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RESUMO

A diversidade genética e a adaptagao imunolégica sdo componentes centrais
para a sustentabilidade da aquicultura de espécies nativas. Neste estudo, foram
analisados 239 individuos de Colossoma macropomum (tambaqui) oriundos de
diferentes subpopulagdes cultivadas no Brasil, com o objetivo de identificar e
caracterizar polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) associados a genes
relacionados a resisténcia a doengas. A partir da genotipagem por
sequenciamento (GBS), foram detectados 182.416 SNPs polimorficos. As
andlises filogenética e de componentes principais (PCA) revelaram clara
estruturagdo genética entre as subpopulagdes, refletindo auséncia de fluxo
génico recente e possiveis efeitos de deriva genética e manejo reprodutivo
isolado. Foram identificados SNPs com valores elevados de FST localizados em
regides codificantes de genes funcionalmente relevantes, como uncbda, il16,
epha2b, cd209 e rnf175, os quais participam de vias metabdlicas criticas como
sinalizacdo por netrina, ativacdo de linfécitos T, sinalizacdo Ephrin,
reconhecimento de patdogenos e apresentagéo antigénica via MHC |. A analise
funcional das mutagdes revelou a presengca de variantes sinbnimas, nao
sinbnimas e nonsense, sugerindo impactos potenciais sobre a estrutura e fungao
das proteinas envolvidas na resposta imune. Esses resultados destacam loci
candidatos a selecdo natural e reforcam o papel dessas variantes como
marcadores promissores em programas de melhoramento genético orientados a
resisténcia a doencas. O presente estudo contribui para o avango do
conhecimento gendmico do tambaqui e oferece bases para a aplicacdo de
estratégias de selegdo assistida por marcadores na aquicultura de espécies
nativas.

Palavras-chave: Polimorfismos; Resisténcia Imune; Aquicultura Sustentavel.



ABSTRACT

Genetic diversity and immune adaptation are central components for the
sustainability of aquaculture involving native species. In this study, 239
individuals of Colossoma macropomum (tambaqui) from different farmed
subpopulations in Brazil were analyzed to identify and characterize single
nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with disease resistance-related
genes. Using genotyping-by-sequencing (GBS), a total of 182,416 polymorphic
SNPs were detected. Phylogenetic and principal component analyses (PCA)
revealed a clear genetic structure among subpopulations, indicating a lack of
recent gene flow and suggesting the influence of genetic drift and isolated
reproductive management. High FST SNPs were identified in coding regions of
functionally relevant genes such as uncbda, il16, epha2b, cd209, and rnf175,
which are involved in key metabolic pathways including netrin signaling, T cell
activation, Ephrin signaling, pathogen recognition, and antigen presentation via
MHC 1. Functional analysis of the mutations revealed the presence of
synonymous, non-synonymous, and nonsense variants, indicating potential
impacts on the structure and function of proteins involved in immune responses.
These findings highlight candidate loci under natural selection and reinforce the
potential of these variants as valuable markers in genetic improvement programs
aimed at enhancing disease resistance. This study contributes to advancing the
genomic knowledge of tambaqui and provides a foundation for the application of
marker-assisted selection strategies in native species aquaculture.

Keywords: Polymorphisms; Immune Resistance; Sustainable Aquaculture
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1. INTRODUGAO

A aquicultura tem experimentado um crescimento expressivo nas ultimas
décadas, desempenhando um papel importante na seguranga alimentar e na
economia global (FAO, 2020). Entre as espécies de peixes cultivadas, o
tambaqui (Colossoma macropomum) destaca-se como um dos principais peixes
de agua doce nativos da América do Sul, tanto por seu valor comercial quanto

por sua relevancia ecologica (Hancz, 1993).

A intensificacdo da piscicultura, embora essencial para atender a
crescente demanda por alimentos, frequentemente expde os peixes a condigdes
de estresse, como superlotagdo, ma qualidade da agua, manuseio frequente e
alteracdes bruscas de temperatura. Essas condicdes nao apenas comprometem
o0 bem-estar dos peixes, mas também aumentam sua vulnerabilidade a infecgdes
e doencas, criando desafios significativos para a produgao sustentavel. Reduzir
esses fatores de estresse é fundamental para manter a saude dos peixes e
garantir a viabilidade econémica e ambiental da piscicultura (Lafferty et al.,
2015).

Ao longo dos ultimos onze anos, pesquisas relacionadas ao tambaqui tém
revelado um cenario bastante diversificado na parasitologia, com o registro de
inumeros grupos de parasitos, entre eles protozoarios, crustaceos e helmintos,
conforme documentado por Valladao et al. (2014) e Jerbnimo et al. (2017). Essa
diversidade ilustra ndo apenas a abrangéncia dos parasitos que acometem essa
espécie, mas também enfatiza que a natureza da relagcdo entre parasitos e
hospedeiros € complexa, dependendo intrinsecamente da espécie do parasito,
do local da infecgdo e dos mecanismos pelos quais esses agentes atuam no

organismo do tambaqui.

