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RESUMO

CARACTERIZACAO DO TRANSCRIPTOMA DA CACHARA (Pseudoplatystoma
reticulatum) E DE HIBRIDOS COM PINTADO (P. corruscans) COM TECNOLOGIAS
DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

Autor: Luciana Cristine Vasques Villela, Mestre, Brasilia/DF

Orientador: Alexandre Rodrigues Caetano, Livre Docéncia, Brasilia/DF

A cachara do pantanal (Pseudoplatystoma reticulatum) é uma espécie de bagre
neotropical nativa do Brasil historicamente importante para a pesca comercial e esportiva. A
producdo dos bagres e de seus hibridos em cativeiro apresentou uma taxa de crescimento de
mais de 100% entre 2010 e 2011, chegando a 17.619 toneladas. A geracdo de hibridos com o
pintado (P. corruscans) vem sendo amplamente utilizada pelo setor produtivo para obter
peixes superiores para o cultivo, que apresentam vigor hibrido, além das caracteristicas
superiores de cada uma das espécies puras. Contudo, essa pratica apresenta uma ameaca para
0 desenvolvimento sustentavel da piscicultura dos surubins, ja que os hibridos gerados sao
férteis e podem retrocruzar com populacfes selvagens e estoques puros de reprodutores
mantidos em cativeiro. Ferramentas de vanguarda sdo necessarias para alavancar o
desenvolvimento de tecnologias avancadas para a criacdo da cachara em cativeiro, como a
deteccdo de introgressdes interespecificas, e métodos aprimorados de reprodugdo e de
monitoramento e melhoramento genético de estoques de reprodutores. Inicialmente, um
ensaio de minisequenciamento (SNaPshot©) foi desenvolvido e validado com base em
marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) espécie-especificos disponiveis na
literatura, derivados de dois genes mitocondrais (16S e COIl) e quatro genes nucleares (RAG2,
GLOB, 18S e EFla). Adicionalmente, analises do transcriptoma de sete tecidos (musculo

branco, musculo vermelho, hipofise, gdnada, rim, figado e branquia) de cacharas e hibridos de
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cachara/pintado foram realizadas para caracterizar o transcriptoma da espécie e prospectar
SNPs espécie-especificos. RNA extraido de cada um dos tecidos de 17 cacharas e nove
hibridos foi combinado em quantidades equimolares e utilizado para gerar 16 bibliotecas de
cDNA: uma biblioteca para cada tecido de cada espécie (n=14) e uma biblioteca contendo
todos os tecidos para cada espécie (n=2); as quais foram sequenciadas com tecnologia
Illumina com protocolos de sequenciamento de 100 e 300 pb de comprimento. Um total de
997.043.038 fragmentos sequenciados foram processados com os programas Trinity e BWA
para montagem do transcriptoma das duas espécies (cachara e hibridos de pintado) e
identificacdo de SNPs, respectivamente. A analise do transcriptoma da cachara revelou um
total de 93.674 transcritos Unicos, além de 37.917 transcritos tecido-especificos e 7.456
transcritos presentes em todos os tecidos analisados. Um total de 647.954 SNPs foram
identificados nas sequéncias analisadas, sendo que 64 SNPs espécie-especificos foram
identificados, satisfazendo critérios de espagamento e posi¢cdo nos transcritos analisados, 0s
quais serdo adequados para identificar introgressdes da ordem de 1,65% entre genomas da
cachara e do pintado. Adicionalmente, uma montagem do DNA mitocondrial da cachara foi
produzida com base nas sequéncias de cDNA analisadas e sequéncias da regido controle D-
loop geradas com sequenciamento Sanger. O mitogenoma completo da cachara apresentou
16.576 pb de comprimento, e a mesma estrutura béasica, ordem e organizacdo génica
observada nos mitogenomas de outras espécies de vertebrados. As informacbes e
conhecimentos gerados neste estudo serdo disponibilizadas publicamente, e poderdo ser
empregadas no desenvolvimento de novos estudos em areas como filogeografia, sistematica
filogenética, genética de populagdes, conservacdo e melhoramento da cachara e de outros
bagres tropicais.

Palavras-chave: Sequenciamento de nova geracdo; RNA-Seq; MiSeq; HiSeq; Genes

Housekeeping



ABSTRACT

TRANSCRIPTOME CHARACTERIZATION OF CACHARA (Pseudoplatystoma
reticulatum) AND PINTADO (P. corruscans) HYBRIDS USING NEW GENERATION
SEQUENCING TECHNOLOGIES

Author: Luciana Cristine Vasques Villela, Mestre, Brasilia/DF

Advisor: Alexandre Rodrigues Caetano, Livre Docéncia, Brasilia/DF

Pantanal (Brazilian wetlands) cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) is a
Brazilian native neotropical catfish historically important for commercial and sport fisheries.
Catfish and hybrids aquaculture production showed a growth rate over 100% between 2010
and 2011, reaching 17,619 tonnes. The hybrids generation with pintado (P. corruscans) has
been widely used by growers to obtain superior fishes, with hybrid vigor, in addition to pure
species superior characteristics. However, this practice is a menace to sustainable catfish
aquaculture development hence the hybrids are fertile and can backcross with wild
populations and pure broodstocks maintained in captivity. The use of cutting-edge tools is
necessary to boost the advanced technologies development for cachara farming, like
interspecific introgression detection, and improved bloodstock’s reproduction, monitoring and
breeding methods. Initially a minisequencing assay (SNaPshot©) was developed and
validated based on specie-specific SNP (Single Nucleotide Polymorphism) tracers available at
literature, derived from two mitochondrial genes (16S and COI) and four nuclear genes
(RAG2, GLOB, 18 S and EFla). Additionally, transcriptome analysis of seven tissues (white
muscle, red muscle, hypophysis, gonad, kidney, liver and gill) of cachara and hybrids of
cachara/pintado were carried to characterize the transcriptome of the species and search for
specie-specific SNPs. The RNA extracted from each tissue of 17 cachara and nine hybrids

were combined in equimolar quantities and used to generate 16 cDNA libraries: one library,
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for each tissue of each specie (n=14) and a library containing all tissues of each specie (n=2),
which were sequenced with Illumina technology with sequencing protocols of 100 and 300 pb
in length. A total of 997,043,038 sequenced fragments were processed with Trinity and BWA
programs to transcriptome assembly of two species (cachara and pintado hybrids) and SNPs
identification, respectively. The transcriptome analysis of cachara revealed a total of 93,674
unique transcripts, in addition to 37,917 tissue-specific transcripts and 7,456 transcripts
present in all analyzed tissues. A total of 647,954 SNPs were identified in the analyzed
sequences, amongst them 64 specie-specific SNPs, satisfying spacing and position criteria in
the studied transcripts which were suitable for introgression identification in the order of
1.65% between cachara and pintado genome. Besides, a mitochondrial DNA assembly were
produced based on the analyzed cDNA and D-loop control region sequences using Sanger
sequencing. The cachara complete metagenome showed 16,576 bp in length, and the same
basic structure, order and gene organization observed in the metagenomes of other vertebrate
species. The novel information and knowledge generated by this study will be public
available and can be used in the development of new researches in filo geography, filogenetic

systematics, population genetics, cachara and other tropical catfish conservation and breeding.

Keywords: Next-generation sequencing; RNA-Seq; MiSeq; HiSeq; Housekeeping genes
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizacdo do Problema

A aquicultura diz respeito ao cultivo confinado e controlado de organismos
(peixes, crustaceos, moluscos, anfibios e plantas aquéaticas) que vivem em ambiente
predominantemente aquatico (Camargo & Pouey, 2005). E tem apresentado expansivo
crescimento nas Ultimas décadas, no Brasil e no mundo (FAO, 2014). No entanto, o Brasil
ainda se encontra em uma posi¢do modesta em relacdo aos maiores produtores e exportadores
de animais aquaticos do mundo (Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil, 2011).

Segundo a FAO (Organizacdo das NacBes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura), o Pais possui grande potencial para ser um dos maiores atores no mercado
internacional num futuro préximo, especialmente, quando se leva em consideracéo seu clima
e geografia favoraveis, sua extensdo de aguas costeiras e continentais, rica biodiversidade,
tanto no mar quanto nos rios e lagoas, caracteristicas importantes para o desenvolvimento e
crescimento da aquicultura (Carlson, 2014).

Um dos ramos da aquicultura, a piscicultura (producdo de peixes em cativeiro)
vem demonstrando grande crescimento, proporcionando a producédo de proteina animal de alta
qualidade e baixo custo. Ainda mais quando se leva em consideragdo o nimero significativo
de espécies nativas, aproximadamente 3000 espécies (Carlson, 2014), com potencial para a
piscicultura que o Brasil possui. No entanto, a domesticagdo e o desenvolvimento de

tecnologias necessérias para o cultivo (nutri¢do, reproducédo, sistemas e manejo, genética e



melhoramento, etc.) das espécies nativas ainda estdo por ser realizados, fazendo com que sua
participacdo na piscicultura nacional fique abaixo dos 50% (Ostrensky et al., 2008; Carlson,
2014).

A cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e o pintado (Pseudoplatystoma
corruscans) sao espécies nativas de surubins com potencial para a piscicultura. A geracdo de
hibridos através do cruzamento dessas duas espécies € uma pratica comum entre 0S
piscicultores, realizada para a obtencao de peixes com caracteristicas mais adequadas para o
cultivo em cativeiro, como diminuicdo de canibalismo, aumento da taxa de sobrevivéncia na
larvicultura e apds a eclosdo, maior consumo de racdo (Prado et al., 2011; Prado et al.,
2012a).

No entanto, a hibridacdo também apresenta pontos negativos para o
desenvolvimento da piscicultura dos surubins, uma vez que os hibridos gerados séo férteis.E
elevado o risco de contaminagdo dos estoques “puros” de reprodutores de pintado e cachara
nas pisciculturas, pois 0 comércio de animais vivos normalmente é feito na fase juvenil de
crescimento, quando nédo é possivel diferenciar visualmente hibridos F1 de individuos puros
com precisdo. Assim como existe o risco de perda das populacbes selvagens devido a
introgressao por cruzamentos com os escapes hibridos das pisciculturas (Prado et al., 2011;
Prado et al. 2012a; Porto-Foresti et al., 2008).

O uso de ferramentas que identifiquem animais “puros” dessas espécies, ou
seja, que ndo apresentem introgressao de material genético da outra espécie, € necessario para
a formacdo de estoques de reprodutores puros. Métodos que permitem a identificacdo de
hibridos interespecificos F1 foram desenvolvidos (Hashimoto et al., 2013; Prado et al., 2011;
Prado et al. 2012a; Prado et al. 2012b), porém ferramentas mais avangadas, que permitam a
identificacdo de introgressdes em menor escala, como por exemplo, através do cruzamento
entre animais hibridos e de hibridos com animais puros, precisam ser desenvolvidas.

O tamanho dos genomas do pintado e cachara ndo € conhecido. Smith &
Gregory (2009) determinaram que o valor C (quantidade de DNA contido em um nucleo
hapl6ide) dos peixes da ordem Siluriforme, familia Pimelodidae (a qual engloba o pintado e a
cachara), varia entre 0,88 e 1,36 pg. Portanto, podemos inferir que se o tamanho dos genomas
do pintado e da cachara for igual ao tamanho médio do genoma na familia Pimelodidae,
teremos genomas com 1,12 pg, o que equivale a aproximadamente 1 Gpb (1 milh&o de pares
de base). Portanto, para podermos detectar introgressdes da ordem de 1,56% (equivalente a 5
geragBes de retrocruzamento de um hibrido F1), serdo necessarios pelo menos 64 SNPs
especie-especificos (=100%/1,56%), ou um SNP a cada 17 Mpb (=1Gphb/64).



Portanto, a identificacdo de animais puros, sem qualquer nivel de introgressao,
e de eventuais contaminagdes/introgressdes genéticas, é necessaria para que tecnologias
possam ser desenvolvidas de forma sustentavel para a criacdo do pintado e da cachara. O
desenvolvimento de um painel de marcadores SNPs espécie-especificos que possibilite a
identificacdo de diferentes niveis de introgressdo trard nova luz para este cenario atual.

Adicionalmente, uma das formas de contribuir com o desenvolvimento do
cultivo dessas espécies no Pais é aumentando o conhecimento biolégico das espécies. Neste
sentido, a geracdo de informacgdes gendmicas e moleculares sobre uma das espécies em
estudo, a cachara (Pseudoplatystoma reticulatum), inexistentes até o momento, possui
significativa importancia. Adicionalmente, a caracterizagdo do genoma mitocondrial e do
transcriptoma da cachara, além de gerar informagdes moleculares para a espécie, podera

estimular o desenvolvimento de trabalhos semelhantes para outras espécies de peixes.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Gerar e analisar informacGes Uteis para realizacdo de estudos moleculares
avancados e para o desenvolvimento de ferramentas de manejo, conservacdo e melhoramento
genético de estoques de reprodutores de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e pintado

(Pseudoplatystoma corruscans).

2.2 Objetivos Especificos

a) Desenvolver um ensaio com a tecnologia SNaPshot para a andlise de SNPs espécie-
especificos com base em informagdes disponiveis na literatura;

b) Gerar bancos de seqliéncias ESTs (Expressed Sequence Tags) de diferentes tecidos de
pintado e cachara com a utilizacdo de métodos de sequenciamento de nova geracao;



c) Identificar marcadores SNP espécie-especificos nos bancos de EST, que sejam Uteis para 0
desenvolvimento de painéis de marcadores que identifiguem introgressdes genéticas em
diferentes niveis;

d) Identificar marcadores SNP com bom nivel de informatividade que possam ser utilizados
para compor painéis de marcadores com diferentes aplicagdes para as duas espécies em
questdo: testes de confirmacdo de paternidade, identificacdo e rastreabilidade de
estoques/linhagens de reprodutores, estudos de variabilidade e estruturacdo genética de
populacdes selvagens e em cativeiro (estoques de reprodutores), construcdo de mapas
genéticos, etc.;

e) Analisar os bancos de EST para caracterizacdo do transcriptoma da cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e geracdo de um conjunto de informacBes que sejam Uteis
para estudos futuros de expressdo génica;

) Caracterizar 0 genoma mitocondrial da cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) a partir da
montagem do seu transcriptoma e gerar informagdes Uteis para futuros estudos de filogenia,

filogeografia, conservacdo, melhoramento genético, etc.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Aquicultura no Brasil e no Mundo

A aquicultura pode ser definida como o cultivo confinado e controlado de
organismos (peixes, crustaceos, moluscos, anfibios e plantas aquéaticas) que tém na &gua o seu
principal ou mais frequente ambiente de vida. E uma atividade que vem crescendo
sensivelmente em relacdo a pesca extrativista, tornando-se uma importante alternativa para a
producdo de pescado (alimento de alto valor protéico), tanto em area continental como
marinha (Camargo & Pouey, 2005).

Em 2010, foram produzidas 168 milhdes de toneladas de pescado no mundo
(provenientes tanto da pesca extrativa quanto da aquicultura). Os maiores produtores foram a
China (63,5 milhdes de toneladas), a Indonésia (11,7 milhdes de toneladas), a india (9,3
milhGes de toneladas) e o Japdo (5,2 milhdes de toneladas). O Brasil contribuiu com 1,26
milhdes de toneladas, ocupando a 192 colocag@o no ranking mundial (Tabela 1.1). De 2010
para 2011, houve um incremento de 13% na producdo de pescado nacional (producéo
aproximada de 1,4 milhdes de toneladas). A pesca extrativa marinha foi a maior fonte de
producdo de pescado nacional (553.670,0 t, correspondente a 38,7% do total de pescado
produzido), seguida pela aquicultura continental (544.490,0 t, 38%), pesca extrativa
continental (249.600,2 t, 17,4%) e aquicultura marinha (84.214,3 t, 6%) (Boletim Estatistico
da Pesca e Aquicultura. Brasil 2011).



Tabela 1.1. Producéo total de pescado (t) e classificacdo no ranking de produtores mundiais

entre os anos de 2007 e 2010

Pais 2007 2008 2009 2010

China 56.160.587 (1°) 57.827.007 (1°) 60.474.939 (1°) 63.495.197 (1°)
Indonésia 8.176.567 (2°) 8.815.120 (2°) 9.820.818 (2°) 11.662.343 (2°)
india 6.971.536 (3°) 7.583.569 (3°) 7.865.598 (3°) 9.348.063 (3°)
Japio 5.687.766 (5°) 5.542.475 (5) 5.465.155 (4°) 5.292.392 (4°)
Brasil 1.072.227 (21°) 1.156.423 (21°) 1.240.813 (19°) 1.264.765 (19°)

Adaptado de Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil. 2011; Boletim Estatistico da Pesca e
Aquicultura. Brasil. 2008 e 2009.

Levando-se em consideracdo a produgdo aquicola mundial (tanto marinha
quanto continental), China, Indonésia e india produziram em 2010, 47,8 milhdes, 6,3 milhdes,
4,6 milhdes de toneladas de pescado, respectivamente, enquanto o Brasil produziu 479.399
toneladas. Apesar de ocupar apenas a 172 posicdo no ranking mundial de producéo de pescado
proveniente da aquicultura, a evolucdo deste setor no Brasil tem sido expressiva. Em 2011,
houve um incremento de 31,1% em relacdo a 2010, quando a producdo aquicola nacional
atingiu 628.704,3 toneladas. Apenas a aquicultura continental foi responsavel pela maior parte
desta producdo (86,6%, que corresponde a 544.490 t); o restante foi proveniente da

aquicultura marinha (Figura 1.1) (Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil 2011).
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Figura 1.1. Evolucéo da producdo de pescado proveniente da aquicultura continental no Brasil entre 2007 e
2011 (Adaptado de: Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil 2008-2009; Boletim Estatistico da Pesca e
Aquicultura. Brasil 2010; Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil 2011)

A producdo aquicola continental brasileira concentra-se nas espécies exoticas,
como as tilapias, carpas e trutas, que juntas representaram aproximadamente 55,0% da
producdo em 2011. Em relacdo aos peixes nativos, apesar de o Brasil apresentar grande
diversidade de espécies, a produgdo mais expressiva ficou por conta dos peixes redondos
(tambaqui, tambacu e pacu): 182.591,4 toneladas. Apesar de ainda pouco expressiva, a

producdo das diferentes espécies de bagres (Pseudoplatystoma reticulatum, P. corruscans, P.



tigrinum, Leiarius marmoratus, etc.), juntamente com seus hibridos foi da ordem de
17.619,70 toneladas no ano de 2011 e apresentou um aumento de aproximadamente 300% em
relacdo a producdo no ano de 2007 (Figura 1.2) (Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura.
Brasil 2008-2009; Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil 2010; Boletim
Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil 2011).
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Figura 1.2. Evolugdo da produgdo de bagres e seus hibridos na aquicultura continental no Brasil entre os anos de
2007 e 2011 (Adaptado de: Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil 2008-2009; Boletim Estatistico da
Pesca e Aquicultura. Brasil 2010. Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil 2011)

A participacdo das espécies nativas na piscicultura nacional, de forma geral,
ainda é bastante modesta. O maior entrave para aumentar a produtividade dessas espécies € a
falta de conhecimentos basicos e de tecnologias aplicadas que permitam que seu cultivo se
torne zootécnica e economicamente viavel (Ostrensky et al., 2008).

No entanto, a FAO O Brasil possui, portanto, um potencial natural para a
producéo piscicola, decorrente da sua disponibilidade hidrica (8,4 mil km de costa litoranea;
5,5 milhdes de hectares de reservatorios de agua doce); do clima preponderantemente tropical;
da auto-suficiéncia na producdo de grdos para fabricacdo de racdo e da diversidade de
espécies nativas de peixes com potencial para exploracdo aquicola (Ostrensky et al., 2008;
Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura. Brasil 2011; Carlson. 2014).



3.2 Consideracdes sobre a Biologia da Cachara e do Pintado

A ordem Siluriforme ¢é a segunda maior ordem de peixes neotropicais de agua
doce, conhecidos como peixes de couro. A familia Pimelodidae é uma das mais especiosas,
compreendendo entre 50 e 60 géneros e 300 espécies (Reis et al., 2004; Torrico et al., 2009).
Os géneros de maior destaque dessa ordem sdo Pseudoplatystoma, Brachyplatystoma,
Pharactocephalus e Zungaro (Ferreira et al., 1998).

O género Pseudoplatystoma constitui um grupo monofilético de bagres
amplamente distribuidos pelas principais Bacias da América do Sul. S&o espécies migratorias,
de grande importancia para a aquicultura nas Bacias hidrograficas onde ocorrem (Buitrago-
Suarez & Burr, 2007; Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et al., 2011), cuja classificacao
taxondmica ainda precisa ser melhor definida. Até recentemente, eram reconhecidas apenas
trés espécies do género: P. fasciatum (Linnaeus 1776), amplamente distribuida nas Bacias do
Parana, Amazénica, Orinoco e Magdalena, e rios da Guiana; P. tigrinum (Valenciennes
1840), nas Bacias do Orinoco e Amazdnica; e P. corruscans (Spix e Agassiz 1829), restrito as
Bacias do Parané e Sdo Francisco (Lundberg & Littmann, 2003; Burgess, 1989).

No entanto, a diversidade do género, aliada a incerteza em relacdo ao numero
de espécies nele existentes levaram Buitrago-Suéarez & Burr (2007) a realizar uma revisao
taxonémica do género Pseudoplatystoma. Com base em analises morfol6gicas detalhadas, o0s
autores reconheceram oito espécies diferentes dentro do género Pseudoplatystoma: o
amplamente distribuido surubim P. fasciatum foi dividido em cinco espécies: 1) P. fasciatum
(sensu stricto), restrito as Bacias da Guiana e do rio Suriname; 2) P. punctifer (Casteunau
1855), presente na bacia do Rio Amazonas; 3) P. reticulatum (Eigenmann e Eingenmann
1889), amplamente distribuido nas bacias dos rios Parand-Paraguai e presumivelmente
também restrito a uma regido central do rio Amazonas; 4) P. orinocoense, presente na bacia
do rio Orinoco e 5) P. magdaleniatum, presente na bacia do Rio Madalena; e outras trés
espécies: 6) P. tigrinum (Valenciennes 1840), presente na bacia do rio Amazonas; 7) P.
metaense, presente na bacia do rio Orinoco; 8) P. corruscans (Spix e Agassiz 1829), presente
nas bacias dos rios Parana e Séo Francisco. Estas espécies estariam divididas em dois clados,
suportados por caracteristicas anatdmicas: clado P. fasciatum, composto pelas espécies P.
fasciatum, P. punctifer, P. orinocoense, P. magdaleniatum, P. reticulatum, e P. corruscans e

clado P. tigrinum, composto pelas espécies P. metaense e P. tigrinum.



Por sua vez, baseados em anélises filogenéticas moleculares envolvendo
sequéncias dos genes Citocromo b e Regido Controle do DNA mitocondrial, Torrico et al.
(2009) identificaram cinco clados principais dentro do género Pseudoplatystoma: um clado
composto por P. metaense e P. orinocoense; e outros quatro clados compostos
individualmente por P. reticulatum, P. tigrinum, P. corruscans e P. magdaleniatum. Os
autores ndo conseguiram diferenciar P. fasciatum de P. punctifer com base nos dados
moleculares, indicando a necessidade de maior investigacdo em relacdo a estas duas espécies
que haviam sido morfologicamente diferenciadas e colocando em duvida a classificagcdo
morfologica realizada por Buitrago-Suérez & Burr (2007).

Ja Carvalho-Costa et al. (2011), analisando filogenias baseadas em um gene
mitocondrial (Citocromo b) e dois genes nucleares (gene de ativacdo da recombinacdo —
RAG1 e o gene ribossomal S7), reconheceram apenas quatro espécies dentro do género
Pseudoplatystoma: P. magdaleniatum, P. corruscans, P. tigrinum e P. fasciatum.

Dentre essas espécies, 0 Pseudoplatystoma corruscans (Spix e Agassiz 1829),
conhecido como pintado, e o Pseudoplatystoma reticulatum (Eigenmann e Eigenmann 1889),
conhecido como cachara, estdo entre 0os maiores peixes das principais bacias hidrogréaficas da
América do Sul (Figura 1.3). Na natureza, as duas espécies coexistem (vivem em simpatria)
apenas na porcdo média da bacia do rio Parana, incluindo sub-bacias do rio Paraguai
(Buitrago-Suarez & Burr, 2007). A proximidade genética entre P. corruscans e P. reticulatum
tem sido inferida principalmente com base na sua conhecida habilidade de gerar hibridos

férteis.

Figura 1.3. Pseudoplatystoma reticulatum ou cachara (A) e Pseudoplatystoma corruscans ou pintado (B). Fotos:
Anderson Luis Alves

De acordo com Benites (2008), a posi¢do taxondmica do pintado € a seguinte:
Classe: Osteichthyes, Subclasse: Actinopterygii, Infraclasse: Teleostei, Divisdo:
Euteleostei, Super Ordem: Ostariophysii, Ordem: Siluriformes, Familia: Pimelodidae,
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Espécie: Pseudoplatystoma corruscans. A cachara, Pseudoplatystoma reticulatum, apresenta
a mesma posigédo taxonémica do pintado.

No ambiente natural, o pintado e a cachara sdo espécies reofilicas (nadam
contra a correnteza dos rios para amadurecer sexualmente), piscivoras, demersais (vivem a
maior parte do tempo em contato com o fundo dos rios ou dos ambientes de criacdo) e de
habitos noturnos. As fémeas apresentam maior porte e maior ganho de peso quando
comparadas aos machos em condicdes de criagdo em viveiros, porém 0s machos atingem a
maturacdo sexual antes das fémeas. A diferenciacdo externa entre os sexos do pintado sé é
possivel durante o periodo reprodutivo, que ocorre no verdo, induzido pelo aumento da
temperatura da agua, maior fotoperiodo, chuvas e aumento do nivel dos rios. E nessa época
que eles realizam migracges rio acima até a cabeceira dos rios para desovarem (piracema). O
periodo reprodutivo do pintado concentra-se nos meses de dezembro e janeiro, enquanto a
cachara esta apta para se reproduzir de novembro a margo. Esses periodos podem variar em
funcdo da regido, da bacia hidrogréafica e das condic¢des climaticas de cada ano. (Barbosa et
al., 2011; Campos, 2010).

3.3 Potencial Aquicola do Pintado e da Cachara

O cultivo dessas espécies em larga escala esteve limitado inicialmente pela
viabilizacdo da producdo de juvenis e pela auséncia de tecnologias adequadas para a engorda
dos peixes até o abate/despesca. Com o desenvolvimento de tecnologias para estes fins, o
cultivo dessas espécies vem, gradualmente, se expandindo (Campos, 2010).

O pintado e a cachara sdo considerados importantes espécies nativas para a
piscicultura continental devido a sua rusticidade, carne com baixo teor de gordura e auséncia
de espinhas intramusculares, porte avantajado, alto valor de mercado e importéancia historica
na producdo da pesca das regides onde ocorrem. O cultivo dessas espécies ainda envolve
custos elevados. Apesar de apresentarem caracteristicas zootécnicas favoraveis, a viabilidade
econémica do cultivo dessas espécies depende do condicionamento alimentar dos alevinos ao
arracoamento, na superficie da agua, durante o dia (Barbosa et al., 2011; Campos, 2010;
Ostrensky et al., 2008).

Conforme observado na Figura 1.2, a producgdo aquicola dos bagres juntamente

com seus hibridos apresentou um crescimento expressivo entre os anos de 2007 e 2011 (mais
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de 300%), passando de 4 mil toneladas para mais de 17 mil toneladas. O pintado, a cachara e
seus hibridos apresentam uma participacdo significativa em vérios setores do mercado
nacional de pescado (Campos, 2010). A producdo dessas espécies é realizada em escala
industrial em varios estados da regido Centro-Oeste, porém o desenvolvimento e refinamento
de novas tecnologias, principalmente nas &reas de reproducdo, larvicultura, nutrigdo,
identificacdo e controle de doencas, melhoramento e manejo genético dos plantéis de
reprodutores, é necessario para o crescimento sustentavel do setor.

Dada a velocidade da expansdo da criacdo de hibridos de pintado/cachara,
muitas vezes desordenada e sem os devidos controles, é essencial que sejam desenvolvidas
ferramentas adequadas para 0 manejo e melhoramento genético de estoques de reprodutores
de pintado e cachara, e para 0 monitoramento dos estoques selvagens dessas espécies. O
desenvolvimento sustentavel da criacdo dessas espécies em cativeiro depende da implantacao
de programas de domesticacdo e de melhoramento genético de linhagens mais adequadas aos
sistemas de producdo em cativeiro, assim como o monitoramento da dindmica populacional

dos estoques selvagens (Campos, 2010).

