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Resumo

TAVARES, Rafael Aldrighi. Analise do crescimento e identificagao de loci
potencialmente amplificaveis em peixe-rei. 2014. 55f. Tese (Doutorado) —
Programa de P6s-Graduagdo em Zootecnia - FAEM. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Com o objetivo de dar subsidio técnico e cientifico para a definigdo do melhor
modelo animal de peixe-rei, a ser utilizada em um programa de melhoramento
genético, foram realizados dois experimentos distintos em um unico projeto. No
primeiro experimento foi analisado o desempenho em crescimento de Odontesthes
bonariensis, Odontesthes humensis e do hibrido (O. bonariensis e O. humensis) em
sistema de criacdo intensivo, por um periodo de 180 dias, utilizando como
indicadores o peso corporal (Pc), comprimento total (Ct), fator de condi¢cdo (FC),
coeficiente alométrico (b), taxa de crescimento especifico (TCE) e estimativa de
peso corporal e comprimento total maximo (PCmax, Ctmax). TOdos 0s grupos genéticos
cresceram em peso corporal e comprimento total ao longo do periodo analisado,
sendo influenciados pela genética de cada espécie. O. bonariensis apresentou o
melhor desempenho em crescimento e os peixes hibridos apresentaram um
crescimento intermediario e uma estimativa de peso corporal maximo que superou
as espécies puras. No segundo experimento foram identificados 25.806 /oci
potencialmente amplificaveis de microssatélites, na espécie de peixe-rei O.
humensis. Desse total de loci, 167 foram classificados de melhor qualidade, com
capacidade de ser altamente variavel na populacdo e com grande potencial para
analise de variabilidade genética desta espécie. De forma geral, seria util a selegéo
de reprodutores, com o auxilio de marcadores microssatélites e formacado de

linhagens domesticadas.

Palavras-chaves: Melhoramento Genético, Marcadores Moleculares, Peixes Nativos,
Hibrido.



Abstract

TAVARES, Rafael Aldrighi. Analysis of growth and identification of loci
potentially amplifiable in pejerrey. 2014. 55f. PhD (Thesis) — Department of Animal

Science — FAEM. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brazil.

Aiming to provide technical and scientific allowance for defining the best animal
model for pejerrey, to be used in a breeding program, two separate in a single project
experiments were performed. In first experiment were examined the growth
performance of Odontesthes bonariensis, Odontesthes humensis and hybrid (O.
bonariensis X O. humensis) in intensive culture system for a period of 180 days,
using the body weight (W), total length (Lt), condition factor (CF), allometric
coefficient (b), specific growth rate (SGR) and estimates of body weight and
maximum total length (Wmax, Ltmax) @s indicators. All genetic groups grew in weight
and length over the period analyzed, being influenced by the genetics of each
species. O. bonariensis showed the best performance in growth and hybrid fish
showed intermediate growth and estimated maximum body weight exceeding the
pure species. In second experiment 25,806 potentially amplifiable microsatellite /oci
were identified in the species of pejerrey O. humensis. Of total loci, 167 were
classified as high quality, with the ability to be highly variable in the population and
with great potential for the analysis of genetic variability of this species. In general, it
would be useful selective breeding, the aid of microsatellite markers, and formation of

domesticated strains.

Key words: Genetic Improvement, Molecular Markers, Native Fish, Hybrid.



SUMARIO

T INEFOAUGAOD ... ..ot 9
2 Projeto de PeSqUISA ..........ccoiiiiiiiiiiiiii e 12
2.1 Analise do crescimento e variabilidade genética de peixe-rei em sistema de

(o1 = Tor= Lo T 0] (=1 0 11 Ao T PP 12
3 Relatério do trabalho de campo.................cooooiiiii 25
3.1 Relatério referente a atividade | ... 25
3.1.1 Coleta de reprodutores, reproducéo e incubagao dos ovos...................... 25
3.1.2 Desenho experimental ............coooviiiiiiiiiiie e 25
3.1.3 Dieta e alimentaCao .........ccoovvuiiiiiiiiii e 26
3.1.4 CondigBES A€ CriAGAO0 .......cceeeeiiiiiiiii e e e 26
3.1.5 ANAliSE dOS dAUOS. ... ..t 27
3.2 Relatério referente a atividade 1l ...........oooovviiiiiiiiiiiiieeeeeee 28
3.2.1 Coleta de material e extragdo de DNA...........cooiiiiiiiiiiiic e 28
3.2.2 Geragéao e sequenciamento da biblioteca genémica ..............ccevvevvvvnnnnnnn. 29
3.2.3 Identificagao loci potencialmente amplificaveis de microssatélites e
AESENNOS AE PrIMEIS ... e e e e e eaaans 29
L O N £ 17T - Ve [ L 31
4.1 Artigo aceito para publicagao no peridédico Semina: Ciéncias Agrarias ....... 31
4.1.1 Growth performance of three pejerrey genetic groups in intensive culture
521 (=] 0 [PPSO PPPPPR 31
5 Atividade ll ... 46
5.1 Artigo a ser submetido ao periddico Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria € ZOOtECNIA .......coooeiiieeee e 46
5.1.1 Loci potencialmente amplificaveis em Odontesthes humensis ................. 46
6 Consideragoes Gerais .............cooooeeiiiiiiii i 53

7 Referéncias Bibliograficas .................... 54



1 Introducgao

Aquicultura é considerada uma atividade multidisciplinar, relacionada ao
cultivo de diversos organismos aquaticos, entre eles plantas, moluscos, crustaceos e
peixes, sendo fundamental o manejo do processo de criagdo para o aumento da
producao (OLIVEIRA, 2009).

O Brasil apresenta extensas areas de reservatorios de agua doce,
equivalendo a 12% da agua doce do planeta, clima favoravel, terras disponiveis,
crescente mercado interno e maior biodiversidade de espécies nativas de peixes,
contudo sua producdo aquicola é irrisoria (IBAMA, 2008; RESENDE et al., 2008).
Além disso, os ultimos dados estatisticos do IBAMA mostram que a regido Sul do
Brasil contribui com a maior parcela na produgao nacional, onde a carpa (Cyprinus
carpio) e a tilapia (Oreochromis niloticus) sédo as espécies mais representativas
(KUBITZA et al., 2012). Porém s&o espécies exoticas e através da piscicultura pode
ocorrer a introdugédo destas no ambiente, mudando a ecologia local, competindo por

espaco e alimento com as espécies nativas e introduzindo patdégenos e parasitas.

A forma para superar este problema €& através do desenvolvimento da
piscicultura de espécies nativas (SANDRE, 2009). O Rio Grande do Sul apresenta
uma situagao privilegiada, com reservatoérios naturais e artificiais de agua doce, além
de extensas areas de terras de varzeas e espécies nativas que merecem destaques,

como o jundia (Rhamdia quelen) e o peixe-rei (Odontesthes spp.).

O peixe-rei € um representante da ordem atheriniformes que inclui peixes
encontrados em aguas doces, marinhas, tropicais e temperadas. Dentro dos

atheriniformes é um exemplar da subfamilia atherinopsinae, que sdo compostos por
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seis géneros em dois grupos antitropicais: Atherinopsini na América do Norte
(Atherinops, Atherinopsis, Colpichtys, Leuresthes) e Sorgentinini na América do Sul
(Basilichthys, Odontesthes) (DYER, 2006).

O género Odontesthes apresenta a maioria das espécies e mais
amplamente distribuida, sendo encontradas em aguas costeiras marinhas, lagoas de
agua doce (BEMVENUTI, 2006) e estocada com sucesso em bacias artificiais de

paises sul-americanos.

