UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DO MAR
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MARINHAS TROPICAIS

JAMILLE MARTINS FORTE

APLICACOES DE MARCADORES MOLECULARES NAS PRINCIPAIS ESPECIES
DA AQUICULTURA DO NORDESTE BRASILEIRO

FORTALEZA
2015



JAMILLE MARTINS FORTE

APLICACOES DE MARCADORES MOLECULARES NAS PRINCIPAIS ESPECIES
DA AQUICULTURA DO NORDESTE BRASILEIRO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Marinhas Tropicais da
Universidade Federal do Ceara, como requisito
parcial & obtencdo do titulo de mestre em
Ciéncias Marinhas Tropicais. Area de
concentragcdo: Utilizacdo e Manejo de
Ecossistemas Marinhos e Estuarinos.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Maggioni.

FORTALEZA
2015



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara

Biblioteca Rui Simdes de Menezes

F841a Forte, Jamille Martins.

Aplicacdes de marcadores moleculares nas principais espécies da aquicultura do
Nordeste Brasileiro / Jamille Martins Forte. — 2015.

66f.: il. color., enc. ; 30 cm.

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal do Cear4, Instituto de Ciéncias do
Mar, Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Marinhas Tropicais, Fortaleza, 2015.
Area de Concentracéo: Utilizacdo e Manejo de Ecossistemas Marinhos e Estuarinos.

Orientacgédo: Prof°. Dr°. Rodrigo Maggioni.

1. Animais aquéticos - Criacéo - Monitoramento. 2. Tilapia do Nilo. 3. Camarao

branco. I. Titulo.

CDD 591.77




JAMILLE MARTINS FORTE

“APLICACOES DE MARCADORES MOLECULARES NAS
PRINCIPAIS ESPECIES DA AQUICULTURA DO NORDESTE
BRASILEIRO”

Dissertagdo submetida a Coordenagdo do Programa de Po6s-Gradua¢do em Ciéncias
Marinhas Tropicais, do Instituto de Ciéncias do Mar, da Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-
Graduagdo, da Universidade Federal do Ceard, como requisito parcial para a obtencdo
do grau de MESTRE em Ciéncias Marinhas Tropicais, area de concentragdo em
Utilizagdo e Manejo de Ecossistemas Marinhos e Estuarinos.

Aprovada em, 09 de fevereiro de 2015.

BANCA EX/AMINADORA
)

7
P4

\\ o)

Fof. Dr. Rodfrlgo Magglom

FC — Orientador — Presidente

M ut / é

/Prof. Dr. Vicente Vl¢(lra Faria
UFC - Examinador Interno

Profa. Dra. Maria RaquefMoura Coimbra
UFRPE — Examinadora Externa a Instituicio




A Deus, a N. Senhora de Fatima e ao Sagrado
Coracdo de Jesus.

A0S meus pais, ao Fagner e amigos.



AGRADECIMENTO

A Deus, N. Senhora de Fatima e ao Sagrado coracdo de Jesus, pois sempre me

mostraram meios de superar as dificuldades e a alegria de viver.

Ao0s meus pais, pois desde pequena me introduziram na educagdo e até hoje me
guiam para me manter firme neste caminho. Principalmente, a minha mée Rosa e ao meu pai
de coracdo Paulo José que estdo sempre presentes nesta jornada com imenso amor, sabedoria e

resisténcia diante dos problemas.

Ao meu grande amor Fagner, pelo seu companheirismo e ajuda em varios dias em
gue passamos trabalhando até tarde, pela sua expresséo de tranquilidade quando 0 momento era
conturbado, pela sua exigéncia para melhorar muitos procedimentos e, principalmente, pelo seu

amor.

Ao Prof. Dr. Rodrigo Maggioni pela excelente orientacao e inmeros ensinamentos

académicos que guardarei para a futura vida profissional.

CAPES, pelo apoio financeiro com a manutenc¢édo da bolsa de auxilio.

Aos professores Vicente Faria e Maria Raquel Moura Coimbra pelo tempo dedicado

as correcdes e sugestdes a dissertacéo.

Aos colegas do laboratorio (Janaina, André, Rubens, Jodo e Max), pelas reflexdes,
criticas e varios momentos de descontracdo dos quais sempre lembrarei com muita alegria.

Como também a amiga Graca, por varias vezes animar e fortalecer para mais um dia de trabalho.



“Quem deseja aprender a voar deve primeiro

aprender a caminhar, a correr, a escalar e a

dancar. N&o se aprende a voar voando”
(Nietzsche)



RESUMO

As principais especies em evidéncia na aquicultura brasileira, principalmente no estado do
Ceard, sao a Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) e o Litopenaeus vannamei (camardo branco
do Pacifico). O desenvolvimento de marcadores de microssatélites tem proporcionado um
grande avanco no monitoramento genético destes animais. Por isso, quatro marcadores de
microssatélites foram aplicados na caracterizacdo genética de cinco planteis de tilapia do Nilo
pertencentes a cinco municipios do estado do Cear, apresentando um quadro de reducéo de
heterozigosidade média esperada (He=0,733) em relacdo a heterozigosidade média observada
(Ho=0,575) e o indice de endogamia (Fis) significativos com uma moderada diferenciacdo
genética (Fst=0,059) em todos os planteis. O loco UNH231 foi o Gnico que apresentou um
padrdo consistente de desequilibrio de Hardy-Weinberg na maioria dos planteis. Este conjunto
de fatores levaram a uma estruturacdo em trés grupos, Grupo 1: Fortaleza e Itaitinga e Grupo
2: Amanari, Horizonte e Russas, confirmando o histérico dos planteis. A utilizacdo do loco
UNH104 como indicador do sexo masculino para a tilapia do Nilo apresentou o alelo 132 em
sua maioria no total de alelos, principalmente em estado de homozigose (132/132). No entanto,
ndo houve diferenca significativa (P=0,675) na identificacdo sexual nos demais genotipos.
Quinze marcadores de microssatélites foram testados em familias de Litopenaeus vannamei
para a construcdo de um painel de marcadores em sistema multiplex. Dentre estes, nove locus
apresentaram amplificacbes consistentes em multiplex e sem formacdo de dimeros. No
processo de avaliacdo dos marcadores, a maioria dos alelos identificados no sistema de PCR
multiplex apresentaram segregacdo mendeliana. No entanto, em relacéo a anélise de migracéo
alélica dos locus em geral, todos os marcadores utilizados apresentaram distor¢des na
distribuicdo de genotipos em relacdo a proporcdo mendeliana esperada. 1sso mostra a
necessidade de compreenséo detalhada do modelo de evolugdo molecular de locos utilizados

na descricdo de variabilidade genética em populagdes e L. vannamei.

Palavras-chave: Aquicultura. Oreochromis niloticus. Litopenaeus vannamei. Microssatélites.

Multiplex. Segregacao alélica.



ABSTRACT

The main species in evidence in Brazilian aquaculture, mainly in the state of Ceara, are
Oreochromis niloticus (Nile tilapia) and Litopenaeus vannamei (white shrimp Pacific). The
development of microsatellite markers has provided a major advance in genetic monitoring of
these animals. So, four microsatellite markers were applied in genetic characterization of five
flocks of Nile tilapia from five municipalities in the state of Ceara, with a mean expected
heterozygosity reduction framework (He=0.733) compared to average observed heterozygosity
(Ho = 0.575) and the rate of inbreeding (Fis) with a moderate significant genetic differentiation
(Fst = 0.059) in all flocks. The marker UNH231 was the only one with a consistent pattern of
Hardy-Weinberg disequilibrium in most flocks. These factors led to a structuring into three
groups, Group 1: Fortaleza and Itaitinga and Group 2: Amanari, Horizonte and Russas,
confirming the history of flocks. The use of the site UNH104 as male indicator for Nile tilapia
presented the allele 132 mostly total alleles, particularly in a state of homozygosity (132/132).
However, there was no significant difference (P=0.675) in sexual identification in other
genotypes. Fifteen microsatellite markers were tested on families of Litopenaeus vannamei for
the construction of a panel of markers in the multiplex system. Among these nine locus
multiplex amplifications exhibited consistent and no dimer formation. In the process of
evaluation of markers, most of the alleles identified in the multiplex PCR system showed
Mendelian segregation. However, for migration analysis of allelic loci in general, all markers
were used distortions in the distribution of genotypes in relation to the expected Mendelian
ratio. This shows the need for comprehensive understanding of the loci molecular evolution

model used in genetic variability description of populations and L. vannamei.

Keywords: Aquaculture. Oreochromis niloticus. Litopenaeus vannamei. Microsatellites.

Multiplex. Allelic segregation.
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APRESENTACAO

O cultivo de organismos aquaticos atraves da atividade aquicola vem ultrapassando
o0 crescimento populacional e continua sendo um dos setores que mais crescem na producéo de
alimentos (FAO, 2014). A quantidade de produtos consumidos oriundos da aquicultura é maior
do que o volume produzido pela pesca convencional, atingindo quase a metade do total de
peixes e mariscos para fins alimentares (GJEDREM et al., 2012).

A aquicultura de 4gua doce contribuiu de forma definitiva na produgdo mundial em
2010, contribuindo com 36,9 milhdes de toneladas, sendo 91,7% desta produgéo dominada pela
producdo de peixes de agua doce (FAO, 2012). Os ciclideos, como a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), sdo o tipo de animal mais utilizado na aquicultura mundial, sendo
registrado em mais de 135 paises (FAO, 2012; MPA, 2012). No Brasil, as linhagens de tilapias
que mais se desenvolveram no pais foram Bouaké, GIFT, Supreme e Chitralada. A primeira a
ser cultivada foi a Bouaké, oriunda de Bouaké (Costa do Marfim, Africa), sendo introduzida
em Pentecostes no Ceara (CASTAGNOLLI, 1992) através do convénio do Departamento
Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) e do Centre Technique Forétier Tropical (CTFT).
Com o tempo, esses animais adquiridos comecaram a apresentar problemas como baixo
desempenho e anomalias genéticas (MASSAGO et al., 2010). Com isso, veio a linhagem
Chitralada em 1996, sendo procedentes da Tailandia, para Londrina, Parana. Essa tilapia foi
domesticada desde a década de 40, inicialmente no Japdo e depois na Tailandia
(ZIMMERMANN, 1999), seu cultivo foi melhorado com a técnica de incubagdo, resolvendo
0s problemas de baixa eficiéncia da técnica de reversdo sexual tradicional, destacando elevada
producdo na regido Nordeste do Brasil. O programa GenoMar Supreme Tilapia, pertencente a
empresa GenoMar em Oslo, Noruega (CYRINO et al., 2004), forneceu para Maringa, Parana
(PR) a linhagem Supreme em 2005. A linhagem GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia)
proveniente da Malasia foi desenvolvida inicialmente pelo International Center for Living
Aguatic Resources Management (ICLARM), atualmente conhecida como Worldfish Center a
que deu continuidade ao desenvolvimento da linhagem a partir do cruzamento de oito linhagens,
sendo quatro delas africanas selvagens e quatro linhagens domesticadas na Asia (MASSAGO
etal., 2010).