3.4 Criacdo de Hibridos Inter-Especificos: Vantagens, Desvantagens e Riscos
Ambientais

A hibridacdo é um fenbmeno bastante comum entre os peixes, podendo ocorrer
de maneira natural no ambiente ou pela intervencdo humana. A geracdo de hibridos
interespecificos é uma pratica comum em varias partes do mundo. No caso de peixes criados
para a producdo de carne, a hibridacdo busca gerar vantagens produtivas, combinando
caracteristicas de duas espécies parentais em um unico animal e vem sendo utilizada para
aumentar a velocidade de crescimento, melhorar a qualidade da carne, aumentar a resisténcia
as doencas, melhorar a tolerancia as variagdes ambientais, maior taxa de sobrevivéncia na
larvicultura e apds a eclosdo, menor canibalismo, e uma série de outras caracteristicas
(Bartley et al., 2010; Scribner et al., 2001). Os beneficios citados resultaram na disseminagéo
em larga escala das praticas de hibridacdo nas pisciculturas do Brasil, onde sédo produzidos

hibridos de varias espécies nativas (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 - Hibridos interespecificos mais comumente utilizados na piscicultura continental
brasileira (adaptado de Porto-Foresti et al., 2010)

GERAGAO PARENTAL Produto Hibrido
Parental Fémea Parental Macho
Tambaqui (Colossoma macropomum) Pacu (Piaractus mesopotamicus) Tambacu
Pacu (Piaractus mesopotamicus) Tambaqui (Colossoma macropomum) Paqui
Tambaqui (Colossoma macropomum) Pirapitinga (Piaractus brachypomus) Tambatinga
Pirapitinga (Piaractus brachypomus) Tambaqui (Colossoma macropomum) Pirambaqui
Pacu (Piaractus mesopotamicus) Pirapitinga (Piaractus brachypomus) Patinga ou Papi
Pirapitinga (Piaractus brachypomus) Pacu (Piaractus mesopotamicus) Pirapicu
Piaucu (Leporinus macrocephalus) Piapara (Leporinus elongatus) Piaupara
Piapara (Leporinus elongatus) Piaucu (Leporinus macrocephalus) Piapacu
Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) Pintachara
Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) Cachapinta
Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) Jurupoca (Hemiosorubim platyrhynchos) Pintajuru
Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) | Pirarara (Phractocephalus hemioliopterus) Pintapira
Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) | Pirarara (Phractocephalus hemioliopterus) Cachapira
Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) Jundia Amazonico (Leiarius marmoratus) | Pintado Amazonico
Jundia Amazonico (Leiarius marmoratus) Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) Jundiara
Matrinxa (Brycon amazonicus) Piracanjuba (Brycon orbignyanus) Matrinjuba
Piracanjuba (Brycon orbignyanus) Matrinxa (Brycon amazonicus) Piracanxa

Por outro lado, a hibridacdo apresenta desvantagens e elevados riscos
ambientais. O principal problema é a fertilidade dos hibridos interespecificos, o que
representa elevados riscos tanto para as populagcdes selvagens, quanto para os estoques
“puros” de reprodutores nas pisciculturas comerciais (essenciais para a producao sustentavel
de hibridos F1). Os escapes de peixes dos tanques de criacdo sdo frequentes (Orsi &
Agostinho,1999) e também representam um serio risco ambiental. Peixes hibridos férteis
liberados no ambiente onde existem populagdes selvagens (cuja barreira reprodutiva é apenas
comportamental) podem reproduzir entre si e com individuos das espécies puras utilizadas no
cruzamento (Toledo-Filho et al., 1998).

A eventual contaminacdo genética acidental dos estoques de reprodutores
“puros” nas pisciculturas (Padhi & Mandal, 1997) também € um risco eminente, ja que o
comércio de animais vivos normalmente é feito na fase juvenil de crescimento, quando néo €
possivel diferenciar, visualmente, e com precisao, hibridos F1 de animais puros (Prado et al.,
2011). Essas situacdes podem gerar desequilibrios ecoldgicos (Einum & Fleming, 1997) e até
mesmo levar a extingdo das espécies nativas (Allendorf et al., 2001), restringindo, assim, 0s
limites que poderdo ser almejados por programas de melhoramento genético para producédo

das espécies puras em cativeiro (Prado et al., 2011).
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3.5 Metodologias de Identificacdo de Hibridos

Algumas metodologias ja foram descritas na literatura para a identificacdo de
peixes hibridos. Em uma revisao, Scribner et al. (2001) verificaram que 45% dos trabalhos de
identificacdo de hibridos de peixes empregaram métodos morfoldgicos; 35% utilizaram
isoenzimas para essa identificacdo, 12% DNA mitocondrial, 4% DNA nuclear e 2%
utilizaram cariotipos.

Hashimoto et al. (2013) e Prado et al. (2011), utilizando metodologias como
PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo de Comprimento de
Fragmento de Restricdo) e PCR-multiplex (ou o termo mais adequado: PCR espécie-
especifica), desenvolveram cinco marcadores moleculares para a identificacdo de hibridos
entre P. corruscans e P. reticulatum. Quatro marcadores sédo baseados em genes nucleares:
RAG2 (Gene de Ativagdo da Recombinase 2), EFla (Fator de Elongagdo la), GLOB (B-
Globina) e 18S (RNA Ribossomal 18S) e um dos marcadores é baseado no gene mitocondrial
16S (Gene Ribossomal 16S). Segundo Hashimoto et al. (2014), marcadores diagndsticos
nucleares sdo importantes para diferenciar hibridos entre espécies. Os marcadores
mitocondriais, embora haploides, sdo necessarios para identificar a origem materna do hibrido
(Hashimoto et al., 2014).

PCR-RFLP e PCR-multiplex tém sido caracterizados como métodos eficientes
para uma rapida e pouco dispendiosa identificacdo de hibridos (Hashimoto et al., 2013; Prado
et al., 2011). Essas metodologias facilitam o diagndstico baseadas na combinacdo de variantes
de nucleotideos simples em genes mitocondriais (16S) e nucleares (RAG2, EFla, GLOB e
18S) (Hashimoto et al., 2014). No entanto, segundo Boecklen & Howard (1997), quatro a
cinco marcadores moleculares sdo suficientes para discriminar, grosseiramente, espécies puras
de hibridos F1 ou individuos retrocruzados simples (como RC1). Porém, para a diferenciacao
entre individuos puros e individuos com niveis mais avancados de retrocruzamento (RC4, RC
5, etc.), uma quantidade substancialmente maior de marcadores (em torno de 70 marcadores)
€ necessaria.

Os marcadores desenvolvidos por Hashimoto et al. (2013) e Prado et al. (2011)
representam um avancgo, porém ndo sdo adequados para a identificacdo de menores graus de
introgressdo genética. Considerando que os hibridos séo férteis, a possibilidade de animais
serem produzidos naturalmente ou artificialmente, através de cruzamentos entre hibridos e de

hibridos com animais puros, é elevada. Esses cruzamentos (F1 x F1, F1 x cachara, F1 X
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pintado, etc.) podem produzir peixes com diferentes niveis de introgressdo, cuja detec¢do
somente sera possivel com um painel de marcadores especie-especificos que identifique
blocos fracionados do genoma.

O desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento de DNA e de
genotipagem de marcadores moleculares do tipo SNP (do inglés Single Nucleotide
Polymorphism) abriu novos horizontes para o desenvolvimento de ensaios e métodos
diagnosticos que poderdo permitir a deteccdo de hibridos/eventos de introgressdo em

diferentes niveis, com custos baixos e métodos acessiveis ao sistema produtivo.

3.6 Marcadores SNP — Bases Moleculares, Prospeccéo e Utilizacao

Os marcadores SNP (Polimorfismos de Base Unica, do inglés Single
Nucleotide Polimorphisms) tém como base as alteracdes mais simples da molécula de DNA:
mutacdes em bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e
Guanina). As mutacGes mais comuns sdo as transi¢des, onde ocorrem trocas de uma purina
por outra purina (A <> G) ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C < T). Menos
frequentes, as transversdes ocorrem quando ha troca de uma purina por uma pirimidina, ou
vice-versa (C/T < A/G). Normalmente, os marcadores SNP sao bi-alélicos, ou seja, séo
encontradas apenas duas variantes em uma espécie. Os SNPs podem ocorrer em regides
codificadoras ou com funcdo regulatéria, porém, na maior parte das vezes sdo encontrados em
espagos intergénicos, sem funcdo determinada (Caetano, 2009; Vignal et al., 2002).
Distribuem-se de forma homogénea pelo genoma e sdo extremamente abundantes nos
genomas de espécies ndo endogamicas (Bovine Genome Sequencing and Analysis
Consortium, 2009; Li et al., 2009).

A utilizagdo de marcadores moleculares SNPs em estudos de associagdo e
mapeamento genético, assim como em ensaios diagndsticos para confirmacédo de paternidade,
identificacdo individual (rastreabilidade), deteccdo de doengas genéticas e/ou polimorfismos
associados a caracteristicas de producéo, esteve limitada por muito tempo devido as restri¢coes
tecnologicas.

O método padréo de prospeccao de marcadores SNP era baseado no método de
sequenciamento Sanger, no qual a detec¢do de SNPs distribuidos aleatoriamente pelo genoma

se dava atraves do alinhamento de uma sequéncia de um fragmento aleatorio do genoma com
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uma sequéncia consenso. Esse processo era limitado pela capacidade de geragdo e analise de
sequéncias de um laboratorio, e pela necessidade da existéncia de uma sequéncia referéncia —
0 genoma da espécie precisava estar sequenciado. Programas de bioinforméatica como o
PHRED, PHRAP e o CONSED (Ewin et al, 1998; Gordon et al., 1998) foram desenvolvidos
para automatizar a fase de analise de dados, permitindo grandes avangos. Apesar das
limitacdes, grandes conjuntos de SNPs foram detectados em todas as espécies que tiveram
seus genomas sequenciados utilizando esta metodologia (Bovine Genome Sequencing and
Analysis Consortium, 2009; Li et al., 2009).

Porém, as tecnologias de sequenciamento de nova geracdo alteraram este
cenario e facilitaram a descoberta e a genotipagem em massa dos SNPs. Diferentes
tecnologias estdo amplamente disponiveis para a realizacdo de ensaios de genotipagem de
baixa densidade (de dezenas até centenas de marcadores), média densidade (de milhares a
dezenas de milhares) e alta densidade (de centenas de milhares a milhdes) (Vignal et al.,
2002, Caetano, 2009). Dessa forma, as tendéncias metodoldgicas atuais para a geracdo de
dados moleculares de genotipagem tém convergido para o uso de Polimorfismos de Base
Unica (SNPs).

Exemplos praticos da aplicacdo dessas tecnologias para prospeccdo de SNPs
estdo amplamente disponiveis. Um estudo com bovinos (Van Tassell et al., 2008) prospectou
um total de 62.042 SNPs utilizando o Illumina/Solexa Genome Analyzer. Alternativas
econbmicas para prospeccdo de SNPs em espécies que ndo possuem genoma sequenciado,
como algumas espécies de peixes, também ja foram estabelecidas. Uma delas é a prospeccéo
de SNPs no transcriptoma, através de RNA-Seq (Yu et al., 2014; Helyar et al., 2012; Xu et al.,
2012; Hubert et al., 2010). Essa metodologia tem a vantagem de também gerar informaces
descritivas sobre o transcriptoma da espécie em questdo, as quais podem ser utilizadas em

estudos de gendmica funcional, expressdo génica descritiva e aplicada.

3.7 Tecnologias de Sequenciamento de Nova Geragéo

Avancos nas tecnologias de sequenciamento do DNA (conhecidas como
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo), tornaram possivel a geragdo de grandes
guantidades de sequéncias de forma muito rapida e a um custo substancialmente baixo,

permitindo o sequenciamento completo do transcriptoma e do genoma das espécies, assim
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como o ressequenciamento. As diferentes plataformas existentes apresentam caracteristicas
especificas (Metzker, 2010). Em geral, os métodos de sequenciamento que geram sequéncias
curtas sdo mais Uteis em experimentos de ressequenciamento (para espécies que ja possuem
genoma referéncia sequenciado) para descoberta de SNPs (Van Tassel et al., 2008), estudos
do transcriptoma (Wang et al., 2009) e estudos de padrdes globais de metilagdo do genoma
(Laird, 2010). Adicionalmente, metodologias para sequenciamento e montagem de novo de
genomas complexos com sequéncias curtas também ja foram desenvolvidas, como no caso do
sequenciamento do genoma do panda gigante (Li et al., 2010). A grande restricdo para o
sequenciamento de genomas complexos com tecnologias que geram sequéncias mais curtas
esta nos métodos computacionais necessarios para alinhamento e montagem das sequéncias.
Porém, a evolucdo das ferramentas de bioinformatica permitiu a superacdo destas limitaces
(Liu et al., 2011). As novas tecnologias de sequenciamento que produzem sequéncias longas
ainda apresentam custos elevados, o que limita o sequenciamento a um ndmero restrito de
genomas de uma espécie. Enquanto é possivel ter uma montagem do genoma humano com
95% de cobertura a partir de um total de 8X de cobertura de sequenciamento com sequéncias
com comprimento médio de 400pb, sdo necessarios 35X de cobertura de sequenciamento para

obter uma montagem da mesma cobertura com sequéncias de 75pb (Metzker, 2010).

3.8 Sequenciamento do Transcriptoma Completo

O transcriptoma é um conjunto completo de moléculas de RNA (transcritos).
N&o é estdvel como o0 genoma, varia de acordo com o ambiente externo, condicéo fisioldgica
ou estagio de desenvolvimento do organismo (Wang et al., 2009). A analise do transcriptoma
permite entender melhor como funciona um organismo. A andlise do transcritpoma é uma
importante ferramenta para compreender a relacdo entre o genotipo e o fendétipo, permitindo
conhecer melhor as vias metabdlicas e os mecanismos envolvidos nos processos bioldgicos de
um organismo.

As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo tém possibilitado essa
analise, que ficou conhecida como sequenciamento do transcriptoma completo,
sequenciamento de RNA ou simplesmente, RNA-Seq. No RNA-Seq, DNAs complementares
(cDNAs) gerados a partir do RNA de interesse sdo diretamente sequenciados usando NGS.

Utilizando algoritmos de bioinformatica, os fragmentos obtidos podem ser alinhados a um
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genoma referéncia ou montados de novo, de forma a permitir a caracterizacdo do
transcriptoma completo de uma espécie (Zmienko et al., 2011; Shen et al., 2012).

Como ele ndo necessariamente requer conhecimento prévio do genoma, pode
ser aplicado a espécies que ainda ndo possuem genoma sequenciado. E permite ndo apenas a
andlise ou caracterizacdo do transcriptoma, mas também a descoberta de polimorfismos SNPs
e de novos transcritos, genes, estudos de expressdao génica diferencial; identificagdo da
complexidade funcional dos transcriptomas; splicing alternativo; RNAs ndo codificadores,
etc. (Zmienko et al.; 2011, Shen et al., 2012; Salem et al., 2012; Wang et al., 2009;
Nagalakshmi et al., 2010).

O sequienciamento das extremidades de moléculas de cDNA produzidas a partir
de RNA mensageiro extraido de diferentes tecidos de uma espécie para a geracdo de ESTs (do
inglés Expressed Sequence Tags) foi uma estratégia desenvolvida no final dos anos 90 para a
caracterizacdo do transcriptoma (veja Gerhold & Caskey, 1996). O seqiienciamento das
extremidades 5e 3" dos cDNAs permite a identificacdo parcial dos genes transcritos de
origem e também a identificacdo de polimorfismos Uteis para estudos gendmicos (Novaes et
al., 2008).

RNA-Seq vem sendo aplicado em diversos estudos com diferentes espécies de
peixes: a) mapeamento do transcriptoma e anotacdo génica (Poecilia reticulata, Fraser et al.,
2011; Danio rerio, Collins et al., 2012; Ictalurus punctatus, Liu et al., 2012; Onchorhynchus
mykiss, Salem et al., 2015); b) descoberta de novos transcritos (Danio rerio, Pauli et al., 2012;
Onchorhynchus mykiss, Palstra et al., 2013; Salmo salar, Kure et al., 2013); c) descoberta de
SNPs (Onchorhynchus mykiss, Salem et al., 2012; Cyprinus carpio, Xu et al., 2012); d)
quantificacdo de expressdao génica (Danio rerio, Vesterlund et al., 2011; Salmo trutta, Uren
Webster et al., 2013) etc.

3.9 Genes tecido especifico e housekeeping

Uma variedade de genes esté ativa dentro do nucleo de nossas células. Alguns
s80 necessarios para a manutencdo diaria das funcdes celulares, enquanto outros tém papéis
mais especificos para certos tecidos ou tipos celulares. Consequentemente, cada tecido possui
seu proprio perfil de atividade génica. Como genes ativos produzem RNA, as diferengas de

tecido na atividade dos genes podem ser pesquisadas pela caracterizacdo do RNA que eles
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contém. O conjunto completo de RNAs ou transcriptoma é sequenciado de vérios tecidos e
esses dados sdo usados para comparar o0 grau de especializacdo de diferentes tecidos e
investigar o conjunto de genes ativos em cada tecido.

A expressao de grande parte dos genes varia de acordo com os tipos celulares e
de tecidos e de acordo com os estéagios fisioldgicos e de desenvolvimento de um organismo.
No entanto, alguns genes sdo constitutivamente expressos em todos os tecidos e seus niveis de
expressao sdo comparativamente constantes entre os diferentes tipos celulares. Estes genes
sdo chamados de genes housekeeping e a hipotese é que eles constituem um pequeno conjunto
de genes necessarios para manter as funcdes basicas celulares (Butte et al., 2001; She et al.,
2009). A expressdo desses genes (tecido-especificos) é fundamental para manter a
especificidade e determinar a complexidade dos organismos multicelulares, a forma como
eles afetam o desenvolvimento, a funcdo e a manutencdo dos diferentes tipos celulares de um
organismo (Salem et al., 2015).

Genes tecido-especifico sdo genes predominantemente expressos em um Gnico
tecido biologicamente relevante (Chang et al., 2011). A expressdo dos genes tecido-
especificos € fundamental para manter a especificidade dos tipos celulares/tecido em um
organismo. O estudo da expressdo de genes housekeeping x genes tecido-especificos permite
entender melhor o funcionamento de um organismo, sua complexidade e evolugdo. Além
disso, a identificacdo de genes housekeeping e genes tecido-especificos fornecem informacGes
moleculares importantes que poderdo ser aplicadas no melhoramento genético dos peixes
(Salem et al., 2015; Xiao et al., 2010).

3.10 Mdusculo Branco e Musculo vermelho em Peixes

Os peixes constituem um modelo interessante para o estudo dos processos
bioldgicos, regulatorios e metabdlicos envolvidos na locomocgdo e no crescimento, devido a
caracteristicas peculiares observadas no seu tecido muscular esquelético. De acordo com
Carani et al. (2008); Santos et al. (2007), a maior parte da massa corporal dos peixes €
constituida pelo tecido muscular (aproximadamente 60%), sendo a proporcdo deste tecido
bem maior nos peixes do que em outros vertebrados, devido em parte a grande demanda

proveniente do sistema locomotor, por causa da densidade do meio onde vivem. Diferente dos
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mamiferos, cujo tecido muscular apresenta-se em forma de mosaico de fibras, nos peixes, o
tecido muscular € compartimentalizado em diferentes tipos de fibras musculares:
a) a musculatura branca compreende a maior parte da massa muscular (60%), sendo formada
por fibras musculares maiores, de contracdo rapida e metabolismo glicolitico. Possui baixa
concentracdo de mioglobina, poucas mitocondrias e poucos lipideos. Essas fibras sdo
utilizadas durante a realizagdo de movimentos mais bruscos de natacéo;
b) a musculatura vermelha (compreende no maximo 30% do volume da massa muscular total
e esta restrita a regido da linha lateral), localizada na regido superficial adjacente ao
tegumento, é formada por fibras menores, de contracdo lenta e metabolismo oxidativo.
Apresenta alta concentracdo de mioglobina, mitocéndrias e lipideos e excelente suprimento
sanguineo, sendo utilizada na realizacdo de movimentos lentos e de sustentacéo;
c) fibras rosas ou intermediérias.
O crescimento pos-natal do tecido muscular esquelético dos peixes envolve
dois mecanismos:
- Hipertrofia — células miossatélites se fundem a fibras musculares existentes, aumentando o
namero de nucleos para maior sintese de miofibrilas.
- Hiperplasia — ocorre a formagdo de novas fibras musculares (mosaico de fibras com
diametros diferentes). Esse padrdo de organizacao é melhor observado na musculatura branca.
Nos mamiferos a hiperplasia cessa em um curto periodo de tempo ap6s o
nascimento. Nos peixes de tamanho pequeno, o crescimento pés-natal ocorre principalmente
por hipertrofia; a hiperplasia ocorre nas fases iniciais do desenvolvimento. Em peixes de
crescimento indeterminado com tamanho maior, a hiperplasia se estende por um periodo
maior. Normalmente, ocorre maior esforco nas fibras vermelhas do que nas brancas. Esse tipo
de esforco especifico parece influenciar os tipos e as quantidades de proteinas sintetizadas
localmente. (Carani et al. 2008; Santos et al., 2007).
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO DE UM ENSAIO DE MINISEQUENCIAMENTO PARA
IDENTIFICACAO DE HIBRIDOS ENTRE CACHARA (Pseudoplatystoma reticulatum)
E PINTADO (Pseudoplatystoma corruscans)

1 RESUMO

Cachara (P. reticulatum) e pintado (P. corruscans) sdo bagres conhecidos pela
capacidadede gerar hibridos férteis, arriscando a manutencdo de estoques puros de
reprodutores nas pisciculturas e a existéncia dos estoques selvagens. Um ensaio SNaPshot©
foi desenvolvido para interrogar SNPs espécie-especificos de P. reticulatum e P. corruscans,
localizados em quatro genes nucleares (RAG2, GLOB, 18S ¢ EFla) e em dois genes
mitocondriais (16S e COI). O ensaio foi desenvolvido com base em informacges previamente
publicadas sobre marcadores utilizados para diferenciar individuos puros de hibridos das
especies P. reticulatum e P. corruscans. Onze posicdes polimorficas, consideradas espécie-
especificas com base no alinhamento das sequéncias dos genes disponibilizadas no GenBank
foram inicialmente selecionadas para comporem 0 ensaio, que investigou 26 exemplares
morfologicamente identificados como 17 cacharas e nove pintados: posicdes 271 (C/T) e 356
(T/C) do gene 16S; 243 (A/C) e 409 (G/A) do COI; 243 (A/G) e 254 (C/A) do RAG2; 484
(T/A) e 587 (C/T) do EFla; 300 (A/G) e 374 (A/T) do GLOB e posigdo 185 (T/C) do gene
18S. Resultados obtidos apos a otimizagdo do ensaio permitiram concluir que dois dos genes
indicados na literatura como marcadores espécie-especificos ndo sdo adequados para a

diferenciacéo dos hibridos: o gene mitocondrial 16S e o gene nuclear GLOB. Ambos foram
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retirados do ensaio. O método SNaPshot© adaptado as informagdes disponiveis no GenBank
permitiu a identificacdo de 13 hibridos entre os 26 individuos coletados. Todos os pintados
coletados foram identificados como hibridos. Os resultados foram confirmados por
sequenciamento dos seis fragmentos investigados. O ensaio SNaPshot© foi adequado para a
diferenciacdo de hibridos F1 e pds-F1 das espécies P. reticulatum e P. corruscans, porém
existe a necessidade de desenvolvimento de ferramentas que permitam a identificacdo de

niveis menores de introgressao entre estas espécies.

Palavras-chave: Minisequenciamento; Hibridacao interespecifica; Sanger.
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DEVELOPMENT OF A MINISEQUENCING ASSAY TO IDENTIFY HYBRIDS
BETWEEN CACHARA (Pseudoplatystoma reticulatum) AND PINTADO

(Pseudoplatystoma corruscans)

2 ABSTRACT (CORRIGIR)

We carried out a SNaPshot assay to interrogate nine specie-specific SNPs of P.
reticulatum and P. corruscans localized in four nuclear genes (RAG2, GLOB, 18S e EFla)
and in one mitochondrial gene (16S). This assay was performed based on previously
published information about the used tracers for differentiate pure and hybrid individuals of
the species P. reticulatum and P. corruscans (Hashimoto et al., 2013; Prado et al., 2011).
Nine polymorphic positions considered specie-specific based on the gene sequence alignment
available in the GenBank were picked to compose this assay: gene 16S position 271 (C/T) and
356 (T/C); RAG: position 243 (A/G) and 254 (C/A); EFla position 484 (T/A) and 587 (C/T);
GLOB position 300 (A/G) and 374 (A/T) and 18S position 185 (T/C). The results obtained
after the assay optimization allowed us to find that two of the indicated genes as specie-
specific tracers in the review, were not suitable for hybrid differentiation: mithocondrial gene
16S and nuclear gene GLOB. In the SNaPshot minisequencing carried out in this thesis, the
gene 16S were replaced with mithocondrial gene COIl. We selected to interrogate the
polymorphic positions 243 (A/C) and 409 (G/A) in the COI’s sequence. The results of the
GLOB genotyping were discarded and the gene were removed from the assay. The SNaPshot
method adapted to GenBank available information allowed us to identify 13 hybrid amongst
the 26 captured individuals (morphologically indicated as 17 cacharas and new pintados) that
would be used to develop the other experiments idealized for this PhD thesis. All of the

captured pintados were identified as hybrids. This result changed the initial idea of the
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experiments. In face of the SNaPshot minisequencing results, the only alternative was to use
two groups of fishes in this thesis: a group of pure cachara and other group of pintado hybrids.
The minisequencing proved to be useful to differentiate hybrids of the species P. reticulatum
and P. corruscans, but the use of more advanced and acurate tools to differentiate it still

necessary.

Keywords: SNP; SNaPshot; Catfish; Sequencing; COl; RAG2; 16S Ribossomal; GLOB; 18S

Ribossomal.
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3 INTRODUCAO

A cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e o pintado (Pseudoplatystoma
corruscans), bagres Neotropicais de &gua doce, pertencentes a familia Pimelodidae
(Siluriformes), sdo espécies relevantes para a aquicultura brasileira. De acordo com Barbosa
et al. (2011), no ambiente natural, estas espécies sdo reofilicas, piscivoras, demersais e de
habitos noturnos. Apesar de apresentarem caracteristicas zootécnicas favoraveis, a viabilidade
econdbmica de seu cultivo depende do condicionamento alimentar dos alevinos ao
arracoamento, na superficie da agua, durante o dia.

Uma pratica muito comum entre os criadores de peixes € a hibridacdo
interespecifica (Porto-Foresti et al., 2008). Popularmente conhecidos como “ponto e virgula”,
“pintachara” ou “cachapinta”, os hibridos resultantes do cruzamento entre cachara e pintado
adaptam-se com maior facilidade ao manejo no ambiente de cativeiro (Crepaldi et al., 2006),
além de apresentarem desejdveis caracteristicas produtivas superiores aos peixes “puros”,
devido a heterose (Bartley et al., 2001). Por outro lado, a hibridacdo apresenta aspectos
negativos para o desenvolvimento sustentivel da cachara e do pintado: os hibridos gerados
sdo férteis (Prado et al., 2012); e ndo podem ser morfologicamente diferenciados dos “puros”
na fase juvenil, época em que sdo comercializados vivos (Hashimoto et al., 2013). Os
aspectos citados representam riscos genéticos tanto para os estoques “puros” das pisciculturas,
quanto para os estoques naturais de peixes (Porto-Foresti et al., 2008), em decorréncia da
possibilidade de cruzamentos entre peixes “puros” ¢ hibridos (Prado et al., 2011).

Este cenario impde sérias dificuldades para o desenvolvimento de programas
de conservacdo e de melhoramento genético “classico” para essas espécies, uma vez que €SSes
programas necessitam de reprodutores “puros” (que ndo apresentem introgressao de material
genético da outra espécie), seja para a preservacao das espécies ou para o desenvolvimento

dos processos de avaliagdo genética das caracteristicas produtivas. Outro agravante, € que a
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producdo de hibridos interespecificos ja esta amplamente disseminada pelo Pais (Porto-
Foresti et al., 2008). De acordo com Hashimoto et al. (2013), a maioria dos “pintados” juvenis
comercializada atualmente no Brasil é hibrida.

Portanto, 0 monitoramento genético dos estoques de reprodutores “puros” nas
pisciculturas é imprescindivel. Prado et al. (2011) e Hashimoto et al. (2013) desenvolveram
um método que permite a identificacdo de hibridos inter-especificos F1 e pds-F1 utilizando
marcadores moleculares PCR-RFLP e PCR-Multiplex (PCR espécie-especifica) nos genes
nucleares RAG. (Gene Ativador da Recombinase), GLOB (B-Globina), 18S (RNA
Ribossomal 18S) ¢ EFla (Fator de Elongamento 1a) e no gene mitocondrial 16S (RNA
Ribossomal 16S), baseados em variagdes de polimorfismos Gnicos (SNPs). Embora seja uma
técnica que nao exija uso de equipamentos avancados, é trabalhosa e permite genotipar apenas
um loco por ensaio.

Os SNPs (Polimorfismos de Base Unica) sdo marcadores que tém como
principio mutacGes em bases Unicas da cadeia de DNA. Recentes avangos tecnoldgicos
revelaram metodologias de alto desempenho e acurécia, e baixo custo para a prospeccao,
caracterizacdo e genotipagem de marcadores SNPs, que vém resultando em novas solucées
para aplicacdes ja solidificadas (Caetano, 2009). Um exemplo é o minisequenciamento
SNaPshot©, um método eficiente, rapido e de baixo custo, que permite investigar até 10 SNPs
em uma Unica reagdo e que tem aceitabilidade na comunidade cientifica.