A elevada qualidade do peixe-rei, boa aceitagdo comercial, carne com sabor,
cheiro, textura e caracteristicas quimicas semelhantes as das requintadas espécies
marinhas (SOMOZA et al., 2008), também tem incentivado o cultivo em locais
distantes da sua area de distribuicdo nativa, como o Jap3o e a Italia (BAIGUN et al.,
2009).

No Brasil esta presente principalmente nas lagoas Mirim e Mangueira, onde
ja foram descritas varias espécies como Odontesthes bonariensis, O. humensis, O.
mirinensis, sendo as O. bonariensis e O. Humensis mais comumente encontradas
(PIEDRAS e POUEY, 2004; DYER, 2006).

Seu cultivo ndo é desenvolvido o suficiente para alcancgar niveis comerciais,
sendo a comercializagado desta espécie através da coleta de populacdes naturais. O
ponto inicial para o sucesso do cultivo de peixe-rei € a consolidagdo de um programa
de melhoramento genético (TAVARES et al.,, 2011). Ao se realizar este tipo de
técnica, com base em uma grande variabilidade genética inicial, asseguram-se a
existéncia de variabilidade suficiente para se alcangar as melhorias desejadas para

sucessivas geragdes (KUBITZA et al., 2007).

Sendo assim, € de grande importancia o desenvolvimento de estudos e
definicao de estratégias de cultivo, bem como a compreensdao da variabilidade
genética das diferentes espécies de peixe-rei, necessaria para implementagéo de
um programa de melhoramento genético animal. No entanto, estudos de
variabilidade genética necessitam de marcadores moleculares altamente
polimdrficos, onde para a espécie O. bonariensis ja foram relatados marcadores do
tipo microssatélites (TAVARES et al., 2011).
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Os microssatélites, também conhecidos como STR — (Repeti¢cdes curtas em
tandem “Short tandem Reapeats”) ou SSR — (Simples sequéncias repetidas “Simple
repeated sequences”), sao elementos repetitivos, arranjadas em repeticbes em
tandem, com o comprimento de dois a seis nucleotideos e estdo entre os loci mais
polimoérficos do genoma (MILACH, 1998). Sendo ferramentas importantes para
estudos sobre ecologia, evolugdo, melhoramento genético e genética de populagdes
(MELO et al., 2006; TAVARES, et al., 2011; CASTOE et al., 2012).

Este estudo tem como objetivo dar subsidio técnico e cientifico para a
definigdo do melhor modelo animal, entre diferentes grupos genéticos de peixe-rei,
sendo realizados dois experimentos distintos em um unico projeto. No primeiro
experimento foram analisados o desempenho em crescimento de O. bonariensis, O.
humensis e do hibrido (O. bonariensis e O. humensis) em sistema de criacédo
intensivo. No segundo experimento foram identificados /loci potencialmente
amplificaveis de microssatélites na espécie O. humensis, com grande potencial para

analise de variabilidade genética.



2 Projeto de pesquisa

2.1 Analise do crescimento e variabilidade genética de peixe-rei em sistema

de criacao intensivo

e Projeto cadastrado no Conselho Coordenador do Ensino, Pesquisa e
Extencao/UFPel (COCEPE) sob o numero 5.04.00.051

e Registro no Comité de Etica e Experimentagcdo Animal (CEEA): 9278
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1. Caracterizagao do Problema

O Brasil apresenta extensas areas de reservatorios de agua doce, equivalendo a
12% da agua doce do planeta, clima favoravel, terras disponiveis, crescente
mercado interno e maior biodiversidade de espécies nativas de peixes, contudo sua
producdo aquicola é irriséria (IBAMA, 2008; RESENDE et al., 2008). Para estruturar
a cadeia produtiva o governo federal elaborou o projeto “Bases tecnoldgicas para
desenvolvimento da aquicultura no Brasil”, onde procurara desenvolver informagdes
e tecnologias adaptadas as condi¢des locais, melhorando o desempenho do setor e
proporcionando a sustentabilidade da atividade (AQUABRASIL, 2009). O Rio
Grande do Sul apresenta uma situagcédo privilegiada para esta pratica, com
reservatorios naturais e artificiais de agua doce, extensas areas de terras de varzeas

e fauna ictiolégica com espécies potencialmente promissoras para aquicultura.

Os ultimos dados estatisticos do IBAMA mostram que a regido Sul do Brasil
contribui com a maior parcela na produc¢ao nacional, onde a carpa e a tilapia séo as
especies mais representativas, tendo suas maiores produgdo concentradas nos
estados do Rio Grande do Sul e Parana. Porém estas sao espécies exdticas e
através da piscicultura pode ocorrer a introducdo destas espécies no ambiente,
mudando a ecologia local, competindo por espaco e alimento com as espécies

nativas e introduzindo patdégenos e parasitas.

A forma para superar este problema é através do desenvolvimento da piscicultura
de espécies nativas (SANDRE, 2009), onde no Rio Grande do Sul algumas séo as
espécies que merecem destaques entre elas o jundia e o peixe-rei. O peixe-rei é
uma espécie nativa da América do Sul, encontrada nas lagoas Mirim e Mangueira,
onde ja foram descritas varias espécies como Odontesthes bonariensis, O.
humensis, O. mirinensis, sendo as espécies O. bonariensis e O. Humensis as que
comumente se encontram nas lagoas Mangueira e Mirim (PIEDRAS e POUEY, 2004;
DYER, 2006). O peixe-rei tem boa aceitagcdo comercial, carne com sabor, cheiro,
textura e caracteristicas quimicas semelhantes as das requintadas espécies
marinhas (SOMOZA et al., 2008). Seu cultivo ndo é desenvolvido o suficiente para
alcancar niveis comerciais, sendo a comercializagao desta espécie através da coleta

de populagdes naturais. Um ponto para alavancar o cultivo desta espécie, no Sul do
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Rio Grande do Sul, é a utilizagcdo do melhoramento genético dirigido. Ao se realizar
este tipo de técnica, com base em uma grande variabilidade genética inicial,
asseguram-se a existéncia de variabilidade suficiente para se alcangar as melhorias

desejadas para sucessivas geragdes (KUBITZA et al., 2007).

Desta forma, este projeto tem como escopo dar subsidio técnico e cientifico para
a definicdo do melhor modelo animal, entre duas espécies de peixe-rei (O.
bonariensis e O. humensis), a ser utilizada em um programa de melhoramento

genético.
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2. Objetivos e Metas

Objetivos

¢ Definicdo da espécie de peixe-rei, que apresenta melhor desempenho

em um programa de melhoramento genético.
e Definicdo do melhor momento para selecao desta espécie.

e Manutengao da variabilidade genética do estoque.

Metas

e Realizar ensaios biolégicos para obtencao de curva de crescimento

nas diferentes espécies.

e Obter através da curva de crescimento o ponto de maximo peso

corporal, definindo o melhor momento para selegao.

¢ Analisar a variabilidade genética do estoque, através de marcadores

moleculares do tipo microssatélites.
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3. Metodologia

O projeto sera desenvolvido no Laboratorio de Ictiologia da Universidade Federal
de Pelotas. A metodologia empregada sera a coleta de reprodutores na lagoa
Mangueira, junto a pescadores locais e a realizagdo dos cruzamentos entre O.
bonariensis e entre O. humensis. Um total de 4000 larvas, divididos em dois grupos
genéticos (Bonariensis e Humensis), com quatro repeticdes de cada grupo (500
larvas por repeticdo), serao mantidas durante 6 meses em sistema de recirculagao
de agua, com temperatura constante de 20°C e salinidade de 5%, caracterizando

uma condigcao de confinamento.