No entanto, do ponto de vista de recursos naturais disponiveis, espera-se que a
futura expansdo aquicola vira da aquicultura marinha, tanto para locais em alto mar, como

também em areas costeiras. Esta atividade alcancou 37,08% da produ¢do mundial de cultivo



14

em 2012 (FAO, 2014; GJEDREM et al., 2012), sendo representado por duas espécies em
destaque no cultivo de camardes peneideos, o Litopenaeus vannamei no Ocidente e 0 Penaeus
monodon no oriente. Grande parte da produtividade de crustaceos (29,4% em 2010) é
representada pela espécie marinha Litopenaeus vannamei, 0 camarao branco do Pacifico (FAO,
2012). No Brasil, apesar dos intensos esforcos para o desenvolvimento da cadeia produtiva do
Penaeus japonicus entre as décadas de 70 e 80, esta atividade ndo obteve sucesso devido a
auséncia de um planejamento mais abrangente e a coincidéncia com um periodo de estiagens
mais prolongadas do Nordeste (SCHWAB; WEBER; LEHMANN, 2002, MOLES; BUNGE,
2002 apud NATORI et al., 2011). No entanto, estes problemas serviram como licdes e
aproveitamento das fazendas e laboratérios de camardo ja instalados. Houveram tentativas no
cultivo de espécies nativas (L. subtilis, Farfantepenaeus paulensis e L. schimitti), mas estas ndo
alcancaram um desempenho produtivo suficiente para cobrir os custos de producdo. A decisdo
de importar pds larvas de L. vannamei veio na década de 80, diante do éxito de produgdo
mostrado pelo Equador e Panama e a capacidade desta espécie de adaptacdo a ecossistemas
diferentes do ocidente (COSTA, 2004; SEBRAE & ESPM, 2008). Ao longo do tempo, mesmo
com a grande aceitacdo do mercado internacional ao camardo marinho cultivado no Brasil, esta
atividade passou por algumas intempéries, atualmente ja superadas, como a acdo antidumping
dos EUA, valorizagdo da moeda nacional e ao surto patolégico de mancha branca em Santa
Catarina (SUSSEL et al., 2010).

No Nordeste brasileiro, a tilapia, Oreochromis niloticus, e o camardo marinho
Litopenaeus vannamei sdo as principais espéecies de incentivo aquicola (MPA, 2012). Segundo
0 SEBRAE em 20009, a tilapia nilotica apresentou uma producdo media de 23 mil toneladas no
estado do Ceard, revelando ser uma espécie de grande destaque no estado e em nivel nacional
(KUBITZA et al, 2012). Em relacdo ao cultivo do camardo branco do Pacifico, esta espécie
proporcionou uma serie de beneficios econdmicos e sociais, através de divisas de exportacdes
e a criacdo de empregos diretos e indiretos para o estado desde a sua implantagdo (NUNES et
al., 2005), atingindo uma producéo nacional de 35 mil toneladas em 2012 (MPA, 2012).

O desenvolvimento e a sustentabilidade da aquicultura de espécies exoticas, como
0 camarao branco do Pacifico e a tilapia do Nilo, traz desafios adicionais ao setor aquicola.
Dentre estes estd a manutencdo da diversidade e o melhoramento genético das linhagens
nacionais. O método intensivo de cultivo adotado para as populagdes aquicolas propicia o
acasalamento precoce entre parentes, ou seja, dentro de um mesmo plantel, um macho atinge a

maturidade sexual cada vez mais jovem e pode fertilizar um nimero de fémeas de vaérias
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geragdes (FALCONER; MACKAY, 1996, BEARDMORE; MAIR; LEWIS, 2001), resultando
em uma possivel reducdo do tamanho da prole, acarretando um mesmo macho acasalar com
seus proprios descendentes. Este procedimento contribui fortemente para o esgotamento da
diversidade, levando ao aumento da taxa de endogamia dentro dos plantéis e a perda da
qualidade dos reprodutores (HALLERMAN, 2003). Contudo, para que haja uma redugédo da
reproducdo precoce na prole a melhor maneira é a obtencdo de popula¢fes de um Unico sexo,
especialmente o sexo masculino, por apresentar uma maior méedia de taxa de crescimento, como
também, a reducdo do risco de impacto ambiental diante dos escapes de espécies exoticas
(BEARDMORE; MAIR; LEWIS, 2001).

Com a insercdo de marcadores moleculares de DNA na aquicultura, este
desenvolvimento tem proporcionado um grande avanco no monitoramento da variabilidade
genética, da endogamia, da identificacdo de espécies, do sexo, linhagens e de relagdes de
parentesco, como também, na construcdo e um maior adensamento de mapas de ligagdo para
espécies cultivadas (ALMEIDA et al., 2013; LIU; CORDES, 2004). Os marcadores do tipo
microssatélites ou simple sequence repeats (SSRs) foram relatados em organismos eucariéticos
desde 1970 (BRUFORD et al., 1996) e tém sido uma ferramenta eficiente na avaliacdo da
variabilidade genética, selecdo de familias, em estratégias de melhoramento genético e
determinacdo do sexo para o camardo Litopenaeus vannamei (ALCIVAR-WARREN et al.,
2007; FREITAS et al., 2007; MAGGIONI et al., 2013 ) e para a tilapia do Nilo Oreochromis
niloticus ( TRONG et al., 2013; SUN et al., 2014). Este ultimo fator tem proporcionado
identificacbes destes marcadores associados a genes em regides de determinacdo sexual,
auxiliando antecipadamente a indicacdo do sexo, j& que existem varios fatores, inclusive a
temperatura, que podem interferir na definicdo do sexo do animal (BAROILLER et al., 2009;
PALAIOKOSTAS et al., 2013). Além disso, para proporcionar um melhor desempenho e um
menor custo no processo de genotipagem de organismos aquaticos por meio de microssatélites,
muitos estudos adotaram técnicas como painéis multiplex e adi¢do de caudas fluorescentes
(SCHUELKE, 2000; DIXON et al., 2008; DINIZ et al., 2005; DONG et al., 2006; LI et al.,
2007; HAMOY et al., 2008; HAMOY; SANTOS, 2012).

Considerando estes aspectos, o trabalho desenvolvido ficou dividido em dois
capitulos. O capitulo 1 aborda a caracterizacdo genética e identificacdo de alelos associados ao
sexo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) atraves de marcadores moleculares

microssatélites, e o capitulo 2 aborda a marcacdo de fragmentos de PCR com sondas
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fluorescentes no desenvolvimento de painéis multiplex para anélise parental do camarao branco

do Pacifico (Litopenaeus vannamei).
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HIPOTESE

Os marcadores do tipo microssatélites sdo capazes de mapear o historico de
formacédo de planteis em nivel de variabilidade genética e identificar o sexo através dos

genotipos, assim como associar familias cultivadas aos seus respectivos genitores.

OBJETIVO GERAL

Aplicagdo de marcadores do tipo microssatélites para o monitoramento da
variabilidade genética, identificacdo sexual e atribuicdo parental em organismos cultivados

aquaticos, junto as técnicas de incorporacédo de cauda fluorescente e sistema multiplex.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo 1

— Caracterizar o nivel de variabilidade genética dos principais planteis de cultivo de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) do estado do Ceara.

— ldentificar o fendtipo sexual da tilpia do Nilo através dos genoétipos gerados pelo
marcador UNH104.

Capitulo 2

— Incorporar a cauda M13(-21) em todos os primers selecionados para o Litopenaeus
vannamei e otimizar a temperatura de anelamento.

— Formar conjuntos de marcadores de microssatélites em um sistema de PCR multiplex.

— Avaliar os marcadores estudados atraves da analise de segregacdo alélica em familias

cultivadas de Litopenaeus vannamei.
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Capitulo 1- Caracterizacdo genética e identificacdo de alelos associados ao sexo da tilpia

do Nilo (Oreochromis niloticus) através de marcadores moleculares microssatélites

1. INTRODUCAO

As tilapias tém se tornado um dos peixes mais cultivados no mundo, alcangando
uma producdo acima de trés milhdes de toneladas em 2011 (FAO, 2012 e 2014). Na regido
Nordeste do Brasil, sobretudo no estado do Ceara, a producdo de tildpia tem se mostrado
representativa em nivel nacional, com uma producdo média de 23 mil toneladas em 2009
(SEBRAE & ESPM, 2008; KUBITZA et al, 2012).

A avaliacdo da estrutura genética de estoques cultivados se torna imprescindivel
para 0 manejo efetivo e a manutencdo da diversidade do plantel, pois baixos indices de
variabilidade genética podem levar a reducdo da producdo (MCKINNA et al., 2010;
PETERSEN et al, 2012). A perda de variabilidade genética dentro dos estoques cultivados tem
sido relatada em muitas espécies, como no camardo tigre gigante, Penaeus japonicus,
(SBORDONI et al., 1986), carpa, Cyprinus carpio, (DESVIGNES et al., 2001), salmdo do
Atlantico, Salmom salar, (KOLJONEN et al., 2002), tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
(RUTTEN et al., 2004), curimat&, Prochilodus lineatus, (BARRERO et al., 2008), isto revela
a importancia do manejo estratégico de reprodutores para que se reduza o nivel de parentesco
nos cruzamentos, a selecdo individual e a diminuicdo do nimero efetivo dos reprodutores
(FALCONER; MACKAY, 1996).

Através dos marcadores moleculares, o0 monitoramento genético dos estoques
cultivados pode auxiliar no manejo genético, minimizando a endogamia e aumentando a
variabilidade genética (SEKINO et al., 2002; WASKO et al., 2004; LIU; CORDES, 2004).
Dentre estes, os marcadores microssatélites sdo amplamente aplicados no campo da aquicultura.
Isto porque séo Uteis na construcdo de mapas de ligacdo, mapeamento de caracteristicas
quantitativas (QTL), selecdo assistida e, principalmente, na caracterizacdo do material genético
e selecdo de reprodutores (CHISTIAKOV et al., 2006). Neste ultimo caso, 0 manejo de
reprodutores tem sido alvo de muitos estudos para a determinacdo do sexo em Oreochromis
niloticus (AN et al., 2011; ESHEL et al., 2012; PALAIOKOSTAS et al., 2013; SUN et al.,
2014). Nos cultivos de tilapias é dada preferéncia a producao de machos, devido ao crescimento
répido, serem maiores que as fémeas e representarem uma efetiva solu¢do para a maturacdo

sexual precoce e reproducdes ndo controladas dentro dos cultivos (MAIR et al., 1997).
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Os processos de obtengdo de machos em tilapicultura incluem sexagem manual
(POPMA et al., 1984), reversdo sexual hormonal (HOPKINS et al., 1979; ROSENSTEIN;
HULATA, 1994; MAIR et al., 1995, 1997; BEARDMORE et al., 2001), hibridizacdo
(HICKLING, 1960; HULATA et al., 1983) ou producéo de supermacho (MAIR et al., 1997).
Porém, todas estas técnicas apresentaram muitas desvantagens e nenhuma é amplamente
utilizada.