Essa complexidade das relagbes patogénicas encontra um paralelo
interessante nas pesquisas desenvolvidas em outros organismos. O trabalho de
Fukuoka (2019), por exemplo, mostrou que multiplos polimorfismos funcionais
presentes em um unico gene podem, de maneira sinérgica, aumentar a
resisténcia a determinadas doencas. Esse achado abre espaco para a hipotese

de que mecanismos semelhantes de resisténcia podem operar em peixes e
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outros animais aquaticos, sugerindo que a variabilidade genética desempenha,

de fato, um papel crucial na capacidade de responder a patdégenos.

Nesse mesmo sentido, estudos mais recentes, como os realizados por
Houston et al. (2020), reforcam a importancia dos polimorfismos genéticos na
resposta imunologica de diversas espécies de peixes. A identificacdo de
marcadores genéticos associados a resisténcia a doengas desponta, assim,
como uma ferramenta essencial para o desenvolvimento de estratégias de
melhoramento genético em tambaqui, visando ndo sé a potencializagdo da
resisténcia imunoldgica, mas também a promogdo de uma aquicultura mais

sustentavel e produtiva.

A integragdo dos achados parasitolégicos com o0s avangos na
compreensao dos mecanismos imunologicos e genéticos fornece uma
perspectiva abrangente e integrada. Essa abordagem multidisciplinar n&o
apenas aprofunda nosso entendimento sobre as interagcdes patogénicas que
afetam o tambaqui, mas também impulsiona inovagdes tecnolégicas que podem

transformar as praticas de manejo e melhoramento genético em piscicultura.

A pesquisa em genética molecular tem avangado a passos largos,
permitindo a identificacdo de genes e polimorfismos ligados a resisténcia a
doencgas em diversas espécies animais, inclusive entre os peixes (Houston et al.,
2008). Essas descobertas tém sido fundamentais para o aprimoramento das
técnicas de melhoramento genético, possibilitando a sele¢do de linhagens mais

resistentes a patégenos especificos, como ressaltado por Gjedrem et al. (2012).

Em virtude desse cenario promissor, o presente estudo propde-se a
identificar e analisar polimorfismos relacionados a genes de resisténcia a
doencas em tambaqui. Ao integrar essas analises, busca-se fornecer
informacdes cruciais que possam orientar e aperfeicoar as praticas de manejo e
as estratégias de melhoramento genético para a espécie. Compreender os
mecanismos moleculares por meio da analise dos polimorfismos genéticos € um
passo importante para desenvolver abordagens mais eficazes e sustentaveis na

producdo de tambaqui e na implementacdo de programas de melhoramento
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genético, visando a selecdo de linhagens mais resistentes e adaptadas as

condigbes de cultivo (Aguiar et al., 2018; Agudelo et al., 2022).
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2. REVISAO DE LITERATURA

21. Tambaqui (Colossoma macropomum): Criagao, Importéncia

econdmica, ecolégica e principais doengas que afetam a espécie

O tambaqui (Colossoma macropomum) € uma das espécies mais
importantes para a piscicultura amazodnica, justamente por sua rusticidade e
versatilidade. Sua habilidade de migrar sazonalmente entre as aguas brancas e
pretas, aliada a excelente adaptacao a diferentes condi¢des fisico-quimicas, faz
com que ele seja amplamente cultivado em viveiros escavados e em tanques-
rede (Aride et al., 2007). Essa rusticidade natural, no entanto, precisa ser
potencializada para atender a demanda de produgdes em larga escala,
especialmente em sistemas que podem expor os animais a condicbes de

estresse variaveis.

Os sistemas de cultivo variam em suas condi¢des, afetando diretamente
0 bem-estar dos peixes. Por exemplo, viveiros escavados, comuns no
Amazonas, sao economicamente vantajosos, mas podem gerar alta densidade,
com problemas como baixa oxigenagdo e acumulo de matéria organica. Em
contrapartida, tanques-rede oferecem alta produtividade e sustentabilidade,
porém exigem manejo intensivo e dietas especificas, fatores que podem
aumentar o estresse dos peixes. (Chagas et al., 2003; Gomes et al., 2006;
Merola & Souza, 1988).