A analise do crescimento sera divida em trés etapas conforme idade dos animais
e tipo de alimentacdo. Na primeira etapa (0 a 30 dias) o alimento fornecido sera
zooplancton, quatro vezes ao dia (8, 11, 14, 17 horas), sendo os animais estocados
em aquarios de 50 litros. Na segunda etapa (30 aos 60 dias) sera fornecido
zooplancton mais ragdo comercial (55% de proteina bruta e 3600 kcla/kg), quatro
vezes ao dia (8, 11, 14, 17 horas), mantendo os animais em aquarios de 50 litros. Na
terceira etapa os animais serdao transferidos para tanques de 1000 litros e
alimentados com racao comercial (55% de proteina bruta e 3600 kcla/kg), duas

vezes ao dia (9 e 16 horas) até completarem 180 dias de estocagem.

O volume de alimento sera na proporcdo de 5% da biomassa total, sendo
ajustada a taxa de arragcoamento e densidade animal através de uma amostragem a
cada 15 dias, de 10% dos peixes por unidade experimental. Também sera realizada
a biometria, através da avaliagcdo do peso e comprimento da amostragem. Nos
primeiros trés meses o0s animais amostrados serdo eutanasiados por
aprofundamento da anestesia com solugao de benzocaina 0,2 g.L'1. Para as demais
biometrias os peixes serdo deixados em jejum de 24h e em seguida anestesiados
com solugdo de benzocaina 0,1 g.L™".

Diariamente sera realizado o controle dos parametros fisicos e quimicos da agua
(temperatura da agua; alcalinidade; pH; oxigénio dissolvido e amdnia total) e
mortalidade dos animais. Os animais mortos serdo congelados a -20°C e

encaminhados ao biotério central da UFPel, onde serao enviados para cremacéo.
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Para construg¢do da curva de crescimento sera utilizado o software WOMBAT,
que permitira a definicdo do melhor momento para a selecdo através do ponto de

maximo peso corporal.

Analise da variabilidade genética sera realizada através de 10 /oci de marcadores
microssatélites desenvolvidos para a espécie O. bonariensis. Os marcadores serao
amplificados através da técnica de PCR e apds visualizados em gel de poliacrilamida

a 8%. Para analise dos dados gerados sera utilizado o software Popgene.
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4. Resultados e Impactos esperados

Resultados:
e Geragao de dados cientificos e técnicos que poderao auxiliar na tomada de
decisao sobre qual espécie de peixe-rei apresenta um potencial para cultivo.
e Desenvolvimento de uma metodologia capaz de identificar perda de
variabilidade genética de estoques de peixe-rei.
e Geracao de conhecimento cientifico sobre o comportamento de espécies

diferentes de peixe-rei.

Impactos:
A identificacdo do modelo de peixe-rei que melhor responde a adaptacao e

crescimento em sistema de cultivo intensivo permitindo o desenvolvimento de

animais melhorados, beneficiando o cultivo e producao de peixe-rei no Brasil.
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5. Cronograma do Projeto

Ano de 2011/2012

Mar | Abr | Mai |Jun |Jul | Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev

Adequacao X X X X
do sistema
de cultivo

Coleta de X X
reprodutores

Execugao do X X X X X
ensaio de
crescimento

Produgéao de X X X X X

zooplancton

Revisao X X X X X X X X X X X X
bibliografica

Ano de 2012/2013

Mar | Abr | Mai | Jun |[Jul |Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev

Execugdao do | X
ensaio de
crescimento

Construcao X X X X
da curva de
crescimento

Extracéo X X X
DNA

Desenho de X X
primers

PCR X X X X

Gel X X X X
Poliacrilamida
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Analise dos
resultados

Revisao
bibliografica

Ano de 2013/2014

Mar

Abr

Mai

Jun

Jul

Ago

Set

Out

Nov

Dez

Jan

Fev

Analise dos
resultados

Qualificagéo

Preparacao
dos artigos

Defesa de
tese

Revisao
bibliografica




6. Outros Projetos e Financiamentos
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Recursos humanos

Precos
Item Qtd. Descricéo Unid. Total
1 48 Bolsa de Pés-Graduacao/CNPq 1.800,00 86.400,00
Sub-total: Recursos Humanos 86.400,00
Taxa de Bancada
Precos
Item Qtd. Descrigcao Unid. Total
1 48 Taxa de Bancada/CNPq 394,00 18.912,00
Sub-total: Taxa de Bancada 18.912,00
Total do Investimento
Item Descrigao Total
1 Sub-total: Bolsa de P6s-Graduagao/CNPq 86.400,00
2 Sub-total: Taxa de Bancada/CNPq 18.912,00
Valor Total 105.312,00
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7. Aspectos Eticos (quando aplicavel)

Os animais serao mantidos em condi¢ao de controle total dos parametros fisicos
e quimicos da agua e todo procedimento de manejo a ser realizado somente apds

anestesia dos animais.
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3 Relatoério do trabalho de campo

3.1 Relatoério referente a atividade |

3.1.1 Coleta de reprodutores, reproducao e incubag¢ao dos ovos

Reprodutores de O. bonariensis e O. humensis foram coletados na lagoa
Mangueira (S 32°59'12” e O 52°42’42”) no més de agosto do ano de 2011 e
realizados os cruzamentos entre O. bonariensis, O. humensis e hibrido formado por
macho de O. humensis com fémea de O. bonariensis. Os ovos foram incubados
separadamente em populagdes definidas como: Bonariensis, Humensis e Hibrida,
em incubadoras, tipo funil, de fibra de vidro com capacidade 200 litros, com

temperatura constante de 20°C, por um periodo aproximado de 15 dias.

3.1.2 Desenho experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ictiologia da Universidade
Federal de Pelotas - UFPel. Apds a eclosado foram selecionadas aleatoriamente 2000
larvas, de cada populagdo, e divididas em quatro repeti¢des, totalizando 6000
individuos. Os animais foram mantidos durante 180 dias em sistema de recirculagao

de agua com aquarios de 50 litros, sendo realizadas 12 medidas de comprimento
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total (Ct) e peso corporal (Pc) (0, 2, 7, 14, 21, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 dias),

através de uma amostragem aleatéria de 10 individuos por repeticao.

Do 0 aos 90 dias os animais amostrados foram eutanasiados por
aprofundamento anestésico com solugdo de benzocaina 0,2 g.L'1, medidos
individualmente com ictiometro de precisdo de 0,05 mm e pesados, por grupo de 10
animais, com balanca de precisdo de 0,01 mg. Para as demais analises os peixes
foram mantidos em jejum de 24 horas e em seguida anestesiados com solucao de

benzocaina 0,1 g.L'1, medidos e pesados individualmente.

Aos 60, 90, 120, dias a densidade, por repeticao, foi ajustada para 250, 50 e

10 animais por unidade experimental, respectivamente.

3.1.3 Dieta e alimentacao

Todos os peixes foram alimentados ad libitum com a mesma dieta, onde do
zero aos 30 dias o alimento fornecido foi zooplancton (rotiferos, claddceros e
copépodos), quatro vezes ao dia (8, 11, 14, 17 horas), dos 30 aos 60 dias
zooplancton mais ragdo Acqua line alevinos inicial (Supra, Brasil) com 56% de
proteina bruta e 3700 Kcal.Kg™” de energia digestivel, quatro vezes ao dia (8, 11, 14,
17 horas) e dos 60 aos 180 dias os animais foram alimentados com ragdo Acqua line

alevinos inicial (Supra, Brasil) duas vezes ao dia (9 e 16 horas).