Neste estudo, € relatado o desenvolvimento de um ensaio SNapshot© para
interrogar SNPs espécie-especificos de Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma
reticulatum publicamente disponiveis, localizados em 4 genes nucleares (RAGz, GLOB, 18S
e EFla) e em dois genes mitocondriais (16S e COI), com o objetivo de identificar animais

hibridos no n amostral coletado (n=26).



32

4 MATERIAL E METODOS

O ensaio SNaPshot foi idealizado para interrogar 9 SNPs espécie-especificos
de P. reticulatum e P. corruscans, localizados em quatro genes nucleares (RAG., GLOB, 18S
e EFla) e em dois genes mitocondriais (16S e COIl). Foi desenvolvido com base em
informac@es previamente publicadas sobre marcadores utilizados para diferenciar individuos
puros de hibridos das espécies P. reticulatum e P. corruscans (Hashimoto et al., 2013; Prado
et al., 2011). O método SNaPshot foi adaptado a essas informacdes disponiveis de forma a
possibilitar a identificacdo de individuos hibridos dentre os 26 individuos (morfologicamente

identificados como 17 cacharas e 9 pintados) coletados.

4.1 Amostragem e Extracdo de DNA

A execucdo desse estudo foi pré-aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEUA/Cenargen, protocolo
CEUA-002-2014). As coletas dos peixes foram realizadas em duas viagens diferentes.
Dificuldades encontradas nas coletas como necessidade de coletar os peixes em pisciculturas
e ndo na natureza, devido a falta de equipamentos como barcos para a pesca; quantidade
insuficiente de peixes adultos para o sacrificio disponibilizadas pelos piscicultores; auséncia
de recurso financeiro e tempo para a realizacdo de novas viagens para coletas adicionais,
acabaram por restringir o “n”” amostral para o desenvolvimento deste estudo.

Amostras de nadadeira de 26 exemplares (Tabela 2.1) morfologicamente
identificados como 17 cacharas (P. reticulatum) e nove pintados (P. corruscans),

provenientes de duas pisciculturas, porém originalmente capturados em diferentes localidades
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da Bacia dos Rios Paraguai (rios Cuiabazinho, Nobres; S&8o Gongalo, Cuiaba; Paraguai,
Parque Nacional do Pantanal e Corumbd) e Parané (rio lvinhema), Brasil, foram coletadas.
DNA foi extraido das amostras com “Pure Link Genomic DNA Mini Kit” (Invitrogen),
seguindo o protocolo do fabricante e foi quantificado em gel de agarose 1%, corado com

brometo de etideo.

Tabela 2.1. Informacdes sobre os peixes coletados

Identificacdo Espécie Nome popular | Sexo | Regido da coleta
1 P. reticulatum Cachara M MT
2 P. reticulatum Cachara M MT
3 P. reticulatum Cachara F MT
4 P. reticulatum Cachara F MT
5 P. reticulatum Cachara F MT
6 P. reticulatum Cachara F MT
7 P. reticulatum Cachara F MT
8 P. reticulatum Cachara M MS
9 P. reticulatum Cachara M MS
10 P. reticulatum Cachara F MS
11 P. reticulatum Cachara M MS
12 P. reticulatum Cachara M MS
13 P. reticulatum Cachara F MS
14 P. reticulatum Cachara F MS
15 P. reticulatum Cachara F MS
16 P. reticulatum Cachara M MS
17 P. reticulatum Cachara F MS
18 P. corruscans Pintado F MS
19 P. corruscans Pintado M MS
20 P. corruscans Pintado M MS
21 P. corruscans Pintado F MS
22 P. corruscans Pintado F MS
23 P. corruscans Pintado F MS
24 P. corruscans Pintado M MS
25 P. corruscans Pintado F MS
26 P. corruscans Pintado F MS

4.2 ldentificacdo de SNPs Espécie-Especificos em Genes Nucleares e Mitocondriais de P.
reticulatum e P. corruscans e Desenho de Primers SnaPshot© Especificos para cada SNP

Selecionado

Sequéncias dos genes nucleares RAG., EFla, GLOB e 18S e dos genes
mitocondriais 16S e COI de P. reticulatum e de P. corruscans disponiveis no GenBank foram
alinhadas entre si utilizando a ferramenta ClustalW Multiple Alignment, do software Bioedit

(Hall, 1999), para a localizacdo de SNPs espécie-especificos entre as duas espécies.O
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software Leo’s primers selector for SNaPshot© (http://sgdp.iop.kcl.ac.uk/leo/cqi-

bin/snpshot.cgi) foi utilizado para desenhar primers SNaPshot© especificos para 0s SNPs

selecionados.

4.3 Amplificacédo dos Fragmentos por PCR Individual

Os pares de primers universais descritos na Tabela 2.2 foram utilizados para
amplificar os fragmentos dos genes nucleares EFla (743 pb), GLOB (567 pb em P.
corruscans e 569 pb em P. reticulatum), 18S (350 pb) e RAG2 (521 pb) e dos genes
mitocondriais 16S (551 pb) e COI (707 pb), por PCR, de forma individual, em cinco reacbes
de PCR com volume final de 10 pL cada, contendo: 1,5 pL. de DNA genomico (30 ng); 0,5 uL
de dNTP (2,5 mM, Promega); 0,30 uL. de MgCl> (25 mM, Promega); 1,0 uL de Tag DNA
Buffer 10x (20 mM Tris-HCI, pH 8.4 e 50 mM KCI, Promega); 0,3 uL de Taq Polymerase
(Phoneutria); 0,2 puL do primer F (10 puM) e 0,2 puL do primer R (10 uM). As seguintes
condigdes de PCR foram utilizadas: 94°C (5 minutos), seguido por 35 ciclos de 94°C (1
minuto), 50°C (1 minuto) e 72°C (1 minuto) e uma etapa final de 72°C (7 minutos). Para o
gene COI, foi utilizado o protocolo de amplificagdo do kit de PCR da Qiagen, para uma
reagdo de PCR com volume final de 10 pL: 1,5 pL. de DNA gendmico (20 ng); 5,0 uL de
PCRmix; 0,1 uL do primer COIl F (10 uM); 0,1 pL do primer COI R (10 uM); 1,0 pL de
QSolution. As seguintes condi¢des de PCR foram utilizadas: 95°C (15 minutos), seguido por
35 ciclos de 94°C (30 segundos), 50°C (1 minuto) e 72°C (1 minuto) e uma etapa final de
72°C (30 minutos).Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese, em gel de agarose

1%, corado com brometo de etideo, e visualizados em um transiluminador UV, Eagle Eye.

Tabela 2.2. Pares de primers universais (F e R) utilizados para amplificacdo dos fragmentos
dos genes nucleares EFla, GLOB, 18S, RAG2 e dos genes mitocondriais 16S e COl em P.
reticulatum e P. corruscans

Pri_mer Sequéncia (5’-3) Tm Cor_nprimento Referéncias
Universal final (pb)

16S F ACGCCTGTTTATCAAAAACAT 54,96 21 Kocher et al.
16SR CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 62,34 22 (1989)
*COI F TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 68,52 26 Ward et al. (2005)
*COIR TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA** | 66,57 26 '

RAG: SiluF | CCTGAGTGCTACCTTATTCATGGA 60,31 24 Hashimoto et al.
RAG:; SiluR | CTTGGGAGGAAGAGACCATC 57,12 20 (2013)
EFla F ATTGGAACTGTACCTGTGG- 51,57 19 Moyer et al. (2004)
EFlc R CAGCCTTCTGTGCAGACTT 55,01 19 '



http://sgdp.iop.kcl.ac.uk/leo/cgi-bin/snpshot.cgi
http://sgdp.iop.kcl.ac.uk/leo/cgi-bin/snpshot.cgi

35

GLOB Silu | TCAATATGGTTCACTGGACAGA 56,55 22

F Hashimoto et al.

GLOB Silu | CCAAGAAGCTGAAAGTAGACAGT 55,62 23 (2013)

R

18S NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC 42,97 19 White et al. (1990)

18S SiluR CCATCGAAAAGTTGATAGGG 55,68 20 Hashimoto et al.
(2013)

*QOs primers universais COl F e COI R foram utilizados para amplificar o gene mitocondrial COIl (Citocromo
Oxidase C Sub-unidade 1), nos ensaios SNaPshot, substituindo o gene mitocondrial 16S.

**A sequéncia do primer COIl R apresentada na Tabela 2.2 difere em 1 base da sequéncia apresentada por
Hashimoto et al. (2011): 5-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGGAATCA-3’ (27 pb).

4.4  Minisequenciamento SNaPshot© para Interrogacdo de SNPs Espécie-Especificos

por Fragmento Individual

Fragmentos dos 4 genes nucleares e dos dois genes mitocondriais amplificados
por PCR individual foram purificados com a adigdo de 2,0 uL de um mix de ExoSAP-IT (0,4
uL de EXoSAP-IT e 1,6 uL de H20 milliQ) em 2,0 uL do produto final da PCR, seguida de
incubacdo no termociclador por 45 minutos a 37°C, mais 15 minutos a 80°C. Esta purificacédo
é necessaria para eliminar ANTPs e primers ndo consumidos pela reacdo de PCR.

Seis reacdes de extensdo dos primers SNaPshot© foram realizadas, uma para
cada fragmento amplificado, em um volume final de 10 pL. Cada reagdo continha: 2,0 uL do
produto de PCR individual purificado com ExoSAP-IT; 6,0 uL do mix contendo 0,6 pL
SNaPshot Multiplex Mix (Applied Biosystems) mais 5,4 uL H>O; 1 puL do mix de primer
SNaPshot do fragmento analisado, conforme descrito abaixo:

Gene Primers Volume Final
Mix 16S 0,78 pL Primer 16S_271F + 0,8 uL Primer 16S_356R +8,42 uL. H,O 10 pL.
Mix COlI 0,2 uL Primer COI 243R + 0,2 puL Primer COI 409R +9,6 uL H,O 10 pL
Mix RAG2 | 0,78 uL Primer RAG; 243F + 0,8 uL. Primer RAG, 254R +8,42 uL H,0O 10 pL
Mix EFle | 0,96 puL Primer EFlo_484R + 1,0 uL Primer EFlo_587F + 8,04 uL H,O 10 uL
Mix GLOB | 0.4 puL Primer GLOB_300F + 0,9 uL Primer GLOB 374F + 8,7 uL H,0O 10 uL
Mix 18S 0,4 puL Primer 18S 185F +9,6 uL H,O 10 puL

Cada reacdo foi submetida a 25 ciclos de 96°C (10 segundos), 50°C (5
segundos) e 60°C (30 segundos). Apos a extensdo dos primers, ddNTPs nédo incorporadas
foram removidas das reacGes de SNaPshot atraveés do tratamento com a enzima SAP
(Fosfatase Alcalina de Camardo), nas seguintes condicdes: 0,4 uL de SAP e 1,6 uL de H20
foram adicionados aos produtos das rea¢des de SNaPshot, seguido por incubacdo de 1 hora no
termociclador, a 37°C, mais 15 minutos a 75°C.
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Em seguida, 1,5 uL do produto da reacdo de SNaPshot© purificado foi
combinado com 8,1 pL de formamida HiDi e 0,4 uL de marcador de peso molecular
GeneScanl120 LIZ (Applied Biosystems), e incubado na temperatura de 95°C durante 5
minutos. Eletroforese foi realizada em um sequenciador automatizado (ABI3100 - Applied
Biosystems), e os eletroferogramas foram analisados com o software GeneMapper (Applied
Biosystems), para a genotipagem dos SNPs.

4.5 Validacdo do Minisequenciamento SNaPshot© Individual por Sequenciamento

A acuracia da extensdo dos primers SNaPshot© foi verificada pelo
sequenciamento direto dos produtos de PCR amplificados com os primers universais em 157
individuos (morfologicamente identificados como 100 cacharas e 57 pintados). As reacdes de
sequenciamento foram realizadas com a quimica do terminador BigDye (Applied Biosystems)
utilizando 20 ng dos produtos de PCR purificados com ExoSAP-IT (Amershan) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Eletroforese de capilaridade foi realizada no sequenciador
automatico ABI 3100 e as sequéncias foram analisadas e alinhadas utilizando
Phred/Phrap/Consed (Ewing & Green, 1998; Ewing et al., 1998). O sequenciamento

inicialmente foi realizado para as 17 cacharas e 0s nove pintados coletados.

4.6 Amplificagdo dos Fragmentos por PCR Multiplex

Pares de primers universais (Tabela 2.2) foram utilizados para amplificar os
fragmentos dos genes nucleares EF1a (743 pb), GLOB (567 pb em P. corruscans e 569 pb em
P. reticulatum), 18S (350 pb) e RAG: (521 pb) e do gene mitocondrial COI (707 pb) por PCR
multiplex, utilizando o kit de PCR Multiplex da Qiagen. A reacdo de PCR com volume final
de 10 pL continha: 1,0 uL. de DNA genémico (20 ng); 5,0 uL de PCRmix; 0,18 uL do primer
COI F (10 puM); 0,18 uL do primer COI R (10 uM); 0,14 uL do primer RAG: Silu F (10 puM);
0,14 uL do primer RAG2 Silu R (10 pM); 0,12 pL do primer EFla F (10 uM); 0,12 uL do
primer EFla R (10 uM); 0,09 uL do primer GLOB Silu F (10 pM); 0,09 pL do primer GLOB
Silu R (10 uM); 0,05 pL do primer 18S NS1 (10 uM); 0,05 uL do primer 18S Silu R (10
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puM); 1,0 pL de QSolution. As seguintes condi¢cdes de PCR foram utilizadas: 95°C (15
minutos), seguido por 35 ciclos de 94°C (30 segundos), 50°C (1 minuto) e 72°C (1 minuto) e
uma etapa final de 72°C (30 minutos). Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese,
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, e visualizados em um transiluminador
UV, Eagle Eye.

4.7 Minisequenciamento SNaPshot© para Interrogacdo dos Nove SNPs Espécie-

Especificos Selecionados

Uma reacdo de extensdao dos primers SNaPshot foi realizada para os
fragmentos dos 4 genes nucleares (RAG2, EFla, GLOB e 18S) e do gene mitocondrial (COI)
amplificados por PCR multiplex e purificados com ExoSAP-IT (conforme descrito no item
4.4 deste Material e Métodos), em um volume final de 10 uL, contendo: 2,0 uL do produto de
PCR multiplex purificado com ExoSAP-IT; 6,0 uL do mix contendo 3,5 uL SNaPshot©
Multiplex Mix (Applied Biosystems) mais 2,5 uL. de H>O MilliQ; 19,9 uL do mix de primers

SNaPshot constituido por:

Primer

1,0 uL Primer COIl_243R
1,0 uL Primer COIl_409R
1,6 uL Primer RAG,_243F
2,0 uL Primer RAG,_254R
1,5 uL Primer EFlo,_484R
1,8 uL Primer EFlo, 587F
4,0 uL Primer GLOB_300F
3,5 uL Primer GLOB_374F
3,5 uL Primer 18S_185F
Total — 19,9 pL. de mix de primers SNaPshot

A reacdo foi submetida a extenséo dos primers. Posteriormente, ddNTPs ndo
incorporadas foram removidas da reacdo e a eletroforese foi realizada em um sequenciador
automatizado (ABI3100 - Applied Biosystems). Os eletroferogramas gerados foram

analisados com o software GeneMapper (Applied Biosystems).
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4.8 Minisequenciamento SNaPshot© para Interrogacdo de Cinco SNPs Espécie-

Especificos

Uma reacdo de extensdo dos primers SNaPshot foi realizada para os
fragmentos dos 4 genes nucleares (RAG2, EFla, GLOB e 18S) e do gene mitocondrial (COI)
amplificados em multiplex, em um volume final de 10 pL, contendo: 2,0 uL. do produto de
PCR multiplex purificado com ExoSAP-IT; 6,0 uL do mix contendo 2,5 puL SNaPshot
Multiplex Mix (Applied Biosystems) mais 3,5 puL de H.O MilliQ; 10,75 uL do mix de
primers SNaPshot constituido por:

Primer

0,65 puL Primer COI_409R

1,8 uL Primer RAG,_254R

1,2 uL Primer EFla 484R

4,6 uL Primer GLOB_300F

2,5 uL Primer 18S_185F

Total — 10,75 pL. de mix de primers SNaPshot

A reacdo foi submetida a extensdo dos primers. Posteriormente, ddNTPs ndo
incorporadas foram removidas da reacdo e a eletroforese foi realizada em um sequenciador
automatizado (ABI3100 - Applied Biosystems). Os eletroferogramas gerados foram

analisados com o software GeneMapper (Applied Biosystems).
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5.1 Identificacdo de SNPs Espécie-Especificos em Genes Nucleares e Mitocondriais de P.

reticulatum e P. corruscans e Desenho dos Primers SNaPshot

Com o objetivo de localizar SNPs espécie-especificos que pudessem compor

um ensaio de minisequenciamento SNaPshot para identificar individuos puros e hibridos das

espécies P. reticulatum e P. corruscans, ao todo foram selecionadas no GenBank 68

sequéncias, sendo duas sequéncias provenientes do gene RAG; (uma para cada espécie), dez

sequéncias do gene EFla (cinco para cada espécie), dez sequéncias do gene GLOB (cinco

para cada espécie), dez sequéncias do gene 18S (cinco para cada espécie), duas sequéncias do

gene 16S (uma para cada espécie) e 44 sequéncias do gene COI (10 sequéncias para P.

reticulatum e 34 sequéncias para P. corruscans) (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Informacgdes sobre as sequéncias dos genes nucleares (RAG2, EFla, GLOB e
18S) e mitocondriais (16S e COIl) disponiveis no GenBank.

Gene Nome do Gene (stsg?rfﬁ Espécie -(rr?k;r)] Autor
RNA ribossomal HM107837 P. corruscans

165 165 HM107839 P reticulatum | 0+ | Pradoetal, 2011
JX462936 a JX462945 | P. reticulatum 552 Carvalho et al., 2012

GU701553 652 Pereira et al., 2013

GU701555 652 Pereira et al., 2013

GU701558 652 Pereira et al., 2013

Citocromo C JN989174 702 Pereira et al., 2013
Col Oxidase HM405206 P COrrUSCans 652 Carvalho et al., 2011b
Subunidade | HQ600840 ' 586 | Carvalhoetal. 2011b
HQ600841 591 Carvalho et al., 2011b
HQ600842 600 | Carvalhoetal., 2011b
JX462911 a JX462935 552 Carvalho et al., 2012
HQ689335 529 Carvalho et al., 2011a

RAG:> Proteina ativadora HM107838 P. corruscans 521 Prado et al., 2011
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da recombinagdo 2 HM107836 P. reticulatum

JF834090
JF834091
JF834092 P. corruscans
JF834093
Fator de elongacéo JF834094 743 Hashimoto
lo JF834095 etal., 2013
JF834096
JF834097 P. reticulatum
JF834098

JF834099

EFla

JF834080
JF834081
JF834082 P. corruscans 567
JF834083
JF834084 Hashimoto
JF834085 etal., 2013
JF834086
JF834087 P. reticulatum 569
JF834088
JF834089

GLOB Hemoglobina B

JF834100
JF834101
JF834102 P. corruscans
JF834103
RNA ribossomal JF834104 Hashimoto
185 185 JF834105 350 etal., 2013
JF834106
JF834107 P. reticulatum
JF834108

JF834109

Verificou-se que as sequéncias cujos numeros de acesso variam entre
JF834100 e JF834109, e apresentam 350 pb, foram depositadas no GenBank por Hashimoto
et al. (2013) como sequéncias do gene 16S. Segundo Prado et al. (2011), as sequéncias do
gene 16S de P. reticulatum e de P. corruscans possuem 551 pb (e ndo 350 pb) e segundo
Hashimoto et al. (2013), as sequéncias do gene 18S (e ndo as do gene 16S) de P. reticulatum
e de P. corruscans possuem 350 pb. Foi realizada uma pesquisa BLAST com estas sequéncias
(JF834100 a JF834109) e elas apresentaram elevada homologia com o gene 18S de outras
especies. Essas evidéncias indicam que as sequéncias JF834100 e JF834109 foram
erroneamente depositadas no GeneBank. Na Tabela 2.3, essas sequéncias (JF834100 a
JF834109) sdo apresentadas corretamente, como sequéncias pertencentes ao gene 18S. As
sequéncias HM107837 e HM107839 sdo as sequéncias corretas referentes ao gene 16S.

Na Figura 2.1, é mostrado, como exemplo, o resultado do alinhamento das
sequéncias do gene 18S de P. reticulatum e de P. corruscans disponiveis no GenBank. Como

pode ser observado, foram identificados SNPs espécie-especificos em duas posicdes da
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sequéncia de 350 pb do gene 18S: 185 (genétipo CC para P. corruscans e TT para P.

reticulatum) e 187 (genotipo CC para P. corruscans e GG para P. reticulatum).

¥ Elle Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help BEE

=}
=1 [fowmtien <[ =B 10 total sequences
Mod - Selection:0 S equence Mask: None Stat
lode: |Select / Slide Post Hut k: None nisall

€1 DI §eo+ E=EEEETIIEGE e GBS e
2 R I Lo
14

R LT R R R L TR RR RS

0 150 160 210 220 2
188 JFB34100.1 Pseudoplatystoma CCAGAGCTAATACATGCAAACGAG GTGCATTTATCAGACCCAAAACCCATC
185 JF834101.1 pseudoplatystoma e e

i e e
130 200

185 JFB834108.1 Pseudoplatystema reticulatum
185_JFB834105.1 Pseudoplatystoma reticulatum

{1 | || | ~

Figura 2.1. Alinhamento das 10 sequéncias do gene 18S de P. reticulatum e P. corruscans para identificagcdo de

SNP espécie-especificos.

O mesmo procedimento foi realizado para os outros cinco genes (RAG», EFla,
GLOB, COI e 16S). Foram identificados, no total, 45 SNPs espécie-especificos: 5 SNPs no
gene 16S; 21 SNPs no gene mitocondrial COI; 3 SNPs no gene RAG2; 4 SNPs no EFla; 10

SNPs no GLOB e 2 SNPs no 18S. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Gene, tamanho, posicdo e gendtipo dos SNPs espécie-especificos identificados
nas sequéncias dos genes RAG2, GLOB, 18S, EF1a, COI e 16S nas espécies P. reticulatum e

P. corruscans

Gene Tamanho | Posicéo Ge_nc')tipo Genétipo
(pb) SNP P. reticulatum | P. corruscans
267 T C
271** C T
16S 551 356** T C
398 T C
422 C T
145 C T
190 G A
208 G A
247** A C
283 C T
Col 707 292 A G
295 T G
327 G A
363 T C
366 T C
369 T C
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372
375
390
415%*
438
447
457
499
542
563
243%*
RAG:2 521 254
285
206
484**
5g7**
630
23
33
285
300%*
245
374>
455
456
457
458
185** C
18S 350 187 c

**SNPs selecionados para compor o minisequenciamento SNaPshot.

EFla 743

GLOB 567/569

COOHIPIOI 0|02 |H|Z OO0 | > (> 00> 0> 0H

Q> (>|I> O OO OO0 O0OOH>oOHOH0

Onze SNPs espécie-especificos foram inicialmente selecionados dentre os 45
SNPs identificados nos alinhamentos, com base nos polimorfismos localizados nos
marcadores moleculares PCR-RFLP e PCR-multiplex (ou PCR-espécie-especificos)
publicamente disponiveis (Prado et al., 2011; Hashimoto et al,. 2013), para serem
interrogados no minisequenciamento SNaPshot©. Devido a possibilidade de ocorréncia de
recombinacdo genética aleatoria entre as cromatides irmés durante a meiose, ao longo do
cromossomo, foram selecionados dois SNPs em cada gene para compor o0 ensaio SNaPshot®©.
No caso do gene 18S, como o alinhamento das suas sequéncias revelou a existéncia de apenas
dois SNPs, em posi¢cdes muito proximas (posicdo 185 e 187 da sequéncia), apenas um SNP
foi selecionado para esse gene, totalizando assim, onze SNPs espécie-especificos. Esses SNPs
encontram-se destacados em negrito na Tabela 2.4.

O principio do minisequenciamento SNaPshot© € a extensdo de um primer que
se anela na posicdo adjacente ao sitio do SNP de interesse (neste caso, 0 SNP espécie-
especifico selecionado). Um terminador ddNTP (dideoxinucleotideo) fluorescentemente

marcado, correspondente ao alelo do SNP ¢é incorporado, inibindo a continuidade da sintese
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da nova fita, devido a auséncia de um grupo hidroxil no carbono 3’, essencial para que a
reacdo de incorporacdo de uma nova base nitrogenada ocorra. Os primers SNaPshot ou
primers de extensdo de uma Unica base (SBE), que sao diferentes em comprimento (devido a
uma cauda (dAGACT)n que € adicionada a sua extremidade 5°) e fluorescéncia, sdo submetidos
a eletroforese por capilaridade e analisados no software GeneMapper. Os alelos dos SNPs s&o
diferenciados pelo tamanho e pela cor detectados na eletroforese (Geppert & Roewer, 2012;
Alves et al., 2007).

Os primers SNaPshot desenhados para cada um dos onze SNPs espécie-

especificos selecionados sdo apresentados na Tabela 2.5.

Tabela 2.5. Primers SBE utilizados no minisequeciamento SNaPshot© para identificacdo de
hibridos entre cachara (P. reticulatum) e pintado (P. corruscans) (T: tamanho; Tm:
temperatura de melting)

. A . ey s T Tm

Gene Primer Sequéncia (5°-3°) (pb) (°C)
16S 16S 271F TTTTTTTTTCACCTATGTCAAGGACCAYAAA 31 53,1
16S_356R TTTTTTTTTTTTTTTTTCTTGGTTTTGGGGTTGTT 35 54,1

col COI_243R TTTTTTTTTTTTGTGGGAATGCTATGTCTGG 31 53,77
COIl_409R TTTTTTTTTTGCYAGATGTAGGGAGAAAATAGTTA 35 54,39

RAG: RAG: 243F | GCCTGCTTCTGAGCG 15 54,71
RAG2_254R TTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTITTTTTTTCCACCATGCAGTTCCAG a7 54,6

EFla EFlo 484R | TTTTTTACAATGGCAGCATCTCC 23 54,11
EFla 587F TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGTACACATGCCACAACT 39 53,98

GLOB GLOB 300F | TTTTRGGAAACCCCAAGGT 19 53,4
GLOB 374F | TTTTTTTTTTTTTTITTTITTITTITTTTITCAACGTTAAGGGCACCT 43 53,8

18S 18S 185F TTTTTTTTTTTGACCCTCCTCTCCCTC 27 54,4

5.2 Amplificagéo dos Fragmentos por PCR Individual

O SNaPshot© é uma metodologia que funciona em multiplex, permitindo
interrogar até 10 SNPs em uma Unica reagdo. No entanto, inicialmente, os primers SNaPshot
desenhados para o ensaio foram testados de forma individual, com o intuito de verificar se
haviam sido desenhados corretamente. Para isso, reagcdes de PCR individuais utilizando os
primers universais descritos na Tabela 2.2 e as condic¢Bes detalhadas no Material e Métodos
deste Capitulo foram otimizadas para cada um dos cinco genes estudados neste ensaio (16S,
RAG,, EFla, GLOB e 18S). Os fragmentos amplificados podem ser visualizados nas Figuras
22¢e23.
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16S
RAG2
EFla
GLOB
18S

Figura 2.2. Gel de agarose contendo oS cinco fragmentos amplificados através de PCR individual: gene 16S
(551 pb, poco 1), RAG; (521 pb, pogo 2), EFla (743 pb, pogo 3), GLOB (569/567 pb, poco 4) ¢ 18S (350 pb —
poco 5). Ladder (Marcador de DNA 1 Kb Plus).

5.3 Minisequenciamento SNaPshot para Interrogacao de SNPs Espécie-Especificos por

Fragmento Individual

Uma andlise geral dos picos observados nos eletroferogramas gerados a partir
do sequenciamento das reacOes individuais de extensdo dos primers SNaPshot dos seis genes
estudados neste ensaio revelou que a extensdo dos primers ocorreu, indicando, portanto, que
eles foram desenhados corretamente. Na sequéncia, o resultado da genotipagem obtida com o

ensaio individual foi analisado para cada gene.