Com o aumento da intensificagcao dos sistemas de cultivo, observa-se um
crescimento nos problemas relacionados a doengas, que em muitos casos sao
exacerbados pelo estresse associado a altas densidades e condigcbes
ambientais adversas. Patégenos como virus e bactérias (por exemplo, infecgoes
por Aeromonas spp., identificadas como as mais comuns em peixes de agua
doce) e parasitas — como os acantocéfalos que causam inflamagdes locais e
generalizadas no trato digestivo — tém provocado perdas significativas durante
todas as fases de criagao (Merola & Souza, 1988; Noga, 1996; Lima et al., 2024;
Figueiredo & Leal, 2008; Chagas et al., 2015). Além disso, doengas como a
columnariose, desencadeadas por fatores de estresse decorrentes de manejo
inadequado, transporte prolongado e baixa qualidade da agua, aumentam o risco
de surtos em sistemas intensivos (Onaka & Moraes, 2004).
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Nesse contexto, os avangos na pesquisa em genética molecular vém
ganhando destaque ao possibilitar a identificagdo de polimorfismos genéticos
relacionados a resisténcia a doengas em peixes, inclusive no tambaqui (Brito et
al., 2012). O conhecimento desses marcadores genéticos é fundamental para o
desenvolvimento de programas de melhoramento que selecionem linhagens
mais resistentes a patdogenos. Ao identificar esses polimorfismos, € possivel
entender melhor os mecanismos moleculares que conferem imunidade e, assim,
reduzir a vulnerabilidade dos peixes ao estresse gerado por diferentes sistemas
de cultivo. Tal abordagem ndo s6 aprimora a saude dos animais, mas também
garante maior produtividade e sustentabilidade em produgdes de larga escala,
contribuindo decisivamente para a economia regional (Agudelo et al., 2022;
Aguiar et al., 2018).

2.2. Bases genéticas da resisténcia a doengas em peixes e sua importancia

na aquicultura

A resisténcia a doengas € uma caracteristica crucial na aquicultura, uma
vez que surtos infecciosos podem gerar prejuizos econdmicos significativos e
comprometer a produtividade dos sistemas aquicolas (Potts et al., 2021). Em
resposta a esses desafios, 0 melhoramento genético tem sido amplamente
aplicado para ampliar a resisténcia em espécies de importancia agricola e
aquicola, demonstrando grande potencial também para os peixes (Gomes et al.,
2006; Lima et al., 2024; Liu et al., 2024).

O estudo das bases genéticas da resisténcia em peixes permite uma
compreensao mais profunda dos mecanismos imunoldgicos que os protegem de
patdgenos especificos. Essa abordagem contribui ndo apenas para a selegao de
individuos mais resistentes, aumentando a produtividade e garantindo o bem-
estar dos animais, mas também para o desenvolvimento de estratégias de
melhoramento adaptadas as demandas de uma produgéao intensiva (Bishop &
Mackenzie, 2003; Stearm et al., 2001).

E importante ressaltar que a resposta imune dos peixes esta sujeita a uma
interacdo dinamica entre fatores genéticos e ambientais. Alteragcées de

temperatura, variagées na qualidade da agua, regimes alimentares e estresses
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diversos interagem intimamente com o sistema imunologico, influenciando a
capacidade dos animais de combater infecgdes (Urbinati & Carneiro, 2004;
Mastrochirico-Filho et al., 2019; Van Muiswinkel & Nakao, 2014). Dessa forma,
a avaliacao da resisténcia a doencgas exige a integracao desses multiplos fatores,
bem como a elaboragédo de estratégias de manejo que promovam condigdes

ambientais favoraveis.

A compreensao das bases genéticas da resisténcia a doengas em peixes
se configura como uma ferramenta estratégica para a modernizagcdo da
aquicultura. Ao desvendar os mecanismos moleculares e imunoldgicos que
permitem a um peixe combater infecgdes, pesquisadores tém sido capazes de
identificar variantes genéticas, por meio de estudos como o sequenciamento de
nova geracgao e analises de associagao gendmica (GWAS), que correlacionam
determinadas variagbes com uma resposta imune mais robusta. Esses
polimorfismos, quando validados em estudos de selegcdo assistida por
marcadores moleculares, permitem a implementagcdo de programas de
melhoramento genético que direcionam a sele¢cdo de linhagens resistentes,
reduzindo significativamente os prejuizos causados por surtos infecciosos
(Houston, 2017). Apesar dos desafios, como a necessidade de infec¢des
experimentais em laboratério e a limitagdo de informagdes dos parentais (Shen
et al.,, 2015; Yanez & Martinez, 2010), o emprego de dados de geracodes
anteriores aliado aos métodos avangados de gendémica vem contribuindo para

superar essas barreiras.