3.1.4 Condigcoes de criagao

Os animais foram criados em um sistema de recirculagado de agua composto
por 12 aquarios de polipropileno de 50 litros e um filtro bioldgico de 500 litros, com
temperatura média de 20,84+0,86°C, pH de 7,6+0,5, oxigénio dissolvido de
4,50+1,05 mg.L™", aménia total de no maximo 0,002 mg.L™" e para diminuicdo do

estresse e prevengao de doencas foi utilizado uma concentracdo de NaCl de 5 g.L'1.
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Diariamente foi realizado sifonagem para retirada de residuos acumulados

no fundo dos aquarios e a cada 30 dias limpeza do filtro biologico.

3.1.5 Analise dos dados

Taxa de crescimento especifico para peso corporal (TCEp) e Taxa de
crescimento especifico para comprimento total (TCEc) foram calculados usando as

formulas:
TCEp(%.dia™)=([Ln(Pc)-Ln(Pc)]/t)x100
TCEc(%.dia™)=([Ln(Ct;)-Ln(Ct;)]/t)x100

Sendo Pc ; e Pc; o peso total (mg) e Ct; e Cti o comprimento total (mm),

inicial e final em um periodo de tempo t (dias).

Coeficiente de alometria (b) foi calculado por regressdo entre Pc e Ct,

através da equacéo:
Pc =a.Ct’
Fator de condicao (FC) foi calculado usando a férmula:
FC(mg.mm™)=( Pc /Ct°)
Onde b é o coeficiente de alometria.

Teste de Bartlett foi utilizado para testar a homogeneidade das variancias
dos dados e quando necessario os dados foram transformados para base
logaritmica. As variaveis comprimento total, peso corporal e fator de condigdo foram
analisadas usando método de ANOVA com populagdes (3 niveis) e dias (6 niveis)
como fatores fixos. Efeitos sobre taxa de crescimento especifico para peso corporal
e comprimento total foram examinados por ANOVA com populagéo (3 niveis) e
periodo (5 niveis) como fatores fixos. Quando detectada diferenca significativas na
ANOVA (a=0,05), as médias foram analisadas pelo teste de comparag¢dées multiplas

de Tukey.
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A analise de crescimento para peso corporal e comprimento total por dia,
entre as populagdes, foi realizada através de analise de regressao linear. A
estimativa do comprimento maximo foi obtida pela equagao da regressao linear do
comprimento total e o valor estimado do peso corporal maximo foi obtido pela

equacao:

Onde Ctyax € comprimento total maximo estimado e b o coeficiente de

alometria.

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software R 2.11.1.

3.2 Relatorio referente a atividade Il

3.2.1 Coleta de material e extragao de DNA

Os tecidos foram coletados na lagoa Mangueira (Santa Vitéria do Palmar,
Brasil - S 32°5912” e O 52°42’42”). O DNA genbmico total foi extraido no
Laboratério de Engenharia Genética Animal/UFPel, a partir de nadadeira caudal
(200-300 mg) de O. humensis, usando separagdo organica pelo protocolo
modificado de sal. Amostras de tecidos foram colocadas em microtubos com 550 pL
de tampao de lise (50 mM Tris-HC1, pH 8,0, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl), contendo
1% SDS e 7 pL de 200 pg.mL-1 de proteinase K. Os microtubos foram incubados
imediatamente em banho-maria a 50°C por 12 horas. Em seguida, 600 yL de NaCl 5
M foram adicionados a cada amostra, antes de serem centrifugadas por 10 minutos
a 12000 rpm. O sobrenadante foi transferido para novos microtubos onde o DNA foi
precipitado com 700 pyL de etanol absoluto gelado e posteriormente incubadas a -
20°C por 2 horas. As amostras de DNA foram centrifugadas, lavadas com 700 yL de
etanol 70% e ressuspensos com 50 yL em tampéo TE (10 mM de Tris pH 8,0 e 1

mM de EDTA), tratados com 30 ug.mL-1 de RNAse, e incubadas em banho-maria
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durante 40 minutos a 37°C. O DNA obtido foi mantido a -20°C. A qualidade da
extragao foi checada em gel de agarose 1%, corado com Gelgreen (Biotium, USA) e
visualizado em transluminador de luz branca. A concentracdo de DNA total foi
medida através de espectrofotdmetro utilizando NanoDrop 2000c¢ (Thermo Scientific,
EUA).

3.2.2 Geragao e sequenciamento da biblioteca genémica

A biblioteca de DNA foi preparada a partir de 20 ng de DNA genémico de
acordo com o protocolo padrdo do Kit lllumina Nextera DNA Library (lllumina, USA).
O sequenciamento da biblioteca foi conduzida em um sequenciador GAllx (lllumina,
USA) com leituras de 150 pares de bases. O preparo e sequenciamento foram
conduzidos na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de
Sao Paulo — USP.

3.2.3 Identificacao loci potencialmente amplificaveis de microssatélites e
desenhos de primers

As leituras obtidas do sequenciamento foram analisadas com o programa
PAL_FINDER v.0.02.03, instalado em um computador com sistema operacional
LINUX. Foram identificados como microssatélites (SSRs) dinucleotideos (2mer),
trinucleotideos (3mer), tetranucleotideos (4mer), pentanucleotideos (5mer) e
hexanucleotideos (6mer), se contivessem repeticbes simples de pelo menos 12 pb
de comprimento para 2mer, 3mer e 4mers, e pelo menos trés repeticbes para Smers

ou 6mers.

Apos a identificagcdo os microssatélites foram agrupados para um
subdiretério local do programa Primer3 v.2. Foram utilizados os seguintes critérios
para o desenho de primers: conteudo GC superior a 30%; temperaturas de

anelamento de 58 — 65°C com uma diferengca maxima entre 2°C entre o par; os dois
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ultimos nucleotideos 3’ sendo G ou C e poli-N de no maximo quatro nucleotideos.

Todos os outros paréametros foram ajustados para valores padrao do Primer3.

Os loci SSRs, que apresentaram sequéncias flanqueantes bastantes
adequadas para desenho de primers, foram chamados de Loci Potencialmente
Amplificaveis (PALs) e os PALs que apresentaram unidades longas de repeti¢coes
(4mers, Smers e 6mers) e trechos mais longos de repeticdes (mais de 7 unidades de

repeticdes observadas), foram chamados de “Best PALs”(bPALS).
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Growth performance of three pejerrey genetic groups in intensive culture system

Desempenho em crescimento de trés grupos genéticos de peixe-rei criados em sistema intensivo

. . 1* , . . 2 ~ N . .
Rafael Aldrighi Tavares ; Sérgio Renato Noguez Piedras”; Jodo Morato Fernandes'; Juvéncio Luis
Osoério Fernandes Pouey?; Verdnica Hammes Garcia'; Heden Luiz Marques Moreira’; Nelson José

Laurino Dionello?

Abstract: This study examined the growth performance of Odontesthes bonariensis, O. humensis and
hybrid (O. bonariensis X O. humensis) in intensive culture system for a period of 180 days, using the
body weight (W), total length (Lt), condition factor (CF), allometric coefficient (b), specific growth
rate (SGR) and estimates of body weight and maximum total length (W .x, Ltnax) as indicators. Fish
were randomly selected from three genetic groups (Bonariensis, Humensis and Hybrid), divided into
water recirculation system consisting of 12 tanks (50 L). 12 measurements of body weight and total
length (0, 2, 7, 14, 21, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 days) were taken by means of a random sample of
10 subjects per replicate. All genetic groups grew in weight and length over the period analyzed, being
influenced by the genetics of each species. O. bonariensis showed the best performance in growth and
hybrid fish showed intermediate growth and estimated maximum body weight exceeding the pure
species. Based on these results, it would be helpful the selective breeding and formation of
domesticated strains.