A técnica de selecdo sexual através de selecdo assistida por marcadores (MAS)
parece ser efetiva para identificacdo e controle do sexo (LIU; CORDES, 2004; GUI; ZHU,
2012; LIU et al., 2013). Por exemplo, o loco UNH104 (GenBank n° acesso G12257) foi
mapeado em uma regido muito proxima de determinacdo sexual ligada ao hapl6tipo Y no
cromossomo da tilapia do Nilo (O.niloticus) e da tilpia azul (Oreochromis aureus),
identificando o sexo masculino através de segregacao alélica (LEE et al. 2003; 2004).

O presente estudo teve como objetivo caracterizar cinco planteis de tilapia do Nilo
cultivadas no estado do Ceara e analisar a associacdo de genétipos com o sexo do macho através

de marcadores moleculares do tipo microssatélites.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Historico dos planteis de planteis de tilapia do Nilo caracterizados geneticamente

Juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus) da linhagem chitralada provenientes de
cinco planteis dos municipios de Fortaleza (n=30), Amanari (n=28), Horizonte (n=30), ltaitinga
(n=30) e Russas (n=29) localizados no estado do Ceara (CE), apresentaram o seguinte historico
de origem: o plantel de Fortaleza correspondente a Estacdo de Piscicultura Professor Raimundo
Saraiva da Costa da Universidade Federal do Cear&/ DEP/CCA/UFC e a larvicultura comercial
de Itaitinga foram originados pelos estoques de tilapias provenientes do Centro de Pesquisa
em Aquicultura (CPAq) do Departamento Nacional de Obras contra a Seca (DNOCS)
localizado no municipio de Pentecoste, a 85 quilémetros de Fortaleza. A larvicultura localizada
em Russas formou seu plantel com a aquisi¢éo de linhagens melhoradas geneticamente e com
reprodutores ja estabelecidos no Ceara. A larvicultura de Horizonte adquiriu reprodutores
provenientes da Estacdo de Piscicultura Valdemar Carneiro de Franca, pertencente ao DNCOS,
localizado no distrito de Amanari, na cidade de Maranguape, a 50 quildometros de Fortaleza. A
amostragem consistiu, portanto, de dois planteis pertencentes a estacdes de piscicultura

(Fortaleza e Amanari) e trés planteis originarias de larviculturas comerciais.
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2.2.  Caracterizacao genética de planteis de tilapia do Nilo

Amostras de nadadeira caudal foram coletadas dos respectivos planteis e preservadas
em etanol a 95%. A extracdo de DNA seguiu o protocolo padrdo PCI-Proteinase K
(SAMBROOK et al. 1989).

Quatro marcadores de microssatélites foram selecionados para genotipagem de acordo
com suas caracteristicas polimorficas e reprodutibilidade através do banco de acesso Genbank.
As sequéncias diretas de cada par de primer foram marcadas com fluoréforos para os locos
UNH104 (G12257), UNH108 (G12261), UNH222 (G12373) e UNH231 (G12382) (Tabela 1).
As Reac6es em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizadas em um volume final de 10uL,
contendo: 1x PCR Buffer (10mM, Tris—-HCL pH 8,3), 1,8mM de MgCl,, 0,5pmol/uL de cada
primer, 0,2mM de cada dNTPs, 1U Tag DNA polimerase (Promega) e 100ng de DNA. As
condigBes de ciclagem da PCR foram: desnaturagcdo a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo a 94° por 30 segundos, temperatura de anelamento (Ta): UNH104 (52°C),
UNH108 (52°C), UNH222 (54°C) e UNH231 (54°C) por 45 segundos e extensdo de 72°C por
60 segundos, e um passo final de extensao de 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese capilar em um sequenciador automatico ABI3500 (Applied
Biosystems, CA, USA.) com o marcador de peso molecular GS-350 ROX. A anélise genotipica
foi realizada através do GeneMapper Version 4.0 (Perkin-Elmer, Boston, MA, USA).

Os valores estimados para heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), indices de
F de Wright (COCKERHAM & WEIR, 1993) e as analises de equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) foram obtidos através da plataforma online GENEPOP, versdao 3.1 (RAYMOND E
ROUSSET, 1995). Para os testes multiplos foi utilizada a corre¢ao de Bonferroni (Rice, 1989).
A presenca de alelos nulos foi verificada através do software Micro-cheker versao 2.2.3 (VAN
OOSTERHOUT et al., 2005) para a conformidade de frequéncia alélica. Numero de alelos
(Na), alelos efetivos (Ae), matriz de Fs e identidade (1g) e distancia genética (Da) e o indice de
diversidade génica geral (Dst) foram analisados pelo programa FSTAT (GOUDET, 2002).

O numero de alelos privados (Ap) foi obtido através do software GENALEX6
(PEAKALL; SMOUSE, 2006). A analise de variancia molecular (AMOVA) foi calculada com
o0 programa Arlequin 2.000 (SCHNEIDER et al., 2000) baseado em 1000 permutaces.

A arvore UPGMA foi gerada através do DendroUPGMA (GARCIA-VALLVE et al.
1999) e visualizada pelo software TreeViewX (Page, 1996).
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2.3. ldentificacdo de alelos associados ao sexo da tilapia do Nilo

Baseado em evidéncias apresentadas por Lee et al., 2003, o loco UNH104 (G12257)
(LEE; KOCHER, 1996) foi avaliado para a ligacdo ao sexo em uma populacdo cultivada de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Amostras da nadadeira caudal foram coletadas de 100
reprodutores (50 machos e 50 fémeas), em uma larvicultura comercial localizada no municipio
de Jaguaribara-CE. O processo de sexagem foi realizado observando a papila genital,
apresentando esta regido um aspecto alongado nos machos e arredondado nas fémeas (POPMA
et al., 1984) (Figura 1). A extracdo de DNA seguiu o protocolo padrdo PCI-Proteinase K
(SAMBROOK et al., 1989).

As condicbes de amplificagdo, termociclagem e genotipagem obedeceram as
mesmas metodologias adotadas para o estudo de caracterizacdo genética de planteis cultivados
de tilapia do Nilo. O teste G (“goodness of fit”) foi utilizado para a verificacdo de associacdo
de gendtipos ao sexo, ja que é uma prova estatistica ndo paramétrica de aderéncia empregada

em duas ou mais categorias exclusivamente muatuas.

Figura 1 — Esquematizacdo da papila urogenital do sexo feminino e masculino da

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Fémea Anus Macho

Oviducto

Uretra

(Hussain, 2004)
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Tabela 1 — Marcadores de microssatélites para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (LEE;
KOCHER, 1996). NUmero de acesso ao Genbank, sequéncias dos primers (5’-3), amplicons
em pares de bases (pb), repeticdo do microssatélite, marcacdo fluorescente e Temperatura de
anelamento (Ta) em °C.

Loco (N° de acesso)

Sequéncias (5°-3°) pb Repeticdo Marcacdo Ta

UNH104 (G12257)

F: GCAGTTATTTGTGGTCACTA

R:GGTATATGTCTAACTGAAATCC
UNH108 (G12261)

F: GGGATCAGCTGTTAAGTTT

R: TGAGTTGATTATTAATTTCTGA
UNH222 (G12373)

F: CTCTAGCACACGTGCAT

R: TAACAGGTGGGAACTCA
UNH231 (G12382)

F: GCCTATTAGTCAAAGCGT

R: ATTTCTGCAAAAGTTTTCC

130-160  (AC)is HEX 52

130-148  (AC)i;  6-FAM 52

162-199  (CA);  6-FAM 54

170-183  (CA) HEX 54

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacao genética de planteis de tilapia do Nilo

Os marcadores de microssatélites UNH104 (G12257), UNH108 (G12261),
UNH222 (G12373) e UNH231 (G12382) se mostraram polimorficos com um total de 58 alelos
diferentes.

Os niveis de variabilidade alélica entre os planteis alternaram entre 11 alelos para
UNH222 e quatro alelos para UNH231 (Tabela 2). O numero de alelos efetivos (Ae) variou
entre 4,83 para Fortaleza e 3,12 para Russas (Tabela 2), junto a 26 alelos privados, sendo a
maioria para Fortaleza (10) e Itaitinga (11) (Tabela 3). Esta quantidade pode ter influenciado
no valor do indice de diversidade genética geral (Dst) de 0,039.

A presenca de alelos nulos foi constatada, no plantel de Fortaleza para os loci
UNH104 (0,149), UNH108 (0,155), UNH231 (0,164); no plantel de Itaitinga para os loci
UNH104 (0,241) e UNH231 (0,210); no plantel de Horizonte para o loco UNH231 (0,321); no
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plantel de Russas para os loci UNH104 (0,231) e UNH231 (0,160) e nenhum alelo nulo foi
encontrado para o plantel de Amanari.

Os planteis que apresentaram loci em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para
P<0,05 foram: Itaitinga com UNH222 (P=0,163); Amanari com UNH104 (P=0,450), UNH108
(P=0,094), UNH222 (P=0,346); Horizonte com UNH104 (P=0,288), UNH108 (P=0,392),
UNH222 (P=0,311) e Russas com UNH108 (P=0,236), UNH222 (P=0,096). O loco UNH231
foi o Unico que apresentou um padrdo consistente de desequilibrio de Hardy-Weinberg na
maioria dos planteis (Tabela 2).

Houve uma reducdo da heterozigosidade média esperada (He=0,733) em relacdo a
heterozigosidade média observada (H,=0,575), evidenciado no déficit de heterozigotos pelos
valores de D que mostraram-se negativos (Tabela 2).

Os valores médios de reducdo de gendtipos de heterozigotos (Fis) encontrados
foram 0,272 para Itaitinga, 0,302 para Fortaleza, 0,104 para Amanari, 0,184 para Horizonte e
0,296 para Russas (Tabela 2).

O resultado para Fst total foi de 0,059 (Tabela 2), indicando uma moderada
diferenciacdo genética e a principal parte atuante dessa diferenca ocorre a nivel
intrapopulacional. Esta evidéncia pode ser explicada pelo teste de variancia molecular
(AMOVA), onde a variagéo entre os planteis foi de 0,09 e a variagdo dentro dos planteis foi de
0,91. A matriz de Fst gerada revelou uma maior diferenciagdo (0,110) entre os planteis de
Itaintinga e Russas (Tabela 4).