Programas de melhoramento genético bem-sucedidos, como
exemplificado com a tilapia — por meio do programa GIFT, originado na Malasia
— demonstram como a integragao de estratégias genémicas pode resultar em
melhorias significativas na taxa de crescimento e na resisténcia dos animais
(Gjerdrem, 2012; Khaw et al., 2015). De forma semelhante, a identificagdo de
genes relacionados a imunidade inata em peixes, como demonstrado em
estudos com tambaqui, € fundamental para elucidar a evolugdao do sistema
imune e orientar intervengdes terapéuticas e estratégias de manejo (Gjerdrem,
2009; Newman, 2014). Investigagdes envolvendo espécies como salmao, truta

e bacalhau também ampliam o entendimento das bases genéticas e
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imunoldgicas da resisténcia, facilitando a aplicagcao dessas estratégias em uma

diversidade de espécies (Houston, 2017; Gjgen et al., 2016).

Além disso, a integragdo de abordagens gendmicas com praticas de
manejo integradas, que consideram fatores ambientais como a qualidade da
agua, temperatura e estratégias nutricionais, é essencial para reduzir o estresse
e, consequentemente, a suscetibilidade dos peixes a doengas. Por exemplo, ao
alinhar a selegcdo genética com praticas rigorosas de biosseguranca, é possivel
diminuir a incidéncia de patégenos e mitigar os impactos dos fatores ambientais
adversos, promovendo ndo apenas um ambiente mais saudavel para os animais,
mas também aumentando a lucratividade dos sistemas de produgao (Urbinati &
Carneiro, 2004; Mastrochirico-Filho et al., 2019). Contudo, o melhoramento
genético ndo pode ser encarado como solugdo isolada para os desafios
sanitarios da aquicultura. E imprescindivel adotar uma abordagem integrada que
combine os avangos gendmicos com a melhoria das condigcbes ambientais,
praticas de manejo rigorosas e medidas eficazes de biosseguranga, garantindo
assim a saude dos peixes e a sustentabilidade dos sistemas produtivos (Urbinati
& Carneiro, 2004; Van Muiswinkel & Nakao, 2014).

Inovagbes recentes, como o emprego da tecnologia CRISPR-Cas9,
abrem novas perspectivas para 0 manejo da saude dos peixes ao possibilitar
modificagdes precisas em genes-chave da imunidade. Essa abordagem tem o
potencial de acelerar o desenvolvimento de linhagens ainda mais resistentes,
contribuindo para a adaptacdo dos sistemas aquicolas frente aos desafios
impostos pelos patégenos e pelas condigdes ambientais. Dessa forma, a
aplicagdo dessas técnicas moleculares pode reduzir perdas econémicas e
contribuir para uma aquicultura mais sustentavel e resiliente aos desafios atuais
e futuros (Liu et al., 2024).

2.3. Polimorfismos em genes relacionados a resposta imune em peixes e

sua associagao com a resisténcia a doencgas

Os polimorfismos em genes relacionados a resposta imune em peixes tém
se destacado como um campo essencial para compreender e aprimorar a

resisténcia a doengas nessas espécies, o0 que € vital para a sustentabilidade na
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aquicultura. De acordo com Houston (2017), variagbes genéticas, como 0s
SNPs, influenciam diretamente os mecanismos imunolégicos, modulando a

eficacia do reconhecimento e combate a patégenos.

Estudos de Bishop & Mackenzie (2003) e Gomes et al. (2006) reforgcam
que a integragcdo de dados genbmicos com estratégias de melhoramento
genético possibilita a selegao de linhagens mais robustas, reduzindo os prejuizos
provocados por surtos infecciosos, conforme evidenciado por Potts et al. (2021),
Lima et al. (2024) e Liu et al. (2022). Além disso, fatores ambientais que
interagem com a base genética, como indicado por Urbinati & Carneiro (2004),
Mastrochirico-Filho et al. (2019) e Van Muiswinkel & Nakao (2014), demonstram

a necessidade de uma abordagem integrada para a saude dos peixes.

Complementando essa perspectiva, os desafios praticos na
implementagao desses programas, discutidos por Shen et al. (2015) e Yafiez &
Martinez (2010), e os avangos observados em espécies como a tilapia
(Gjerdrem, 2009; Khaw et al., 2015), salmao, truta e bacalhau (Gjegen et al.,
2016), fornecem uma base solida para futuras intervengdes voltadas a

resisténcia a doencas na aquicultura.

A resposta imune em peixes € constituida por distintas vias de defesa, tais
como a resposta inflamatéria, antiviral, antibacteriana e antiparasitaria, cada qual
mediada por genes especificos (Secombes et al., 2019; Rauta et al., 2012;
Gbémez et al., 2013). Polimorfismos nesses genes podem modular a eficacia
dessas respostas imunoldgicas, tendo, assim, um efeito direto na resisténcia dos

peixes a diferentes agentes patogénicos (Li et al., 2020; Wang et al., 2015).