Key words: Odontesthes bonariensis, Odontesthes humensis, hybrid, Genetic improvement

Resumo: Este estudo analisou o desempenho em crescimento de Odontesthes bonariensis, O.
humensis e do hibrido O. bonariensis ¢ O. humensis em sistema de criagdo intensivo, por um periodo
de 180 dias, utilizando como indicadores o peso corporal (Pc), comprimento total (Ct), fator de
condi¢ao (FC), coeficiente alométrico (b), taxa de crescimento especifico (TCE) e estimativa de peso
corporal e comprimento total maximo (Pcpay, Ctiay). Os peixes foram selecionados aleatoriamente de
trés grupos genéticos (Bonariensis, Humensis e Hibrida), divididos em sistema de recirculaciao de dgua
composto de 12 aquarios de SOL. Foram realizadas 12 medidas de peso corporal € comprimento total
0, 2, 7, 14, 21, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 dias), por meio de uma amostragem aleatoria de 10
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individuos por repeticdo. Todos os grupos genéticos cresceram em peso corporal € comprimento total
ao longo do periodo analisado, sendo influenciadas pela genética de cada espécie. O. bonariensis
apresentou o melhor desempenho em crescimento e os peixes hibridos apresentaram um crescimento
intermedidrio ¢ uma estimativa de peso corporal maximo que superou as espécies puras. Com base
nestes resultados, seria util a selecao de reprodutores e formagado de linhagens domesticadas.

Palavras-chave: Odontesthes bonariensis, Odontesthes humensis, hidrido, melhoramento genético

Introduction

The cultivation of native fish species is being used extensively in aquaculture, but with no
expression in the world market. The increased production is possible only by increasing the fish size
or the growth of genetically improved fish (TAVE, 1996; GJEDREM, 2012; GJEDREM;
ROBINSON; RYE, 2012). The domestication and genetic breeding of species used in aquaculture will
be completed by controlling the biological aspects (NEWKIRK, 1980), including genetics and
knowledge of the productive performance such as: weight, length, specific growth rate, condition
factor and allometry coefficient. In the aquaculture, breeding programs are based on selective
breeding, hybridization, triploidy and more currently the marker-assisted selection (GJEDREM, 1983;
TAVE, 1996; HULATA, 2001; SACOBIE et al., 2012). The hybrid fish exhibit rapid growth and high
disease resistance (SENANAN et al., 2004), also it stands out for its low cost and rapid achievement

of genetically improved animals in comparison to selective breeding and marker-assisted selection.

The pejerrey is a representative of the order Atheriniform that includes fish found in fresh,
marine, tropical and temperate waters (DYER, 2006). The genus Odontesthes has most of species and
most widely distributed, being found in coastal marine waters, freshwater lakes (BEMVENUTI, 2006)

and stored successfully in artificial basins of South American countries.

In Brazil, it is mainly present in the Mangueira and Mirim lagoons, located on the coast of
Rio Grande do Sul, southern Brazil, where several species have been described as Odontesthes
bonariensis, O. humensis, O. mirinensis, the species O. bonariensis and O. humensis being the most

commonly found (PIEDRAS; POUEY, 2004; DYER, 2006).

The high quality of pejerrey, good commercial acceptance, meat taste, smell, texture and
chemical characteristics similar to those of exquisite marine species (SOMOZA et al., 2008) have also
encouraged the cultivation in places far from its native area of distribution such as Japan and Italy

(BAIGUN; COLAUTTI; GROSMAN, 2009).

The pejerrey production techniques progressively improved, being possible to complete the
production cycle in rearing system in tanks (MIRANDA et al., 2006). In Japan there are several farms
and intensive rearing of pejerrey (VELASCO; BERASAIN; OHASHI, 2008), but in countries like
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Brazil, Argentina, where this species is native, the production is still insufficient being restrict to
production of fingerlings for resettlement and artisan culture (GROSMAN, 2002; PIEDRAS et al.,
2009). In extensive farming in cages in shallow lakes of Argentina, the production of pejerrey reaches

on average 2085 kilograms per hectare (COLAUTTI et al., 2010).

The starting point for successful rearing of pejerrey is the consolidation of a breeding
program (TAVARES et al., 2011), requiring the identification of the animal model with best livestock
performance. The present study aims at analyzing the growth performance of three pejerrey genetic
groups (O. bonariensis, O. humensis and hybrid between O. bonariensis and O. humensis) in

intensive rearing system.

Material and Methods

Breeders of O. bonariensis and O. humensis were collected in Mangueira Lake (S 32 ° 59 '12
"and W 52 © 42 '42 ") and the crosses between 11 pairs of each species, forming the pure populations.
For forming the hybrids were used 8 males of O. humensis and 8 females of O. bonariensis. Fertilized
eggs were incubated separately in defined populations as: Bonariensis, Humensis and Hybrid, in

funnel-type incubators, fiberglass with 200 L capacity at constant temperature of 20 °C for 11-12 days.

The experiment was conducted at the Laboratory of Ichthyology at the Federal University of
Pelotas. After hatching, 2000 larvae from each population were randomly selected and divided into
four repetitions, totaling 6000 individuals. The animals were kept for 180 days in recirculating water
system with tanks of 50 liters, being performed 12 measures in total length (Lt) and body weight (W)
0, 2,7, 14, 21, 30, 45 , 60, 75, 90, 120, 180 days) by means of a random sample of 10 subjects per

replicate.

From 0 to 90 days, the sampled animals were euthanized by deep anesthesia with benzocaine
solution of 0.2 gL' measured individually with ictiometer of 0.05 mm precision and weighed for each
group of 10 animals, with 0.01 mg precision scale. For the other analyzes, fish were fasted for 24
hours and then anesthetized with benzocaine solution of 0.1 gL', measured and weighed individually.

At 60, 90 and 120 days, the density by repetition was adjusted to 250, 50 and 10 animals, respectively.

All fish were fed ad libitum on the same diet, where from 0 to 30 days the diet provided was
zooplankton (rotifers, cladocerans and copepods), from 30 to 60 days diet was zooplankton (rotifers,
cladocerans and copepods) and plus commercial feed, Acq line initial fingerlings-Supra® (Alisul,
Brazil) with 56% crude protein and 3700 kcalkg™ of digestible energy, and from 60 to 180 days the

animals were fed on the same commercial diet, 6 days per week, twice per day.
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The animals were reared in a water recirculation system consisting of 12 water propylene
tanks of 50 L and a biological filter of 500 L, with mean temperature of 20.84+0.86°C, pH 7.6+0.5,
4.50+1.05 mgL™" dissolved oxygen, 0.002 mgL™ maximum ammonia total and for decreased stress and
disease prevention was used a 5 gL NaCl, parameters considered acceptable for the species
(PIEDRAS; POUEY, 2004). Siphoning was performed daily for the removal of waste accumulated at

the bottom of tanks, including biometric days, and every 30 days cleaning of the biological filter.

Specific growth rate for body weight (SGRy) and specific growth rate for total length
(SGRy,) were calculated using the formulas proposed by Ricker (1979):

SGRw(% day™) = ([Ln(Wy)-Ln(W))]/t) x 100
SGR (% day™) = ([Ln(Ltp)-Ln(Lt;)]/t) x 100

where W; e W; are body weight (mg) and Lt; and Lt; are total length (mm) at the end and

beginning of time period t (d), respectively.