Os planteis de Horizonte e Amanari tiveram os maiores indices de identidade
genética (0,9340). Por outro lado, Itaitinga e Amanari tiveram os maiores indices de distancia
genética (0,5041) (Tabela 5). Estas relagdes sdo sumarizadas no dendograma obtido que exibiu
uma estruturacdo dos planteis em dois grupos, Grupo 1: Fortaleza (Fort) e Itaitinga (Itai),
Grupo 2: Amanari (Aman), Horizonte (Hori) e Russas (Russ) (Figura 2). Esta distribuigcdo

parece corresponder perfeitamente com o histérico conhecido dos plantéis.
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3.2. Identificacéo alélica do marcador UNH104 associada ao sexo da tilapia do Nilo

Os oito alelos identificados no loco UNH104 apresentaram de maneira geral
proporcOes semelhantes entre macho e fémeas (figura 3). No entanto, o alelo 132 esteve
presente em 18 machos e em 10 fémeas, revelando uma notavel diferenca de frequéncia entre
0s sexos. Ao comparar as frequéncias genotipicas entre 0s sexos, 0s gendtipos correspondentes
ao alelo 132 mostraram ser associados ao sexo masculino na maioria das vezes, principalmente
no estado de homozigose (132/132), presente em seis machos e em nenhuma fémea (Figura 4).
Porém, as associacOes estatisticas realizadas pelo teste G para a frequéncia de genotipos
associados ao sexo, mostraram que ndo houve diferenca significativa (P=0,675) na
diferenciacéo genotipica entre o sexo do macho e da fémea para o nivel de significancia de 5%.
Esta evidéncia pode estar atrelada a grande diversidade de gendtipos encontrados para este
marcador, pois os individuos foram amostrados de um Unico local onde haviam diversos

planteis de reprodutores, sendo estes pertencentes a varios locais onde foram adquiridos.

Tabela 2. Variabilidade genética de cinco planteis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
através para quatro loci de microssatélites.

Locus
Populacao UNH104 UNH108 UNH222 UNH231 Média
Fortaleza
N 30 30 30 30 30
Na 9 9 8 6 8,000
Ne 5,0558 6,23 3,509 4,546 4,835
Ho 0,536 0,586 0,600 0,517 0,560
He 0,802 0,839 0,715 0,780 0,784
Fis 0,348 0,318 0,177 0,352 0,302
D -0,332 -0,302 -0,161 -0,337 -0,283
P 0,000 0,000 0,003 0,050
Itaitinga
N 30 30 30 30 30
Na 10 9 11 8 9,500
Ne 5,391 4,902 5,014 3,396 4,676
Ho 0,414 0,640 0,867 0,400 0,580
He 0,815 0,796 0,801 0,706 0,779
Fis 0,505 0,216 -0,066 0,447 0,272
D -0,492 -0,196 0,083 -0,433 -0,260
P 0,000 0,000 0,163 0,000
Amanari
N 28 28 28 28 28
Na 7 10 7 7 7,750
Ne 3,35 4,442 2,489 5,026 3,827

Ho 0,643 0,714 0,607 0,654 0,655




30

He 0,702
Fis 0,102
D -0,084
P 0,450
Horizonte
N 30
Na 6
Ne 3,713
Ho 0,724
He 0,731
Fis 0,026
D -0,009
P 0,288
Russas
N 29
Na 6
Ne 4,356
Ho 0,393
He 0,770
Fis 0,504
D -0,490
P 0,000
Total
N 147
Na 8
Ne 4,373
Ho 0,542
He 0,764
Fst 0,034
D -0,281
P 0,148

0,775
0,096
-0,078
0,094

30

9
5,357
0,767
0,813
0,074
-0,057
0,392

29
7
3,274
0,654
0,695
0,078
-0,059
0,236

147
9
4,841
0,672
0,784
0,091
-0,138
0,144

0,598
0,003
0,015
0,346

30

8
3,482
0,733
0,713
-0,012
0,029
0,311

29

6
2,044
0,429
0,511
0,179
-0,161
0,096

147
8
3,308
0,647
0,667
0,041
-0,039
0,184

0,801
0,203
-0,184
0,002

30

4
2,903
0,200
0,656
0,704
-0,695
0,000

29

5
2,822
0,414
0,646
0,374
-0,359
0,026

147
6
3,739
0,437
0,718
0,070
-0,402
0,016

0,719
0,108
-0,083

30
6,750
3,864
0,606
0,728
0,184
-0,183

29
6,000
3,124
0,472
0,655
0,296
-0,267

147
8
4,065
0,575
0,733
0,059
-0,215

N indica o nimero de individuos; Na, nimero de alelos; Ne, o nimero de alelos efetivos; Ho, heterozigosidade

observada; He, heterozigosidade esperada; Fis, indice de endogamia; Fsr, indice de diferenciagdo genética; D,

déficit ou excesso de heterozigotos (Ho — He) / (He); P, probabilidade de desvio significativo do EHW (método de

Fisher; valores significativos estdo em negrito, usando corre¢do de Bonferroni P< 0,05 (Rice, 1989)).



Tabela 3. Tabela de frequéncia alélica para cada loco de tilapia do Nilo.

Loco Alelo (pb) Fortaleza  Itaitinga ~ Amanari  Horizonte  Russas
126 0,000 0,034* 0,000 0,000 0,000
128 0,000 0,017* 0,000 0,000 0,000
130 0,036 0,034 0,054 0,069 0,054
132 0,304 0,241 0,464 0,414 0,143
134 0,232 0,276 0,196 0,259 0,375
138 0,000 0,052* 0,000 0,000 0,000
140 0,000 0,000 0,018* 0,000 0,000
UNH104 144 0,035 0,172 0,036 0,052 0,161
146 0,000 0,017* 0,000 0,000 0,000
148 0,071 0,121 0,000 0,000 0,000
150 0,000 0,000 0,196 0,138 0,089
152 0,107* 0,000 0,000 0,000 0,000
156 0,179 0,034 0,036 0,069 0,179
158 0,018* 0,000 0,000 0,000 0,000
160 0,018* 0,000 0,000 0,000 0,000
123 0,000 0,000 0,107 0,033 0,115
125 0,000 0,060 0,054 0,054 0,000
127 0,034 0,180 0,000 0,000 0,000
UNH108 129 0,000 0,060 0,429 0,333 0,500
131 0,138 0,280 0,071 0,167 0,115
133 0,138 0,080 0,054 0,050 0,038
135 0,017 0,020 0,054 0,117 0,000
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137 0,259 0,280 0,054 0,100 0,058
139 0,000 0,020 0,089 0,133 0,154
141 0,000 0,020 0,018 0,050 0,019
143 0,000 0,000 0,071 0,017 0,000
151 0,069* 0,000 0,000 0,000 0,000
153 0,034* 0,000 0,000 0,000 0,000
155 0,155* 0,000 0,000 0,000 0,000
157 0,155* 0,000 0,000 0,000 0,000
162 0,000 0,033* 0,000 0,000 0,000
164 0,000 0,000 0,036 0,000 0,054
166 0,000 0,050* 0,000 0,000 0,000
168 0,000 0,033* 0,000 0,000 0,000
170 0,000 0,000 0,000 0,017* 0,000
172 0,017* 0,000 0,000 0,000 0,000
174 0,000 0,017 0,054 0,033 0,036
UNH222 176 0,083 0,050 0,036 0,067 0,000
178 0,183 0,033 0,214 0,167 0,000
180 0,150 0,083 0,018 0,000 0,000
182 0,466 0,350 0,589 0,467 0,679
184 0,033 0,233 0,054 0,183 0,143
186 0,000 0,067* 0,000 0,000 0,000
188 0,050 0,000 0,000 0,033 0,036
192 0,017 0,000 0,000 0,033 0,054
UNH231 155 0,000 0,017* 0,000 0,000 0,000
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157

161

165

167

169

171

173

175

177

179

181

183

187

0,000 0,000

0,000

0,096* 0,000

0,000 0,017*

0,000 0,033* 0,000
0,000 0,000

0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,154
0,190 0,117 0,269
0,328 0,267 0,269
0,103 0,033 0,135
0,017* 0,000 0,000
0,000 0,067* 0,000
0,190 0,450 0,038
0,172* 0,000 0,000
0,000 0,000

0,000
0,067
0,367
0,433
0,133
0,000
0,000
0,000

0,000

0,038* 0,000

33

0,000
0,000
0,000

0,017*
0,017
0,328
0,466
0,172
0,000
0,000
0,000
0,000

0,000

*Frequéncia de alelos privados

Tabela 4. Matriz de diferencia¢éo genetica (Fst) par a par entre os planteis de tilapia do Nilo.

Populacao Fortaleza Itaitinga ~ Amanari  Horizonte  Russas
Fortaleza folalaiake

Itaitinga 0,036 kel

Amanari 0,066 0,099 Fkkkk

Horizonte 0,050 0,075 0,005 Fkkkk

Russas 0,089 0,110* 0,039 0,023 folaladelel

Os dados foram obtidos usando FSTAT (GOUDET, 2002) * P<0,05.
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Tabela 5. indice de Identidade genética (Ig) (acima da diagonal) e distancia genética (Da)

(abaixo da diagonal).

Fortaleza Itaitinga Amanari Horizonte Russas
Fortaleza falalalelal 0,7819 0,7210 0,7715 0,6991
Itaitinga 0,2460 falalakolel 0,6040 0,6831 0,6343
Amanari 0,3271 0,5041 falalakoal 0,9340 0,8654
Horizonte 0,2594 0,3811 0,0682 falalakoal 0,9021
Russas 0,3579 0,4553 0,1446 0,1030 falalakolal

Os dados foram obtidos usando FSTAT (GOUDET, 2002). P<0,05.

Figura 2. Dendograma obtido pela matriz de distancia genética a partir dos dados gerados pelas
avaliacdes genéticas baseada em distancia de Nei (1978). Amanari, (Aman); Fortaleza (Fort);
Horizonte, (Hori); Itaitinga, (Ita); Russas, (Russ).
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Figura 3- Frequéncia alélica do marcador UNH104 para macho e para fémea de tilapia do Nilo

com os respectivos erros padroes.
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4. DISCUSSAO

A caracterizacdo genética gerada pelos marcadores de microssatélites utilizados
neste estudo mostrou significativos indices de endogamia e moderada diversidade genética
entre cinco planteis de tilapia do Nilo, confirmando o histérico de origem dos mesmos. Além
disso, mostrou que o marcador UNH104 apresenta associa¢do do alelo 132 ao sexo masculino
na maioria das vezes. No entanto, houve algumas associagfes entre alguns genétipos ao sexo
fenotipico.