5.3.1 Gene mitocondrial 16S

A anélise dos eletroferogramas gerados a partir do ensaio SNaPshot© para o
gene 16S (Figura 2.3) revelou geno6tipos idénticos para todos os individuos morfologicamente
identificados como cacharas e pintados amostrados nos SNPs 271 e 356 do gene mitocondrial
16S: C (pico preto no eletroferograma) e A (pico verde no eletroferograma), respectivamente.
Os genotipos obtidos eram esperados apenas para a espécie P. reticulatum (cachara).
Esperava-se que os individuos P. corruscans (pintado) apresentassem o genotipo T para o
SNP 271 e o genotipo G para o SNP 356.
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Figura 2.3. Eletroferogramas ilustrando os produtos da rea¢do de SNaPshot dos SNPs 271 (C/T) e 356 (A/G) do
gene mitocondrial 16S de P. reticulatum e de P. corruscans. Picos laranja correspondem ao marcador de peso
molecular L1Z120, da esquerda para a direita: 15, 25, 35, 50 pb, respectivamente. Pico preto: SNP na posi¢éo
271 e pico verde: SNP na posicdo 356.

Esse resultado foi validado através do sequenciamento do fragmento do gene
mitocondrial 16S em 157 animais morfologicamente identificados como 100 cacharas e 48
pintados. As sequéncias obtidas também revelaram que todos os individuos sequenciados
possuiam 0 mesmo genotipo para ambos 0os SNPs (271 e 356) do gene mitocondrial 16S,
confirmando os resultados obtidos com o minisequenciamento SNaPshot©. Sendo assim, 0s
polimorfismos esperados nas posicdes 271 e 356 do gene 16S ndo foram observados nos
animais coletados. Todos 0s animais apresentaram o gendtipo esperado para a cachara.

Na Figura 2.4 é possivel visualizar dois eletroferogramas do gene 16S, o
primeiro para P. reticulatum (cachara) e o segundo para P. corruscans (pintado),
evidenciando o resultado para o SNP 271: mesma sequéncia apresentada pelas duas espécies.

O mesmo padrao foi observado para 0 SNP 356 em ambas as espécies.
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Figura 2.4. Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do gene 16S de P. reticulatum e P. corruscans,
evidenciando a sequéncia do primer SNaPshot 16S_271F (caixa azul na figura) e logo em seguida, na posi¢do
271 (caixa vermelha na figura), o genétipo C do SNP esperado apenas para P. reticulatum, mas observado para
as duas espécies.

Os resultados obtidos tanto no minisequenciamento quanto no sequenciamento
do gene 16S obtidos indicam que todos os pintados (P. corruscans) coletados e amostrados
neste ensaio possuem mitocondria de cachara, sendo, consequentemente, produtos de
cruzamentos interspecificos, ou seja, sdo hibridos de pintado. Ou alternativamente, que 0s
SNPs do gene 16S ndo podem ser utilizados para a identificacdo das duas espécies, conforme
indicado por Hashimoto et al. (2013). Consequentemente, o gene 16S foi retirado do ensaio

SNaPshot©.

5.3.2. Gene mitocondrial COI

Eletroferogramas gerados a partir do minisequenciamento do gene COI podem
ser observados na Figura 2.5. Genotipos idénticos também foram obtidos para todos os 26
individuos morfologicamente identificados como cacharas e pintados amostrados nos SNPs
243 e 409 do gene mitocondrial COl: T (pico vermelho no eletroferograma) e G (pico azul),
respectivamente. Os geno6tipos obtidos eram esperados apenas para a cachara. Esperava-se
que o pintado apresentasse 0 genotipo G para 0 SNP 243 e A para 0 SNP 409. O resultado
confirma que todos os pintados possuem mitocondria de cachara e sdo, portanto, hibridos
(Tabela 2.6).
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Figura 2.5. Eletroferogramas ilustrando os produtos da reacdo de SNaPshot dos SNPs 243 (T/G) e 409 (G/A) do
gene mitocondrial COI de P. reticulatum e de P. corruscans. Picos laranja correspondem ao marcador de peso
molecular L1Z120, da esquerda para a direita: 15, 25, 35, 50 pb, respectivamente. Pico vermelho: SNP na
posicéo 243 e pico azul: SNP na posicéo 4009.

A analise e o alinhamento das sequéncias geradas para 0 COI revelou que elas
também sdo semelhantes para as duas espécies, confirmando os resultados obtidos com o
minsequenciamento. Concluiu-se, portanto, que todos o0s 26 animais coletados
(morfologicamente identificados como 17 cacharas e 9 pintados) possuem MtDNA de
cachara. Isso significa que todos os nove pintados coletados séo hibridos e, que pela analise
do gene mitocondrial COl, as cacharas sdo puras.

Os demais 131 animais sequenciados (morfologicamente identificados como
83 cacharas e 48 pintados) apresentaram gendtipos de animais puros, ou seja, as cacharas
apresentaram o0s genoétipos T e G para 0s SNPs 243 e 409, respectivamente, enquanto 0s
pintados apresentaram os gendtipos G e A. Esse resultado confirma que os SNPs interrogados
no ensaio SNaPshop para o gene COI sdo adequados para diferenciar as duas espécies (Tabela
Al, do Anexo A).

5.3.3 Gene nuclear EFla

A andlise dos SNPs 484 e 587 do gene nuclear EFla revelou trés possiveis
gendtipos dentre os 26 animais coletados (Figura 2.6): TT/TT (P. corruscans ou pintado),
AA/CC (P. reticulatum ou cachara) e AT/CT (hibrido). No ensaio SNaPshot com o gene

EFla foram identificados seis animais hibridos dentre os nove pintados (P. corruscans)
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coletados, e um hibrido dentre as 16 cacharas coletadas, totalizando sete animais hibridos
identificados neste ensaio.
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Figura 2.6. Eletroferogramas mostrando os produtos da reagdo de SNaPshot dos SNPs 484 (A/T) e 587 (C/T) do
gene nuclear EFla. Picos laranja correspondem ao marcador de peso molecular LIZ120, da esquerda para a
direita: 15, 25, 35, 50, 62, 80 pb, respectivamente. Picos verde e vermelho a esquerda: SNPs na posi¢do 484 e
picos preto e vermelho a direita: SNPs na posicédo 587.

Os fragmentos do gene EFlo sequenciados confirmaram 0s resultados
alcancados com o ensaio SNaPshot, apresentarando os mesmos polimorfismos identificados
no ensaio SNaPshot para esse fragmento. Foram identificadas a presenca de uma cachara e
seis pintados hibridos dentre os 26 animais coletados e que o ensaio SNaPshot desenvolvido
de forma individual para o gene EFla foi otimizado a contento. Os genétipos dos animais
para 0s SNPs interrogados neste ensaio podem ser visualizados na Tabela 2.6.

O sequenciamento do gene EFla para as 83 cacharas e 48 pintados restantes,
identificou hibridos de cinco pintados e de uma cachara, comprovando que 0s SNPs 484 e 587
interrogados no minisequenciamento do gene EFla sdo uteis para diferenciar individuos
hibridos de puros das espécies P. reticulatum e P. corruscans (resultados podem ser

visualizados na Tabela A1, do Anexo A).
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5.3.4 Gene nuclear RAG2

O minisequenciamento do gene nuclear RAG2 também revelou a presenca de
hibridos dentre os 26 animais coletados. A analise dos SNPs 254 e 484 do gene nuclear RAG:
revelou trés possiveis gendtipos (Figura 2.7): AA/GG (P. reticulatum ou cachara), GG/TT (P.
corruscans ou pintado) e GA/GT (hibrido). Foram identificadas trés cacharas hibridas e trés
pintados hibridos, totalizando seis animais hibridos identificados neste ensaio. Desses, apenas
dois pintados e uma cachara hibridos também foram identificados no ensaio com o gene

EF1la. Os outros trés sdo animais diferentes dos identificados no ensaio do gene EF1a.
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Figura 2.7. Eletroferogramas mostrando os produtos da reagdo de SNaPshot dos SNPs 243 (A/G) e 254 (G/T) do
gene nuclear RAG,. Picos laranja correspondem ao marcador de peso molecular LIZ120, da esquerda para a
direita: 15, 25, 35, 50, 62, 80 pb, respectivamente. Picos verde e azul a esquerda: SNPs na posicéo 243 e picos
azul e vermelho & direita: SNPs na posic¢éo 254.

O alinhamento das sequéncias do gene RAG2 obtidas permitiu a comparagdo
com os resultados da genotipagem realizada no minisequenciamento do gene RAG..
Resultados semelhantes confirmaram que o ensaio SNaPshot para o gene RAG: foi otimizado
e 0s genotipos dos 26 animais foram corretamente identificados (Tabela 2.6).

O sequenciamento do gene RAG: das demais 83 cacharas e 48 pintados,
identificou cinco pintados e duas cacharas como sendo hibridos, confirmando, assim, que 0s
SNPs 245 e 256 interrogados no ensaio SNaPshot do gene RAG2 podem ser utilizados para
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diferenciar individuos hibridos de puros das espécies P. reticulatum e P. corruscans
(resultados podem ser visualizados na Tabela Al, do Anexo A).

5.3.5 Gene nuclear GLOB

O minisequenciamento do gene nuclear GLOB, gerou genoétipos para apenas
cinco cacharas e dois pintados para 0 SNP na posic¢do 300 e dez cacharas e seis pintados para
0 SNP 374. Na Figura 2.8 sdo mostrados eletroferogramas referentes a dois gendétipos de
individuos hibridos. No entanto, os resultados obtidos sdo inconsistentes. Os polimorfismos
identificados com base no alinhamento das sequéncias do gene GLOB de P. reticulatum e P,
corruscans disponiveis no GenBank (Tabela 2.1) indicavam que 0s seguintes gendtipos
deveriam ser identificados no ensaio SNaPshot: AA para a cachara e GG para o pintado na
posicdo 300 e AA para a cachara e TT para o pintado na posicdo 374. Verificou-se, porém,
que para o SNP 374, das 10 cacharas genotipadas, oito apresentaram o gendtipo esperado o
pintado: TT (indicando que elas eram hibridas) e apenas duas foram genotipadas como AA
(puras). Os seis pintados genotipados foram TT (puros). Esse resultado colocou em duvida os
resultados obtidos com 0s ensaios para os outros genes (COl, EFla e RAG2) que indicavam

que apenas duas cacharas eram hibridas e todos os pintados eram hibridas (Tabela 2.6).
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Figura 2.8. Eletroferogramas mostrando os produtos da reacdo de SNaPshot dos SNPs 300 e 347 do gene
nuclear GLOB. Picos laranja correspondem ao marcador de peso molecular L1Z2120, da esquerda para a direita:
15, 25, 35, 50, 62, 80 pb, respectivamente. Picos verde e azul a esquerda: SNPs na posicdo 300 e pico vermelho
a direita: SNP na posicéo 347.
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Os resultados alcancados com o sequenciamento do gene GLOB dos 26
animais coletados s&o consistentes com 0s obtidos no minisequenciamento. Na posi¢éo 374,
11 das 17 cacharas foram identificadas com o genétipo TT (hibridas), esperado para o pintado
e quatro foram identificadas como AT (hibridas também). Todos os pintados foram
identificados como TT (puros). Na posi¢cdo 300, o sequenciamento do fragmento GLOB
indicou que quatro das 17 cacharas eram hibridas, uma vez que apresentaram o genotipo
esperado para o pintado: GG. As demais eram puras (AA). Todos os pintados eram puros
(GG). Esses gendtipos podem ser visualizados na Tabela 2.6.

Embora o sequenciamento tenha confirmado o0 resultado do
minisequenciamento SNaPhot, afirmacfes em relagdo ao gendtipo dos animais atraves da
interrogacdo desses dois SNPs ndo sdo confiaveis. Os resultados indicam que esses SNPs ndo
sdo espécie-especificos, uma vez que os alelos ndo encontram-se fixados nas espécies.

O resultado do sequenciamento do gene GLOB para os demais 131 animais
(morfologicamente identificados como 83 cacharas e 48 pintados) revelou uma grande
guantidade de gendtipos heterozigotos para as duas espécies e para os dois SNPs. Das 83
cacharas sequenciadas, 80 foram identificadas como puras (genétipo AA) na posicdo 300 e
mais da metade dos pintados (36 animais) apresentou gendtipo AG. Para o SNP 374, o
genotipo de mais da metade das cacharas (51 animais) foi AT e 44 dos 48 pintados
apresentaram gendtipo TT (puros). Os resultados podem ser visualizados na Tabela Al, do
Anexo A.

Os genoGtipos gerados pelo sequenciamento dos 131 animais restantes
confirmaram os resultados observados no ensaio SNaPshot e no sequenciamento dos 26
animais. O gene GLOB, portanto, ndo € um marcador adequado para diferenciar individuos
puros de hibridos das duas espécies (uma vez que ndo é espécie-especifico), conforme
indicado por Hashimoto et al. (2013). Desta forma, o gene GLOB foi excluido do ensaio
SNaPshot.

5.3.6 Gene nuclear 18S

Através do ensaio SNaPshot individual para interrogar o SNP 185 do gene 18S
foi possivel identificar genotipos para 20 dos 26 animais coletados (13 cacharas e 7 pintados).

Trés possiveis genotipos foram observados: TT (cachara), CC (pintado) e CT (hibridos). Pela



52

andlise deste SNP, duas das 13 cacharas genotipadas foram consideradas hibridas, assim
como trés dos 7 pintados. Na Figura 2.6, visualiza-se o padréo dos picos no GeneMapper para
0s genotipos CT (hibrido) e TT (cachara) do ensaio SNaPshot com o gene 18S.
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Figura 2.9. Eletroferogramas mostrando os produtos da reacdo de SNaPshot dos SNPs 185 (T/C) do gene
nuclear 18S. Picos laranja correspondem ao marcador de peso molecular L1Z120, da esquerda para a direita: 15,
25, 35, 50, 62, 80 pb, respectivamente. Picos preto e vermelho correspondem ao SNP na posic¢éo 185.

O alinhamento das sequéncias geradas para o gene 18S permitiu a identificacao
de 4 cacharas hibridas (T/C) dentre as 17 coletadas e trés pintados hibridos (T/C) dentre os
sete sequenciados (para dois pintados ndo foi possivel obter sequéncias) e foram consistentes
com os resultados obtidos no ensaio SNaPshot (com excec¢do de dois pintados cujos gendtipos
foram diferentes dos identificados no ensaio SNaPshot) (Tabela 2.6.).

Sequéncias do gene GLOB geradas paraas 83 cacharas e 48 pintados restantes
confirmaram que esses SNPs sdo adequados para diferenciar individuos puros de hibridos das
espécies P. reticulatum e P. corruscans (Tabela Al, do Anexo A).

Através do minisequenciamento individual dos genes mitocondriais e nucleares
selecionados para este estudo com base nas informacdes disponiveis em Hashimoto et al.,
(2013) e Prado et al. (2011), ficou evidente que os genes 16S e GLOB n&o sé&o marcadores
adequados para identificar individuos hibridos nas espécies P. reticulatum e P. corruscans e
foram retirados do ensaio SNaPshot©. Restaram, assim, quatro genes (com 7 posigdes
polimérficas) que apresentaram resultados consistentes para a adequada diferenciacdo de
individuos puros e hibridos nessas espécies para o desenvolvimento do ensaio SNaPshot (em
multiplex): COI, EFla, RAG: e 188S.
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Tabela 2.6. GenoOtipo dos 26 peixes coletados obtidos para os SNPs interrogados no minisequenciamento SNaPshot e no sequenciamento dos

genes mitocondriais COI e nucleares RAG», EFla, GLOB e 18S

Col EFlo RAG: GLOB** 18S
ID? Fen6td SNaPshot Seq.© SNaPshot Seq.° SNaPshot Seq.© SNaPshot Seq.© SNaPshot | Seq.° sp.d
' SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP | SNP SNP SNP '
243* | 409* | 243 | 409 | 484* | 587 | 484 | 587 | 243 | 254* | 243 | 254 | 300 | 374 300 374 185 185
Ref.® Cachara TT GG AA CcC AA CcC TT CcC AA GG AA CC | AA AA AA AA TT TT
Ref.® Pintado GG AA GG AA TT TT AA TT GG TT GG AA | GG TT GG TT CcC CcC
88Ca | Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC | AA | AA AA AT TT TT Cachara
89Ca | Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC | AA TT AA AT TT TT Cachara
90Ca | Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC | AA TT AA AT TT TT Cachara
91Ca | Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC | AA | AA AA TT TT TT Cachara
92Ca | Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC - - AA AT TT TT Cachara
93Ca | Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC - - AA TT TT TT Cachara
94Ca | Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC - - AA TT TT TT Cachara
1Ca Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CcC GG TT GG | AA - TT GG TT CT CT Hibrido
2Ca Cachara TT GG AA CC | AA | CC TT CC GA GT GA | CA - - GG TT CT CT Hibrido
3Ca Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC - - AA AA - TT Cachara
4Ca Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC - - AA TT - TT Cachara
5Ca Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC - TT AA AA TT TT Cachara
6Ca Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC - TT GG TT TT TT Cachara
7Ca Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC - TT AA TT TT TT Cachara
8Ca Cachara TT GG AA CC AA | CC TT CC AA GG AA | CC - TT AA TT TT TT Cachara
9Ca Cachara TT GG AA CC | AA | CC TT CC AA GG AA | CC - - GG TT - CT Hibrido
10Ca | Cachara TT GG AA CC AT CT AT CT GA GT GA | CA | AA TT AA TT - CT Hibrido
1Pi Pintado TT GG AA CC AT CT AT CT GG TT GG | AA | GG TT GG TT CcC CcC Hibrido
2Pi Pintado TT GG AA CC AT CT AT CT GG TT GG | AA | GA | TT GG TT CcC CcC Hibrido
3Pi Pintado TT GG AA CcC AT CT AT CT GG TT GG AA - TT GG TT CT CT Hibrido
4Pj Pintado TT GG AA CC TT TT AA TT AG GG AG CA - TT GG TT CT CT Hibrido
5Pi Pintado TT GG AA CC AT CT AT CT AG GG AG | CA - TT GG TT CcC CT Hibrido
6Pi Pintado TT GG AA CC AT CT AT CT GG TT GG | AA - TT GG TT CcC CcC Hibrido
7Pi Pintado TT GG AA CC TT TT AA TT GG TT GG AA - - GG TT CT CC Hibrido
8Pi Pintado TT GG AA CC AT CT AT CT AG GT AG CA - - GG TT - - Hibrido
9Pij Pintado TT GG AA CC TT TT AA TT GG TT GG AA - - GG TT - - Hibrido

21D: Identificagdo do animal; ® Fendt.: Fendtipo; © Seq.: Sequenciamento; ¢ SP.: Espécie: Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum); Hibrido (P. reticulatum x P. corruscans);

& Referéncia — Genotipo esperado para a espécie; * Primers SNaPshot sentido Reverse.

** Genotipos obtidos para o gene GLOB foram ignorados.
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5.4 Amplificagdo dos Fragmentos por PCR Multiplex

Na figura 2.10 podem ser visualizadas cinco bandas por poco do gel de
eletroforese, referentes aos cinco genes analisados neste estudo, amplificados em uma Unica

reacdo de PCR, ou seja, em multiplex.

Ladder 1 2 3 4.5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

] EFla - 743 pb
650 pb e G - e G e S e e e ) D e COIl - 707 pb
500 pb GLOB - 567/569 pb
400 pb RAG: - 521 pb
300 pb 18S - 350 pb

Figura 2.10. Visualizagdo da amplificagdo dos 5 fragmentos (pogos 2 a 20) em multiplex: EFla (743 pb), COI
(707 pb), GLOB (569/567 pb), RAG; (521 pb) e 18S (350 pb).

5.5 Minisequenciamento Snapshot para Interrogar Nove SNPs

Como esse ensaio foi desenvolvido concomitantemente com o0 ensaio
SNaPshot individual, ndo havia conhecimento sobre os resultados inconsistentes obtidos para
o primer GLOB, e por isso ele ndo foi excluido desse ensaio, que foi desenvolvido para os
nove SNPs inicialmente selecionados para comporem o ensaio. Ndo foi possivel otimizar o
ensaio SNaPshot para todos os nove SNPs. Na analise dos eletroferogramas gerados apos a
reacdo de extensdo dos primers SNaPshot no software GeneMapper, ndo era possivel
observar o0s picos de todos 0s nove SNPs que estavam sendo interrogados no ensaio. Varios
testes alterando a concentracdo dos nove primers incluidos no ensaio foram realizados,

porém, resultados positivos ndo foram obtidos.
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5.6 Minisequenciamento SNaPshot com Cinco SNPs

Ainda sem ter conhecimento dos resultados negativos para o gene GLOB, o
ensaio SNaPshot foi testado com apenas um dos SNPs de cada gene. Foram selecionados
cinco SNPs cujos picos podiam ser visualizados no ensaio SNaPshot com os nove SNPs:
COl_409, RAG, 254, EFla_484, GLOB 300 ¢ 18S 185.

Testes foram realizados para a otimizacdo da reacdo de extensdo destes cinco
primers. Na Figura 2.11 € apresentado o eletroferograma resultante da reacdo que apresentou

as melhores condigdes de extenséo dos primers.
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Figura 2.11. Eletroferogramas mostrando os produtos da reacdo de SNaPshot dos SNPs 300 do gene GLOB
(A/G), 484 do EFla (A/T), 185 do 18S (T/C), 409 do COI (G/A) e 254 (G/T) do RAG.. Picos laranja
correspondem ao marcador de peso molecular LIZ120, da esquerda para a direita: 15, 25, 35, 50, 62 pb,
respectivamente.

Ajustes ainda podem ser feitos para obter condi¢des melhores para a reacdo
final de extenséo dos primers para este ensaio, como a diminuicdo da concentracdo do primer
COI_409R, cujo pico estava muito alto, 0 aumento da concentracdo dos primers EFlo_484R
e RAG2_254R, cujos picos ainda estdo baixos. Porém as condigdes da reacdo de extensdo dos
primers otimizada j& possibilitam a identificacdo dos genotipos para cada SNP que compde o
ensaio SNaPshot. Como o0s resultados necessarios para o desenvolvimento dos outros
experimentos desta Tese j& haviam sido alcancados com o ensaio individual e com o
sequenciamento (identificacdo de individuos hibridos dentre os 26 animais coletados), optou-
se por esperar 0 conserto do sequenciador ABI3100 para finalizar a otimizagdo do ensaio

SNaPshot. Diante dos resultados obtidos com o sequenciamento dos cinco genes, 0 gene
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GLOB precisard ser retirado do ensaio. Assim que 0 ensaio estiver otimizado, essas
informagdes serdo publicadas.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento do minisequenciamento com base em informac6es
publicamente disponiveis sobre cinco marcadores espécie-especificos (Hashimoto et al., 2013
e Prado et al., 2011) para identificar individuos hibridos entre P. reticulatum e P. corruscans
permitiu a identificacdo de 13 animais hibridos dentre os 26 que foram coletados. Dos 17
animais coletados, morfologicamente identificados como cachara, quatro foram identificados
como hibridos no ensaio. Todos 0s nove animais coletados com fendétipo de pintado foram
identificados como hibridos.

Adicionalmente, os resultados obtidos com o ensaio SNaPshot© individual
seguido pelo sequenciamento dos cinco genes, permitiram concluir que dois dos cinco
marcadores recomendados na literatura (genes 16 S e GLOB), ndo sdo adequados para
diferenciar individuos hibridos de puros. O gene mitocondrial 16S e o gene nuclear GLOB
foram, portanto, excluidos do ensaio. Os quatro genes que permaneceram no ensaio
SNaPshot© (mitocondrial COI e trés nucleares: EFla, RAG2 e 18S) sdo adequados para
identificar hibridos F1. Porém, é importante o desenvolvimento de ferramentas que permitam

a identificacdo de introgressdes em escalas menores.
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ANEXO A

Tabela A.1. Gendtipos dos 131 animais (83 cacharas e 48 pintados) sequenciados para os genes GLOB, 18S, RAG;, EFla e COI
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CAPITULO 3

PROSPECCAO DE POLIMORFISMOS DE BASE UNICA (SNP) ESPECIE-
ESPECIFICOS NOS TRANSCRIPTOMAS DA CACHARA (Pseudoplatystoma
reticulatum) E DE HIBRIDOS DE PINTADO (Pseudoplatystoma corruscans)

1 RESUMO

Por apresentar aspectos negativos para o desenvolvimento sustentavel do
sistema produtivo de Pseudoplatystoma reticulatum (cachara) e P. corruscans (pintado), a
hibridacdo realizada pelos piscicultores entre essas espécies precisa ser monitorada. No
presente estudo, foi realizado o sequenciamento Illumina (HiSeq 2000 e MiSeq v3) e a
montagem de novo (software Trinity) dos transcriptomas da cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e de hibridos de pintado (Pseudoplatystoma reticulatum x Pseudoplatystoma
corruscans) Os transcriptomas foram obtidos atraves do sequenciamento de RNA de uma
variedade de tecidos (musculo branco, muasculo vermelho, branquias, gbnadas, rim, figado e
hipéfise), coletados de 12 cacharas e nove hibridos de pintado. Os dois transcriptomas foram
mapeados separadamente da montagem do RNA-seq, utilizando o software BWA. A
identificacdo dos SNPs foi realizada através do software SAMtools mpileup e a anotacéo
funcional dos transcritos contendo os candidatos a SNPs espécie-especificos foi realizada
utilizando o pacote Trinotate. 321 polimorfismos candidatos a SNPs espécie-especificos
foram identificados em 292 transcritos. A razdo transi¢do/transversdo dos SNPs espécie-
especificos identificados foi 2,11. Dos 292 transcritos, 266 transcritos (91,1%) apresentaram

hit significativo para proteina no banco de dados nao redundante (nr) e 222 transcritos
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puderam ser anotados para os termos GO, sendo que quase metade desses transcritos estava
relacionada a processos biologicos. O alinhamento dos 292 transcritos contendo os SNPs
espécie-especificos candidatos com um genoma referéncia (Danio rerio) revelou que 64
transcritos ndo possuiam regides de juncdo de splice em suas regides flanqueadoras e, que
apos validacdo, esses SNPs poderdo compor um painel de SNPs espécie-especificos para
diferenciacdo de individuos puros e hibridos das espécies P. reticulatum e P. corruscans. As
informacdes geradas neste estudo para ambas espécies poderdo ser utilizadas em diferentes
tipos de estudos genéticos para a cachara e para o pintado, aléem de servir como referéncia
para o desenvolvimento de estudos semelhantes para outras espécies de bagres e de peixes em

geral.

Palavras-Chave: Sequenciamento de nova geracdo; RNA-Seq; Transicdo; Transversao;

Anotacdo funcional; Ontologia Génica
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SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS PROSPECTION (SNP) SPECIE-
SPECIFIC IN “CACHARA” (Pseudoplatystoma reticulatum) AND “PINTADO”
HYBRIDS (Pseudoplatystoma corruscans) TRANSCRIPTOMES

2 ABSTRACT

This study prospected specie-specific SNPs on the transcriptome of cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) and pintado hybrids (Pseudoplatystoma reticulatum x
Pseudoplatystoma corruscans) generated by Illumina sequencing on platforms HiSeq 2000
and MiSeq v3 and assembled de novo using the software Trinity. The transcriptomes were
obtained by RNA sequencing of a variety of tissues collected in both species. The two
transcriptomes were mapped separately of the RNA-seq assembly using the software BWA.
The SNPs were identified using SAMtools mpileup. We identified 321 polymorphisms
candidates for specie-specific SNPs to differentiate pure and hybrid individuals of the species
P. reticulatum and P. corruscans amongst 292 transcript. Transition/transversion ratio were
2.11. Amongst the 292 transcript, 266 (91.1%) presented significant hit for protein on non-
redundant databank (nr) and 222 transcript could be annotated to GO terms, and almost half
part of these transcript due to biological processes. The alignment of the 292 transcript
containing the specie-specific SNPs candidates for a reference genome (Danio rerio) revealed
that 64 transcript do not have splice regions in their flanking regions and after validation can
compose a specie-specific SNPs panel to differentiate pure and hybrid individuals of P.
reticulatum and P. corruscans. These are unprecedented information about the studied species
and can be used for cachara and pintado different types of genetic studies, besides serving as

reference to the development of similar studies to other catfish and fish species in general.
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Keywords: New generation sequencing; RNA-Seq; transition; transversion; functional
annnotation; gene ontology.
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3 INTRODUCAO

Embora seja uma pratica bastante comum entre os criadores de peixes das
espécies Pseudoplatystoma reticulatum (cachara) e Pseudoplatystoma corruscans (pintado), a
geracdo de hibridos apresenta diversos aspectos negativos para o desenvolvimento sustentavel
do sistema produtivo dessas espécies. Os hibridos gerados sdo férteis, o que coloca em risco
tanto os estoques naturais de peixes, quanto os estoques “puros” nas pisciculturas (Godinho,
2007; Prado et al., 2011), dificultando o desenvolvimento de programas de melhoramento
genético “classico” para essas espécies, uma vez que eles necessitam de estoques de
reprodutores “puros” para que os processos de avaliagdo das caracteristicas produtivas possam
ser desenvolvidos.

