdo foi quantificado em espectrofotbmetro SLIPQ 026 -
Quantificador L-Quant (Loccus Biotecnologia, Ribeirdo Preto, Brasil) e diluido para 30
ng/pL para padronizagéo da concentracdo da amostra. Posteriormente, a integridade
do DNA foi verificada em gel de agarose (1%) com tampéo 1 x TBE por 1 ha 100V e
400 mA.

A amplificacao foi realizada através de PCR em um volume final de reacéo de
15 pL contendo enzima recombinante "hot start" Taqg DNA Polimerase (1,0 U / pL)
(LGC Biotecnologia, Cotia - SP); Tampé&o 1 x sem MgCI2; 2,0 mM de MgClI2; 0,2 mM
de dNTP; Forward - iniciador direto (0,12 uL); primer reverse - iniciador reverso (0, 48
pL); 0, 48 pL de iniciador de cauda M13 (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) marcado
com sondas FAM, HEX, NED ou PET (Applied Biosystems); 1 yL de DNA gendmico
(30 ng / pL) e agua livre Milig para um volume total de 15 uL. O ciclo de PCR foi
realizado nas seguintes condi¢des: quatro minutos de desnaturacao inicial a 94 °C;
seguido por 35 ciclos de 45 segundos de desnaturacdo a 94 °C; 30 segundos de
anelamento a 64 °C; e 1 minuto de extensao a 72 °C; seguido por uma extenséo final
de 10 minutos a 72 °C.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese capilar automatizada em
analisador genético (ABI 3500xL) utilizando GS-600 LIZ (Thermo Fisher Scientific)
como marcador interno de peso molecular. Os alelos foram visualizados por meio do

software GeneMarker, verséo 2.6.3 (SoftGenetics LLC).
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Testes de amplificacdo cruzada

Foram realizados testes de amplificacdo cruzada com os primers validados em
trés espécies do género Brycon: 16 amostras de B. orbignyanus, 16 amostras de B.
falcatus e 16 amostras de B. amazonicus. A metodologia e amplificacdo dos SSR

implementada foi a mesma a qual ja foi descrita.

Analise estatistica nas amplificacBes espécie-especificos e heterélogas

Foi verificada a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE), e o indice de fixacédo (Fst) (nivel de significancia de 0,05)
a traves do software GenAIlEXx versédo 6.5 (Peakall e Smouse, 2012). Como método de
diferenciacdo dos valores de Fsr, foi utilizada a definicdo de Wright (1978), onde
valores entre 0,00 e 0,05, 0,051 e 0,15, 0,151 e 0,25 e> 0,25 indicam diferenciacéo
genética pequena, moderada, alta e muito alta, respectivamente.

O coeficiente de endogamia (Fis) foi calculado usando o software FSTAT
versao 2.9.3.2 (Goudet 2005). A presenca de alelos nulos foi testada com o software
Micro-Cheker (Van Oosterhout et al. 2004). O contetdo de informacgéo polimérfica
(PIC) foi calculado usando o software Cervus versdo 3.0.7 (Kalinowski et al. 2007) e
classificado de acordo com Botstein et al. (1980). Sendo que valores PIC> 0,5; entre
0,5-0,25 e <0,25 indicam que sao altamente informativos, razoavelmente informativos
e pouco informativos, respectivamente.

Nas amplificacdes heterdlogas, foram determinados o numero de alelos
produzidos (Na) e a taxa de sucesso da amplificacdo (As%) (porcentagem de bandas

com amplificacdo satisfatoria).

Resultados e Discussao

Dos 17 primers desenvolvidos e testados, oito loci microssatélites foram
implementa na analise genética nos individuos de Brycon gouldingi. Sete
apresentaram caracteristica polimoérfica e s6 um monomorfico (Bgoul87A). O tamanho
em pares de bases variou de 132 pb (Bgoul84B) a 233 pb (Bgoull82). As
caracteristicas e sequéncias de cada iniciador sdo apresentadas na Tabela 6.