The alometric coefficient (b) was calculated by regression between W and Lt, using the

equation described by Richter et al. (2000):
W =aLt’
Condition factor (CF) was calculated using the formula proposed by Bagenal (1978):
CF(mg mm™) = (W/Lt") x 100
where (b) is the coefficient of allometry.

Bartlett's test was used to test for data’s variances homogeneity. The data on specific growth
rate did not show normal distribution being transformed into logarithmic base. The variables total
length, body weight and condition factor were analyzed using the ANOVA method, with populations
(3 levels) and days (six levels) as fixed factors. Effects on specific growth rate for body weight and
total length were examined by ANOVA, with population (3 levels) and time (5 levels) as fixed factors.
When the ANOVA detected significant differences (o0 = 0.05), means were analyzed by multiple

comparison test of Tukey.

The growth analysis for body weight and total length per day among populations was
performed using linear regression. The estimate of the maximum length was obtained by linear
regression equation of the total length and the estimated value of the maximum body weight was

obtained by the equation:

b
Wmax:aLtmax
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where Lt is the estimate of the maximum length.

All analyzes were performed with the aid of the software R 2.11.1.

Results

During the 180 days of growth, mortalities among populations showed no significant

difference (mean 43%).

All populations were grown in body weight and total length throughout the period analyzed
(Figs 1, 2 and Table 1).

In the initial analysis (day 0) the three populations showed significant differences in mean
body weight, whose the Humensis population was the one with the highest value and the Bonariensis
with the lowest one. At 30 days all populations were similar in mean body weight and at 60 and 90
days the mean body weight was higher for populations Humensis and Bonariensis compared to the
Hybrid one. The population Bonariensis had mean body weight higher than the other populations at
120 days and higher than Humensis at 180 days and similar to the Hybrid population. Although the
population Humensis presented significantly higher initial body weight, at the end of the growing
period had body weight 29.92% lesser than the Bonariensis population (Table 1). The initial average
total length was significantly higher for Humensis population, but lower than Bonariensis at 60 days.
The population Bonariensis continued with the average total length larger than the others, from day 60
until the end of 180 days, where 16.82% gain was obtained compared to the population Humensis and

10.03% compared to the Hybrid one (Table 1).

Initially, the mean for condition factor of Bonariensis population was lower than other
populations, but at 30 days it was significantly higher. From day 60 until the end period, Bonariensis
population remained with mean value higher than Humensis and similar to Hybrid. The mean

condition factor shows a decreasing trend from 30 to 180 days for all populations (Table 1).

The specific growth rate for body weight tended to decrease throughout the period (Table 2).
In the period between 0 and 30 days, the population Bonariensis has on average the specific growth
rate for body weight significantly higher than the populations Humensis and Hybrid. During the
periods 30-60, 60-90 and 120-180 days the specific growth rate for body weight was similar for the
three populations (Table 2). The Hybrid population within 90 to 120 days had the highest average
value of specific growth rate for body weight than the other populations, where the average body
weight goes from a lower value at 90 days to a higher one at 120, compared to the Humensis

population (Tables 1, 2).



Body weight (+SD)

Total lenght (£SD)

Figure 1. Mean body weight (mg) between the three populations of pejerrey, over the
period of 180 days of culture.
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Table 1. Mean (x SD) body weight, total length and condition factor of three populations of
pejerrey during the 180 days of culture.

Population Day 0 Day 30 Day 60 Day 90 Day 120 Day 180
Body weight (mg)

Bonariensis 1.330.01¢  71.6+12.6% 247.5+302"%  391.2+31.3"% 489.2+142" 1181.4+101.6"
Hybrid 2.540.09® 57.07+6.4"  185.5+23.4° 274.9+67.6°  446.2+8.1°  1058.9+280.4*°
Humensis  3.120.04* 64.8£15.01% 203.2+23.3" 347.2450.4"  407.0+13.9°  828.1+78.5"
Total length (mm)

Bonariensis 8.8£0.2°  232+14"%  36.6x2.1" 42.7+1.5° 48.9+1.4%° 63.1+2.1%
Hybrid 8.4+0.3°%  21.40£07" 32.1+1.1° 36.2+2.6" 40.5+2.8"%  56.845.1°
Humensis ~ 9.6£0.4"*  22.1+1.9%  31.9+1.1° 38.5+1.7" 40.7+1.38 52.5+1.1°
Condition factor (mg mm™)

Bonariensis 0.15£0.01°  0.41£0.02%  0.36£0.02%  0.34+0.01"*  0.32£0.01%  0.30+0.02"
Hybrid 0.26£0.03% 0.28+0.01¢  0.24+0.01®  0.24£0.01°  0.25+0.02°  0.22+0.01°
Humensis ~ 0.24+0.04"  0.35+0.02°  0.36+0.03"*  0.32+0.01*  0.31£0.01*  0.29+0.01%

Values with different upper case superscripts within a column o are significantly different at p<0.05

(based on Tukey tests).

Source: Elaboration of the authors.

Bonariensis and Hybrid populations in the first period (0-30 days) differed from Humensis

population for the mean values of specific growth rate for total length. In periods 30-60, 60-90, 90-120

no difference has occurred among populations and in the final period (120-180 days) the Hybrid

population had higher specific growth rate for length compared to Humensis and Bonariensis

populations (Table 2).
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Table 2. Mean (x SD) specific growth rate for body weight (SGRy) and specific growth rate
for total length (SGR(;) of three populations of pejerrey during the 180 days of

culture.

Population Day 0-30 Day 30-60 Day 60-90 Day 90-120  Day 120-180
SGRy (% day™)

Bonariensis 13.30+0.57%  4.14+0.87% 1.55+0.50"  0.75+0.19°  1.46+0.14"

Hybrid 10.39+0.34%  3.93+0.41% 1.25¢1.19%  1.69£0.91*  1.39+0.49"

Humensis 9.99+0.88" 3.87+1.19% 1.77£0.52*  0.55+0.38%  1.18+0.17*
SGR, (% day”)

Bonariensis 3.22+0.18 % 1.52+0.33% 0.51020"  0.85+0.17*  0.22+0.09"

Hybrid 3.11x0.16* 1.35£0.13 4 0.39£0.34%  0.29+0.93*  0.60+0.35"

Humensis 2.75+0.19"° 1.24+0.39 0.62+£0.18*  0.02+£0.09*  0.50+0.11°

Values with different upper case superscripts within a column o are significantly different at p<0.05
(based on Tukey tests).

Source: Elaboration of the authors.

The quadratic regression model fitted best for all populations, on both growth in body weight
as in total length (Figures 1, 2).

The coefficient of allometry for the three populations was higher than three, ie, positive
allometric growth with increase in total length more pronounced than in body weight for period of 180

days studied (Table 3).

The estimated maximum body weight was higher for the Hybrid population, but lower for
the estimate of maximum total length. The population Bonariensis had estimated maximum total
length higher than other populations, with estimated maximum body weight lower than the Hybrid
population (Table 4).
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Table 3. Allometry coefficient of three populations of pejerrey during the 180 days of

culture.
Population Allometry coefficient R?
Bonariensis 0.0021Lt** 0.98
Hybrid 0.0026Lt>** 0.99
Humensis 0.0027Lt***% 0.99

Source: Elaboration of the authors.

Table 4. Estimated maximum body weight and maximum total length for the three
populations of pejerrey.

Population Maximum body weight (mg) Maximum total length (mm)
Bonariensis 1379.010 62.49
Hybrid 1391.185 53.47
Humensis 1015.296 59.67

Source: Elaboration of the authors.