Ferramentas que identifiguem animais “puros” dessas espécies S&0
imprescindiveis. Hashimoto et al. (2013) e Prado et al. (2011) desenvolveram marcadores
baseados em variagdes de polimorfismos Unicos (SNPs), em quatro genes nucleares: Gene
Ativador da Recombinase (RAG.), B-Globina (GLOB), RNA Ribossomal 18S (18S) e Fator
de Elongamento 1 o (EFla) e um gene mitocondrial (RNA ribossomal 16S), utilizando as
técnicas de PCR-RFLP e PCR-Multiplex (PCR espécie-especifica). Esses marcadores
permitem a identificacdo de hibridos inter-especificos F1 e pds-F1. De acordo com Boecklen
& Howard (1997), uma quantidade de cinco marcadores nucleares € suficiente para
diferenciar individuos puros de individuos hibridos F1 individuos com um nivel de
retrocruzamento mais simples. No entanto, devido a fertilidade dos hibridos resultantes do
cruzamento entre cachara e pintado, os niveis de retrocruzamento desses hibridos podem ser
muito mais avancados. Para a identificacdo desses niveis de introgressdo, esses marcadores
ndo sao suficientes. Conforme afirmam Boecklen & Howard (1997), em torno de 70

marcadores seriam necessarios.
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Os marcadores moleculares SNPs (Polimorfismos de Base Unica) tém como
principio mutacdes em bases Unicas da cadeia de DNA, sdo extremamente abundantes e
encontram-se homogeneamente distribuidos pelo genoma. O desenvolvimento das tecnologias
de seqiienciamento de nova geracdo (NGS) na ultima década, como o0 sequenciamento
Illumina e 454 Life Sciences, revelou metodologias de alto desempenho e acurécia, e baixo
custo para a prospecgédo, caracterizacdo e genotipagem de milhares desses marcadores. Com
isso, as tendéncias metodoldgicas atuais para a geracdo de dados moleculares de genotipagem
tém convergido para o uso de Polimorfismos de Base Unica (Caetano, 2009).

Utilizando as NGS, os SNPs podem ser identificados ndo apenas em individuos
com genoma completo sequenciado. Uma alternativa econdmica e eficiente para a prospeccao
de polimorfismos em espécies que ainda ndo possuem genoma sequenciado, e que esta se
tornando o principal método para a descoberta de SNPs é o sequenciamento do transcriptoma
completo ou RNA-Seq (Yu et al., 2014; Helyar et al., 2012; Xu et al., 2012). O RNA-Seq é
um método muito acurado para a detec¢do de SNPs (Quinn et al., 2013), além de permitir a
caracterizacdo do transcriptoma, a descoberta de novos genes, transcritos, juncdes de splice
alternativo, o estudo da expressdo génica diferencial, dentre outros (Shen et al., 2012, Jeukens
et al., 2010).

Apesar de produzir fragmentos curtos, aliada a evolucdo das ferramentas de
bioinformatica que permitem a montagem, o alinhamento e a andlise dos fragmentos
sequenciados, a tecnologia de sequenciamento Illumina vem sendo empregada com sucesso
para a mineracdo de milhares de SNPs em transcriptomas de diferentes espécies, inclusive em
espécies aquicolas como os bagres Ictalurus puntactus e I. funcatus (Liu et al., 2011); carpas
Cyprinus carpio (Xu et al., 2012); arenque do Atlantico, Clupea harengus (Helyar et al.,
2012); camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei (Yu et al., 2014; etc.). Os SNPs
identificados no transcriptoma podem ainda ser associados com genes ou regides funcionais
do genoma (Xu et al., 2012).

No presente estudo, foram utilizadas cacharas e hibridos de cachara e pintado
além de uma diversidade de tecidos (musculo branco, masculo vermelho, figado, gbnada,
hipofise, rim e brénquias) para a construcdo de bibliotecas de cDNA. A partir do
sequenciamento e montagem desses fragmentos, foram prospectados SNPs espécie-
especificos utilizando tecnologias mistas de sequenciamento Illumina (MiSeq e HiSeq), para a
diferenciacdo entre individuos puros e hibridos das espécies P. reticulatum e P. corruscans,

com niveis mais avangados de introgressao genética.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem, Extracdo, Confeccdo dos Pools de RNA Total e RNA-Seq

Amostras de musculo branco (B), muasculo vermelho (V), branquia (Q), figado
(F), rim (R), hipdfise (H) e gbnada (G) foram coletadas de 12 individuos identificados através
de um minisequenciamento SnaPshot (Capitulo 2), como cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e 9 individuos identificados como hibridos de pintado (P. reticulatum x P.
corruscans). As amostras de tecidos foram mantidas em RNAlater, a 80°C. RNA total foi
extraido com Trizol® (Ambion), seguindo o protocolo do fabricante.

Apbs controle de qualidade e quantificacdo, as amostras de RNA total foram
agrupadas em quantidades equimolares em 16 diferentes pools: um pool de RNA total de cada
um dos sete tecidos amostrados para cada espécie (ou seja, sete pools de tecidos individuais
para P. reticulatum e sete pools para os hibridos, totalizando 14 pools), e um pool de RNA
total contendo todos os tecidos para cada espécies (totalizando dois pools de tecido total, um

para P. reticulatum e um para os hibridos).

4.1.1 Construcéo das Bibliotecas de cDNA e Sequenciamento Illumina HiSeq 2000

Bibliotecas de cDNA foram construidas a partir de cada um dos 16 pools de
tecidos individuais, utilizando o kit “TruSeq Stranded RNA Sample Preparation” (Illumina,
San Diego, CA), seguindo os protocolos do fabricante. Resumidamente, RNA mensageiro foi

isolado de 1 pug de RNA total de alta qualidade de cada pool. A primeira fita foi sintetizada



73

com iniciadores aleatérios com o kit SuperScript Il (Life Technologies, Grand Island, NY). O
cDNA dupla fita foi fragmentado, aparado nas pontas e uma Adenina adicionada a
extremidade 3°. Adaptadores indexados foram ligados ao cDNA.

O cDNA dupla fita ligado aos adaptadores foi amplificado por PCR com o kit
“Kapa HiFi Polymerase” (Kapa Biosystems, Woburn, MA) por apenas 10 ciclos, para reduzir
problemas de representatividade das sequéncias devido a amplificacdo preferencial. As
bibliotecas foram quantificadas e o tamanho médio dos fragmentos determinado. O tamanho
médio dos fragmentos de cDNA nas bibliotecas foi de 250 nt (variando entre 100 e 580 nt).

As 14 bibliotecas de tecidos individuais foram sequenciadas em duas canaletas
da plataforma Illumina HiSeq 2000 (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), utilizando o
protocolo para gerar leituras de 100 pb pareadas (paired-end), com kit de sequenciamento
SBS versédo 3. Os arquivos .bcl gerados foram convertidos em arquivos .fastq com o software
Casava 1.8.2 (Illumina). Foram gerados 14 arquivos FASTQ (7 R1 e 7 Ry).

4.1.2 Construcao das Bibliotecas de cDNA e Sequenciamento Illumina MiSeq V3

Duas bibliotecas de cDNA foram construidas a partir dos dois pools de tecido
total, construidos para as duas espécies, seguindo 0 mesmo protocolo descrito no item 4.1.1,
com uma modificacdo: o cDNA néo foi fragmentado, produzindo assim fragmentos de cDNA
mais longos, com tamanho variando entre 230 e 880 nt (tamanho médio: 450 nt). Essas
bibliotecas de cDNA foram sequenciadas com 301 ciclos a partir de cada extremidade dos
fragmentos, em uma corrida no equipamento Illumina MiSeq V3 (lllumina Inc., San Diego,
CA, USA), utilizando 600 ciclos do kit de sequenciamento MiSeq versdao 3. Os fragmentos
obtidos apresentaram comprimento de 300 pb e os arquivos .bcl gerados foram processados
seguindo os mesmos procedimentos descritos anteriormente.

A construgéo das 16 bibliotecas de cDNA e o sequenciamento de RNA (RNA-
Seq) Illumina foram realizados pela equipe do W. M. Keck Center for Comparative and
Functional Genomics, na Universidade de Illinois, em Urbana-Champaign (licenca exportacéo
das amostras de RNA total de Pseudoplatystoma reticulatum enviadas para os Estados Unidos
n° 15BR016615/DF).
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4.2 Montagem de Novo dos Transcriptomas da Cachara e dos Hibridos

A montagem de novo dos transcriptomas do Pseudoplatystoma reticulatum e
dos hibridos (Pseudoplatystoma reticulatum x P. corruscans) foi realizada pela equipe do
Laboratério Multiusudrio de Bioinformatica da Embrapa Informética Agropecuéria
(CNPTIA), Campinas/SP, Brasil. As sequéncias obtidas nos sequenciamentos Illumina MiSeq
(300 pb) e HiSeq (100 pb) foram processadas com o programa Trimmomatic (Bolger et al.,
2014) para a remocéo dos adaptadores e para controle de qualidade, no qual foi exigido que as
extremidades tivessem qualidade > 25. Para as demais posi¢des foi aplicada uma janela
deslizante com a mesma exigéncia de qualidade minima.

As sequéncias MiSeq bidirecionais de 300 pb foram combinadas para a
obtengdo das super-reads. O programa FLASH (Magoc & Salzberg, 2011) foi empregado
para essa finalidade com parametros padrdo. Como ndo ha genoma referéncia para a espécie
em questdo, a montagem de novo do transcriptoma foi realizada com o montador Trinity

(Haas et al., 2013, Grabherr et al., 2011), com parametros padrées.

4.3 Alinhamento das Sequéncias de cDNA NGS e Identificacdo dos SNPs

Ap6s a montagem de novo, os fragmentos de cada uma das espécies foram
mapeados separadamente da montagem do RNA-seq, usando o software BWA (Li, 2009). A
identificacdo dos SNPs foi realizada usando o Samtools Mpileup (Li, 2011). Dentre os SNPs
identificados, a selecdo dos melhores SNPs candidatos & SNPs espécie-especificos, foi
realizada com base nos seguintes filtros de qualidade:
a) SNPs que contivessem pelo menos 200 fragmentos de cobertura;
b) SNP com qualidade associada ao genotipo de pelo menos 90 (essa é uma medida
estabelecida pelo Bcftools, ferramenta do programa Samtools);
c) O SNP selecionado deveria estar a uma distancia de pelo menos 100 pb do proximo SNP,
para garantir a presenca de uma regido flanqueadora de 100 pb a sua direita e 100 pb a sua
esquerda;
d) O SNP deveria ser homozigoto na cachara;
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e) o SNP deveria ser heterozigoto nos hibridos, com 0,48 < MAF< 0,50 (MAF - Frequéncia
do Alelo Menor).

4.4 Anotacao Funcional dos Transcritos

A anotacdo funcional automatica dos transcritos contendo os polimorfismos
candidatos a SNPs espécie-especifico foi realizada usando o pacote Trinotate (Transcritpome
Functional Annotation and Analysis - https://trinotate.github.io/), que faz essa anotacédo

principalmente para transcriptomas montados de novo. Uma pesquisa por homologia de
sequéncias foi realizada contra bancos de dados de sequéncias conhecidas
(BLAST+/SwissProt/Uniref90). Os resultados do BLAST foram utilizados para anotar
funcionalmente os transcritos para as trés categorias de termos GO: processos bioldgicos,

funcBGes moleculares e componentes celulares.

4.5 Alinhamento dos SNPs identificados com genoma referéncia do Danio rerio

Como ndo existe um genoma referéncia para as espécies do género
Pseudoplatystoma, os transcritos contendo polimorfismos candidatos a SNPs identificados
foram alinhados ao genoma referéncia do Danio rerio (espécie modelo utilizada em estudos
genéticos de vertebrados,cujo genoma completo disponivel no GenBank — GRCz10, é o mais
proximo das espécies Pseudoplatystoma) para identificacdo de eventuais regides de jungéo de
splice nas regides flanqueadoras dos SNPs. Foi definido que, se pelo menos 20 pb em cada
regido flanqueadora (a direita e a esquerda do SNP) alinhassem com a sequéncia do Danio
rerio, 0 SNP candidato a espécie-especifico estaria contido dentro de um exon simples. Por
outro lado, o ndo alinhamento indicaria a presenca de uma regido de juncao de splice (limite

intron-exon) na regido flanqueadora do SNP (100 pb a direita e 100 pb a esquerda do SNP).


https://trinotate.github.io/

76

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RNA-Seq e Processamento das Sequéncias

Considerando as 16 bibliotecas sequenciadas nas duas plataformas Illumina
(MiSeq e HiSeq), foram gerados 997.043.038 de fragmentos e aproximadamente 120 trilhdes
de pares de bases, com cobertura das sequéncias de 39,95, o que garantiu a descoberta de
SNPs com alta acuréacia. Segundo Gautier et al. (2013), o sequenciamento de pools de DNA
de individuos dipldides envolve menor esfor¢co de sequenciamento e de construcdo de
bibliotecas e menor custo, garantindo resultados similares aos obtidos com o sequenciamento
de genomas individuais.

O sequenciamento MiSeq da biblioteca de cDNA de tecidos total de P.
reticulatum produziu 47.214.078 sequéncias pareadas de 300 pb de comprimento com
qualidade para passar nos testes de qualidade. Um total de 14.211.437.478 pb foram
sequenciados. Apos controle de qualidade, restaram 28.721.880 sequéncias de alta qualidade,
0 que corresponde a 60,83% dos fragmentos sequenciados. A combinacdo das sequéncias
MiSeq produziu aproximadamente 12 milhdes de super-reads (52% do total), com
comprimento médio de 392 pb (Figura 3.1). Dessas, 1.331.155 (10,83%) apresentaram

comprimento > 500pb.
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Figura 3.1. Distribuicdo do comprimento méedio das super-reads de P. reticulatum geradas apds a combinagdo
das sequéncias bidirecionais MiSeq.

Para os hibridos (P. reticulatum x P. corruscans), o sequenciamento MiSeq da
biblioteca de cDNA de tecidos total produziu 48.600.236 sequéncias pareadas de 300 pb de
comprimento, o que corresponde a 14.628.671.036 pb sequenciados. Apos controle de
qualidade, restaram 32.802.878 sequéncias de alta qualidade (67,50% dos fragmentos
sequenciados). A combinacdo das sequéncias MiSeq produziu aproximadamente 13 milhdes
de super-reads (56% do total), com comprimento médio de 440 pb (Figura 3.2). 2.014.376 de

super-reads apresentaram comprimento > 500pb.

Combinacio dos fragmentos MiSeq dos hibridos (P. reficulatumx P. corruscans)
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Figura 3.2. Distribuicdo do comprimento médio das super-reads dos hibridos P. reticulatum x P. corruscans
geradas ap0s a combinacéo das sequéncias bidirecionais MiSeq.

O sequenciamento paired-end Illumina Hiseq 2000 das 14 bibliotecas de

cDNA de tecidos individuais produziu aproximadamente 900 milhdes de sequéncias, sendo
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444.717.156 de sequéncias com 100 pb de comprimento provenientes das sete bibliotecas de
cDNA de P. reticulatum e 456.511.568 de sequéncias provenientes das sete bibliotecas de
cDNA dos hibridos. As sequéncias apresentaram escore de qualidade acima de 30. Apds
controle de qualidade, restaram em media 870.774.578 de sequéncias de alta qualidade, o que
corresponde a 96,6% dos fragmentos sequenciados. Dessas, 429.706.374 de sequéncias eram
provenientes de P. reticulatum (Tabela 3.1) e 441.068.204 dos hibridos (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Numero de fragmentos com 100 pb produzidos no sequenciamento Illumina
HiSeq 2000 das 14 bibliotecas de cDNA de tecidos individuais de Pseudoplatystoma
reticulatum e dos hibridos de (P. reticulatum x P. corruscans)

Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum)

. N° fragmentos N° fragmentos (pb) apos % pb
Tecido (pb) sequenciados N° pb controle de qualidade Uteis
Musc. Branco 59.226.886 5.981.915.486 57.333.620 96,80
Musc. Vermelho 61.205.154 6.181.720.554 59.254.808 97,09
Figado 64.303.546 6.494.658.146 62.431.032 97,09
Goénada 68.642.886 6.932.931.486 66.292.590 96,58
Hipofise 59.577.552 6.017.332.752 57.390.966 96,33
Branquia 63.773.342 6.441.107.542 61.011.338 95,67
Rim 67.987.790 6.866.766.790 65.992.020 97,06

TOTAL 444.717.156 44.916.432.756 429.706.374 Média: 96,6
Hibridos de pintado (Pseudoplatystoma reticulatum x P. corruscans)

. N° fragmentos N° pb N° fragmentos (pb) apos L
Tecido (pb) seq%enciados P contrgole de qU(SIit)jage % pb Gteis
Musc. Branco 69.457.646 7.015.222.246 66.680.026 96,00
Musc. Vermelho 56.623.010 5.718.924.010 55.038.974 97,20
Figado 66.313.544 6.697.667.944 64.303.214 96,97
Gonada 69.258.888 6.995.147.688 66.652.716 96,24
Hipdfise 62.749.918 6.337.741.718 60.566.572 96,52
Branquia 69.448.730 7.014.321.730 67.095.472 96,61
Rim 62.659.832 6.328.643.032 60.731.230 96,92

TOTAL 456.511.568 46.107.668.368 441.068.204 Média: 96,6

5.2 Montagem de Novo dos Transcriptomas da Cachara e do Hibrido

A montagem de novo dos transcriptomas da cachara e dos hibridos gerou
389.562 contigs com comprimento médio de 1.158 pb e N50 de 2.269 pb (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Estatistica da montagem de novo dos transcriptomas da cachara e dos hibridos

Todos o0s contigs
N° de contigs 389.562
Tamanho total dos contigs 451.169.903
Contig mais longo 30.166
Contig mais curto 201
N° contigs > 1 K nt 134.659 (34,6%)
N° contigs > 10 K nt 566 (0.1%)
Tamanho medio dos contigs 1.158
N50 2.269
%A no contig 28,56
%C no contig 21,46
%G no contig 21,75
%T no contig 28,23

5.3 Identificacdo dos SNPs

Foram identificados 647.954 polimorfismos nos 451.169.903 pb montados, ou
seja, 1 SNP a cada 700 pb, aproximadamente, valor menor que as frequéncias encontradas em
Litopenaeus vannamei (camardo branco do Pacifico: 1SNP a cada 476 pb) (Yu et al., 2014) e
Gadus morhua (bacalhau do Atléntico: 1SNP a cada 516 pb) (Hubert et al., 2010). Segundo
Quinn et al. (2013), o melhor método para alcancar elevadas sensitividade (probabilidade de o
RNA-Seq detectar e expressar um SNP se ele estiver presente em um gene transcrito) e
especificidade (probabilidade de um SNP detectado por RNA-Seq ser uma variacdo
verdadeira na sequéncia de DNA), além de grande nimero de SNPs é através da remocéo de
fragmentos duplicados apds o alinhamento e da utilizacdo do SAMtools (software utilizado
neste estudo para a chamada de SNPs).

Dentre os 647.954 SNPs identificados, foram identificados 321 SNPs de alta
qualidade, candidatos a SNPs espécie-especificos, que obedeciam aos critérios estabelecidos
pelos filtros de qualidade aplicados. Polimorfismos com alelos fixados nas sequéncias das
cacharas e alelos com frequéncias proximas de 50% no pool de hibridos foram considerados
candidatos a SNPs espécie-especificos entre cacharas e pintados. Todas as sequéncias
apresentaram 201 pb, ou seja, 0 SNP mais 100 pb de base a sua direita e 100 pb a sua
esquerda, de forma a permitir o desenho de primers nessa regido para o desenvolvimento de

futuros ensaios de genotipagem.
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Dentre os 321 SNPs identificados, as substituicbes do tipo transicdo foram
mais comuns (67,9%) que as do tipo transversdo (32,1%). Transi¢do também foi o tipo de
substituicdo encontrada com maior frequéncia nos SNPs identificados em Litopenaeus
vannamei (66,8%) (Yu et al., 2014) e em bovinos da raga Limousin (73%) (Djari et al., 2013).
Analisando especificamente as substituigdes de transi¢do, a quantidade de transigdes G/A foi
maior que C/T. Em termos de substituicbes de transversdo, a frequéncia de A/T foi maior,
sequida por /T, A/C e G/C (Tabela 3.3). A razdo estimada de transicdo/transversao foi 2,11,
maior que as encontradas para L. vannamei (2,0) (Yu et al., 2014), Scophthalmus maximus

(1,354) e menor que a encontrada em bovinos (2,65) (Djari et al., 2013).

Tabela 3.3. Tipos de substituicdes presentes nos 321 SNPs espécie-especificos identificados
nos transcriptomas de P. reticulatum e dos Hibridos (P. reticulatum x P. corruscans)

Transicao Transversao
GA CT GC GT AC AT
NUmero 168 50 11 29 22 41
Porcentagem 52,3% 15,6% 3,4% 9,0% 6,9% 12,8%
Total 218 103

Os 321 SNPs candidatos a SNPs espécie-especificos estavam distribuidos em
292 transcritos. Desses 292 transcritos, a maioria (92,1%) apresentou um SNP em sua
sequéncia (92,1%%). Também foram encontrados transcritos com mais de um SNP na sua
sequéncia, porém em menor frequéncia: 6,2% dos transcritos continham 2 SNPs na sua
sequéncia; 1,4% continha 3 SNPs e 0,3% com 4 SNPs na sua sequéncia. Para L. vannamei
(Yu et al., 2014), unigenes contendo 1 SNP na sua sequéncia também foram mais comuns e

93% dos unigenes continham até 10 SNPs na sua sequéncia.

5.4 Anotagido

Entre os 292 transcritos contendo polimorfismos candidatos a SNPs espécie-
especificos, 266 (91,1%) apresentaram hit significativo para proteina no banco de dados nédo
redundante (nr).

A Ontologia Génica (GO) categoriza os produtos génicos e padroniza sua
representacdo entre as espécies (Consortium, 2008), fornecendo um vocabulario controlado

para descrevé-los em trés categorias ontoldgicas independentes: fun¢do molecular, processo
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bioldgico e componente celular (Ashburner et al., 2000). Apds a anotacdo de Ontologia
Génica (GO), 222 (76,0%) transcritos foram assinados com um ou mais termos GO (Figura
3.3).

ONTOLOGIA GENICA

FUNCAO
MOLECULAR
24%

PROCESSOS
BIOLOGICOS
49%

COMPONENTE
CELULAR
27%

Figura 3.3. Designacdes de Ontologia Génica (GO) para 222 dos transcritos que contém polimorfismos
candidatos & SNPs espécie-especifico para diferenciar P. reticulatum e P. corruscans de hibridos identificados
nos transcriptomas da cachara e dos hibridos.

A categoria Processos Bioldgicos apresentou 796 designacbes GO (49%);
Componentes Celulares 442 designagdes GO (27%) e Funcdo Molecular, 382 designactes
GO (24%). No 2° nivel das trés areas da Ontologia Génica, na categoria Processos Biol6gicos
4,7% dos transcritos contendo SNPs candidatos a espécie-especificos estavam relacionados
com transcricdo DNA-dependente; 2,6% com regulagdo da transcricdo DNA-dependente e
2,3% com processo apoptdtico. Na categoria Componentes Celulares, 41% dos transcritos
estavam relacionados ao nucleo, 37,2% estavam relacionados com citoplasma e 20,9% com
integral a membrana. Finalmente, na categoria Funcdo Molecular, 22,7% dos genes estavam
associados com ligagdo ion metal; 17,4% ligagdo ion zinco e 14,5% com ligagdo ATP. A
Figura 3.4 apresenta o 2° nivel de designacdes de cada uma das trés categorias GO: Processo
Biolégico, Componente Celular e Funcdo Molecular. Sdo apresentados os 10 termos mais

frequentes em cada categoria GO.
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Figura 3.4. Designagdes do 2° nivel de Ontologia Génica (GO) para 222 transcritos com candidatos a SNPs
espécie-especifico para diferenciar P. reticulatum e P. corruscans de hibridos, identificados nos transcriptomas

da cachara e dos hibridos.
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5.5 Alinhamento dos SNPs identificados com genoma referéncia do Danio rerio

E importante ressaltar que as sequéncias que deram origem aos 321 SNPs
espécie-especificos sdo de RNA. Portanto, para o desenvolvimento de ensaios diagnosticos
esse fato deve ser levado em consideracéo e sé ser aplicado em RNA. Caso seja aplicado em
DNA, h& uma chance dos primers desenhados para o teste se localizarem em regides de
juncdo de splice (limite entre intron-exon), o que significa que eles ndo anelariam na
sequéncia de DNA.

Neste sentido, as 321 sequéncias dos transcritos contendo candidatos a SNPs
espécie-especificos foram alinhadas contra o genoma referéncia do Danio rerio. Exigiu-se
que este alinhamento contivesse o ponto de fusdo 101 (o SNP) e pelo menos 20 pb a direita e
a esquerda do SNP. Das 321 sequéncias dos transcritos inicialmente identificadas no
transcriptoma da cachara e dos hibridos (pintado x cachara), apenas 64 alinharam com a
sequéncia do Danio rerio. Isso significa que nesses 64 SNPs ndo héa regido de juncéo de splice
nas sequéncias flanqueadoras dos SNPs (pelo menos em 20 pb a direita e a esquerda do SNP)
e eles podem ser selecionados para compor um painel de SNPs espécie-especificos para
diferenciar individuos puros das espécies P. reticulatum e P. corruscans de individuos

hibridos em ensaios de genotipagem (Tabela 3.4).

Tabela 3.4. Transcritos contendo os SNPs candidatos & SNPs espécie-especificos entre P.
reticulatum e P. corruscans que alinharam com o genoma referéncia do Danio rerio.

Identificag_éo do Pasigdo Alelos do SNP TaAma_nho ilfn)i(():?;%éc?o Posiggg fine

transcrito SNP sequéncia (pb) alinhamento | alinhamento
1 | comp118086_c0 seql 709 [A/T] 148 37 184
2 | comp122524 c0_seql 467 [A/G] 141 13 153
3 | comp123004 cO_seql 666 [G/IA] 187 1 187
4 | comp123469 _c0_seql 3684 [T/C] 162 22 183
5 | comp124502_c0_seql 697 [G/A] 95 36 130
6 | comp126607_cO_seql 390 [A/C] 71 63 133
7 | comp128430_c0_seql 1949 [T/C] 124 60 183
8 | comp129749 c0_seql 1443 [A/G] 64 76 139
9 | comp130330_c0_seql 1364 [G/IA] 118 65 181
10 | comp130330_c0_seql 2191 [A/G] 154 15 168
11 | comp131296_c0_seql 1764 [GIA] 124 78 201
12 | comp131468 _c3 seql 1431 [A/G] 151 1 151
13 | comp131753_c0_seq? 1147 [T/C] 84 59 142




84

14 | comp131897 c0_seql 2046 [GIA] 132 6 136
15 | comp133209 c1_seql 352 [GIA] 147 56 201
16 | comp134413 c2_seql 1215 [GIA] 79 54 132
17 | comp134495 c0_seql 2414 [A/G] 94 55 148
18 | comp134829 c0 _seql 2485 [GIA] 72 60 130
19 | comp134835_c0_seql 810 [T/C] 104 53 156
20 | comp137291_c0_seql 976 [GIA] 116 77 192
21 | comp138130_c0_seql 1861 [T/C] 183 4 186
22 | comp138311_c0_seql 1132 [T/C] 121 126
23 | comp138311_c0_seql 1132 [T/C] 161 3 163
24 | comp139083_c2_seql 466 [T/C] 164 27 190
25 | comp139173_cO_seql 765 [GIA] 122 3 124
26 | comp139764 c1_seql 2444 [GIT] 142 60 201
27 | comp141395 c0_seql 770 [A/C] 145 57 201
28 | comp141395 cO_seql 770 [A/C] 139 63 201
29 | comp141898_c0_seql 1169 [T/C] 164 37 199
30 | comp141943 c0_seql 3816 [T/C] 157 12 168
31 | comp141943 c0_seql 3816 [T/C] 125 6 130
32 | comp142287_c3_seql 766 [T/A] 127 1 127
33 | comp142287_c3_seql 766 [T/A] 127 1 127
34 | comp142287_c3_seql 766 [T/A] 143 1 143
35 | comp142287_c3_seql 766 [T/A] 119 9 127
36 | comp142312_c6_seql 738 [A/G] 134 66 199
37 | comp142312_c6_seql 738 [A/G] 130 72 201
38 | comp142312_c6_seql 738 [A/G] 122 78 199
39 | comp142724 c1_seq4 933 [T/C] 64 75 138
40 | comp143224 c1_seql 1567 [G/IA] 69 65 133
41 | comp143380 _c5 seql 479 [T/C] 109 78 186
42 | comp143592_c1_seq5 418 [A/G] 88 64 151
43 | comp143592_c1_seq5 418 [A/G] 65 63 127
44 | comp144984 _c2_seql 316 [A/G] 74 65 138
45 | comp144984 c2_seql 316 [A/G] 77 65 141
46 | comp144984 c2_seql 316 [A/G] 77 65 141
47 | comp144984 c2_seql 316 [A/G] 77 65 141
48 | comp144984 c2_seql 316 [A/G] 78 65 142
49 | comp144984 c2_seql 316 [A/G] 77 65 141
50 | comp144984 c2_seql 316 [A/G] 77 65 141
51 | comp145254 cO_seql 10728 [A/G] 148 3 150
52 | comp145471_cO_seq? 829 [G/C] 166 31 194
53 | comp146582_c2_seql 1272 [A/G] 120 15 134
54 | comp146981_cO_seql 477 [GIT] 119 59 176
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55 | comp146981_cO_seql 477 [GIT] 119 59 176
56 | comp147024 c1_seql 2360 [T/G] 180 1 180
57 | comp147841_c3_seq2 421 [T/A] 128 17 144
58 | comp148553 c2_seql 1763 [A/G] 156 2 157
59 | comp148553 c2_seql 1763 [A/G] 145 13 157
60 | comp83908_c2_seql 3370 [A/G] 165 1 163
61 | comp83908_c2_seql 3370 [A/G] 165 1 163
62 | comp83908 c2_seql 3370 [A/G] 165 1 163
63 | comp83908_c2_seql 3370 [A/G] 165 1 163
64 | comp83908_c2_seql 3370 [A/G] 163 1 162

A cachara e o pintado sdo espécies de bagres cujo genoma ainda ndo foi
sequenciado. Portanto, seu tamanho ainda é desconhecido. Com base no valor C (quantidade
de DNA contida dentro de um nucleo hapléide de um organismo eucarionte) é possivel
estimar o tamanho do genoma de uma espécie. No entanto, o valor C dessas duas espécies
também € desconhecido. De acordo com Smith & Gregory (2009), a média do valor C de
algumas espécies da ordem Siluriformes, familia Pimelodidae, ordem e familia a que
pertencem pintado e cachara, é 1,12 pg. Considerando que o valor C da cachara e do pintado
seja igual a 1,12 pg, seu genoma teria um tamanho aproximado de 1 Gpb. Para um genoma
desse tamanho (1 Gpb), 64 SNPs (ou seja, 1 SNP a cada 17Mpb) seriam suficientes para
detectar introgressdes da ordem de 1,56% (equivalente a 5 geracGes de retrocruzamento de
um hibrido F1). Os 64 SNPs espécie-especificos prospectados nos transcriptomas da cachara e
dos hibridos seriam suficientes portanto, para a detec¢cdo desse nivel de introgressao. Para que
possam ser utilizados em futuros ensaios de genotipagem, esses SNPs precisam ser validados,
através do desenho de primers nas suas regides flanqueadoras.