Por exemplo, a resposta inflamatéria envolve genes como TNF-a, IL-18 e
IL-8, e variagdes genéticas nesses loci podem tanto potencializar quanto
comprometer a capacidade dos peixes de enfrentar desafios infecciosos (Li et
al., 2020). No contexto da resposta antiviral, os genes Mx e IFN-y desempenham
papéis cruciais, e polimorfismos nesses genes podem alterar a capacidade dos
peixes de eliminar virus, influenciando, assim, sua suscetibilidade a infec¢des

virais (Secombes et al., 2019).
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Relativamente a resposta antibacteriana, os genes responsaveis pela
producdo de imunoglobulinas, tais como IgM, IgT e IgD, sdo essenciais para a
neutralizacdo de patégenos bacterianos. Polimorfismos nessas regides
genéticas podem modificar a eficacia imune dos peixes contra infecgoes
bacterianas (Rauta et al., 2012). Por sua vez, a resposta antiparasitaria, mediada
por genes codificadores de Toll-like receptors (TLRs) e lectinas, também é
suscetivel as variagdes genéticas, que podem afetar a habilidade dos peixes em

controlar infec¢des parasitarias (Gomez et al., 2013; Wang et al., 2015).

A compreensao da interagdo entre os polimorfismos em genes da
resposta imune e a resisténcia a doengas possui implicagdes significativas para
a aquicultura e a conservagao. O conhecimento gerado a partir desses estudos
contribui para o aprimoramento dos programas seletivos, direcionados a seleg¢ao
de linhagens resistentes, além de orientar estratégias de manejo que promovam
a manutencdo da diversidade genética nas populagdes de peixes (Houston et
al., 2020). Ademais, a genotipagem desses polimorfismos oferece informacdes
valiosas para elucidar as associag¢des entre variagdes genéticas e a capacidade

dos peixes de resistir a infecgdes (Larhammar et al., 2018).

2.4 Técnicas de sequenciamento de nova geracao (NGS) e sua aplicagao
na identificacao de polimorfismos em genes de resisténcia a doengas em

peixes

As técnicas de sequenciamento de nova geragdo (NGS) tém
revolucionado a pesquisa em gendmica, permitindo a obtencdo de grandes
volumes de dados genéticos de forma rapida e econémica (Neira, 2009). Essa
revolugao tecnoldgica tem sido fundamental para avangar a identificacdo de
polimorfismos em genes que conferem resisténcia a patdégenos, contribuindo
significativamente para o desenvolvimento de estratégias de manejo,
melhoramento genético, aquicultura sustentavel e conservagao. Em particular, a
aplicacdo de NGS tem permitido elucidar os mecanismos moleculares
subjacentes a defesa imunoldégica em peixes, oferecendo novas perspectivas
para aumentar a resiliéncia dos organismos frente a infec¢goes (Houston et al.,
2020).
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O sequenciamento de DNA de nova geragcdo engloba diversas
plataformas que tém sido amplamente empregadas na pesquisa gendémica.
Entre as principais, destacam-se os métodos lIllumina, lon Torrent, Pacific
Biosciences (PacBio) e Oxford Nanopore. Esses métodos possibilitam a leitura
simultdnea de multiplas sequéncias com alta cobertura e resolucéo, acelerando
a obtencado de resultados e permitindo a detecgdo de variagdes genéticas em
larga escala (Mardis, 2008; Goodwin et al., 2016).

Além do sequenciamento de DNA, a técnica de RNA-Seq tem
proporcionado uma analise abrangente do transcriptoma. Por meio do
sequenciamento do RNA mensageiro (mMRNA), torna-se possivel investigar os
perfis de expressdo génica sob diferentes condigdes experimentais. Essa
abordagem é crucial para a identificacdo dos mecanismos moleculares que
regulam a resposta imune dos peixes frente a agentes patogénicos, permitindo
a identificacdo de genes cuja expressao varia em resposta a estressores ou

infecgbes (Wang et al., 2009; Krasnov et al., 2016).

Outro avancgo significativo € o sequenciamento do exoma e do genoma
completo, que possibilita a identificacdo de polimorfismos em genes
relacionados a defesa imunolégica. Essa técnica tem permitido descobrir
variantes funcionais que influenciam a resposta imune e a suscetibilidade a
doencas, oferecendo um panorama detalhado das alteragbes genéticas que
podem ser exploradas em programas de selec¢ao (Clark et al., 2011; Larhammar
et al., 2018). Complementarmente, métodos como o Sequenciamento de
Regides Adjacentes a Restricdo (RAD-Seq) tém sido empregados para mapear
marcadores genéticos em loci especificos. Essa abordagem facilita a realizagéo
de estudos de associagao, permitindo a identificagdo de loci de genes que estao
relacionados a protegao contra patégenos em peixes (Baird et al., 2008; Nowak
et al., 2021).