O conteudo de informacgao polimorfica (PIC) variou de altamente (Bgoull79,
Bgoul183) a razoavelmente (Bgoul84A, Bgoull176, Bgoul182) e pouco informativo nos
iniciadores (Bgoul84B, Bgoul87A, Bgoul87B) (Tabela 6). O fato de Bgoul84B,
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Bgoul87A e Bgoul87B serem pouco informativos € devido a presenca de alelos nulos,
o que foi confirmado pelo programa Micro-Checker para Bgoul84B e Bgoul87B, e no
caso do Bgoul87A foi possivelmente devido a sua caracteristica monomorfica. No
entanto, no iniciador Bgoul183 também foi confirmada a presenca de alelos nulos,

porém nao interferiu na variabilidade genética neste caso.



Tabela 7. Caracterizacdo dos marcadores microssatélites para Brycon gouldingi
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Locus SSR Motif Repeticdo Sequéncia Primer (5'-3") TA (°C) pb PIC
Bgoul84A (AG)7 Di- E:: TC%%TGC(?T%GCATEA?AAT%TTTC%AT%G 64 216224 0,388
Bgoul84B (TG4 Di- E:: éi%%i%ii%?égﬁﬁg%ﬁ oA 64  132-136 0,215
Bgouls7A  (TG)3N (TA)2(TG)5  Complex ' g%?%%%ig%%ﬁ%iﬁ%ﬁé? 64 189 i
smisrs PO Gy FCSTCACIEINEM o 1yt o
Bgoul176 (GTG)s T e e oS 64  176-186 0,371
Bgoul179 (GT) Di- iasiasliSiadiSalioaicil 64 141200 0,56
sy AT comir ESTECTNGE oy e o
woiss TS g ESSESEETIECIC o sson o

Temperatura de anelamento (TA °C), tamanho dos alelos em pares de bases (pb) e contetdo de informacéo polimérfico (PIC)
Di-: Dimer; Tri-: Trimer; Com: Complex; pb: pares de bases.
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Na andlise genética dos individuos de B. gouldingi foram gerados o total de 23
alelos. O numero de alelos variou de um (Bgoul87A) a quatro nos iniciadores
(Bgoull76, Bgoull79, Bgoull82 e Bgoull83) (Tabela 7). A Ho média observada
(0,1654) foi menor em comparacdo a He média (0,345). Resultados semelhantes
foram encontrados no estudo de transferibilidade de primers em B. gouldingi com
valores médios de Ho (0,157) menores, em comparacao aos valores médios de He
(0,357) por Souza et al. (2018). Assim mesmo, o numero de alelos per locus relatado
por esses autores variou de 2 a 3, exibindo resultados semelhantes aos encontrados
no presente estudo em individuos naturais pertencentes ao rio Araguaia e a espécie
B. gouldingi.

Em comparacdo com outras espécies do género Brycon, Penha et al. (2020)
avaliaram a diversidade genética em individuos selvagens de B. falcatus no rio
Araguaia, encontrando valores médios de 0,294 para Ho e 0,406 para He. Coimbra et
al. (2020) avaliaram a diversidade genética em individuos de B. orthotaenia
pertencentes ao rio Sao Francisco, e os valores de Ho variaram entre 0,169 e 0,900 e
He variaram entre 0,238 e 0,897. Castro et al. (2017) estudaram a diversidade
genética em B. orbignyanus do centro de repovoamento do rio Tieté, reportando
valores médios de 0,391 para Ho e de 0,423 para He. De forma geral, os resultados
encontrados no presente estudo (Tabela 7) sdo proximos aos relatados por esses
autores e expressam variabilidade genética moderada no género Brycon. Da mesma
forma, o nimero de locus pode variar dependendo da espécie estudada e do tamanho
da mostra, refletindo variacbes na analise da diversidade genética (Penha et al.,
2020).