Em relacdo aos 257 transcritos que ndo apresentaram alinhamento significativo
com o genoma do Danio rerio, ndo ha como afirmar com certeza se isso ocorreu devido a
uma divergéncia entre as espécies alinhadas (P. reticulatum e P. corruscans x Danio rerio)
que impediu ao alinhamento ou se os transcritos estavam realmente interrompidos por introns
(localizados em regibes de juncdo de splice), o que impossibilitaria seu uso nos ensaios de
genotipagem. No entanto, eles ndo devem ser excluidos do painel sem antes passar por um
ensaio de validagdo. Ndo havendo regido de juncdo de splice na regido flanqueadora dos
SNPs, eles poderdo ser incluidos no painel, aumentando a quantidade de SNPs espécie-

especificos identificados neste experimento.




86

6 CONCLUSOES

O RNA-Seq permitiu a prospeccdo de 64 polimorfismos candidatos a SNPs
espécie-especifico no transcriptoma de duas espécies de bagres importantes para a aquicultura
nacional (cachara e pintado), e que ainda ndo possuem o genoma sequenciado. A validacéo
dos SNPs é necessaria antes de poder utilizd-los em ensaios de genotipagem. Apds a
validacao, um numero maior de SNPs espécie-especificos pode vir a compor esse painel, uma
vez que 257 SNPs que ndo alinharam com a sequéncia do genoma referéncia do Danio rerio,

podem ndo conter regies de intron em suas sequéncias e ser incluidos no painel.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO DO TRANSCRIPTOMA DA CACHARA (Pseudoplatystoma
reticulatum): SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANALISE DE EXPRESSAO
TECIDO-ESPECIFICA

1 RESUMO

A cachara (Pseudoplatystoma reticulatum), economicamente importante nas
regibes onde ocorre no Brasil, € um bagre de agua doce, pertencente a familia Pimelodidae
(ordem  Siluriforme). Informacdes moleculares poderiam ajudar a alavancar o
desenvolvimento da espécie, porém, ainda sdo relativamente escassas nas bases de dados
publicas. Adicionalmente, a auséncia de um genoma referéncia da cachara dificulta o
desenvolvimento de tecnologias moleculares que poderiam ser aplicadas nas pisciculturas, de
forma a contribuir com o melhoramento de sua producdo. Diante deste cenario, 0
sequenciamento do transcriptoma constitui uma alternativa rapida e eficiente para a geracao
de informacbes moleculares (descoberta de genes, identificacdo de polimorfimos de base
unica (SNPs), desenvolvimento de marcadores moleculares, estudos de expressao génica
diferencial, estudos de expressao tecido especifica, etc.) do que o sequenciamento do genoma.
Um transcriptoma completo e bem anotado pode prover os bancos de dados publicos com
informagdes até entdo inexistentes para a espécie em questdo. Sendo assim, 0 objetivo neste
estudo foi sequenciar o transcriptoma da cachara utilizando tecnologias Hlumina (Mi Seq e
HiSeq) de sequenciamento de nova geracdo (NGS). O sequenciamento MiSeq V3 Illumina

gerou 47.214.078 fragmentos com 300 pb de comprimento e o sequenciamento HiSeq 2000



91

lllumina produziu 444.717.156 fragmentos com 100 pb. A montagem de novo do
transcriptoma da cachara foi realizada com o software Trinity e gerou 312.766 contigs e
187.216 genes. Foram identificados 93.674 genes expressos (tamanho minimo de 200 pb e
FPKM > 1). De 11.456 a 58.494 genes foram expressos nos sete tecidos analisados. 37.917
genes tecido-especificos e 7.456 housekeeping foram identificados em uma analise conjunta
envolvendo seis dos tecidos coletados (mudsculo branco, masculo vermelho, figado, rim,
hipdfise e branquisas). Musculo branco foi o tecido que apresentou a menor quantidade de
genes expressos (11.456 genes expressos) e genes tecido-especifico (754 genes). A maioria
dos genes expressos no musculo branco é expressa também nos outros tecidos. Musculo
branco e musculo vermelho constituem um modelo interessante para a caracterizacdo

funcional de genes e de vias metabolicas envolvidas em seus processos biologicos.

Palavras chave: RNA-Seq; Illumina; Genes housekeeping; musculo branco; musculo

vermelho
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CHARACTERIZATION OF CACHARA (Pseudoplatystoma reticulatum)
TRANSCRIPTOME: SEQUENCING, ASSEMBLY AND TISSUE-SPECIFIC
EXPRESSION ANALYSIS

2 ABSTRACT

Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) it is a freshwater catfish, belonging to
Family Pimelodidae (Order Siluriforms), and has economical importance in the Brazilian
regions of its occurrence. Molecular information could help to boost the development of the
specie, although it is relatively scarce on public databases. Aditionally, the lack of genomic
reference of cachara hardens the development of molecular technologies that could contribute
to production improvement in the fish farms. In this scenario, the transcriptome sequencing is
a faster and efficient alternative to provide molecular information (gene discovery, single
nucleotide polymorphisms (SNPs), development of molecular tracers, diferential gene
expression. studies, tissue-specific expression. studies, etc.) when compared with genome
sequencing. A complete and well annoted transcriptome can provide the public databases with
unprecedent information about the studied specie. Therefore, the aim of this study was the
adoption of new generation sequencing Illumina technologies (MiSeq and HiSeq) for
transcriptome sequencing of cachara. The sequencing MiSeq V3 Illumina generated
47,214078 fragments with 300 pb in length and the sequencing HiSeq 2000 Illumina
produced 444,717.156 fragments with 100 pb in lenght. For the de novo assembly of the
cachara’s transcriptome we used the software Trinity, generating 312,766 contigs and 187,216
genes. We identified 93,674 expressed genes (minimum size of 200 pb and FPKM > 1). Were
expressed between 11,456 and 58,494 genes in the seven analysed tissues. We identified

37,917 tissue-specific and 7.456 housekeeping in six tissues (white muscle, red muscle, liver,
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kidney, hypophysis and gill). The white muscle tissue showed less quantity of expressed
genes (11,456), tissue-specific genes (754). The majority of the expressed genes in the white
muscle was also expressed in other tissues. White muscle and red muscle tissues compose an
interesting model for the functional characterization of the gene and metabolic pathways

related to its biological processes.

Keywords: RNA-Seq; Illumina; housekeeping genes; white muscle; red muscle.
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3 INTRODUCAO

A cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) é uma espécie de bagre de agua
doce encontrada nas bacias dos rios Paraguai-Parana, embora existam também relatos de sua
presenca na bacia do rio Amazonas (Buitrago-Suarez & Burr, 2007; Torrico et al., 2009). A
espécie pertence a familia Pimelodidae, ordem Siluriforme, e apresenta grande importancia
econbmica para a pesca nas regides onde ocorre naturalmente (Buitrago-Suarez & Burr,
2007). A criacdo em cativeiro da cachara apresentou um aumento significativo nos altimos
anos, reflexo do aumento da producdo de diferentes bagres nativos e seus hibridos (P.
reticulatum, P. corruscans, P. punctifer, etc) observado entre os anos de 2007 e 2011, que
atingiu marcas superiores a 300% (Boletim da Pesca e Aquicultura de 2010 e 2011). A
biologia da espécie ainda é pouco conhecida, e conhecimentos basicos sobre processos
relacionados com sua reproducéo, crescimento, engorda e adaptacdo ao ambiente de producéo
em cativeiro sdo necessarios para o desenvolvimento de novas tecnologias que possam
contribuir para melhorar a produtividade da cachara em sistemas aquicolas (Bignotto et al.,
2009).

O P. reticulatum ainda ndo teve seu genoma sequenciado. Na auséncia de um
genoma referéncia, o sequenciamento de partes menores do genoma, como 0 transcriptoma,
constitui uma alternativa répida e eficiente para gerar informacGes moleculares que poderéo
ser aplicadas nos estudos e desenvolvimento de novas tecnologias para melhorar a
produtividade da cachara criada em cativeiro e, consequentemente ajudar a alavancar o
desenvolvimento da aquicultura no Brasil.

O sequenciamento de RNA (RNA-Seq) com tecnologias de sequenciamento de
nova geracdo (NGS) possibilita a caracterizagdo e o estudo do transcriptoma de uma espécie
com cobertura, profundidade e eficiéncia elevadas (Nagalakshmi et al., 2010). Apesar de a

maioria das plataformas de NGS atuais gerar sequéncias curtas, o que implica em dificuldades
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especificas para a montagem de novo de um transcriptoma (Lal & Seshasayee, 2014; Alkan et
al., 2011), estratégias laboratoriais e algoritmos computacionais especificos foram gerados
para permitir a montagem de transcriptomas de espécies que ndo possuem genomas referéncia
(Yang et al., 2012). A caracterizacdo do transcriptoma de diferentes tecidos também
proporciona a identificacdo de genes housekeeping e de genes expressos em tecidos
especificos (Butte et al., 2001; She et al., 2009), permitindo assim a identificacdo de processos
e a formulacdo de estudos para aprofundar conhecimentos especificos sobre a biologia e 0
desenvolvimento de um organismo (Salem et al., 2015;).

Este estudo relata os resultados da montagem de novo e a caracterizagéo inicial
do transcriptoma da cachara (P. reticulatum) com NGS, através da identificacdo de genes

housekeeping e genes com expressdo tecido-especifica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem, Extracdo de RNA Total, Confeccdo dos Pools de RNA Total e das
Bibliotecas de cDNA, Sequenciamento e Montagem de novo do Transcriptoma da
Cachara

A amostragem das 12 cacharas, extracdo de RNA total e confeccdo dos sete
pools de RNA total de cada tecido da cachara e do pool com amostras de RNA de todos os
tecidos, a construcdo das oito bibliotecas de cDNA das cacharas,0s sequenciamentos Illumina
HiSeq 2000 e lllumina MiSeq V3 e a montagem de novo do transcriptoma da cachara foram

descritas em Material e Métodos, no Capitulo 3.

4.2 ldentificacdo de Genes Constitutivos e Genes com Expressdo Tecido-Especifica

Apo6s a montagem de novo do transcriptoma da cachara, foram considerados
genes expressos nos sete tecidos analisados aqueles transcritos com valor FPKM (fragmentos
por quilobase de transcritos por milhdes de fragmentos mapeados) > 1 e com tamanho
minimo de 200 pb foram selecionados como genes expressos.

Genes tecido-especifico e genes constitutivos ou housekeeping foram

identificados utilizando o software Jvenn (http://bioinfo.genotoul.fr/jvenn/example.html).

Gréficos de Venn foram construidos para realizar as comparagGes dos genes tecido-

especificos e housekeeping entre os tecidos. Foram considerados genes tecido-especificos 0s


http://bioinfo.genotoul.fr/jvenn/example.html
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genes que sO apareciam em um tecido especifico. Genes housekeeping foram aqueles que
apareceram em todos os tecidos analisados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RNA-Seq e Montagem do Transcriptoma de Pseudoplatystoma reticulatum

Considerando as oito bibliotecas de cDNA da cachara sequenciadas nas duas
plataformas Illumina (MiSeq e HiSeq), um total de 491.931.234 sequéncias e 591.278.702.34
pb foram gerados. O sequenciamento MiSeq (Illumina) da biblioteca de cDNA gerada a partir
de amostras de todos os sete tecidos coletados produziu 28.721.880 de sequéncias (300 pb de
comprimento) de alta qualidade, o que corresponde a 60,83% do total de fragmentos
sequenciados. A combinacdo dessas sequéncias produziu aproximadamente 12 milhGes de
super-reads, com comprimento médio de 392 pb (Figura 3.1). J& 0 sequenciamento paired-
end Illumina Hiseq 2000 das sete bibliotecas de cDNA de tecidos individuais produziu
429.706.374 de sequéncias (100 pb) de alta qualidade, o que corresponde a 96,6% dos
fragmentos sequenciados. O resultado do sequenciamento de cada uma das sete bibliotecas de
cDNA da cachara foi fornecido na Tabela 3.1. InformacGes mais detalhadas sobre os
resultados referentes ao sequenciamento das bibliotecas de cDNA da cachara foram
apresentadas em Resultados e Discussdo, no Capitulo 3.

A montagem de novo do transcriptoma da cachara gerou 312.766 contigs e
187.216 genes (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Estatistica da montagem de novo do transcriptoma da cachara

Todos os contigs | Contigs >200 pb e FPKM >1
N° de contigs 312.766 128.581
Tamanho total dos contigs 391.280.046 140.153.805
Contig mais longo 26.274 26.274
Contig mais curto 201 201
N° contigs > 1 K nt 106.043 (33,9%) 42.462 (33,0%)
N° contigs > 10 K nt 1.663 (0,5%) 157 (0,1%)
Tamanho médio dos contigs 1.251 1.090
N50 2.765 2.230
%A no contig 28,26 28,30
%C no contig 21,74 21,66
%G no contig 22,00 21,84
%T no contig 27,99 28,19

As partes do genoma transcritas de uma célula ou de um tecido refletem os
processos bioldgicos e as funcbes que ela realiza. Neste sentido, 0 RNA-Seq tem ajudado a
mapear e a anotar transcriptomas de peixes, e a entender melhor alguns de seus processos
bioldgicos (Qian et al., 2014). Vem sendo empregado com sucesso na caracterizacdo do
transcritptoma de diferentes espécies de peixes, como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss,
Salem et al., 2015), o guppy selvagem (Poecilia reticulata, Fraser et al., 2011), o peixe-serra
do Atlantico (Sarda sarda, Sarropoulou et al., 2014), a carpa comum (Cyprinus carpio, Ji et

al., 2012), dentre outras espécies.

5.5. Identificacdo de Genes Constitutivos e com Expresséao Tecido-Especifica

5.5.1 Genes expressos nos tecidos analisados

Foram identificados 93.674 genes expressos (transcritos com FPKM > 1 e
comprimento > 200 pb) no transcriptoma de Pseudoplatystoma reticulatum, nos sete
diferentes tecidos avaliados (musculo branco, musculo vermelho, figado, hip6fise, gbnada,
rim e branquia). Para um genoma dessa complexidade (em torno de 1Gpb), esperava-se
encontrar entre 20 a 30 mil genes expressos. Diversos fatores (ou a somatoria deles) podem
ser responsaveis por esse numero mais elevado de genes expressos identificados: a) a

utilizacdo de um pool de individuos (e ndo apenas um individuo). A variagdo entre individuos
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pode resultar em variantes alélicos de um mesmo gene, o0 que pode resultar em um numero
maior de genes expressos; b) para o Trinity, diferentes isoformas de um gene séo consideradas
diferentes transcritos. Essa pode ser uma das razdes do elevado nimero de genes expressos
encontrado; c) deve-se levar em consideracdo também a duplicacdo de genes expressos nos
peixes ligados ao metabolismo.

A Figura 4.1 apresenta 0 nimero de genes expressos em cada tecido analisado.

De 11.456 a 58.494 genes foram expressos nos sete tecidos analisados.
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Figura 4.1. Nimero de genes expressos em cada tecido analisado de Pseudoplatystoma reticulatum com FPKM
>1.

De acordo com a Figura 4.1, gonada foi o tecido que apresentou a maior
quantidade de genes expressos (58.494 genes expressos), seguido por hipéfise (35.870 genes
expressos), branquia (31.993 genes expressos) e rim (31.550 genes expressos). Em
contrapartida, muasculo branco foi o tecido que apresentou a menor quantidade de genes
expressos (11.456 genes expressos), seguido por figado (22.078 genes expressos) e muasculo
vermelho (25.730 genes expressos). A expressdao de transcritos por tecido apresentou
tendéncia parecida com a identificada em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss, Salem et al.,
2015), para a qual cérebro e testiculo apresentaram maior quantidade de genes expressos e
musculo branco, figado e musculo vermelho apresentaram menor quantidade de genes

eXpressos.
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5.6 ldentificacdo de Genes Constitutivos e com Expressdo Tecido-Especifica

Genes cujas funcOes e expressdes sdo favorecidas em um determinado tecido
ou tipo celular sdo conhecidos como genes tecido-especifico. Sua expressdo é fundamental
para manter a especificidade de um determinado tecido, ainda que possam ser expressos em
niveis muito baixos ou mesmo ndo ser expressos em outros tecidos. Sua identificacdo ajuda a
entender a relacdo existente gene e tecido (Xiao et al., 2010; She et al., 2009). Por outro lado,
genes expressos constitutivamente (em todos os tecidos ou na maioria deles), normalmente
tém o objetivo de manter as func¢des basicas de uma célula e sdo conhecidos como genes
housekeeping (Butte et al., 2001; She et al., 2009).

Neste estudo, o sequenciamento do transcriptoma de diferentes tecidos da
cachara possibilitou a identificacdo de genes housekeeping e tecido-especificos expressos seis
dos tecidos analisados: musculo branco, masculo vermelho, rim, figado, branquia e hipdfise.
As informacdes sobre 0s genes expressos na génada ndo foram incluidas, uma vez que o pool
continha amostras de ovario e testiculo juntas, o que poderia ser responsavel pela maior
quantidade de genes expressos neste tecido quando comparada aos demais.

Foram identificados nos seis tecidos um total de 37.917 genes tecido-
especificos e 7.456 genes housekeeping com FPKM > 1 e tamanho minimo de 200 pb. Pelo
grafico de Venn (Figura 4.2) é possivel visualizar os 7.456 genes housekeeping identificados
entre estes seis tecidos, além dos genes tecido-especificos para cada um destes seis tecidos.

A quantidade de genes tecido-especificos expressos por tecido, dentre os seis
tecidos considerados nesta analise, pode ser observada na Tabela 4.2.

Hipdfise expressou o maior nimero de genes tecido-especificos (32,3%),
seguido por branquia (20,0%) e rim (19,4%). Por outro lado, musculo branco expressou a
menor quantidade de genes tecido-especificos (2,0%), figado (13,0%) e masculo vermelho
(13,3%). Em relacdo aos genes housekeeping, foram encontrados em maior quantidade nas
branquias (20,2%), seguido por rim (20,0%) e hipofise (19,5%). Mdsculo branco expressou a
menor quantidade de genes housekeeping (8,9%), seguido por figado (14,2%) e musculo
vermelho (17,1%).

Dos 93.674 genes expressos, 37.917 genes foram considerados tecido-
especifico e 7.456 foram considerados housekeeping entre os seis tecidos analisados. Os

demais genes, foram expressos em dois ou mais tecidos, mas ndo em todos os tecidos.
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Figura 4.2. Diagrama de Venn evidenciando a expressdo de genes tecido-especifico e housekeeping nos seis
tecidos analisados do transcriptoma da cachara. As siglas CAR, CAF, CAV, CAB, CAQ e CAH na figura
correspondem aos tecidos rim, figado, musculo vermelho, misculo branco, branquias e hipofise de cachara,
respectivamente.

Tabela 4.2. Genes tecido-especifico identificados nos seis tecidos analisados

Tecido-Especifico

Hipofise 12.260
Branquia 7.600
Rim 7.348
Musculo Vermelho 5.036
Figado 4.919
Musculo Branco 754

TOTAL 37.917
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5.6.1 Genes expressos no musculo branco e no musculo vermelho

Comparado aos outros cinco tecidos analisados, musculo branco foi o tecido
que apresentou as menores quantidades de genes expressos (11.456) e genes tecido-especifico
(754). Os diagramas de Venn comparando 0s genes expressos no musculo branco com os
genes expressos nos outros quatro tecidos analisados podem ser visualizados na Figura 4.3.

A comparagdo entre 0S genes expressos no musculo branco e 0s genes
expressos no musculo vermelho é interessante. Dos 11.456 genes expressos no musculo
branco, 10.282 genes (praticamente 90%) também foram expressos no muasculo vermelho.
Apenas 1.174 genes expressos (aproximadamente 10%) foram expressos apenas no masculo
brancogenes tecido-especifico. Em contrapartida, dos 25.730 genes expressos no musculo
vermelho, 15.448 genes (60%) eram expressos apenas no musculo vermelho.

A maioria dos genes expressa no musculo branco também é expressa nos
outros tecidos analisados neste estudo (Figura 4.3). Esse resultado indica que a maioria dos
genes expressos pelo musculo branco possui um papel bioldgico relacionado as funcdes
celulares bésicas, necessarias para sustentacdo da vida, incluindo metabolismo, processos
celulares e regulacdo bioldgica. O musculo branco é um tecido que apresenta poucos genes
com funcdes especificas para este tecido. Provavelmente, os poucos genes tecido-especificos
expressos pelo masculo branco (células especializadas), sdo altamente expressos. Em estudo
desenvolvido por Salem et al. (2015) com a truta arco-iris, miosina e troponina estavam entre
o0s transcritos tecido-especificos mais altamente expressos no musculo branco. Ambas tém
importante papel na contracdo muscular. Transcritos caracteristicos do masculo lento foram
identificados no musculo vermelho (Cadeia de miosina leve, Troponina-I, Troponina-T lenta,
Cadeia pesada da miosina lenta) (Salem et al., 2015).

Neste sentido, o tecido muscular esquelético dos peixes constitui grande parte
da sua massa corporal (Bone, 1978). E formado por trés tipos de fibras musculares ou
musculos: branco, vermelho e rosa (ou intermediario), que, com base na sua velocidade de
contracdo muscular sdo classificadas em fibras de contracéo rapida (musculo branco) e fibras
de contracéo lenta (musculos vermelho e rosa). As fibras de contracdo rapida compreendem a
maior parte da massa muscular (aproximadamente 60%), e s@o recrutadas para movimentos
mais bruscos de natagdo, associados com movimentos de captura de presa e alimento e
escape. Constituidas por fibras musculares maiores, possuem metabolismo glicolitico;

apresentam reduzido contetdo de mioglobina, mitocéndrias e lipideos. Em relacéo as fibras
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de contracdo lenta, especificamente a musculatura vermelha compreende aproximadamente
30% do volume da massa muscular, esta restrita & regido da linha lateral e é formada por
fibras menores. Apresenta metabolismo oxidativo; alta concentracdo de mioglobina,
mitocondrias e lipideos e excelente suprimento sanguineo. E utilizada na realizacdo de
movimentos lentos e de sustentacdo da natacdo. A musculatura rosa é encontrada entre as
musculaturas branca e vermelha, e apresenta velocidade de contragdo e caracteristicas
metabolicas intermediarias (Carani et al., 2008; Mareco et al., 2015; Coughlin 1996).

Os peixes constituem, portanto, um modelo interessante para o estudo dos
processos bioldgicos, regulatérios e metabdlicos envolvidos na locomogao e no crescimento,
uma vez que as diferentes fibras que compdem seu tecido muscular esquelético encontram-se
anatdmica e funcionalmente separadas (e ndo entremeadas, como nos mamiferos) e o
mecanismo de hiperplasia nos peixes que atingem tamanhos maiores ndo cessa logo apds o
nascimento, como ocorre com os mamiferos (Altringham e Johnston, 1990; Coughlin 1996).
O crescimento muscular envolve processos de sintese e degradacdo de proteinas. Nestes
processos, centenas de genes estruturais e reguladores estdo envolvidos.

A montagem e a caracterizacdo do transcriptoma de uma espécie permitem
identificar sequéncias especificas de genes envolvidos com processos biolégicos importantes
para a producdo animal (Salem et al., 2012; Wang et al., 2009). Os resultados da expressao
tecido-especifico serdo importantes para revelar como os padrfes de expressao sao regulados
nos diferentes tecidos, além de contribuir com o estudo das vias metabdlicas nas quais eles

estdo envolvidos.
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Musculo Branco Rim

Musculo Branco Figado

Mdsculo Branco Hipofise Mdsculo Branco Branquia

Musculo Branco Musculo Vermelho

Figura 4.3. Gréficos/Diagramas de Venn apresentando a comparagdo da expressdo tecido-especifica e

housekkeping do musculo branco e outros cinco tecidos de Pseudoplatystoma reticulatum.
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6 CONCLUSOES

O sequenciamento com NGS e a montagem do transcriptoma da cachara
permitiu a identificacdo de genes expressos nos sete diferentes tecidos. 37.917 genes tecido-
especificos (transcritos com FPKM > 1, tamanho minimo de 200 pb) e 7.456 genes
housekeeping foram identificados em seis dos tecidos analisados. O padrdo de expressdo dos
genes tecido-especificos e housekeeping no mdsculo branco e no masculo vermelho da
cachara é interessante para o desenvolvimento de estudos de caracterizagdo funcional dos
genes e vias metabolicas envolvidos nos processos bioldgicos, regulatérios e metabdlicos da

locomocdo e do crescimento.
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CAPITULO 5

SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM DE NOVO E ANALISE DESCRITIVA DO
GENOMA MITOCONDRIAL COMPLETO DA CACHARA (Pseudoplatystoma

reticulatum)

1 RESUMO

A cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) € uma espécie de peixe Neotropical
de agua doce, pertencente a familia Pimelodidae (Siluriformes) e de relevante importancia
econdmica para o Brasil, porém, pouco ainda se conhece sobre sua biologia. A geracdo de
informacdes gendmicas, como a disponibilizacdo da sequéncia completa do genoma
mitocondrial (mitogenoma) de P. reticulatum, poderdo ajudar a aprofundar o conhecimento
biolégico. O mitogenoma completo da cachara foi obtido através do sequenciamento Illumina
(MiSeq e HiSeq) de oito bibliotecas de cDNA, montadas a partir de RNA total extraido de
sete diferentes tecidos coletados de 12 exemplares. Foi realizada a montagem de novo do
transcriptoma da cachara utilizando o software Trinity. Trés transcritos que alinhavam com o
mtDNA de outras espécies de peixes foram montados em uma sequéncia Unica utilizando o
programa SSAKE. A regido do D-Loop que néo foi transcrita, foi obtida por sequenciamento
Sanger. O mtDNA completo da cachara apresentou 16.576 pb de comprimento, 13 genes
codificadores de proteina, dois genes de rRNAs, 22 de tRNAs, além da regido controle (D-
Loop). O mitogenoma é composto por 24,63% de T; 28,47% de C; 31,45% de A e 15,44% de
G e apresentou a mesma estrutura basica, ordem e organizacdo génica observada em outras

especies de vertebrados. Com excecdo do gene codificador de proteina NADG e oito genes
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tRNAs, todos os demais genes mitocondriais localizaram-se na fita H. Este € o primeiro relato
da sequéncia completa do mtDNA de P. reticulatum. Espera-se que a disponibilizacdo desse
mitogenoma contribua para a realizacdo de estudos adicionais em diferentes areas, como
filogeografia, sistematica filogenética, genética de populacgdes, conservacdo e melhoramento
genético.