A variacdo média de alelos efetivos obtido nesta pesquisa (4,83-3,12) mostrou ser
similar aos estudos relatados por SUKMANOMON et al., 2012 (4,10-5,24) em quatro
linhagens de tilapia do Nilo e por RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2013 (3,24-3,619) em
trés geragdes da linhagen GIFT cultivadas. Por outro lado, HASSANIEN e GILBEY (2005)
registraram valores médios maiores (7,22 a 9,42) para populacGes de tilapias do Nilo selvagens.
Esta baixa variagéo de alelos efetivos em planteis cultivados em relagdo a populacdo selvagem
pode ser consequéncia de um possivel tamanho efetivo reduzido da populac&o, levando a perda
de alelos por deriva genética. Como também, a selecdo de determinados marcadores
moleculares microssatélites que podem evidenciar um quadro de diminui¢cdo da variacdo
genética como foi relatado por ROMANA-EGUIA et al., 2005 em duas geragdes de linhagem
chitralada de tilapia do Nilo.

A ocorréncia de 26 alelos privados em planteis de cultivo ndo mostrou ser incomum,
pois valores semelhantes foram encontrados por PETERSEN et al., 2012 em trés variedades de
tilapias do Nilo (GIFT, vermelha e nildtica comum), utilizando também os marcadores
UNH104 (14 alelos) e UNH108 (10 alelos). A influéncia de trés alelos privados sobre o indice
de diversidade genética como foi registrado por AN et al., 2010 em planteis cultivados de
dourada preta (Acanthopagrus schlegelii) e CUEVAS-RODRIGUEZ et al., 2014 espécies
comerciais de tilapia do género Oreochromis sp.

Fatores como selecdo sobre o locus, endogamia, mistura de populacbes com
diferentes frequéncias de alelos e a presenca de alelos nulos podem afetar no equilibrio de
Hardy-Weinberg (Romana-Eguia et al., 2005 e Kordicheva et al., 2010). Este Gltimo fator foi
detectado para o marcador UNH231 na maioria dos planteis estudados. Este marcado
afastamento do equilibrio de Hardy-Weinberg pode ter influenciado na reducdo da

heterozigosidade média detectada neste presente estudo. O mesmo fator também foi proposto
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por Luvesuto et al., 2007 em estudo da variabilidade genética do camardo branco do Pacifico
Litopenaeus vannamei.

A reducéo da variabilidade genética revelada pelo valor significativo de Fis dentro
dos planteis estudados pode ser atribuida também ao reduzido nimero de reprodutores em cada
ciclo reprodutivo, correspondente a razdo de 3:1 (fémeas:machos). Adicionalmente, a auséncia
de manejo genético adequado dentro dos cultivos pode acarretar em um maior grau de
parentesco dentro dos planteis e, consequentemente, a endogamia (SBORDONI et al., 1986;
BORREL et al., 2004; AHO et al., 2006; AN et al., 2011).

Os indices de diferenciacdo genética (Fst) encontrados para os cinco planteis
estudados variou de baixo a moderado. Baixos valores para este indice foram relatados por
HASSANIEN; GILBEY, 2005, os quais observaram o Fst=0,035 em analise de diversidade e
diferenciacdo de populac@es selvagens de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), utilizando
dentre os marcadores os loci UNH104 e UNH222. ROMANA-EGUIA et al., 2005 relataram
um valor de o valor de Fst= 0,043 no estudo de comparagéo de estoques naturais e selecionados
de tilapia do Nilo. Por outro lado, Rutten et al., 2004 observaram valores elevados de Fst(0,178)
em quatro linhagens de tilapia do Nilo.

Apesar de todos os planteis serem derivados da mesma linhagem Chitralada, tanto
as estimativas derivadas de Fst como os indices de identidade genética e distancia genética,
permitem caracterizar dois grupos, os quais concordam perfeitamente com o histdrico de
formacédo dos planteis. Cada plantel teve acesso a um grupo de reprodutores de origem genética
distintas.

A maior frequéncia do alelo 132 no loco UNH104 para o sexo masculino sugere
uma possivel associacdo do marcador a este fenotipo. Em trés familias de tilapia do Nilo
estudadas em_Stirling, UK apresentaram gendtipos com o alelo 132 em maior evidéncia para
os machos (LEE et al., 2003). A associacdo deste marcador no haplétipo Y também foi relatada
em Lee et al., 2004, indicando o alelo 189 na marcacdo do cromossomo Y para tilapia azul
(Oreochromis aureus). Porém, mesmo que tenha sido observada uma maior frequéncia do alelo
132 em machos, a auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias
genotipicas associadas ao sexo foi atribuida a extensa diversidade genotipica oriunda da origem
dos reprodutores estudados, pois estes individuos pertenciam a varios planteis de cultivo
diferentes. Lee et al., 2003 verificaram diferenca significativa na classificacdo do sexo de
acordo com 0 genotipo, porém a analise das amostras foram realizadas em familias

individualmente cultivadas, compartilhando assim os mesmos alelos, diferente da anélise que
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foi realizada para este estudo em amostras pertencentes a diferentes histéricos de formagéo de
planteis. Por outro lado o complicado sistema heterogamético masculino XX/XY em tilapia
sofre grandes variancias para diferentes marcadores diante das interacdes com os fatores
ambientais, principalmente a temperatura (SUN et al. 2014; PALAIOKOSTAS et al. 2013;
BEARDMORE et al. 2001).

Regibes de determinagdo sexual (SD), onde atuam varios fatores genéticos para a
tilapia do Nilo, foram encontrados nos grupos de ligacdo 1 e 23 (ESHEL et al. 2012; SUN et
al. 2014 e PALAIOKOSTAS et al. 2013). Dentre estas regides, o marcador UNH104 ¢
evidenciado por LEE et al., 2003 e LEE et al. 2011. Diante do estudo realizado por Palaiokostas
et al. 2013, houve uma reducéo da regido do locus determinante do sexo da tilapia através do
um maior adensamento do mapa de ligacdo na regido SD. Foram encontrados dois marcadores
do tipo SNP (Oni23063 e Oni28137) nos quais apresentaram uma elevada associa¢do e maior
consisténcia com o fendtipo sexual. Mesmo assim, o estudo assumiu que houveram varias
incoeréncias nas genotipagens dentro das familias analisadas.

O estudo aqui desenvolvido serviu como um rastreamento do alelo 132 diante da
genotipagem para identificacdo sexual do loco de microssatélite UNH104. Uma maior
frequéncia do alelo 132 no loco UNH104 indicou uma maior associa¢do ao sexo masculino,
corroborando a analise genotipica do homozigoto 132/132, o qual foi observado apenas em
machos no presente estudo. Esta observacdo sugere que estes individuos podem ser
direcionados para atuar no processo de producdo do monosexo. A obtencdo de uma maior
proporcdo de machos dentro de um plantel reprodutores, poderia ser alcancado através de
cruzamentos que apresentem segregacdes de gendtipos mais frequentes para a determinacéo do
sexo masculino e o acompanhamento de marcadores mais consistentes na identificacdo e

controle do sexo.
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Capitulo 2 — Marcacdo de fragmentos de PCR com sondas fluorescentes no
desenvolvimento de painéis multiplex para analise parental do camardo branco do

Pacifico (Litopenaeus vannamei)
1. INTRODUCAO

A aquicultura produziu cerca de 70,5 milhdes de toneladas de proteina animal
aquatica para consumo humano em 2013. Apenas no cultivo de crustaceos representou 6,4
milhdes de toneladas, aproximadamente 9,4% do total de producéo para fins alimentares em

2012. Em relacdo a valores, esse volume produzido representa 22,4% (FAO, 2014).

O camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) responde por 76% da
producdo mundial de peneideos cultivados e representa uma das espécies de crustaceos mais
empregadas na carcinicultura atualmente (FAO, 2012). Este organismo ¢é restrito ao oceano
Pacifico e sua distribuicdo natural ocorre do México (Provincia de Sonora) até o Peru (Sul de
Tumbes) (BENZIE, 2000). E considerada a principal espécie exotica de camardo marinho
cultivada no Brasil atualmente, com uma produgéo de 35 mil toneladas em 2012 (MPA, 2012).

As populagbes aquicolas cultivadas estdo sujeitas ao acasalamento entre parentes
ou individuos relacionados ao mesmo ancestral (FALCONER; MACKAY, 1996). Para o
monitoramento e controle da endogamia resultante destas reproducdes, o desenvolvimento de
marcadores moleculares para a aquicultura tem proporcionado um grande avango nas pesquisas
de variabilidade genética, identificacdo de espécies e linhagens, relacdes de parentesco, como
também, na construcdo e um maior adensamento de mapas de ligacdo para espécies cultivadas
(LIU & CORDES, 2004).

Dentre os principais marcadores existentes, os microssatélites se destacam pelas
multiplas copias em tandem, alcancando uma variacdo de 1 a 6 pares de bases, apresentando
caracteristica hereditaria codominante, sdo abundantes no genoma e bastante polimorficos
(CHISTIAKOV et al., 2006). O relativo pequeno tamanho dos loci de microssatélites revela ser
de grande importéncia, pois facilita o processo de PCR e, consequentemente, a genotipagem
(LIU; CORDES, 2004). Muitos estudos mostraram 0 sucesso da utilizacdo destes marcadores
para a espécie Litopenaeus vannamei no carater de monitoramento da variabilidade genética de
estoques selvagens e cultivados ao longo dos anos (GARCIA; ALCIVAR-WARREN 1996;
GARCIA et al. 1996; WOLFUS et al., 1997; MEEHAN et al., 2003; PEREZ et al., 2005;
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VALLES-JIMENEZ et al., 2005; LUVESUTO et al., 2007; KELLY et al., 2010; MAGGIONI
etal., 2013; MONTALDO et al., 2013).

Os marcadores moleculares estdo sujeitos ao processo de slippage durante o
processo de replicacdo da polimerase, podendo alterar a posicéo dos alelos gerados em até 2pb
(em locus dinucleotideos) (LIU; CORDES, 2004). Além disso, os amplicons gerados pela PCR
para fins de genotipagem séo tradicionalmente marcados, dentre os principais os radiois6topos
(ndo mais utilizados) (SAMBROOK et al., 1989) e os fluoréforos (SCHUELKE, 2000), sendo
este Gltimo utilizado amplamente em microssatélites (NEILAN et al., 1997). A técnica de
genotipagem através de sequenciadores automaticos exigem a utilizacdo de primers marcados
com fluorescéncia, os quais apresentam um elevado custo, podendo onerar em muito a pesquisa
(DINIZ et al., 2007).