Foi observado o desvio do desequilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) significativo
(p<0,05) nos loci (Bgoul84A, Bgoul84B, Bgoul87B, Bgoul179 e Bgoul183), 0 que esta
possivelmente relacionado com a presenca de alelos nulos identificados nos
iniciadores (Bgoul84B, Bgoul87B e Bgoul183) (Tabela 7). No entanto, no caso do loci
Bgoul179, o desvio no (HWE) esta relacionado ao déficit de heterozigotos e com a
alta frequéncia encontrada em seus alelos.

O valor médio de coeficiente de endogamia apdés o ajuste nominal do 5%
(0,00625) foi positivo e significativo Fis: 0,519 (Tabela 7), provavelmente causado pela
deficiéncia de individuos heterozigotos na populacdo avaliada. A avaliacdo da
diversidade e estrutura genética em populacdes de B. gouldingi através dos novos

primers microssatélites foi Gtil para a obtencdo de novos resultados e ferramentas
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disponiveis para o desenvolvimento de metodologias na avaliacdo da base genética
da espécie, a fim de orientar os acasalamentos dos estoques ou populacdes naturais
(programas de repovoamento). Nessa condicdo é possivel controlar a
consanguinidade e obter progénies com alta diversidade genética, que sejam capazes
de sobreviver a diferentes ambientes, aumentando sua capacidade de adaptacéo
(Yamachita et al., 2020).

Lembrando que a espécie alvo conta com poucos estudos de diversidade
genética, além de encontrar-se na lista vermelha de espécies ameacadas, destaca-se
a importancia da realizacdo de mais estudos em populaces naturais de diferentes
bacias hidrograficas. A fim de obter resultados que permitam conhecer a estrutura
genética populacional e podam-se direcionar medidas que permitam realizar
programas de conservacdo do B. gouldingi, evitando e extincdo da espécie e
problemas de perda da diversidade genética e sua capacidade de adaptacdo da

espécie.

Tabela 8. Resultado da andlise de diversidade genética nos individuos de Brycon

gouldingi
Locus Na Ne Ho He HWE Fis

Bgoul84A 3 2 0,267 0,427 0,001* 0,404
Bgoul84B 3 1 0,000 0,227 0,000* 1,000

Bgoul87A 1 1 Monomorfico
Brycon Bgoul87B 3 1 0,063 0,225 0,000 0,737
gouldingi Bgoull176 4 2 0,250 0,406 0,227 0,421
Bgoull179 4 3 0,563 0,619 0,000* 0,123
Bgoul182 4 1 0,182 0,318 0,084 0,467
Bgoul183 4 2 0,000 0,545 0,000* 1,000
Media 3 3 0,1654 0,345 0,038 0,519*

Numero de alelos por locus (Na), alelos efetivos (Ne), heterozigosidade observada
(Ho) e esperada (He), teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e coeficiente de
endogamia (Fis). Resultados destacados com * séao significativos (P < 0,05).

Assim mesmo, nos testes de amplificagdo heterdloga dez pares de iniciadores
apresentaram transferibilidade. A maior taxa de sucesso na amplificacdo (SA>80%)
foi encontrada nas espécies de B. falcatus e B. amazonicus. A espécie que apresentou
maior numero de alelos foi B. falcatus com 27 alelos no total, o locus que mais
apresentaram alelos foram Bgoul183 com 6 e Bgoul182 com 5 alelos, seguido do B.

amazonicus com 18 alelos no total com quatro alelos no loci Bgoul178 e trés alelos no
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Bgoul183. O tamanho dos alelos variou de 136 pb (Bgoul84B) a 321 pb (Bgoul182),

estes resultados sdo semelhantes aos encontrados na analise de diversidade no B.

gouldingi no pressente estudo (Tabela 8).

Tabela 9. Amplificacdo cruzada nas espécies do género Brycon.