Discussion

The difference in growth performance among populations clearly demonstrates the genetic
influences within each species and the diversification of pejerrey species supported by Dyer (2006)
and Bemvenuti (2006). Body weight and initial total length for the three populations are similar to
those found by Costa et al. (2009) for Odontesthes argentinensis. At 30 days the body weight and total
length are similar to those reported by Piedras and Pouey (2004) for O. bonariensis fed on natural and
artificial diets, and those found by Costa et al. (2009) for O. argentinensis. Studies by Miranda et al.
(2006) and Velasco, Berasain and Ohashi (2008) on intensive production of O. bonariensis had higher
values of length and weight at 60 and 90 days compared to this study. Mean length and weight at 180
days showed superior performance of O. bonariensis compared to O. humensis. These means are
similar to those obtained by Tsuzuki et al. (2000) studying the growth of Odontesthes hatcheri and O.
bonariensis at 180 days and different saline concentrations. Colautti et al. (2010) in study of extensive
farming in cages in the lake Lacombe, Argentina, during 315 days, obtained animals O. bonariensis

with mean weight of 23.1 g and length 15.44 cm.

Hybridization did not show the expected growth performance, ie, higher compared to pure

species, unlike other hybrid fish that have rapid growth (SENANAN et al., 2004; PANG, 2005;
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GREEN; RAWLES, 2010), but studies involving hybrid fish are domesticated strains, used in
breeding programs and related with sterility, and the pejerrey fish reach sexual maturation at least one

year.

O. bonariensis showed better growth performance (W and Lt), even with lower total weight
and initial total length. The fact that this species has high growth performance is related to the high
specific growth rate in the initial period, probably by early feeding, as the pejerrey larvae have rapid
development in hatching with pigmented eyes, mouth and anus opened (SAMPAIO; PIEDRAS, 2005)
and the best adaptation and feeding provided, this species being considered zooplanctofagous
(PIEDRAS; POUEY, 2005). Another factor to be considered is the energy reserve of the yolk sac,
where species with the largest reserves begin exogenous feeding later. The lower initial body weight
of O. bonariensis may be related to a lower yolk content, once reports of Striissmann and Takashima
(1989) and Phonlor and Vinagre (1990) show that this species had a survival period after hatching

under fasting less than O. humensis.

The basic assumption for the analysis of the condition factor is that the fish under the best
nutritional and health conditions are thicker and therefore heavier for a given length (RICHTER et al.,
2000). For the three populations of pejerrey the condition factor tended to decrease with increasing
days of rearing. Lizama and Takemoto (2000) found that the condition factor is very broad among
species, there not being a definite pattern in relation to growth. The species O. bonariensis presented
higher body weight and condition factor at 180 days, although much less in comparison with the data
published by Reartes (1995): 10.10 g in 141 days; Berasain, Colautti and Velasco (2000): 8.4 g in 198
days; Velasco, Berasain and Ohashi (2008): 11.28 g in 196 days. These authors used low stocking
density in cement tanks with a surface of 100 m?, where only the replacement of water was held and

there was no excessive cleaning management, decreasing the stress factor.

The specific growth rate is a common criterion used for selection in aquaculture breeding
programs, where domesticated fish have higher growth rates than wild animals, due to higher rates of
food consumption, more efficiency in using food and genetic effects (SACOBIE et al., 2012). The
specific growth rate for the body weight tended to decrease throughout the period similar to that found
by Velasco, Berasain and Ohashi (2008) in experiment of intensive production of O. bonariensis

juveniles.

In the period from 90 to 120 days, Humensis and Bonariensis populations showed drastic
decrease in specific growth rate for body weight, but the Hybrid population had increased, resulting in
higher body weight than the population Humensis at 120 days. This decrease was possibly due to
stress (TSUZUKI et al., 2007; PIEDRAS et al., 2009) generated by adjusting animal density at day 90,
where the condition factor decreased from 90 to 120 days in Humensis and Bonariensis populations

and increased in the Hybrid ones. According to Gomiero and Braga (2003), the condition factor
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indicates the degree of fish’s well-being against the environment they live in and it must remain

constant, regardless of size that the fish might have in a given period.

The coefficient of allometry has an important biological significance, indicating the rate of
weight gain compared to the growth in length (FROTA; COSTA; BRAGA, 2004) and can be
isometric when the allometric coefficient is equal to three, when negative allometric when allometric

coefficient is less than three or positive allometric when the allometric coefficient is higher than three.

Colautti, Lenicov and Berasain (2006) states that the rates of growth between total length
and body weight of fish are allometric, ie, these ratios are not constant. The alometric coefficient was
higher than three for the three groups, similar to those of Colautti, Lenicov and Berasain (2006) for
natural populations of O. bonariensis, and different from those found by Becker, Bruschi and Peret
(2003). These authors analyzed the three Odontesthes species: Odontesthes bicudo, Odontesthes
piquava and Odontesthes ledae, showing isometric growth for juvenile and adult animals, except for
adults of O. piquava that showed negative allometric growth. Due to the allometric coefficient of the
Hybrid population being lower than the others, the estimated maximum body weight was greater and
its estimated total length was lower, showing that Hybrid fish have a more rounded conformation
estimated than O. bonariensis and O. humensis. This study concludes that the growth performance is
influenced by the species and O. bonariensis showed the best growth performance for 180 days when
reared in intensive conditions. Hybrid fish showed intermediate growth and estimates of maximum
body weight exceeding the pure species. Based on these results, it would be helpful the selection of

breeders and formation of domesticated strains.
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ABSTRACT
In this work 25,806 potentially amplifiable microsatellite loci were identified in the species of
pejerrey Odontesthes humensis, with 21% of dinucleotide, 22% trinucleotide, 37%
tetranucleotide, 13% pentanucleotide and 7% hexanucleotide. Total loci, 167 were classified
as high quality, with capacity of be highly variable in the population. The results show that
with a small coverage of the genome was possible to identify a large number of microsatellite
loci. Furthermore, it was generated a great number of loci of high quality, with great

potential for analysis of genetic variability of this species.
Palavras-chave: peixe-rei, microssatélites, marcadores moleculares, PAL

Com os avangos da tecnologia de sequenciamento de proéxima geragdo, recursos gendomico
estdo se expandindo rapidamente, mesmo para as espécies de peixes ndo modelo. Entre as
espécies de peixes aquicolas, muitas economicamente importantes estdo sendo sequenciadas,
tais como Salmao do Atlantico (Salmo salar) (Lien et al., 2011) e Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (Guyon et al., 2012). Estes recursos genéticos incluem etiquetas de
sequéncias expressas (ESTs), mapas fisicos, mapas de ligagdo genético e marcadores

moleculares.
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Dentre os marcadores disponiveis atualmente, estd o microssatélite (SSR-Simple Sequence
Repeats) por ser uma ferramenta satisfatoriamente utilizada em estudos de estrutura de
populagdes, conservagdo de espécies e gestao de recursos genéticos. O desenvolvimento de
marcadores microssatélites exigia um dispendioso esfor¢o técnico, com procedimentos
demorados e caros. Estes procedimentos incluem técnicas como a criagdo de bibliotecas
enriquecidas para loci SSRs, clonagem, hibridizacdo para detectar clones positivos,
isolamento de plasmideo e sequenciamento (Castoe et al., 2012). Entretanto avangos na
tecnologia de sequenciamento de DNA vém proporcionando métodos mais eficientes e de
baixo custo para desenvolver marcadores moleculares para espécies que ndo possuem dados
disponiveis, gerando os chamados /oci potencialmente amplificaveis (PALs) (Lance et al.,
2013), uma poderosa ferramenta para estudos genéticos.