Diante disso, Schuelke, 2000 desenvolveu um método em que os produtos de
genotipagem apresentavam uma alta performance utilizando uma pequena fracdo de
concentracdo fluorescente em uma unica reacdo, diminuindo assim os custos. Esta técnica
consiste na utilizacdo de uma sequéncia (cauda), sendo neste estudo o iniciador universal M13(-
21) marcado com qualquer tipo de fluorescéncia, a qual ird flanquear com uma das sequéncias
de primer que ficam anexado a extremidade 5’ a sequéncia M13(-21) sem a marcagdo. Esta
técnica proporciona o aumento da robustez de defini¢cdo dos alelos, reduzindo os custos ligados
a marcagao de primers (YU et al., 2001; DINIZ et al., 2007). No entanto, a utilizagdo destas
caudas podem proporcionar um aumento na formacdo de hairpins e dimeros de primers
(HAUSWALDT; GLENN, 2003 e DINIZ et al., 2007).

Para aumentar ainda mais a eficiéncia do processo de genotipagem, o sistema de
amplificagdes em multiplex € um segmento de PCR no qual dois ou mais loci sdo
simultaneamente amplificados em uma mesma reacdo (HENEGARIU et al., 1997). Esta
reducdo do nimero de reagdes envolvidas para testar uma amostra em varios marcadores, ajuda

aeconomizar tempo e dinheiro na analise de um grande numero de amostras (SINT etal., 2012).

Em estudos voltados para aquicultura, este sistema tem sido empregado em areas
como a determinacgéo de paternidade (MOUSSEAU et al, 1998; VANDEPUTTE et al, 2001,

TARIS et al., 2005), para avaliacdo de diversidade genética em populacdes de cultivo
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(BOUDRY et al., 2002; HARA e SEKINO, 2003; LI et al., 2007; HAMOQY et al., 2008) e
manejo genético em reprodutores de cultivo (HAMOY'; SANTOS, 2012).

Apesar de existir varios fabricantes que oferecam kits de PCR multiplex, afirmando
que ndo ha necessidade de otimizagao das reacdes, continua sendo indispenséavel a otimizacéao
das concentracbes dos primers e condi¢cbes de termocilagem para haja estabilidade e
reprodutibilidade das reacdes (SINT et al., 2012).

Na tentativa de tornar o processo de genotipagem mais eficiente, a utilizacdo de
primers associados a cauda marcada para compor um sistema de painéis multiplex de PCR
serdao desenvolvidos e validados através da andlise de segregacdo alélica em familias cultivadas

de Litopenaeus vannamei.

2. MATERIAL E METODOS
2.1.  Obtencdo das amostras e extracdo de DNA

Em parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) do
estado do Piaui (PI), foram fornecidas oito familias de irmdos completos com 10 individuos
cada de Litopenaeus vannamei e os respectivos dados genotipicos referentes aos pais de cada
familia coletada.

As amostras de tecido individuais foram obtidas através da retirada de segmentos
abdominais dos camardes, sendo estas imediatamente armazenadas em etanol a 95%.

O DNA foi extraido seguindo o protocolo padrdo de PCI-Proteinase K, com
algumas modificagbes (SAMBROOK et al. 1989). Cada amostra foi macerada para aumentar
a superficie de contato e receberam 700uL de tampao de extragdo (Tris- HCI 100mM pH 8,5;
1% SDS) e 30uL de proteinase K (10pg/mL). Em seguida, as amostras foram incubadas a 39°C
overnight. Apos esta etapa, foram adicionados 350ul. de Fenol e 350uL em solugdo de
cloroformio: alcool isoamilico (24:1) e misturados por inversdo por 5 minutos e centrifugado a
7.000 g por 5 minutos para separacdo de fases. Foram removidos 650ul da fase aquosa
(superior) para um minitubo limpo sem perturbar a interface, utilizando uma pipeta de ponta
larga para minimizar a quebra mecénica do DNA. Posteriormente, foram adicionados mais
650uL a solugdo de cloroformio: alcool isoamilico (24:1) e misturados por inversdo por 5

minutos. As amostras foram novamente centrifugadas a 7.000 g por 5 minutos para separar a
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fase aquosa e foram removidos 500uL para um minitubo limpo, e em seguida adicionado 1ml
(2x a fase aquosa) de etanol absoluto e 50uL (0,1x a fase aquosa) de acetato de sodio (2M) ¢
incubada no freezer por 15 min. O DNA foi centrifugado a 10.000g por 15 min e o sobrenadante
foi descartado por inversao. Em seguida, a amostra foi lavada com 500uL de etanol 70% gelado
e centrifugada a 10.000 g por 5 min. O etanol foi descartado e o precipitado, invertendo o tubo
sobre um papel toalha por 5 min. O DNA foi ressuspendido em 50uL de TE (10mM Tris- HCI
pH 8,5; 1ImM EDTA) e armazenado em freezer a -20°C.

2.2.  Desenvolvimento do sistema de PCR multiplex

Os quinze marcadores estudados foram escolhidos baseado no polimorfismos e
reprodutibilidade como foi relatado por Cruz et al., 2002, Meehan et al., 2003 e Pérez et al.,
2005 (Tabela 1). Todos estes loci receberam na sequéncia foward uma cauda
(TGTAAAACGACGGCCAGT) correspondente a 18pb do iniciador universal M13(-21). Com
a adicdo desta sequéncia, foi necessario realizar o processo de otimizagdo para a temperatura
de anelamento através de testes com gradiente de temperatura. As condi¢bes de amplificacédo
dos marcadores individuais por PCR foram realizadas em um volume final de 12,5uL,
contendo: 1x PCR Buffer (10mM, Tris—HCL pH 8,3), 1,8mM de MgCl2, 10mM de cada primer,
0,25 mM de cada dNTPs, 1U Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 50ng de DNA. As condicdes
de ciclagem da PCR foram: desnaturacdo a 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento sob gradiente de temperatura de 52°C (no
minimo) a 62°C (no maximo) por 45 segundos e extensao de 72°C por 60 segundos, e um passo
final de extensdo de 72°C por 60 minutos para tornar homogénea a cauda poli-A. Os produtos
da PCR foram submetidos a eletroforese de agarose a 1,5% a 120V, 300mA e 60V para
verificacdo da melhor temperatura de anelamento e o tamanho dos amplicons gerados.

Com base no tamanho dos amplicons, evitando sobreposicdes, a temperatura de
anelamento em comum e a verificacdo da formacdo de hairpins e dimeros de primers foram
analisados através dos programas Multiplex Manager v1.2 (HOLLELEY; GEERTS, 2009) e
Autodimer v1.0 (VALLONE; BUTLER, 2004) que permitiram varias combinagdes e testes
com o desenvolvimento de conjuntos de marcadores. Cada conjunto de primers formado,
recebeu uma cauda fluorescente M13(-21) (PET, 6-FAM, HEX ou NED). Estes conjuntos
seguiram as diretrizes relatadas no Multiplex PCR Handbook 09/2002 (Qiagen), porém com
modificagdes nas concentracbes dos primers e a cauda fluorescente. Baseado em Schuelke,

2000, foram realizados alguns testes de concentracdo destas sequéncias.
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As amplificacOes foram realizadas em um volume final de 10uL, contendo: 0,2 X
Qiagen Multiplex PCR Master Mix (3 mM MgClI2, pH 8.7), 0,3uM do 10x primer mix (2,94uM
para o foward, 3uM para o reverse e 0,06uM para cauda M13(-21) fluorescente) e 200ng de
DNA genémico. O protocolo de ciclagem seguiu as seguintes condic¢des: desnaturacdo a 94°C
por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a 94° por 30 segundos, temperatura de anelamento de
56°C (temperatura em comum para 0s conjuntos obtidos) por 45 segundos e extensédo de 72°C
por 60 segundos, para a incorporacdo da cauda, seguiram oito ciclos de anelamento de 53°C a
45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos e um passo de extensdo final de 72°C por 30
segundos. Os produtos obtidos foram genotipados no sequenciador automatico capilar ABI3500
(Applied Biosystems, CA, USA.) com o marcador de peso molecular GS-600 LIZ®.

Os conjuntos que apresentaram todos 0s marcadores com 0s seus respectivos alelos
foram selecionados para a continuacdo do estudo e submetidos ao programa Micro-cheker
v.2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2005) para verificacdo de alelos nulos.

2.3. Validacdo dos conjuntos de PCR multiplex

Os conjuntos formados foram validados através da comparacdo dos genétipos dos
pais com 0s respectivos genotipos das oito familias obtidas. Para verificar se a migracdo alélica
da prole observada correspondeu a segregacao de alelos do cruzamento dos pais esperado, foi
adotado o teste do qui-quadrado. O calculo para este teste adotou o seguinte nimero de classes

genotipicas esperada pelos pais e seguiu a equacao com o seu respectivo grau de liberdade (gl):

v2 (0 —E)?
B E

gl=k-1

Onde O é o numero de individuos observados na classe genotipica, E € 0 nimero
esperado de individuos na mesma classe genotipica, e k € o nimero de classes genotipicas. A
ndo diferenca estatistica verificada significou que a frequéncia genotipica da prole obedeceu a
proporcdo genotipica esperada pelo cruzamento dos pais. Por outro lado, a diferenca
significativa indicava a frequéncia genotipica apresentada pela prole foi diferente da proporcao