Locus - Especie .
B. orbignyanus B. falcatus B. amazonicus
Bgoul84A pb 218 216-218-223 218
Na 1 3 1
As 18,75% 81,25% 100,00%
Bgoul84B pb 136 132-136 136
Na 1 2 1
As 25,00% 100% 100,00%
Bgoul87A pb 0 189 187-189
Na 0 1 2
As 0% 87,50% 93,75%
Bgoul87B pb 157 153-157 153-155
Na 1 2 2
As 37,50% 93,75% 100,00%
Bgoull76 pb 186 142-186 142-186
Na 1 2 2
As 31% 56,25% 93,75%
Bgoul178 pb 181-187 164-208 164-181-200-208
Na 2 2 4
As 93,75% 50,00% 69%
Bgoul179 pb 200 176 200
Na 1 1 1
As 75,00% 81,25% 63%
293-297-
Bgoul182 pb 321 301-304-321 318-321
Na 1 5 2
As 18,75% 93,75% 56,25%
243-248-
Bgoul183 pb 274-276-280 255-268- 258-268-270
270-274
Na 3 6 3
As 100% 93,75% 62,5%
Bgoul188 pb 260 160-175 137
Na 1 2 1
As 87,5% 93,75% 25%

Tamanho do alelo (pb), Numero de alelos (Na), e Sucesso na Amplificacéo (%).
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Estudos em B. orbignyanus (Carmo et al.,, 2015; Castro et al., 2017), B.
gouldingi (Souza et al., 2018) e B. falcatus (Penha et al., 2020) demostram que o
género apresenta grande sucesso na transferibilidade de primers o que € concordante
com os resultados obtidos no presente estudo. O sucesso na transferibilidade
confirma que a regido flanqueada pelos SSRs possui tamanho constante apesar das
variacdes no local de anelamento, permitindo amplificacdes heterélogas ou cruzadas
(Urrea-Rojas et al., 2021).

O grau de conservacdo das regides de ligacdo do primer no DNA é
determinante (Souza et al., 2018). Isso demonstra o alto potencial desses marcadores
para medir parametros de diversidade genética e estrutura populacional em estudos
futuros para o género Brycon, considerando-se as espécies do género como

evolutivamente proximas.

Concluséo

Novos marcadores moleculares microssatélites foram desenvolvidos para a
espécie Brycon gouldingi. Disponibilizando-se novas ferramentas moleculares com o
fim de ajudar a conservacdo da espécie Brycon gouldingi. Foi possivel a
transferibilidade em espécies correlacionadas B. orbignyanus; B. falcatus e B.
amazonicus. Garantindo a viabilidade de desenvolver novas pesquisas na area da
genética, tanto na andlise de diversidade genética como na avaliacdo da estrutura

populacional no género Brycon.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Do ponto de vista genético, um dos objetivos desta tese foi a
determinacdo da diversidade genética nas espécies alvo. Com isso, O
desenvolvimento de ferramentas na biologia molecular tem permitido a determinacao
das variacdes entre os individuos e das populacdes avaliadas. Entre as ferramentas
disponiveis encontram-se 0s marcadores microssatélites, os quais ajudam na
avaliac@o dos recursos genéticos.

O desenvolvimento de marcadores microssatélites para duas
espécies do género Brycon (Brycon amazonicus e Brycon gouldingi) foi possivel nesta
pesquisa através da metodologia de biblioteca enriquecida. Pretende-se que com 0s
novos iniciadores possam ser utilizados em estudos visando a conservagao,
melhoramento genético, programas de repovoamento e manutencdo da diversidade
genética tanto no género Brycon como na familia Characidae. Assim, podem ser
realizados estudos comparando-se populacdes naturais com as mantidas em
cativeiro.

Contudo, espera-se que 0S novos marcadores microssatélites
possam ajudar nas populacdes mantidas em cativeiro no direcionamento dos
acasalamentos e programas de reproducdo, mantendo, sempre que possivel, bons
indices na diversidade genética. Nas populacées naturais pretende-se, além da
diversidade genética, obter resultados mais acurados sobre a sua estrutura genética
e caracterizacdo molecular das espécies que foram alvo desta pesquisa.