O peixe-rei € um representante da ordem atheriniformes, que inclui peixes encontrados em
aguas doces, marinhas, tropicais e temperadas de todo mundo. Dentro dos atheriniformes o
peixe-rei ¢ um exemplar da subfamilia atherinopsinae, que sdo compostos por seis géneros em
dois grupos antitropicais: Atherinopsini na América do Norte (Atherinops, Atherinopsis,
Colpichtys, Leuresthes) e Sorgentinini na América do Sul (Basilichthys, Odontesthes) (Dyer,
2006). O Odontesthes ¢ o género com a maioria das espécies, e mais amplamente distribuida,
sendo encontrada em aguas costeiras marinhas e lagoas de 4gua doce da América do Sul. No
Brasil estd presente principalmente nas lagoas Mirim e Mangueira, onde ja foram descritas
varias espécies, sendo a O. humensis uma das mais comumente encontrada (Dyer, 2006),
caracterizada como um importante recurso pesqueiro.

O conhecimento sobre a variabilidade genética e os padrdes de estrutura das populagdes sdo
pré-requisitos para o desenvolvimento de estratégias para aquicultura, através de futuros
programas de melhoramento genético. No entanto, estudos de variabilidade genética em O.
humensis requer o desenvolvimento de marcadores moleculares com alto polimorfismo.

Este estudo tem o objetivo de desenvolver loci potencialmente amplificaveis de
microssatélites para O. humensis visando compreender a genética desta espécie.

Todos os materiais biologicos utilizados neste estudo foram obtidos de coletas na lagoa
Mangueira (Santa Vitéria do Palmar, Brasil - S 32°59°12” ¢ O 52°42°42”"). O DNA gendmico
total foi extraido a partir de nadadeira caudal (200-300 mg) de O. humensis, usando separagao
organica pelo protocolo modificado de sal (Barrero et al., 2008).

Uma tnica biblioteca gendmica foi preparada a partir de 20 ng de DNA de acordo com o
protocolo padrdo do Kit Illumina Nextera DNA Library (Illumina, San Diego, USA). O

sequenciamento da biblioteca foi conduzida em um sequenciador GAIIx (Illumina, San
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Diego, USA) com leituras de 150 pares de bases. As leituras obtidas foram analisadas com o
programa PAL FINDER v.0.02.03 (Castoe et al., 2012), identificando microssatélites com
dinucleotideos (2mer), trinucleotideos (3mer), tetranucleotideos (4mer), pentanucleotideos
(5mer) e hexanucleotideos (6mer). Repeticdes estas que deveriam ser simples e de pelo menos
12 pb de comprimento para 2mer, 3mer e 4mers, e pelo menos trés repeti¢des para Smers ou
6mers. Apos a identificagdo os /oci SSRs foram agrupados para um subdiretério local do
programa Primer3 v.2 (Lance ef al., 2013) para o desenho dos primers.

Foram obtidos 1.265.204 leituras, contendo aproximadamente 0,184 Gpb. O tamanho do
genoma de O. humensis ¢ desconhecido, embora genomas de peixes que foram pesquisados
apresentam em média 1,250 Gbp (Katagiri et al., 2005; Jiang et al., 2013), sendo assim a
cobertura total foi de aproximadamente 15% do genoma.

Do total de leituras obtidas, 75.347 continham SSRs, no entanto, 34% apresentaram
sequéncias flanqueantes bastantes adequadas para desenho de primers, produzindo 25.806

PALs, sendo 21% de 2mers, 22% de 3mers, 37% de 4mers, 13% de 5Smers € 7% de 6mers
(Fig. 1).
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Figura 1. Comparagdo entre o nimero total de loci e o nimero de /oci potencialmente

amplificaveis (PALs), identificados por tamanho das repeti¢des de microssatélites.

Em comparagdo com a espécie modelo “Zebrafish” (Danio rerio) (116.915 SSRs) (Rouchka,
2010) o O. humensis apresenta nimeros de /oci microssatélites inferior, porém para obtencao
dos loci SSRs, em zebrafish, foi utilizado o genoma total de aproximadamente 1,7 Gpb e para

este estudo um total de 0,185 Gpb .



92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114

50

Para Carpa Siamés (Henichorynchus siamensis), 65.954 sequéncias foram obtidas com a
plataforma 454 GS-FLX (Roche, Branford, USA), sendo que 1.837 eram SSRs (Iranawati et
al., 2012). Lance et al. (2013) sequenciaram 0,5 Gpb do genoma de “Speckled Dace”
(Rhinichthys osculus) e “Mountain Whitefish” (Prosopium williamsoni), apresentando
entorno de 30.000 e 26.000 PALs respectivamente. Essas divergéncias podem ser devido as
diferengas nas plataformas utilizadas e suas caracteristicas peculiares, como cobertura do
genoma, numero de sequéncias e tamanho de leituras.

A repeticdo mais frequente encontrada foi o tetranucleotideo (Fig. 1), sendo que Luo et al.
(2012) obtiveram em “Tarim Schizothoracin™ (Schizothorax biddulphi) e Lance et al. (2013)
em “Speckled Dace” e “Mountain Whitefish” mais motivo dinucleotideo.

Para tetranucleotideos, o motivo de SSR mais frequente encontrado foi ATGG, onde segundo
Meglécz et al. (2012), para Chordata em geral o motivo mais comum encontrado para
tetranucleotideo foi AGAT e em plantas AAAT, resultados distintos em ambos estudos e
grupos de espécies o que sugestiona a vasta variagdo que pode ser encontrada dentre as
repeticdes de /oci microssatélites.

Do total de PALs foram selecionados os /oci SSRs de melhor qualidade, chamados de “Best
PALs”(bPALs), estes loci apresentam unidades longas de repeti¢des (4mers, Smers e 6mers) e
trechos mais longos de repeti¢des (mais de 7 unidades de repeticdes observadas), que sdao
mais propensos a ser altamente variavel na populagdo (Castoe et al., 2012; Lance et al,
2013). O ntimero de bPALs foi de 167 (Fig. 2), valores proximo ao encontrado por Castoe et
al. (2012) em aves (100 - 450) e inferiores aos resultados de Lance et al. (2013) em peixes

(4.635 - 6.631).
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Figura 2. Loci de melhor qualidade (bPALs) identificados por tamanho das repeticdes de
microssatélites.

Os resultados demonstram que com uma pequena cobertura do genoma de O. humensis foi
possivel a identificagdo de um grande numero de /loci potencialmente amplificaveis de
microssatélites. Além disso, foi gerado um nimero 6timo de bPALs, com grande potencial

para analise de variabilidade genética desta espécie.
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6 Consideragoes Gerais

A implantagdo e consolidacdo de um programa de melhoramento genético
de peixe-rei requerem a definicdo da espécie que apresente um melhor desempenho
zootécnico, juntamente com sele¢do de reprodutores com alto grau de variabilidade

genética e manutencgao desta variabilidade entre as geragdes.

O desempenho em crescimento esta diretamente relacionado aos diferentes
grupos genéticos de peixe-rei, onde foi estimado um maior peso corporal para os
hibridos, formados pelo cruzamento entre machos de O. humensis e fémeas de O.

bonariensis.

A geragdo de um numero 6timo de loci de melhor qualidade, para O.
humensis, torna real a possibilidade de analise da variabilidade genética de

diferentes populacdes desta espécie.

De forma geral, seria util a selecao de reprodutores de O. bonariensis e O.
humensis, com o auxilio de marcadores microssatélites e formacdo de linhagens

domesticadas.
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