Palavras-chave: Mitogenoma; Siluriformes; RNA-Seq; Bagres; Recursos genéticos animais.
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SEQUENCING, DE NOVO ASSEMBLY AND COMPLETE DESCRIPTIVE
MITOCONDRIAL GENOME ANALYSIS OF CACHARA (Pseudoplatystoma

reticulatum)

2 ABSTRACT

Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) is a freshwater Neotropical fish
specie belonging to Family Pimelodidae (Siluriforms). It has relevant economical importance
to Brazil, but little is known about its biology. This is one of the factors that delay its effective
use in Brazil. Genomical information can boost the biological knowledge of the specie and
consequently enhance its production performance. Therefore, this study presents the
mitocondrial genome (mitogenome) complete sequence of P. reticulatum. The Cachara
complete mitogenome measured 16.576 pb in length and contains 13 encoding protein genes,
2 rRNA genes, 22 tRNA and control region (D-Loop). The mitogenome is composed by
24.63% of T; 28.47% of C; 31.45% of A and 15.44% of G and showed the same basic
structure, order and genic organization observed in other vertebrate species. Excepting protein
NADG6 encoding gene and eight tRNA, all other mitocondrial genes were located in H tape.
The P. reticulatum mitogenome showed the same basic structure, order and genic
organization observed in other vertebrate species. This is the first relate of the complete
mtDNA sequence of P. reticulatum. We hope that the availability of this mitogenome
contribute to further studies in different fields like phylogeography, phylogenetic systematics,

population genetics, conservation and breeding.

Key-words: Mitogenome, Siluriforms, RNA-Seq; Catfish; Animal genetic resources.
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3 INTRODUCAO

Algumas espécies de bagres neotropicais de agua doce, apresentam alto valor
comercial e crescente importancia para a aquicultura. Entra elas, destaca-se a cachara ou
surubim (Pseudoplatystoma reticulatum), que, apesar de apresentar relevancia econémica
para o setor produtivo aquicola, ainda precisa ter sua sua biologia melhor estudada (Bignotto
et al., 2009), fato que contribuiria para a expansao de seu cultivo.

As espécies do género Pseudoplatystoma (familia Pimelodidae, ordem
Siluriforme) sdo migratorias e distribuem-se ao longo das principais bacias hidrograficas da
América do Sul. O P. reticulatum Eigenmann e Eigenmann 1889 pode ser encontrado
exclusivamente nas bacias dos rios Paraguai-Parana, embora existam relatos de sua ocorréncia
na bacia Amazonica (Buitrago-Suarez & Burr, 2007; Torrico et al., 2009).

Informacgdes genéticas publicamente disponiveis para a cachara ainda séo
escassas e baseiam-se na caracterizacdo da diversidade genética, através do uso dos
marcadores moleculares classicos: microssatélites (Prado et al., 2014) e sequéncias parciais de
genes nucleares e mitocondriais (Hashimoto et al., 2013; Pereira et al., 2013; Carvalho et al.,
2012; Carvalho et al., 2011; Carvalho-Costa et al., 2011; Prado et al., 2011; Bignotto et al.,
2009; Torrico et al., 2009). Espera-se alterar esse cenario com a aplicacdo de tecnologias de
sequenciamento de alto desempenho ou de nova geracdo (NGS). Dados gendmicos amplos
gerados para a espécie possibilitardo o desenvolvimento de ferramentas ndo apenas para
atender estudos de filogenia, filogeograficos, de estrutura e diversidade genética de
populacdes selvagens, mas também para alavancar a area de producdo aquicola, permitindo a
avaliacdo e o gerenciamento de plantéis de reprodutores, a estruturacdo de programas de
melhoramento genético que foquem avangos na produtividade, e a manutengdo de bancos de

germoplasma caracterizado (Yéafez et al., 2015).
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Genes e regides especificas do DNA mitocondrial (mtDNA) vém sendo
amplamente utilizados nos estudos de filogenia, evolugéo das espécies, filogeografia, genética
de populacbes, e genética da conservacdo (Borba et al., 2013a, b; Hahn et al., 2013; Sosa et
al., 2012), devido as suas caracteristicas estruturais e funcionais. A grande maioria dos
estudos foi realizada com base no sequenciamento e analise de uma combinacdo de genes
mitocondriais, como forma de melhorar a acurdcia dos dados. Contudo, uma nova tendéncia
se iniciou nos ultimos oito anos, com analises utilizando o sequenciamento completo do
mtDNA (e.g., Alam et al., 2014; Powell et al., 2013; Yu et al., 2007).

Milhares de espécies ja tém seu genoma mitocondrial (mitogenoma)
completamente sequenciado e disponibilizado em bases de dados publicas (Hahn et al., 2013).
Dos 91 mitogenomas de peixes da ordem Siluriformes publicados no GenBank (Agosto,
2015), apenas quatro pertencem a espécies da familia Pimelodidae. No presente trabalho é
relatada a sequéncia completa do genoma mitocondrial de P. reticulatum (Pimelodidae),
obtida a partir de uma montagem de novo gerada a partir do sequenciamento de RNA (RNA-

seq) de diferentes tecidos da espécie.



114

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem, Extracdo de RNA Total, Confeccdo dos Pools de RNA Total e das
Bibliotecas de cDNA, Sequenciamento e Montagem de novo do Transcriptoma da

Cachara

A amostragem das 12 cacharas, extracdo de RNA total e confeccdo dos sete
pools de RNA total de cada tecido da cachara e do pool com amostras de RNA de todos 0s
tecidos, a construgéo das oito bibliotecas de cDNA das cacharas,os sequenciamentos Illumina
HiSeq 2000 e lllumina MiSeq V3 e a montagem de novo do transcriptoma da cachara foram
descritas em Material e Métodos, no Capitulo 3.

Apos a montagem de novo do transcriptoma da cachara, utilizando o programa
BLAST, foram identificados trés transcritos que alinhavam com o mtDNA de outras espécies
de peixes. Para montar esses transcritos em uma unica sequéncia, foram utilizadas as super-
reads geradas a partir das reads de MiSeq e o programa SSAKE (Warren et al., 2007). Como
0 sequenciamento foi feito a partir de cDNA, ndo foi possivel recuperar toda a regido controle

(D-Loop). Sua sequéncia e tamanho foram determinados por sequenciamento Sanger.

4.2 Sequenciamento da Regido Controle (D-Loop)

Parte da sequéncia da regido controle (D-Loop) do mtDNA de P. reticulatum
foi obtida com o sequenciamento de um fragmento amplificado a partir de DNA gendmico

isolado dos 12 individuos utilizados para amostragem de RNA com os iniciadores 5’-



115

CTCTTCCTGCACCCTACCAA-3’ ¢ 5’-ATTGAGGGCATTCTCACAGG-3'. Os produtos
de PCR obtidos foram purificados enzimaticamente com ExoSAP-IT e sequenciados nos dois
sentidos com um sequenciador automatizado (ABI Prism 3100) com quimica BigDye
Terminator v3, segundo as instrucdes do fabricante.

As sequéncias obtidas foram processadas, montadas e alinhadas
automaticamente utilizando os programas Phred (Ewing & Green, 1998; Ewing et al.,1998) e
Phrap. Os contigs gerados foram observados com o programa Consed (Gordon et al., 2004).
As sequéncias obtidas de cada individuo foram alinhadas com ClustalW para identificacao de

polimorfismos e obtencéo da sequéncia consenso do D-Loop.

4.3 Anotacao dos Genes Mitocondriais

Os genes codificadores de proteina do mtDNA de P. reticulatum foram
anotados inicialmente de forma manual, utilizando a ferramenta NCBI/BLASTX em uma
pesquisa contra 0 genoma mitocondrial de P. magdaleniatum (NC_026526.1) e P. corruscans
(NC_026846.1). Genes tRNAs e suas estruturas secundarias foram identificadas com o
software tRNAScan-SE 1.21 (Lowe & Eddy, 1997), utilizando parametros padrdo. Os genes
rRNA e tRNASCCT) foram identificados por similaridade contra os mitogenomas de P.
magdaleniatum e P. corruscans. Para confirmar a anotacdo manual do mitogenoma de P.
reticulatum, foram utilizados os anotadores automaticos MitoAnnotator (Iwasaki et al., 2013),
DOGMA (Wyman et al., 2004) e MITOS (Bernt et al., 2013).

Composicdo de bases nucleotidicas dos mitogenomas e uso de codons foram
determinados utilizando os softwares Bioedit v 7.2.5 e MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013),
respectivamente. A origem da replicacdo da fita L (OL) foi definida por alinhamento com
sequéncias anotadas de outras espécies, assim como os elementos regulatérios da regido

controle ndo codificadora.

4.4. Comparagdes entre os mitogenomas de Cinco Bagres da Familia Pimelodidae

ComparagOes entre os mitogenomas de P. reticulatum e de outros quatro

bagres da familia Pimelodidae disponiveis no GenBank: P. magdaleniatum (acesso GenBank:
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NC_026526.1), P. corruscans (acesso GenBank: NC_026846.1), Pimelodus pictus (acesso
GenBank: NC_015797.1) e Sorubim cuspicaudus (acesso GenBank: NC_026211.1) foram

realizadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RNA-Seq e Montagem do Genoma Mitocondrial de P. reticulatum

O sequenciamento MiSeq (lllumina) da biblioteca de cDNA gerada a partir de
amostras de todos os sete tecidos coletados produziu 28.721.880 de sequéncias (300 pb de
comprimento) de alta qualidade (60,83% do total de fragmentos sequenciados). A combinacgéo
dessas sequéncias produziu aproximadamente 12 milhGes de super-reads, com comprimento
médio de 392 pb (Figura 3.1). J& o sequenciamento paired-end Illumina Hiseq 2000 das sete
bibliotecas de cDNA de tecidos individuais produziu 429.706.374 de sequéncias (100 pb) de
alta qualidade (96,6% dos fragmentos sequenciados). O resultado do sequenciamento de cada
uma das sete bibliotecas de cDNA da cachara € apresentado na Tabela 3.1. InformacGes
detalhadas sobre os resultados referentes ao sequenciamento das bibliotecas de cDNA da
cachara foram apresentadas em Resultados e Discussdo, no Capitulo 3.

A montagem de novo do transcriptoma da cachara gerou 312.766 contigs e
187.216 genes (Tabela 4.1). Trés desses transcritos, contendo 9.069 pb, 3.798 pb e 1.692 pb,
apresentaram elevada homologia com 0 mtDNA de outras espécies de peixes. A montagem
desses trés transcritos resultou em uma unica sequéncia de 16.281 pb.

A regido controle (D-Loop) apresentou 481 pb. Seu alinhamento com a
sequéncia de cDNA montada (16.281 pb), resultou em uma sequéncia final completa do
mtDNA de P. reticulatum com 16.576 pb, revelando que apenas 295 pb do genoma
mitocondrial ndo foram efetivamente transcritos. Essa sequéncia sera depositada no GenBank.

Genomas mitocondriais completos geralmente sdo obtidos através do
sequenciamento de DNA. Nos ultimos cinco anos, tem se intensificado o uso das tecnologias

de sequenciamento de nova geracdo para essa finalidade, na maioria das espécies animais,
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inclusive para as espécies piscicolas, como por exemplo Rhincodon typus (Alam et al., 2014);
Petrochromis trewavasae e Tropheus moorii (Fischer et al., 2013); Pseudoplatystoma
magdaleniatum (Rangel-Medrano et al., 2015); Sorubim cuspicaudus (Restrepo-Escobar et
al., 2014), dentre outras. Por outro lado, a montagem de mitogenomas a partir de DNA
mitocondrial transcrito, ou seja, a partir do sequenciamento de mMRNA (RNA-Seq), como a
realizada no presente estudo, ainda ndo € uma pratica comum. Apenas dois estudos seguindo
essa estratégia puderam ser identificados na literatura (Mu et al., 2015, Heidtmann, 2014).
Sendo assim, a montagem e caracterizacdo do DNA mitocondrial da cachara a partir de RNA-
Seq revelou-se um trabalho pioneiro, em especial para as espécies piscicolas no Brasil, além
de ser o primeiro mitogenoma completo relatado para a espécie P. reticulatum.

5.2 Anotacdo do Genoma Mitocondrial de P. reticulatum

As anotacdes do mtDNA de P. reticulatum obtidas de forma manual e com os
anotadores automaticos DOGMA (Tamura et al., 2013), MITOS (Bernt et al., 2013) e
MitoAnnotator (Iwasaki et al., 2013) podem ser visualizadas no Arquivo Suplementar 1.

A comparacdo da anotacdo manual com as anota¢fes geradas pelos anotadores
automaticos revelou diferencas de até 23 pb no tamanho dos genes rRNAs (12S e 16S) e de
até 96 pb no tamanho de oito genes codificadores de proteinas (NAD1, NAD2, COX1, COX2,
NAD3, NAD4L, NAD4 e NAD5). Consequentemente, as posigdes iniciais e/ou finais desses
mesmos genes também diferiram entre os resultados obtidos com os diferentes métodos
utilizados. Particularmente, 0 gene NAD6 quando anotado pelo MitoAnnotator apresentou o
mesmo tamanho da anotacdo manual, porém sua posicdo inicial e final foi diferente. As
diferencas comentadas podem ser visualizadas no Anexo A.

Genes tRNAs foram anotados de forma semelhante com o software tRNAScan
(utilizado na anotacdo manual) e pelos anotadores automaticos MitoAnnotator e MITOS, com
excecdo do gene tRNASCC entre as posicdes 11.823 e 11.889 do mtDNA, que néo foi
identificado na anotacdo manual. Os genes tRNAP'CAY (5087-5157) e tRNAMeUTCE)
(15.690-15.789) foram identificados apenas na anotacdo realizada com o DOGMA. O
DOGMA também identificou os genes tRNAPPAA) (7.039-7.109) e tRNAASPACE) (7.892-
7.965) ao invés dos genes tRNAS(TCA e tRNALSTTD respectivamente, identificados pelos

outros méetodos nestas mesmas posicoes.
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Genes codificadores de proteina foram anotados de forma idéntica ao se
utilizar os anotadores automaticos MitoAnnotator e DOGMA. Os genes rRNAs foram
anotados de forma semelhante com o MitoAnnotator e com a anotacdo manual. A regido
codificadora (D-Loop) foi anotada apenas pelo anotador automatico MitoAnnotator, além da
anotacdo manual.

Como as diferengas encontradas entre a anotagdo manual e a anotagédo
realizada pelo anotador automatico MitoAnnotator foram pequenas, e como 0 MitoAnnotator
fornece o mapa circular do DNA mitocondrial analisado e um arquivo de saida com o0s
resultados no formato GenBank, sua anotacdo foi a selecionada para ser depositada no
GenBank e para ser descrita no presente trabalho (Tabela 5.1).

5.3 Organizagdo do Genoma Mitocondrial de P. reticulatum

O mitogenoma do P. reticulatum possui todos os 37 genes estruturais
mitocondriais observados na maioria dos vertebrados (Tabela 5.1, Figura 5.1). Os genes
mitocondriais localizam-se nas duas fitas do mitogenoma, designadas como L (light) e H
(heavy). Seguindo o padrdo previamente estabelecido para os vertebrados, apenas o gene
NADH desidrogenase subunidade 6 (NADG) e 8 genes tRNAs (tRNACNTTE) tRNAAATCC)
tRNAATCT {RNASSCCA tRNATYCTA  {RNASTTCA)  tRNACUTTC) o tRNAPT(TCC)) estio
localizados na fita L do mitogenoma de P. reticulatum. Os demais genes s@o codificados pela
fita H.
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Tabela 5.1. Anotacdo do genoma mitocondrial completo de Pseudoplatystoma reticulatum

(16.576 pb) gerada com o anotador automéatico MitoAnnotator (lwasaki et al., 2013)

Genes Fita? , POSi(}éO (Pb)_ Tamanho | Nucleotideos Cédon Anti
Inicio® Fim® (pb)ed Intergénicos® | Start | Stopf codon

tRNAPe H 1 69 69 0 GAA

rRNA 125 H 70 1030 (5) 961(5) 0

tRNAVal H 1031 1102 72 0 TAC

rRNA 16S H 1103 2782 1680 0

tRNALeU (TAY) H 2783 2857 75 1 TAA

NAD1 H 2859 3830 972 1 ATG TAA

tRNA!® H 3832 3903 72 -1 GAT

tRNACI L 3903 3973 71 -1 TTG

tRNAMet H 3973 4042 70 0 CAT

NAD2 H 4043 5087 (96) | 1045 (948) 0 ATG | T

tRNAT® H 5088 5158 71 18 TCA

tRNAAR L 5177 5245 69 1 TGC

tRNAAS L 5247 5319 73 0 GTT

ot - 5320 5348 29 0

tRNASYS L 5349 5415 67 1 GCA

tRNAD" L 5417 5486 70 1 GTA

COX1 H 5488 7038 1551 0 GTG TAA

tRNASer (TGA) L 7039 7109 71 4 TGA

tRNAASP H 7114 7186 73 14 GTC

COX2 H 7201 7891 691 0 ATG T

tRNALYS H 7892 7965 74 1 TTT

ATP8 H 7967 8134 168 -10 ATG TAA

ATP6 H 8125 8807 683 0 ATG TA

COX3 H 8808 9591 784 0 ATG T

tRNASY H 9592 9664 73 0 TCC

NAD3 H 9665 (-51) 10013 349 (51) 0 ATG T

tRNAAT H 10014 10084 71 0 TCG

NADAL H 10085 10381 (18) | 297 (18) -7 ATG | TAA

NADA4 H 10375 11752 1378 0 ATG T

tRNAHis H 11753 11822 70 0 GTG

tRNASer H 11823 11889 67 5 GCT

tRNALeY H 11895 11967 73 0 TAG

NAD5 H | 11968 (-54) | 13794 (42) | 1827 (96) -4 ATG | TAA

NAD6 L 13791 (-3) | 14306 (-3) 516 0 ATG | TAA

tRNACW L 14307 14375 69 1 TTC

CYTb H 14377 15514 1138 0 ATG T

tRNAT H 15515 15586 72 -2 TGT

tRNAPr L 15585 15654 70 0 TGG

D-Loop - 15655 16576 922

2 Fita: H = heavy (+); L = light (-).
b NUmeros entre parénteses indicam diferencas nas posices iniciais ou finais em relagéo as posicdes observadas

com a anotagdo manual.

¢ Genes codificadores de proteina com stop cédon.
4 Ntmeros entre parénteses indicam diferencas no tamanho dos genes em relagdo ao tamanho observado com a
anotacdo manual.
¢ Numeros positivos indicam nucleotideos separando dois genes adjacentes. NUmeros negativos indicam
sobreposicao de nucleotideos.
T ou TA indicam stop codon incompleto.
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Figura 5.1. Mapa de organizacdo dos genes mitocondriais de Pseudoplatystoma reticulatum
gerado com o MitoAnnotator. Genes codificadores de proteina, tRNAs, rRNAs e a regido ndo
codificadora sdo mostrados em diferentes cores. Genes localizados dentro do circulo no mapa
indicam genes codificados na fita light (L) do mitogenoma.

O comprimento das regides espacadoras intergénicas observado foi de 48 pb
em 11 regibes (Tabela 5.1). As sobreposi¢cOes entre 0s genes codificadores ATP8 e ATP6 (10
nucleotideos), NAD4L e NAD4 (7 nucleotideos) e NAD5 e NADG6 (4 nucleotideos) observadas
no mitogenoma de P. reticulatum sdo comuns entre os vertebrados, no entanto, sua extenséo
pode variar de uma especie para outra, inclusive nos peixes (Broughton et al., 2001; Guo et
al., 2008; Fischer et al., 2013; Hrbek & Farias, 2008; Jiang et al., 2014; Kim & Lee et al.,
2004; Mu et al., 2015; Prosdocimi et al., 2011).
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Como na maioria dos vertebrados, apenas o gene codificador de proteina COX1
de P. reticulatum apresentou GTG como start cédon, e ndo o convencional ATG apresentado
pelos demais genes codificadores de proteinas. Sete genes apresentaram stop codon
incompleto: T (NAD2, COX2, COX3, NAD3, NAD4 e CYTB) e TA (ATP6). Os demais genes
apresentaram o stop codon completo TAA (Tabela 5.1). A presenca de stop codons
incompletos nos genes codificadores de proteinas é uma caracteristica comum dos genes
mitocondriais dos vertebrados e de inimeras espécies de peixes (por exemplo: Alam et al.,
2014; Jiang et al., 2014; Kartavtsev et al.,2007; Mu et al., 2015).

A composicdo nucleotidica dos genes codificadores de proteina do genoma
mitocondrial completo de P. reticulatum observada foi A: 30,26%; C: 30,12%; T: 25,36%; e
G: 14,26% (Tabela 5.2). O conteudo AT foi maior que o conteudo GC. Os resultados
observados refletem o tradicional viés contra o nucleotideo guanina (G) na fita L (fita senso
para todos os genes codificadores de proteina, com excecdo de NADG6), que foi mais
pronunciado na 3? posicdo dos cédons (5,12%). O viés negativo em relacdo a presenca do
nucleotideo G na 32 posicdo do cddon dos genes codificadores de proteinas do mitogenoma
também foi reportado em Danio rerio (Broughton et al., 2001), Oreochromis niloticus e O.
aureus (He et al., 2011), Arapaima gigas (Hrbek & Farias, 2008), Macropodus opercularis
(Mu et al., 2015), dentre outras espécies.

De acordo com Fonseca et al. (2008), Meyer (1993) e Clayton (1991), os genes
codificadores de proteina sdo caracterizados por um viés na composi¢ao nucleotidica: a fita H
é ricaem G e T (viés contra C e A), enquanto a fita L é ricaem A e C (viés contra G e T).
Esse viés na composicdo nucleotidica pode ser explicado pela exposi¢édo da fita H como fita
simples de DNA por um periodo de tempo mais longo durante a replicacdo assimétrica do
genoma mitocondrial circular. O DNA fita simples é mais susceptivel a mutacdes,
especialmente a desaminacgdo do nucleotideo Citosina na fita H, que resulta em um forte viés
contra C na fita H e, consequentemente, um forte viés contra G e a favor do nucleotideo A na
fita L.



Tabela 5.2. Composicdo de bases nucleotidicas dos genes codificadores de proteinas, rRNAs, tRNAs e da regido controle encontrados no

mitogenoma de Pseudoplatystoma reticulatum

Tamanho Composicéo de Bases Nucleotidicas i ,

Gene (b) T(U) (%) C (%) A (%) G (%) Contetido GC (%) | Conteddo AT (%)
Codificador de proteina* 11.399 | 25,36 (40,70) | 30,12 (9,30) | 30,26 (13,76) | 14,26 (36,24) | 44,38 (45,54) 55,62 (54,46)

12 posigdo do codon 3.804 | 20,59 (33,14) | 27,69(8,72) | 26,97 (12,79) | 24,75 (45,35) 52,44 (54,07) 47,56 (45,93)

22 posicdo do cédon 3.798 | 40,52 (45,93) | 27,44 (16,28) | 19,15(12,21) | 12,88 (25,58) 40,32 (41,86) 59,68 (58,14)

3?2 posicdo do cédon 3.797 | 14,96 (43,02) | 35,24 (2,91) | 44,68 (16,28) 5,12 (37,79) 40,36 (40,70) 59,64 (59,30)
tRNA 1.562 27,21 21,45 28,94 22,41 43,85 56,15
rRNA 2.641 20,94 25,03 19,99 20,94 45,02 54,98
Regido Controle 922 33,51 21,69 31,45 13,23 34,92 64,97

* Composic¢do de bases nucleotidicas dos 12 genes codificadores de proteina localizados na fita H. A composicéo de bases para o gene NADS, localizado na fita L é mostrada

entre parénteses.
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Os codons complementares aos tRNAs foram os mais frequentemente
utilizados no mitogenoma de P. reticulatum, com excecdo da metionina, alanina e
treonina. O cdédon CUA (leucina) foi o mais utilizado, enquanto GCG (cédon da
alanina) foi o menos utilizado. O conteddo AT foi sempre maior que o GC em qualquer
das 3 posi¢cdes do cddon (Tabela 5.3). Broughton et al. (2001), mencionam que dos
possiveis cddons de um aminoacido (especificamente cddons terminando em A ou C,
com excecdo da metionina, cujo cédon termina em G), apenas um (ocasionalmente dois)
é complementar ao anticodon do tRNA que o serve.

Entre os aminoécidos fourfold de P. reticulatum, os co6dons
complementares aos tRNAs que terminavam em A foram os mais frequentes. Entre os
aminoacidos twofold, C foi o nucleotideo mais usado na 3* posicdo do cddon.
Consistente com o viés contra G na fita H, o nucleotideo G foi 0 menos frequente na 32
posicdo do codon. Esse padrao é semelhante ao identificado em Danio rerio (Broughton
et al., 2001) e na maioria dos vertebrados.



Tabela 5.3. Padréo de utilizacdo de codons do mitogenoma de P. reticulatum

Aminoéacido Cédon | Numero? | Frequéncia (%) | RSCUP Aminoacido Coédon | Numero? | Frequéncia (%) | RSCUP
Fenilalanina (Phe/F) Uuu 81 1,47 0,76 Tirosina (Tyr/Y) UAU 102 1,85 0,94
uuc* 132 2,39 1,24 UAC* 114 2,06 1,06
Leucina (Leu/L) UUA* 113 2,05 1 Stop UAA 86 1,56 1,54
UuUG 39 0,71 0,35 UAG 52 0,94 0,93
Cuu 107 1,94 0,95 Histidina (His/H) CAU 67 1,21 0,64
CcucC 93 1,68 0,83 CAC* 143 2,59 1,36
CUA* 269 4,87 2,39 Glutamina (GIn/Q) CAA* 131 2,37 1,43
CUG 54 0,98 0,48 CAG 52 0,94 0,57
Isoleucina (lle/l) AUU 156 2,82 0,99 Asparagina (Asn/N) AAU 113 2,05 0,83
AUC* 158 2,86 1,01 AAC* 160 2,90 1,17
Metionina (Met/M) AUA 141 2,55 1,39 Lisina (Lys/K) AAA* 179 3,24 1,42
AUG* 62 1,12 0,61 AAG 74 1,34 0,58
Valina (Val/V) GUU 46 0,83 0,83 Acido Aspartico (Asp/D) GAU 44 0,80 0,68
GUC 45 0,81 0,81 GAC* 86 1,56 1,32
GUA* 99 1,79 1,78 Acido Glutamico (GIU/E) | GAA* 94 1,70 1,31
GUG 32 0,58 0,58 GAG 50 0,91 0,69
Serina (Ser/S) ucu 67 1,21 0,9 Cisteina (Cys/C) uGuU 34 0,62 0,89
ucc 96 1,74 1,29 UGC* 42 0,76 1,11
UCA* 106 1,92 1,42 Triptofano (Trp/W) UGA* 96 1,74 1,44
UCG 21 0,38 0,28 UGG 37 0,67 0,56
Prolina (Pro/P) Ccu 122 2,21 1,11 Arginina (Arg/R) ccu 23 0,42 0,66
CCC 141 2,55 1,28 CGC 41 0,74 1,18
CCA* 142 2,57 1,29 CGA* 60 1,09 1,73
CCG 34 0,62 0,31 CGG 15 0,27 0,43
Treonina (Thr/T) ACU 132 2,39 1,11 Serina (Ser/S) AGU 45 0,81 0,6
ACC 153 2,77 1,29 AGC* 113 2,05 1,51
ACA* 150 2,72 1,26 Stop AGA 38 0,69 0,68
ACG 41 0,74 0,34 AGG 48 0,87 0,86
Alanina (Ala/A) GCU 58 1,05 0,76 Glicina (Gly/G) GGU 40 0,72 0,64
GCC 123 2,23 1,62 GGC 76 1,38 1,22
GCA* 111 2,01 1,46 GGA* 86 1,56 1,38
GCG 12 0,22 0,16 GGG 47 0,85 0,76

Tabela 5.3. continuacéo.