genotipicas apresentada pelos pais.
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. N° de . . N° de
Primer ACESSO Repeticdo Sequéncias (Cauda M13-Foward) pb | pbo alelos
Pérez et
i F5TGTAAAACGACGGCCAGTAAACAACATATTGCAGTTCS’ i
CNM-MG | al, 2005 (ACAAA) 180 | 155 9
339 (ndo 181
citado) R 5’AAGCGTCAGATTCCAG3’
Pérez et
i F 5 TGTAAAACGACGGCCAGTCGAGCGTTATCAAATG3’ i
CNM-MG | al, 2005 | A 173 GTT (ATT)S 266 | 22| 11
380 (ndo 278
citado) R 5>GAAATGATGGGGAAGA3’
Pérez et
CNM- al, 2005 F5TGTAAAACGACGGCCAGTATCGGGAATACAATCG3' 245-
MG384 (ndo (AAACA)S 245 | o5 | 12
citado) R 5’AACCCTAACAAACAATAAG3'
Pérez et
CNM- al. 2005 (AATIS F5TGTAAAACGACGGCCAGTTTTCTGCCACGGAGTTS' L6 | 166 )
MG421 (ndo 181
citado) R 5'CTGTTGCCCAAATAGC3
Pérez et F 5 TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAGGAAATAGAACAGS'
CNM- al, 2005 (CAA)G 153 | 151- 3
MG437 (ndo 153
citado) R 5’GCAGCCTTACCACGACS'
..(TC)4...(CT)4... F5TGTAAAACGACGGCCAGTCAGACCCTAAATCTCCGTGCS' 178-
TUMXL5.27 | AF360022 ( 193 11
(TC)3..(CT)3...(TC)5... R 5 TGGAAAGGTCAGAGGTCACG3' 202
TUMXL5.38 | AF360024 | .. (TC)8...(CT)W...(TC).. F5TGTAAAACGACGGCCAGTCCTTTATGACTTCCCCCGAC3 533 | 218 14
R 5'CCGTACAGAAACGGAACGTC3' 246
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TUMXL F 5’TGTAAAACGACGGCCAGTGATGTACACAACTGTACTTCG3’ 192-
vg.193 |/AAF360069 (AT)... R 5>GAGATGATAAGAGAACGAAAG3’ 187 | 196 4
.(AT)3...(AT)3...(AT)
TUMXL | A cocng70 3..(AT)3...(AT)3... F 5" TGTAAAACGACGGCCAGTCCTCCTGTCCATTCAGCAGS” | o, | 245- 5
V8.2 (AC)3...(AT)3...(AT)3.. 261
(AT)3...(AT)3... R 5’GGTCAGATATGTATTCGAGTRCGG3’
TUMXLS. F5TGTAAAACGACGGCCAGTGGACTCACACTTCTGGTTC3! 152-
...(AAT)4... 184 8
256 AF360076 R 5GGCTGCACCTTGTAAGTC3' 184
TUMXLS. F5TGTAAAACGACGGCCAGTTTACCGCCTAAGAGCGAATG3' 234-
...(CA)3...(TA)... 238 6
32 AF360080 R5TGTCCTTTCGTACCAGTCAAG3' 246
PVANDOL3 (TAYS ... (ATM F 5TGTAAAACGACGGCCAGTTGCTCTGGTAACGACAAACGS' | 4, | 289- 5
AY 062929 R 5AGACCTGTGGCGAAGTGC3' 307
PVANL003 (GT)9 GC (AT)2 (GTY6 F 5TGTAAAACGACGGCCAGTATATTTCATGCGTTCCGAGGS' | - | 165- 3
AY062927 R 5’GACTATCTCACGCGCCTCTC3' 169
F 5> TGTAAAACGACGGCCAGTATGCTCGTTCCCTTTGCTT3’ 199-
PVAN1758 | AY062928 | (T)10(TC)7...(T)4(TC) R 5 TTGAAGGAAAAGTGTTGGGGS 181 | 1g 3
PVAN | |\ 60025 | (DTCT2(CTTD)4...( | F 5 TGTAAAACGACGGCCAGGATCATTCGCCCCTCTTTTT3’ 158 | 141- 18
1815 CT)6 R 5’ATCTACGGTTCGAGAGCAGA 151
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3. RESULTADOS

3.1. Desenvolvimento do sistema de PCR multiplex

Nos testes de genotipagem em multiplex, a maioria dos loci apresentaram
temperatura de anelamento de 56°C em comum. A intensidade da fluorescéncia gerada pela
incorporacdo da sonda M13(-21) nas amplificacdes tiveram uma melhor performance na
concentracdo da sequéncia foward em 2,94uM, da sonda M13(-21) em 0,06uM e da reverse
em 3uM (Tabela 2), pois proporcionaram uma melhor definigdo na formacéo de picos alélicos.

Dos quinze marcadores testados, nove marcadores apresentaram em conjunto
amplificacdes consistentes e sem formacdo de dimeros, sob a seguinte forma: Conjunto 1
(TUMXLV5.38, TUMXLV5.27, CNM-MG437), Conjunto 2 (TUMXLV8.256,
TUMXLV8.32, PVAN0013) e Conjunto 3 (CNM-MG421, CNM-MG384, PVAN1003),
marcados com as fluorescéncias PET, HEX e 6-FAM respectivamente, totalizando assim trés
conjuntos de PCR multiplex (Tabela 2).

3.2 Validagéo dos conjuntos de PCR multiplex

Os genotipos dos machos foram inferidos de acordo com o gendtipo da fémea e da
prole para a respectiva familia associada. Devido a detec¢do de alelos nulos para os loci
TUMXL8.256, TUMXL8.32 e PVANO0O013, todos pertencentes ao conjunto 2, as familias
analisadas por estes loci apresentaram casos em que os descendentes foram classificados como
portador de alelo nulo: familia D e J para o loco TUMXL8.32 e familia J no loco PVAN0013
(Tabela 3). Para o loco TUMXL8.256 a maioria dos genétipos foram homozigotos em grande
parte das familias (Tabela 3).

A maioria dos alelos identificados no sistema de PCR multiplex para a prole foram
também identificados na comparacao alélica com os seus devidos genitores (Tabela 3). Muitas
familias apresentaram proporcdes genotipicas muito proximas e iguais aos modelos esperados
pelo cruzamento do macho e da fémea, sendo este Ultimo caso evidenciado quando a prole e os
parentais sdo homozigotos. Constatacéo esta verificada pela maioria das familias genotipadas
néo apresentarem diferenca significativa no teste do qui-quadrado (Tabela 3).

No entanto, 0 comportamento geral de cada loco nas familias apresentou distorgdo
na distribuicdo de genotipos em relacdo a proporcdo mendeliana esperada (Tabela 3). Esta

evidéncia foi indicada pelos valores do qui-quadrado, os quais apresentaram diferenca
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significativa da proporc¢do genotipica da prole com os parentais (Tabela 3). Esta evidéncia pode
ser explicada pelas incoeréncias apresentadas na segregacao de genotipica da prole em relacéo
ao modelo de segregacdo esperada.

Com excecdo dos loci CNM-MG437, CNM-MG421 e PVAN1003, todos o0s
marcadores apresentaram dentro de algumas familias gendtipos de individuos que n&o
correspondem aos cruzamentos dos seus respectivos genitores: Conjunto 1 para o loco
TUMXLV5.27 (familias C, E, G e J), loco TUMXLV5.38 (familias C e E); Conjunto 2 para o
loco TUMXLV8.256 (familias B, C, G e J), loco PVANQ013 (familias B e E); Conjunto 3 para
0 loco CNM-MG384 (familias C, D, G, I), sendo que neste loco a familia C apresentou cinco
alelos diferentes, fugindo das leis de segregacdo mendeliana (Tabela 3). Este Gltimo caso pode
estar correlacionado com erro de genotipagem ou com inconsisténcia do marcador CNM-
MG384, pois a amplificacdo deste loco em PCR comum ndo houve alelos correspondentes aos
gerados por multiplex. Portanto, juntamente com os outros loci, acabou contribuindo também
para as distor¢des apresentadas na distribuicdo de gendtipos observados na prole em relagdo ao

esperado.
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Tabela 2 — Conjunto de painéis multiplex com concentracdo de primers para cada marcador e

marcacéo fluorescente

Concentracéo da

Concentragdo do cauda M13(-21) Temperatura de
Multiplex primer F/R (UM) (UM) Cor anelamento (°C)
Conjunto 1
CNM-MG437 2,94/3 0,06 PET (vermelho) 56
TUMXLS5.27 2,94/3 0,06 PET (vermelho) 56
TUMXL5.38 2,94/3 0,06 PET (vermelho) 56
Conjunto 2
TUMXL8.256 2,94/3 0,06 HEX (verde) 56
TUMXLS8.32 2,94/3 0,06 HEX (verde) 56
PVANO0013 2,94/3 0,06 HEX (verde) 56
Conjunto 3
CNM-MG421 2,94/3 0,06 NED (amarelo) 56
PVAN1003 2,94/3 0,06 NED (amarelo) 56

CNM-MG384 2,94/3 0,06 NED (amarelo) 56
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Tabela 3 — Frequéncia genotipica entre oito familias de Litopenaeus vannamei de irmaos completos e valores de X2 para propor¢oes de
segregacdo mendeliana esperada

Genotipos
=]
E Loco | Familia Parental Modelo | n X2
LS) Progénie
Macho | Fémea
A 151/151 | 151/151 151/151 (10) 1 10 0
B 151/151 | 151/151 151/151 (10) 1 10 0
C 148/151 | 151/151 151/151 (5) 148/151 (5) 1:1 10 0
~
Q D 151/151 | 151/151 151/151(10) 1 10 0
O
1 1=
2‘ E 151/151 | 151/151 151/151 (10) 1 10 0
=
O G | 151/151 | 151/153 151/151(9) 151/153 (1) 11 10 6,40%
[ 148/151 | 151/151 151/151 (3) 148/151 (7) 1:1 10 1,60
J 151/151 | 151/151 151/151 (10) 1 10 0
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190/194 | 192/198 194/198 (4) 190/198 (4) 190/192 (2) 192/194 (0) 1111 | 10 4,40
192/192 | 188/192 192/192 (4) 188/192 (6) 11 10 0,40
192/192 | 188/194 | 188/192 (3) 192/194 (4) 186/184 (1) 184/192 (1) 184/186 (1)" | 1:1 10 0,14

N 190/192 | 184/190 190/192 (6) 184/190 (3) 190/190 (1) 184/192 (0) 1111 | 10 8,40%

Te}

> 195/199 (2) 192/194 (4) 199/194 (0) 192/199 (0) 192/192 (2)f

X 192/195 | 192/199 1:1:1:1 | 10 5,00

= 192/195 (1)" 186/192 (1)
190/199 | 192/192 192/199 (4) 190/192 (4) 192/195 (1)f 11 9 0,00
190/192 | 186/190 186/192 (2) 186/190 (3) 190/192 (5) 190/190 (0) 1111 | 10 5,20
188/190 | 192/192 188/192 (4) 190/192 (5) 196/196 (1) 7 11 10 0,11
229/229 | 226/226 226/229 (8) 1 8 0
2241226 | 226/230 226/226 (3) 224/226 (3) 226/230 (4) 224/230 (0) 1111 )10 4

(00}

3 218/227 (2) 218/234 (3) 218/218 (1) 227/234 (0) 227/227 (1)

> 218/234 | 218/227 L1l |9 3,33

= 222/225 (2)