A deteccao de polimorfismos em genes que atuam na protecao contra
patdgenos € uma das aplicagdes mais promissoras das técnicas de NGS. A
identificacdo dessas variagbes genéticas € essencial para a implementacgéo de

programas de melhoramento genético, que podem empregar a selegao assistida
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por marcadores (MAS) para produzir populagbes de peixes mais saudaveis e
resilientes (Gjedrem et al., 2012; Tsai et al., 2015).

Apos a identificagdo dos polimorfismos, seguidores dos estudos avangam
para a analise de genes candidatos, com énfase na validagcao funcional dessas
variantes. Técnicas como knockdown e métodos de edicdo genética,
exemplificados pela tecnologia CRISPR/Cas9, sé&o aplicadas para confirmar a
relevancia funcional dos genes identificados, o que permite que intervengdes

sejam direcionadas e otimizadas de maneira mais precisa (Yafiez et al., 2014).

Os avangos proporcionados pelas técnicas de NGS nao se restringem ao
melhoramento genético para a aquicultura; eles se estendem também a
conservagao e manejo de populagdes de peixes selvagens. A identificacdo de
polimorfismos em genes de protegdo contra patégenos permite avaliar a
vulnerabilidade das populagcdes naturais e orientar estratégias de manejo que
visam a manutengéo da diversidade genética. Essa abordagem é fundamental
para o desenvolvimento de medidas de biosseguranga e para a formulacao de
estratégias de conservacado que garantam a sustentabilidade a longo prazo dos

recursos pesqueiros (Bernatchez et al., 2017; Allendorf et al., 2010).

Outra vertente inovadora derivada do uso das técnicas de NGS ¢é a
integracdo dos dados gendmicos com abordagens de biologia de sistemas. A
andlise de redes génicas e de sinalizagdo permite uma visédo integrada das
interacdes entre os genes que conferem resisténcia a patégenos e os processos
bioldgicos envolvidos. Essa abordagem sistémica tem o potencial de identificar
alvos especificos para terapias ou intervengdes genéticas, melhorando nossa
compreensao dos mecanismos de defesa dos peixes (Barabasi et al., 2011;
Ideker et al., 2001).

As técnicas de NGS também tém sido aplicadas em estudos de
metagenémica, que examinam a diversidade e a fungdo das comunidades
microbianas associadas aos peixes. Esse tipo de analise auxilia na identificacéo
de microrganismos que podem desempenhar papéis benéficos na saude dos
peixes, modulando a resposta imune e contribuindo para a resisténcia a

doencgas. Esses insights sao particularmente valiosos para o desenvolvimento
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de estratégias de manejo baseadas em probidticos ou prebidticos, que visam
melhorar o equilibrio da microbiota em sistemas aquicolas (Caporaso et al.,
2011; Merrifield et al., 2010).

A integracdo dos dados gendmicos com informagbes fenotipicas e
ambientais € outro ponto de destaque nas pesquisas atuais. Essa abordagem
permite compreender as interagdes entre o genotipo e o ambiente — um fator
crucial para a modulag&o da expressao génica e para determinar a resisténcia a
patdgenos em peixes. Estudos de gendbmica ambiental, como aqueles que
utilizam analises de eQTL, possibilitam a identificagcdo de loci que afetam a
expressado de genes em resposta a estressores ambientais, como infecgdes e
alteracdes climaticas. Essa compreensao pode, por sua vez, orientar estratégias
de manejo que minimizem o0s impactos negativos desses estressores,
contribuindo para a formacgao de populagdes mais resistentes (Lande et al., 2015;
Rockman et al., 2008).

O continuo avanco das técnicas de NGS, aliado a reducéo dos custos de
sequenciamento, esta expandindo as fronteiras da pesquisa gendmica para uma
variedade maior de espécies de peixes. Essa acessibilidade ampliada permite
que estudos sejam realizados em espécies menos estudadas ou de dificil
acesso, contribuindo para a identificagdo de novos genes envolvidos na
resisténcia a patdégenos e para um melhor entendimento da evolugdo e
conservagao dos mecanismos imunologicos em diferentes contextos ecolégicos
(Koboldt et al., 2013; Lien et al., 2016).