125



Aminoacido Cédon | Numero? | Frequéncia (%) | RSCUP Aminoacido Cédon | Numero® | Frequéncia (%) | RSCUP
Fenilalanina (Phe/F) 1,47 Tirosina (Tyr/Y) 1,85
uuu 81 0,76 UAU 102 0,94
2,39 2,06
uuc* 132 1,24 UAC* 114 1,06
Leucina (Leu/L) 2,05 Stop 1,56
UUA* 113 1 UAA 86 1,54
0,71 0,94
UuUG 39 0,35 UAG 52 0,93
1,94 Histidina (His/H) 1,21
CuUU 107 0,95 CAU 67 0,64
1,68 2,59
CuUC 93 0,83 CAC* 143 1,36
4,87 Glutamina (GIn/Q) 2,37
CUA* 269 2,39 CAA* 131 1,43
0,98 0,94
CUG 54 0,48 CAG 52 0,57
Isoleucina (lle/l) 2,82 Asparagina (Asn/N) 2,05
AUU 156 0,99 AAU 113 0,83
2,86 2,90
AUC* 158 1,01 AAC* 160 1,17
Metionina (Met/M) 2,55 Lisina (Lys/K) 3,24
AUA 141 1,39 AAA* 179 1,42
1,12 1,34
AUG* 62 0,61 AAG 74 0,58
Valina (Val/V) 0,83 Acido Aspartico (Asp/D) 0,80
GUU 46 0,83 GAU 44 0,68
0,81 1,56
GUC 45 0,81 GAC* 86 1,32
1,79 Acido Glutamico (GIu/E) 1,70
GUA* 99 1,78 GAA* 94 1,31
0,58 0,91
GUG 32 0,58 GAG 50 0,69
Serina (Ser/S) 1,21 Cisteina (Cys/C) 0,62
uCu 67 0,9 UGU 34 0,89
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1,74 0,76
ucc 96 1,29 UGC* 42 1,11
1,92 Triptofano (Trp/W) 1,74
UCA* 106 1,42 UGA* 96 1,44
0,38 0,67
UCG 21 0,28 UGG 37 0,56
Prolina (Pro/P) 2,21 Arginina (Arg/R) 0,42
CCcu 122 111 CGU 23 0,66
2,55 0,74
CcC 141 1,28 CGC 41 1,18
2,57 1,09
CCA* 142 1,29 CGA* 60 1,73
0,62 0,27
CCG 34 0,31 CGG 15 0,43
Treonina (Thr/T) 2,39 Serina (Ser/S) 0,81
ACU 132 1,11 AGU 45 0,6
2,77 2,05
ACC 153 1,29 AGC* 113 1,51
2,72 Stop 0,69
ACA* 150 1,26 AGA 38 0,68
0,74 0,87
ACG 41 0,34 AGG 48 0,86
Alanina (Ala/A) 1,05 Glicina (Gly/G) 0,72
GCU 58 0,76 GGU 40 0,64
2,23 1,38
GCC 123 1,62 GGC 76 1,22
2,01 1,56
GCA* 111 1,46 GGA* 86 1,38
0,22 0,85
GCG 12 0,16 GGG 47 0,76

3 NUmero de codons; ® RSCU — Utilizagdo Relativa de Codons Sinénimos (Relative Synonymous Codon Usage).
* Codons complementares aos genes tRNAs.
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A composi¢do de bases de cada gene codificador de proteina do mtDNA
de P. reticulatum é apresentada na Tabela 4.4. Os 12 genes codificados na fita L (que
serve de molde para o gene NADG6 e codifica todos os outros genes codificadores de
proteina) apresentaram composi¢do nucleotidica mais rica em Adenina (A) e citosina
(C). O viés esperado contra 0s nucleotideos guanina (G) e timina (T) também foi
observado. Os resultados alcangados estdo de acordo com os relatos de Fonseca et al.
(2008) e Clayton (1991). Na fita H (que codifica apenas o gene NADG e serve de molde
para 0S outros genes), observou-se maior presenca de T (40,70%) e G (36,24%) e um
acentuado viés contra o nucleotideo C (9,30%). Esse resultado esta de acordo com as
afirmacdes de diversos autores que também identificaram um acentuado viés contra o
nucleotideo C (citosina) no gene NAD6 (Fonseca et al., 2008; Clayton, 1991;
Broughton et al., 2001; Fischer et al., 2013; Hrbek & Farias, 2008; Kartavtsev et al.,
2007; Kim & Lee et al., 2004, dentre outros).

Tabela 5.4. Composicdo de bases nucleotidicas (% do numero total) dos genes
codificadores de proteina do mitogenoma de P. reticulatum

Gene Tamanho Composicéo de Bases Nucleotidicas Contelido | Conteudo
(pb) TU) (%) | C(%) | A(%) | G(%) | GC (%) AT (%)
NAD1 972 25,00 30,45 30,76 13,79 44,24 55,76
NAD?2 1045 20,77 33,88 33,30 12,06 45,93 54,07
COX1 1551 27,21 26,76 28,18 17,86 44,62 55,38
COX2 691 25,33 27,21 31,84 15,63 42,84 57,16
ATPS8 168 25,00 27,38 35,71 11,90 39,29 60,71
ATP6 683 25,77 30,45 31,33 12,45 42,90 57,10
COX3 784 26,15 29,46 27,81 16,58 46,05 53,95
NAD3 349 29,51 30,37 25,79 14,33 44,70 55,30
NAD4L 297 23,91 35,02 24,58 16,50 51,52 48,48
NAD4 1378 25,76 28,74 31,20 14,30 43,03 56,97
NAD5 1827 24,90 30,27 32,24 12,59 42,86 57,14
NAD6 516 40,70 9,30 13,76 36,24 45,54 54,46
CYTb 1138 25,66 31,81 29,00 13,53 45,34 54,66

5.4 Genes rRNA e tRNA

Obedecendo ao padréo verificado no mtDNA da maioria dos vertebrados,
dentre os genes tRNA que compdem o mitogenoma de P. reticulatum, foram
identificadas as duas serinas (TGA e GCT) e as duas leucinas (TAA e TAG).
Sobreposigdes foram observadas entre os genes tRNA" e tRNAC"M (1 pb), tRNACM ¢
tRNAMet (1 pb) e tRNA™ e tRNAP® (2 pb). Os anticdons dos genes tRNAs do
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mitogenoma de P. reticulatum correspondem aos anticédons do cddigo genético
mitocondrial dos vertebrados (Tabela 5.1). Com excecéo do gene tRNAS(CCD, todos os
outros dobraram-se nas tipicas estruturas secundarias de folha de trevo, que foram
preditas pelo software tRNAScan. Normalmente, elas apresentam 7 pb no braco do
aminoacido e no braco do anticodon do loop, 5 pb nos bragos T¥C e anticodon e 4 pb
no braco DHU (BROUGHTON et al., 2001; HRBEK e FARIAS, 2008; KIM e LEE et
al.,, 2004). No entanto, variacbes de tamanho e posicdo ou composicdo de bases
nucleotidicas e/ou residuos dos bracos e diversos pareamentos ndo complementares
foram identificados na maioria das estruturas secundarias dos genes tRNAs de P.
reticulatum (Anexo B).

5.5 Regido Controle (D-Loop)

A regido controle de P. reticulatum esta localizada entre o0s genes
tRNAP™ e tRNAP", e apresentou 922 pb de comprimento, sendo que um total de 295 pb
dessa sequéncia foi identificado por sequenciamento Sanger. A regido controle do
mitogenoma de P. reticulatum foi mais rica em AT (64,97%, Tabela 5.2) do que o
mitogenoma completo (56,08%).

Dois elementos estruturais foram identificados na regido central (a menos
polimorfica) da regido controle de P. reticulatum com base no alinhamento com as
sequéncias da regido controle de Macropodus opercularis (Mu et al., 2015) e Danio
rerio (Broughton et al., 2001): a regido central CSB2 (TAAACCCCCCTACCCCCQC), que
apresentou 94% de similaridade com CSB2 de Macropodus opercularis e 88% com
CBS de Danio rerio e CSB3 (TGTCAAACCCCTAAACCA), que apresentou 100% de
similaridade com CSB3 de Danio rerio e 70% com o de Macropodus opercularis. A
regido controle que contém a origem da replicagdo da fita L (OL) foi identificada entre
os genes tRNA”" e tRNA®Y, possuindo 29 pb de comprimento (5’-CTT TCC CCG
CCG CCT TAA AAA GGC GGG GA-3”).



130

5.6 Comparacao dos Genomas Mitocondriais Completos de Cinco Espécies de
Bagres da Familia Pimelodidae

A anélise comparativa do mitogenoma de P. reticulatum montado neste
estudo com quatro mitogenomas completos de bagres da familia Pimelodidae
disponiveis no GeneBank (Pseudoplatystoma corruscans, Pseudoplatystoma
magdaleniatum, Sorubim cuspicaudus e Pimelodus pictus) revelou que a estrutura, o
contetdo e a ordem dos genes estruturais mitocondriais desses cinco mitogenomas é
semelhante (Tabela 5.5 e Anexo C).

A composicdo nucleotidica do genoma mitocondrial completo de P.
reticulatum foi A: 31,45%; C: 28,47%; T: 24,63%; e G: 15,44%. A composicdo total de
bases dos mitogenomas de P. corruscans, P. magdaleniatum, Pimelodus pictus e S.
cuspicaudus foi similar (Tabela 5.6). De forma semelhante, o contetdo GC (43,92%) do
mitogenoma de P. reticulatum foi menor que o contetdo AT (56,08%). O mesmo
padrdo foi observado no mitogenoma das outras quatro espécies analisadas, o que
confirma o viés contra G existente na composicdo nucleotidica dos mitogenomas da
maioria dos vertebrados (Broughton et al., 2001; Fischer et al., 2013; Guo et al., 2008).

Com excecdo de P. corruscans (16.123 pb), as outras quatro espécies
apresentaram mitogenomas com tamanhos semelhantes ao de P. reticulatum, variando
entre 16.544 pb e 16.576 pb de comprimento (Tabela 5.5). O comprimento total de
nucleotideos dos genes codificadores de proteina, rRNAs, tRNAs e D-Loop de P.
reticulatum foi 11.399 pb, 2.641 pb, 1.562 pb e 922 pb, correspondendo a 68,8%,
15,9%, 9,4% e 5,6% do genoma, respectivamente. Esses tamanhos sdo semelhantes aos
das outras quatro espécies analisadas (Tabela 5.5), com exce¢do do tamanho dos genes
ribossomais de P. corruscans, cujo comprimento total de nucleotideos (2.193 pb) foi
menor quando comparado ao das demais especies (2.626 pb, em média).

Essa variacdo esta relacionada ao menor tamanho do gene rRNA 12S
apresentado por P. corruscans (NC_026846.1; PERINI et al., ndo publicado): 515 pb,
enquanto as outras espécies apresentaram rRNA 12S com um tamanho médio de 959 pb
(Anexo C). De acordo com sequenciamento realizado por Lundberg et al. (2011), o gene
ribossomal 12S de P. corruscans apresentou 944 pb (JF_898657.1), valor, ou seja, 429
pb a mais que o rRNA 12S sequenciado por Perini et al. (ndo publicado) e um valor

mais proximo do determinado para as outras espécies. Esse resultado indica que o



131

tamanho de 515 pb encontrado por Perini et al. (ndo publicado, NC_026846.1) para o
gene ribossomal 12S pode estar relacionado a um erro de montagem desse genoma
mitocondrial.

A andlise da similaridade total do mitogenoma de P. reticulatum com o
das outras quatro espécies de bagres foi elevada, confirmando os resultados obtidos:
95% de nucleotideos idénticos aos de P. corruscans; similaridade de 93% com P.
magdaleniatum; 88% com Sorubim cuspicaudus e 87% com Pimelodus pictus. Essa
similaridade demonstra a proximidade entre as espécies P. reticulatum e P. corruscans,
ja indicada por Buitrago-Suarez & Burr (2007), Torrico et al. (2009) e Carvalho-Costa
etal. (2011).

A espécie P. reticulatum fazia parte do complexo de espécies “P.
fasciatum”, que foi desmembrado em 8 espécies de acordo com caracteres morfologicos
e distribuicdo geogréafica (Buitrago-Suarez & Burr, 2007). No entanto, os dados
moleculares sdo controversos para suportar essa divisdo de P. fasciatum em 8 espécies
de acordo com a baixa divergéncia genética entre as espécies com base em genes
mitocondriais e nucleares (Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et al., 2011). Nesse
sentido, 0 genoma mitocondrial completo poderia trazer maiores informacdes na busca
da validacdo da hip6tese de divisao de P. fasciatum e no suporte de P. reticulatum como
espécie endémica das bacias Paraguai—Parana.

A disponibilidade do genoma mitocondrial completo de P. reticulatum
pode, portanto, ajudar a desvendar a filogenia do clado “fasciatum”, um complexo de
espécies da familia Pimelodidae, ainda ndo claramente definida (Buitrago-Suarez &
Burr, 2007; Torrico et al., 2009; Carvalho-Costa et al., 2011). No entanto, uma analise
filogenética mais robusta é necessaria para poder afirmar com certeza se 0 mitogenoma

completo pode esclarecer essafilogenia.
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Tabela 5.5. Tamanho e estrutura dos genomas mitocondriais completos de Pseudoplatystoma reticulatum e das cinco espécies de bagres da
familia Pimelodidae disponiveis no GenBank.

Espécie ID NCBI Autor Tamanho Genes coo!ificadores de Genes Genes D-Loop
GenBank (pb) proteina* (pb) rRNA (pb) | tRNA (pb) (pb)
P. reticulatum Este estudo 16.576 11.399 2.641 1.562 922
P. corruscans NC_026846.1 PERINI et al. (ndo publicado) 16.123 11.400 2.193 1.561 912
P. magdaleniatum NC_026526.1 RANGEL-MEDRANO et al., 2015 16.568 11.401 2.647 1.559 912
Pimelodus pictus NC_015797.1 NAKATANI et al., 2011 16.575 11.402 2.588 1.614 923
Sorubim cuspicaudus NC 026211.1 | RESTREPO-ESCOBAR etal., 2014 16.544 11.403 2.630 1.558 909

*Stop codon incluido nas sequéncias.

Tabela 5.6. Composicdo total de bases nucleotidicas do genoma mitocondrial completo de Pseudoplatystoma reticulatum de cinco bagres da

familia Pimelodidae com mtDNA completo disponivel no Genbank.

Espécie TU) (%) | C(%) | A(%) | G (%) | Contetado GC (%) | Contetdo AT (%)
Pseudoplatystoma reticulatum 24,63 28,47 31,45 15,44 43,92 56,08
Pseudoplatystoma magdaleniatum 24,41 28,78 31,40 15,41 44,19 55,81
Pseudoplatystoma corruscans 24,71 28,48 31,59 15,21 43,69 56,30
Pimelodus pictus 26,04 27,17 31,39 15,40 42,57 57,43
Sorubim cuspicaudus 25,40 27,32 32,39 14,89 42,21 57,79
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6 CONCLUSOES

A partir da montagem de RNA-Seq do transcriptoma da cachara, foi
possivel obter a sequéncia completa do genoma mitocondrial deste bagre
(Pseudoplatystoma reticulatum), e realizarsua anotacdo. Em termos de organizacéo,
estrutura, contetido e ordem dos genes estruturais mitocondriais, 0 mitogenoma de P.
reticulatum ndo difere da maioria dos mitogenomas dos vertebrados e das quatro
espécies de bagres da familia Pimelodidae, que ja possuem seu genoma mitocondrial
completo publicado. Além de enriquecer as bases de dados publicas, as informacdes
moleculares sobre P. reticulatum disponibilizadas pelo presente trabalho constituem
importante fonte de informacdo para estudos em diversas areas, como genética,
melhoramento genético, conservacao, filogenética, dentre outras, como forma de
aumentar o conhecimento biologico da espécie, contribuido para o desenvolvimento da

sua criacdo em cativeiro.
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Tabela A.1. Anotacbes do genoma mitocondrial completo de P. reticulatum (16.576 pb) obtidas pelo método manual e pelos anotadores
automaticos DOGMA (Wyman et al., 2004), MITOS (Bernt et al., 2013) e MitoAnnotator (lwasaki et al., 2013)

MANUAL DOGMA MITOS MITOANNOTATOR

GenesP Posicdo (pb)  Tamanho Posicao (pb) Tamanho Posicao (pb) Tamanho Posicao (pb) Tamanho

Inicio Fim (pb)° Inicio® Fimd (pb)ce Inicio® Fim¢ (pb)©e Inicio® Fimd (pb)ef
tRNAP"e 1 69 69 1 69 69(0) 1 69 69(0) 1 69 69(0)
rRNA12S 70 1025 956 85(15) 1030(5) 946(-10) 70 1030(5) 961(5) 70 1030(5) 961(5)
tRNAVA 1031 1102 72 1031 1102 72(0) 1031 1102 72(0) 1031 1102 72(0)
rRNA16S 1103 2782 1680 1103 2759(-23) 1657(-23) 1103 2784(2) 1682(2) 1103 2782 1680(0)
tRNALe 2783 2857 75 2783 2857 75(0) 2783 2857 75(0) 2783 2857 75(0)
NAD1 2859 3827 969 2859 3827 969(0) 2862(3) 3824(-3) 963(-6) 2859 3830 972(0)
tRNA® 3832 3903 72 3832 3903 72(0) 3832 3903 72(0) 3832 3903 72(0)
tRNAS!n 3903 3973 71 3903 3973 71(0) 3903 3973 71(0) 3903 3973 71(0)
tRNAMet 3973 4042 70 3973 4042 70(0) 3973 4042 70(0) 3973 4042 70(0)
NAD2 4043 4990 948 4043 5086(96)  1044(96) 4043 5080(90)  1038(90) 4043 5087(96) 1045(948)
tRNAPhe 5087 5157 71
tRNATP 5088 5158 71 5088 5158 71(0) 5088 5158 71(0) 5088 5158 71(0)
tRNAAIR 5177 5245 69 5177 5245 69(0) 5177 5245 69(0) 5177 5245 69(0)
tRNAAS 5247 5319 73 5247 5319 73(0) 5247 5319 73(0) 5247 5319 73(0)
tRNACYS 5349 5415 67 5349 5415 67(0) 5349 5415 67(0) 5349 5415 67(0)
tRNATY 5417 5486 70 5417 5486 70(0) 5417 5486 70(0) 5417 5486 70(0)
COX1 5488 7035 1548 5488 7035 1548(0) 5494(6) 7026(-9)  1533(-15) 5488 7038 1551(0)
tRNAPhe 7039 7109 71
tRNASe 7039 7109 71 7039 7109 71(0) 7039 7109 71(0)
tRNAA®P 7114 7186 73 7114 7186 73(0) 7114 7186 73(0) 7114 7186 73(0)
COX2 7201 7890 690 7201 7890 690(0) 7201 7884(-6) 684(-6) 7201 7891 691(0)
tRNAAP 7892 7965 74
tRNALS 7892 7965 74 7892 7965 74(0) 7892 7965 74(0)
ATPS8 7967 8131 165 7967 8131 165(0) 7967 8131 165(0) 7967 8134 168(0)
ATP6 8125 8805 681 8125 8805 681(0) 8125 8805 681(0) 8125 8807 683(0)
COX3 8808 9590 783 8808 9590 783(0) 8808 9590 783(0) 8808 9591 784(0)
tRNASY 9592 9664 73 9592 9664 73(0) 9592 9664 73(0) 9592 9664 73(0)
NAD3 9716 10012 297 9665(-51) 10012 348(51) 9665(-51) 10012 348(51) 9665(-51) 10013 349(51)
tRNAAY 10014 10084 71 10014 10084 71(0) 10014 10084 71(0) 10014 10084 71(0)
NAD4L 10085 10360 276 10085 10378(18)  294(18) 10085 10378(18)  294(18) 10085 10381(18)  297(18)
NAD4 10375 11751 1377 10375 11751 1377(0) 10375 11745(-6)  1371(-6) 10375 11752 1378(0)



tRNAMS
tRNAS
tRNAL
NAD5
NADG6
tRNASU
CYTb
tRNAT
tRNAP©
tRNAMet
D-Loop

11753

11895
12022
13794
14307
14377
15515
15585

15655

11822

11967
13749
14306
14375
15513
15586
15654

16576

70

73
1728
513
69
1137
72
70

922

11753 11822
11823 11889
11895 11967

11968(-54) 13791(42)
13794 14306
14307 14375
14377 15513
15515 15586
15585 15654
15690 15789

70(0)
67(0)
73(0)

1824(96)

513 (0)
69 (0)
1137 (0)
72 (0)
70 (0)
100 (0)

11753
11823
11895

11980(-42)

13794
14307
14377
15515
15585

11822
11889
11967

13782(33)

14306
14375
15513
15586
15654

70(0)
67(0)
73(0)

1803(75)

513(0)
69(0)
1137(0)
72(0)
70(0)

11753
11823
11895

11968(-54)
13791(-3)

14307
14377
15515
15585

15655

11822
11889
11967

13794(42)
14306(-3)

14375
15514
15586
15654

16576

140

70(0)
67(0)
73(0)
1827(96)
516(0)
69(0)
1138(0)
72(0)
70(0)

922(0)

2 Tanto na anotagdo manual quanto na realizada com os anotadores automaticos DOGMA, MITOS e MitoAnnotator, o gene NADG6 e os genes tRNACNTTE) tRNAAA(TCO)
tRNAAMCTN tRNASYSCCA) tRNATYCTA tRNASerTCA) tRNACMTTC) ¢ tRNAP(EE) estio localizados na fita L. Os demais genes localizam-se na fita H.
b Os genes tRNAs apresentaram os tradicionais anticodons dos vertebrados nas quatro anotagdes realizadas.
¢ Genes codificadores de proteina sem stop codon.
4 Ndmeros entre parénteses indicam diferencas nas posic@es iniciais ou finais em relacio as posicoes observadas com a anotagdo manual.

¢ NUmeros entre parénteses indicam diferencas no tamanho dos genes em relagdo ao tamanho observado com a anotagdo manual.

f Genes codificadores de proteina com stop codon.
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ANEXO B

Figura B.1. Estruturas secundarias dos genes tRNAs do mitogenoma de Pseudoplatystoma reticulatum obtidas com o software tRNAScan-SE

1.21 (Lowe & Eddy, 1997)
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ANEXO C

Tabela C.1. Organizacdo dos genomas mitocondriais de quatro espécies de bagres da familia Pimelodidae disponiveis no Genbank:
Pseudoplatystoma magdaleniatum (NC_026526.1), Pseudoplatystoma corruscans (NC_026846.1), Pimelodus pictus (NC_015797.1) e Sorubim
cuspicaudus (NC_026211.1)

P. magdaleniatum? P. corruscans P. Pictus S. cuspicaudus?

Genes Fita | Anticodon Posicéo (pb) Tamanho Posicéo (pb) Tamanho Posicdo (pb) Tamanho Posico (pb) Tamanho | |

Inicio Fim (pb)® Inicio | Fim (pb)® Inicio Fim (pb)® Inicio | Fim (pb)P
tRNAP"e H GAA 1 68 68 1 68 68 1 68 68 1 69 69
rRNA 125 H 69 1027 959 72 586 515 69 1024 956 70 1024 955
tRNAV? H TAC 1028 1099 72 594 665 72 1025 1096 72 1025 1096 72
rRNA 16S H 1100 2787 1688 666 2343 1678 1097 2728 1632 1097 2771 1675
tRNAL H TAA 2788 2862 75 2342 2416 75 2777 2851 75 2772 2846 75
NAD1 H 2864 3835 972 2418 3389 972 2853 3824 972 2848 3819 972
tRNA® H GAT 3837 3908 72 3391 3462 72 3826 3897 72 3821 3892 72
tRNAC! L TTG 3908 3978 71 3462 3532 71 3897 3967 71 3892 3962 71
tRNAMet H CAT 3978 4047 70 3532 3601 70 3967 4036 70 3962 4031 70
NAD2 H 4048 5092 1045 3602 4646 1045 4037 5081 1045 4032 5076 1045
tRNATP H TCA 5093 5163 71 4647 4717 71 5028 5152 125 5077 5148 72
tRNAAR L TGC 5179 5247 69 4734 4802 69 5167 5235 69 5161 5229 69
tRNAA L GTT 5249 5321 73 4804 4876 73 5237 5309 73 5231 5303 73
tRNACYS L GCA 5351 5417 67 4906 4972 67 5340 5406 67 5333 5398 66
tRNAT L GTA 5419 5488 70 4974 5043 70 5408 5477 70 5399 5468 70
COX1 H 5490 7040 1551 5045 6595 1551 5479 7029 1551 5470 7020 1551
tRNAS L TGA 7042 7110 69 6596 6666 71 7030 7100 71 7021 7091 71
tRNAAP H GTC 7116 7188 73 6671 6743 73 7105 7177 73 7096 7165 70
COX2 H 7203 7893 691 6758 7448 691 7192 7882 691 7180 7870 691
tRNALS H TTT 7894 7967 74 7449 7522 74 7883 7956 74 7871 7944 74
ATP8 H 7969 8136 168 7524 7691 168 7958 8125 168 7946 8113 168
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ATP6 H 8127 8810 684 7682 8365 684 8116 8798 683 8104 8787 684
COX3 H 8810 9594 785 8365 9148 784 8799 9582 784 8787 9570 784
tRNASY H TCC 9594 9666 73 9149 9221 73 9583 9655 73 9571 9643 73
NAD3 H 9667 10015 349 9222 9570 349 9656 10004 349 9644 9992 349
tRNAAT H TCG 10016 | 10086 71 9571 9641 71 10005 | 10074 70 9993 10062 70
NAD4L H 10087 | 10383 297 9642 9938 297 10075 | 10371 297 10063 | 10359 297
NAD4 H 10377 | 11754 1378 9932 11309 1378 10365 | 11745 1381 10353 | 11733 1381
tRNAHS H GTG 11755 | 11824 70 11310 | 11379 70 11746 | 11815 70 11734 | 11803 70
tRNAS H GCT 11825 | 11891 67 11380 | 11446 67 11816 | 11882 67 11804 | 11870 67
tRNALe H TAG 11897 | 11969 73 11452 | 11524 73 11893 | 11965 73 11876 | 11948 73
NAD5 H 11970 | 13796 1827 11525 | 13351 1827 11966 | 13792 1827 11949 | 13775 1827
NAD6 L 13793 | 14308 516 13348 | 13863 516 13789 | 14304 516 13772 | 14287 516
tRNACM L TTC 14309 | 14377 69 13864 | 13932 69 14305 | 14373 69 14288 | 14356 69
CYTb H 14379 | 15516 1138 13934 | 15071 1138 14375 | 15512 1138 14358 | 15495 1138
tRNAT H TGT 15517 | 15588 72 15072 | 15143 72 15513 | 15584 72 15496 | 15567 72
tRNAPr L TGG 15587 | 15656 70 15142 | 15211 70 15583 | 15652 70 15566 | 15635 70
D-Loop 15657 | 16568 912 15212 | 16123 912 15653 | 16575 923 15635 | 16543 909

mtDNA foi recentralizado para que a 12 base coincidisse com a 12 base do gene tRNAP"e,
bGenes codificadores de proteina com stop cddon.




CAPITULO 6

CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho envolveu o desenvolvimento de tecnologias moleculares
inovadoras para espécies de bagres com pouco conhecimento biolégico e a geracdo de
informacBes moleculares, que irdo compor bancos de dados publicos e que poderdo ser
utilizadas para estudos genéticos envolvendo essas espécies. Foram utilizadas tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo Illumina para o sequenciamento de RNA de diversos tecidos
coletados de cachara e de hibridos de pintado. Os dados gerados a partir do RNA-Seq
permitiram a montagem do transcriptoma da cachara e dos hibridos para a prospeccao de
SNPs espécie-especificos e a caracterizacao inicial do transcriptoma da cachara.

Um resultado ndo esperado gerado a partir do transcriptoma da cachara e que
ird contribuir com estudos na area de filogenia, filogeografia, genética de populacdes, etc., foi
a montagem do mitogenoma da cachara e sua posterior caracterizacdo. As informacdes
geradas serdo depositadas em bases de dados publicas.

A hibridagdo interespecifica sem controle praticada pela maioria dos
produtores de cachara (P. reticulatum) e pintado (P. corruscans) coloca em risco tanto os
estoques de reprodutores nas préprias pisciculturas quanto os estoques nos ambientes naturais.
Programas de melhoramento genetico e de conservacdo para essas espécies, que poderiam
melhorar sua produtividade s6 podem ser implementados com reprodutores puros. Por isso 0
desenvolvimento de ferramentas que possam identificar, de forma precisa, niveis de
introgressdo menores é fundamental. Embora a estratégia que precisou ser adotada neste
estudo para o desenvolvimento de um painel de marcadores SNPs espécie-especificos ndo

tenha sido a mais adequada (foram utilizados hibridos de pintado e ndo pintados puros, uma
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vez que todos os animais coletados e identificados morfologicamente como pintado,
apresentaram no minisequenciamento SNaPshot desenvolvido neste estudo, genétipo de
hibrido: pintado x cachara), ela permitiu a identificacdo de 64 SNPs espécie especificos no
transcriptoma da cachara e do hibrido, para a identificacdo de niveis de até 1,65% de
introgressdo genética cachara e pintado. Seria importante repetir esse experimento utilizando
amostras coletadas de animais adultos das duas espécies, na natureza e puros. Com 0s animais
puros, esperava-se identificar uma quantidade maior de SNPs espécie-especificos nos
transcriptomas da cachara e do pintado.

O sequenciamento do transcriptoma possibilitou a anotacdo funcional dos
transcritos que continham SNPs, para a termos de ontologia GO. E também a identificacdo de
genes com expressao tecido-especifica e genes housekeeping no transcriptoma da cachara.
Analises adicionais permitirdo a caracterizacdo completa do transcriptoma da cachara, como a
descricdo funcional dos transcritos, além da identificacdo de genes e vias metabdlicas
envolvidas com processos bioldgicos importantes para a producéo da espécie em cativeiro.

O ensaio SNaPshot desenvolvido, juntamente com o sequenciamento de quatro
genes nucleares e um mitocondrial foi essencial para a identificacdo de individuos hibridos
dentre as amostras coletadas. Se ndo houvesse sido realizado, estariamos gerando informacdes
incorretas a respeito dos pintados. Essa metodologia ja foi utilizada para identificar hibridos
em outras espécies de bagres e também foi adaptada para os peixes redondos, como tambaqui
e pacu.

Além de fornecer informacGes moleculares novas para as duas espécies de
bagres, proporcionar o treinamento da doutoranda, o estudo desenvolvido podera servir como
base para futuros estudos sobre genémica comparativa e funcional da cachara (P. reticulatum)

e de outras espécies de peixes.