3

= 222/229 | 226/226 2261229 (4) 2221226 (6) 11 10 0,40
224]236 | 2241224 224]236 (4) 224/224 (4) 228/228 (1) 11 9 0
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2371227 | 221/227 2217227 (2) 221/237 (5) 227/237 (0) 227227 (2) L1 | 9 567
2271237 | 2271227 2271237(4) 2271227 (5) 11 9 0,11
2221222 | 2221222 2221222 (9) 1 9 0
175/199 | 169/169 169/175 (2) 169/199 (8) 11 10 3,60
169/174 | 169/174 174/174 (5) 169/169 (3) 169/174 (0) 167/167 (1) 1211 9 9,00%
169/175 | 169/175 | 169/169 (6) 169/175 (1) 175/175 (1) 175/178 (1)T 180/180 (1)T | 1:2:1 | 10 10,75*
©
ﬁ 169/172 | 169/169 169/172 (4) 169/169 (6) 11 10 0,40
g 169/172 | 169/172 169/172 (4) 169/169 (5) 172/172 (1) 121 | 10 1,80
= 166/169 | 166/169 169/169 (3) 166/169 (1) 166/166 (5) 172/172 (1) 121 | 10 6,33*
166/166 | 166/166 166/166 (10) 1 10 0
169/172 | 169/172 172/172 (2) 169/172 (1) 169/169 (6) 169/175 (1) 121 | 10 9,00%
239/239 | 236/236 236/239 (10) 1 10 0
g 236/236 | 236/236 236/236 (10) 1 10 0
§ 236/238 | 236/238 238/238 (4) 236/238 (1) 236/236 (5) 121 | 10 1,80
P NULO | 236/238 236/236 (5) 236/238 (0) 238/238 (5) 121 | 10 10.00%
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2341234 | 234/234 2341234 (7) 238/238 (2) T 236/236 (1) 1 10 0
2341236 | 234/236 2341234 (1) 2341236 (2) 236/236 (7) 121 | 10 10,80*
236/236 | 230/236 2301230 (0) 230/236 (6) 236/236 (4) 121 | 10 3,60
NULO | 234/236 2341234 (5) 2341236 (0) 236/236 (5) 121 | 10 10,00
291/291 | 291/291 291/291 (10) 1 10 0
287/297 | 287/297 297/297 (4) 287/297 (3) 287/297 (0) 285/285 (3)° 121 | 10 7,29
297/297 | 297/297 297/297 (9) 1 9 0
% 295/297 | 297/297 297/297 (6) 295/297 (4) 11 10 0,40
g 285/291 | 9g5/291 285/291 (1) 285/285 (1) 291/291(0) 297/297 (7) T 1:2:1 9 2,00
* NULO | 295/297 297/297 (5) 295/297 (0) 295/295(5) 1:2:1 5 10,00*
291/297 | 291/297 291/291 (3) 291/297 (4) 287/287 (3) 121 | 10 0,40
297/297 | 297/297 297/297 (10) 1 10 0
. 157/157 | 157/157 157/157 (10) 1 10 0
;Dr 157/157 | 157/159 157/159 (6) 157/157 (4) 11 10 0,40
% 157/157 | 157/159 157/157 (4) 157/159(6) 11 10 0,40
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157/159 | 157/157 157/159 (8) 157/157 (2) 11 10 3,60
244246 | 244/246 2441244 (4) 2441246 (4) 246/246 (1) 1:2:1 9 2
157/157 | 157/157 157/157 (10) 1 10 0
157/159 | 157/157 157/157 (2) 157/159 (8) 11 10 3,60
151/151 | 151/151 151/151 (10) 1 10 0
165/165 | 165/165 165/165 (10) 1 10 0
163/165 | 163/165 165/165 (5) 163/165 (4) 163/163 (1) 1:2:1 10 3,60
165/165 | 163/163 163/165 (9) 1 9 0
g 165/165 | 163/163 163/165 (10) 1 10 0
% 163/167 | 165/167 163/165 (6) 167/167 (4) 165/167 (0) 163/167 (0) 1:1:1:1 | 10 10,80*
* 165/165 | 165/167 165/167 (8) 165/165 (2) 11 10 3,60
165/165 | 163/163 163/165 (10) 1 10 0
163/165 | 163/163 163/163 (2) 163/165 (8) 11 10 3,60
248/248 248/248 248/248 (10) 1 10 0
% 242/252 | 252/255 252/252 (4) 2421255 (3) 242/252 (2) 252/255 (0) 1:1:1:1 | 9 3,89
% 244/246 | 2441246 | 2441244 (3) 2441254 (2) 2441246 (0) 252/252 (3) T 246/246 (2) | 1:2:1 10 5,40
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2501250 (3) 243/250 (2) 246/250 (1) 243/246 (0) 239/239 (1)
D | 246/250 | 243/250 1:1:1:1 3,33
239/246 (2)
E | 244/246 | 2441246 2441244 (4) 2441246 (4) 246/246 (1) 1.2:1 2,11
G | 236/248 | 248/248 | 2481248 (1) 236/248 (2) 236/256 (2)T 250/250 (2)T 256/256 (2)7 | 1.2:1 0,33
| | 254/254 | 242/252 | 242/254 (4) 252/254 (1) 242/252 (0) 254/254 (0) 246/246 (3)7 | L:1:1:1:1 8,60
I | 256/256 | 254/256 254256 (2) 256/256 (6) 11 2,00

P<0,05

T Individuos que apresentaram genotipos diferentes da prole resultante do cruzamento dos pais.
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4. DISCUSSAO

Este presente trabalho culminou no desenvolvimento de painéis multiplex de
marcadores de microssatélites, seguidos pelo processo de validacdo desta ferramenta através da
aplicacdo de parentesco de familias cultivadas de Litopenaeus vannamei.

A importéancia do planejamento de um painel multiplex é primordial para um bom
desempenho na sua aplicacdo. A precaucédo de selecdo de marcadores que ndo apresentassem
sobreposicdo de amplicons, temperatura de anelamento em comum, mesma performance em
uma PCR comum e em um sistema multiplex sem formacéo de dimeros e a fidelidade na
classificacdo alélica foram medidas fundamentais para o processo de formacdo dos trés
conjuntos de marcadores dos quinze loci estudados para o desenvolvimento de painéis
multiplex. Estes processos basicos sdo comuns em trabalhos que envolvem a aplicacdo do
sistema multiplex, como foi mostrado por Sint et al.,, 2012 ao aplicar este sistema na
investigacdo de interacBes alimentares em uma comunidade de artropodes, como também, na
variabilidade genética mostrado por Hamoy e Santos, 2012 para o tambaqui Colossoma
macropomum, Hamoy et al., 2008 para o pirarucu Arapima gigas e Li et al., 2007 para o
camarao tigre asiatico Pennaeus monodon.

A melhor definicdo dos picos alélicos ndo seguiu as propor¢Ges mencionadas em
Schuelke, 2000 em seu estudo na implementacdo do método de marca¢do com a cauda M13
fluorescente nos fragmentos de PCR. O autor propés a quantidade de ¥4 da sequéncia foward
em relacdo a sequéncia reverse e a mesma concentracdo com a sonda M13. Neste estudo, 0
melhor resultado foi revelado com a propor¢édo de ¥ da sonda M13 em relacdo a sequéncia
reverse, para a complementacéo da sequéncia foward. Estas concentracdes testadas permitiram
uma melhor definicdo dos amplicons como também, uma intensidade de brilho suficiente para
a definicdo dos picos alélicos. Testes de otimizacdo de PCR e sensibilidade dos primers em um
sistema multiplex e incorporacao de sondas fluorescentes, como a cauda M13 foram usados nos
estudos promovidos por Sint et al., 2012; Diniz et al., 2005 e Boutin-Ganache et al., 2001).

Apesar da ocorréncia de alelos nulos para o Conjunto 2 ndo apresentar um padrao
consistente para todas as familias estudadas, como também foi relatado por Maggioni et al.,
2013, utilizando os marcadores TUMXLV5.27, TUMXLv5.38, TUMXLV8.2, TUMXLV8.32,
TUMXLV8.183, TUMXLV8.256, Pvan1003, Pvan0013, Pvanl758 e Pvanl1815 para planteis
cultivados Litopennaeus vannamei. Este fato levou a darmos continuidade na pesquisa para este
conjunto de marcadores. Entdo, inferirmos ao pai ser o portador do alelo nulo devido ao
genotipo da mée ser conhecido.
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Acreditamos que a ndo conformidade da segregagdo mendeliana oriunda da prole
em relacdo aos pais confirmada pelo teste do qui-quadrado em todos os loci, pode ter sido
atribuida além da presenca de alelos nulos, erros de marcacdo de amostras durante a coleta,
como também, o namero de individuos amostrados por familia (10) que pode ter favorecido
alguns genotipos.

A ocorréncia de geno6tipos da prole que ndo foi esperada pelo cruzamento dos
genitores de cada familia, ndo foi restrita apenas nesta pesquisa. Resultados mostraram que em
Jerry et al., 2004 em seu estudo com Penaeus japonicus este fato foi atribuido aos erros de
genotipagem, do que a ocorréncia de uma mutacdo na linhagem maternal, pois uma fémea
peneideo pode produzir milhares de descendentes em uma Unica desova e para garantir sucesso
na fecundacdo recorre-se ao processo de inseminacdo artificial que pode proporcionar o
recebimento de mais de um espermatéforo para cada fémea. Fato este sendo mais provavel de
ocorréncia. Por isso, pode proporcionar o aparecimento de alelos pertencentes a mais de um
pai. Além disso, Valles-Jimenez et al., 2005 afirmaram que os marcadores de microssatélites
para camardes peneideos podem muitas vezes serem dificeis para classificar, validar e observar
frequentemente a presenca de alelos nulos.

O comportamento dos marcadores selecionados para o sistema multiplex e a sua
validacdo genotipica através das relacdes de parentesco revelou que nem todos os marcadores
utilizados neste estudo foram suficientemente informativos na proporcao de genétipos da prole
aos seus respectivos parentais. Situacdo parecida foi encontrada por Jerry et al., 2006 que
encontraram dificuldades de amplificacdo, definicdo de alelos, probabilidade de alelos nulos
para muitos loci na utilizacdo de microssatélites em estudos de analise de ascendéncia para o
Pennaeus japonicus. Portanto, para uma melhor analise de segregacéo de alelos da prole em
relacdo aos seus genitores, seria necessario um maior nimero de marcadores a serem estudados

para a aplicacdo deste estudo.
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CONCLUSOES GERAIS

Os marcadores do tipo microssatélites revelaram ser capazes de analisar o quadro
da distribuicdo da variabilidade genética, da identificacdo sexual e parental das principais
espécies cultivadas no Ceara.

Os planteis estudados de tilapia do Nilo apresentaram altos niveis de endogamia,
corroborando com o histoérico de formacdo dos mesmos. Na identificacdo sexual, o loco
UNH104 nos leva a considerar que a presenca do alelo 132 no estado homozig6tico 132/132
identifica o sexo masculino, justificando seu efeito aditivo.

A marcacéo de fragmentos gerados por primers para o camarao branco do Pacifico
junto ao sistema de PCR multiplex mostrou ser uma técnica eficaz e de bom desempenho.
Entretanto, os marcadores utilizados para a associacdo parental ndo apresentaram uniformidade
nos dados obtidos, apesar destes ja pertencerem a literatura. Por isso, ha necessidade de

formacéo de novos conjuntos de marcadores.