2.5. Limitacoes e desafios na identificagao e analise de polimorfismos em

genes de resisténcia a doengas em peixes

A identificacdo e analise de polimorfismos em genes de resisténcia a
doencas em peixes € uma area de estudo que enfrenta desafios complexos,
contribuindo para a limitagdo dos avangos no melhoramento genético e na
conservacgao dessas especies. Embora as técnicas de sequenciamento de nova
geracao (NGS) tenham impulsionado significativamente a genémica dos peixes,
diversos fatores intrinsecos e extrinsecos complicam a deteccdo e a

interpretacédo das variantes genéticas associadas a imunidade.
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Uma das principais limitagdes na identificacdo de polimorfismos esta na
propria diversidade genbmica dos peixes. Espécies diferentes apresentam
genomas com tamanhos variados, niveis distintos de repetitividade e graus de
complexidade que podem afetar diretamente a qualidade dos dados gerados
pelo sequenciamento (Lien et al., 2016). Enquanto em alguns organismos, como
mamiferos e plantas, existem protocolos padronizados bem estabelecidos, a
grande heterogeneidade dos genomas dos peixes dificulta a aplicagao uniforme
de métodos gendmicos. Essa variabilidade ndo apenas torna o0 mapeamento e a
montagem dos genomas mais desafiadores, mas também impde barreiras a
identificacdo precisa dos polimorfismos, sobretudo em regides altamente

repetitivas, onde as taxas de erro podem ser elevadas (Koboldt et al., 2013).

Além disso, a alta taxa de evolugdo observada em muitos genomas de
peixes pode resultar em uma abundancia de mutagdes neutras ou de baixo
impacto funcional. Essas mutagdes, que n&o alteram significativamente a fungao
proteica, podem mascarar a presenca de variantes de real interesse funcional
para a resposta imunoldgica. Assim, distinguir quais polimorfismos representam
verdadeiros alvos para o melhoramento da resisténcia a doengas torna-se uma
tarefa complexa, exigindo abordagens analiticas sofisticadas capazes de filtrar o
“ruido” genético predominante (Neira, 2009; Santos, M. C. F.; Ruffino; Farias,
2007).

Outro desafio significativo é a escassez de genomas de referéncia de alta
qualidade para inumeras espécies de peixes. Genomas bem anotados sao
fundamentais para métodos de mapeamento que permitem a identificacdo de
polimorfismos, especialmente quando se estudam genes de interesse nas
respostas imunes. Em comparagdo com mamiferos e plantas, onde os genomas
de referéncia contam com extensiva validacao e refinamento, o nimero limitado
de genomas disponiveis para peixes impede a correta delimitacdo de regides
gendmicas e dificulta a identificagdo de variantes relevantes (Lien et al., 2016).
Essa limitacdo € agravada pela existéncia de linhagens selvagens com alta
diversidade genética, onde as variagdes inerentes nao sao bem representadas
nos genomas de referéncia disponiveis, comprometendo a eficacia dos estudos

comparativos e de associagao.
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A deteccdo de polimorfismos em genes de resisténcia depende
fortemente da resolugao e sensibilidade das técnicas de NGS. Entretanto, a alta
taxa de evolugado dos genomas dos peixes, aliada a diversidade de mutagdes,
pode dificultar a distingdo entre variantes funcionais e aquelas sem efeitos
fenotipicos aparentes. A presenga de um grande numero de variantes neutras
cria um cenario onde as analises computacionais precisam trabalhar com altos
indices de falsos-positivos e falsos-negativos, comprometendo a robustez das
conclusdes sobre a associagao entre um polimorfismo especifico e a resisténcia
a patégenos (Neira, 2009; Santos, M. C. F.; Ruffino; Farias, 2007).

A auséncia de um conhecimento aprofundado sobre os genes e as vias
de sinalizacdo que mediam a resposta imune em peixes também dificulta a
interpretacdo dos dados. Sem uma compreensao clara das fungdes génicas e
da interconexao entre diferentes vias de sinal, fica desafiador identificar variantes
que realmente impactam a resisténcia a doencas. Estudos que buscam
estabelecer essa relacdo frequentemente esbarram em lacunas no
conhecimento, o que reforga a necessidade de pesquisas mais detalhadas e

integrativas nesse campo (Nowak et al., 2021; Clark et al., 2011).

A analise de polimorfismos é frequentemente comprometida por fatores
relacionados a estrutura populacional. Em populagdes de peixes, a variabilidade
genética interna pode gerar efeitos de confusdo, onde diferengas entre
subpopulagcdes podem ser erroneamente interpretadas como associagoes
causais com a resisténcia a doengas. Essas discrepancias levam a ocorréncia
de falso-positivos e falso-negativos, interferindo na sintese de conclusbes
robustas. Estudos de associagdo genética, por exemplo, necessitam de
amostras cuidadosamente selecionadas para reduzir esses efeitos, o que pode
se tornar um obstaculo em espécies com ampla distribuicdo geografica e alta
diversidade genética (Houston et al., 2020; Bernatchez et al., 2017).

Além disso, a interagdo gendtipo-ambiente adiciona uma camada extra de
complexidade. Fatores ambientais — como variagdes de temperatura, salinidade
e exposigcao a patdogenos — influenciam diretamente a expressao dos genes e
podem mascarar ou modificar a associacdo entre um polimorfismo e a

resisténcia a doengas (Lande et al., 2015; Rockman et al., 2008). Essa
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heterogeneidade ambiental necessita ser quantificada e integrada aos estudos,
por meio de abordagens que combinem dados fenotipicos e ambientais com os
resultados do sequenciamento, para que se obtenha uma visdo completa do

cenario de resisténcia imunologica.

Mesmo com a queda nos custos de sequenciamento proporcionada pelas
tecnologias NGS, o investimento necessario para realizar estudos gendmicos
abrangentes em peixes permanece elevado, sobretudo em paises em
desenvolvimento. A infraestrutura de laboratérios equipados com tecnologia de
ponta, a capacitagao de pessoal especializado e os custos computacionais para
processamento dos dados podem representar barreiras significativas para
muitos centros de pesquisa (Koboldt et al., 2013). Esse fator limita o acesso a
estudos avangados de genémica e restringe o numero de espécies e populagdes

que podem ser analisadas de forma aprofundada.

A integracdo dos dados obtidos por diferentes abordagens — como
genbmica funcional, comparativa e populacional — também representa um
desafio adicional. A utilizacido de ferramentas computacionais avancadas e o
desenvolvimento de pipelines especificos para andlise integrada demandam
conhecimentos multidisciplinares, combinando biologia, estatistica e ciéncia da
computacao (Ideker et al., 2001; Yafez et al., 2014). Essa integracao é essencial
para aumentar a robustez das analises, porém, requer uma coordenacao entre
equipes e a disponibilidade de software e hardware adequados para lidar com

os grandes volumes de dados gerados.

Apos a identificagdo dos polimorfismos potencialmente associados a
resisténcia a doencas, o proximo passo critico € a validacido funcional dessas
variantes. A confirmagao de que um polimorfismo realmente altera a resposta
imune e a suscetibilidade a patdgenos envolve a realizagdo de experimentos
funcionais, como knockdown ou edicdo de genes utilizando a tecnologia
CRISPR/Cas9. Esses métodos permitem a modulacio direta da expressao dos
genes candidatos, possibiltando a observacao dos efeitos fenotipicos
resultantes (Yanez et al., 2014).
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Contudo, a validagdo funcional é altamente desafiadora. Ela requer
condigbes experimentais rigorosas e a disponibilidade de modelos experimentais
que reproduzam de forma confidvel o ambiente natural ou as condi¢des de
manejo dos peixes. Além disso, a complexidade dos sistemas imunoldgicos, que
envolvem redes de interagdes entre multiplos genes e vias de sinalizagdo, torna
dificil isolar o impacto de um unico polimorfismo. Essa dificuldade pode levar a
ambiguidades na interpretacao dos dados e na definigdo precisa da relevancia

de cada variante para a resisténcia imunologica.

Os desafios e limitagdes na identificagdo e analise de polimorfismos em
genes de resisténcia a doengas em peixes sdo multifacetados e abrangem desde
a complexidade intrinseca dos genomas até limitagdes praticas relacionadas a
infraestrutura e a integracao dos dados. A diversidade genética, a auséncia de
genomas de referéncia de alta qualidade, a elevada taxa de evolugéo e os efeitos
de estrutura populacional e interagdo gendtipo-ambiente representam barreiras
significativas para o avango desse campo (Lien et al., 2016; Koboldt et al., 2013;
Neira, 2009).

Superar esses desafios requer uma abordagem integradora que combine
0 avango das tecnologias de sequenciamento com a implementacdo de métodos
computacionais sofisticados e a colaboragcdo multidisciplinar entre
pesquisadores. O uso de técnicas emergentes, como CRISPR/Cas9 para a
validacdo funcional, e a integracdo de dados fenotipicos, ambientais e
gendmicos surgem como estratégias promissoras para contornar as limitacoes

atuais (Yanez et al., 2014).

No contexto da aquicultura, a habilidade de identificar e validar
polimorfismos associados a resisténcia a doengas € crucial para o
desenvolvimento de linhagens mais robustas e para a formulagao de estratégias
de manejo e conservagdo. Assim, 0s avangos no campo da gendmica nao
apenas contribuem para o melhoramento genético, mas também tém

implicagdes diretas na sustentabilidade e lucratividade dos sistemas aquicolas.

Em perspectiva, esforcos continuos para aumentar a qualidade dos

genomas de referéncia, a integragdo de analises multiescala e o fortalecimento
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de parcerias internacionais poderdo ampliar o acesso e a aplicacdo das
tecnologias NGS para um numero maior de espécies. Tal avango é fundamental
para enfrentar os desafios da resisténcia a doengas em peixes e consolidar a
aquicultura como um setor estrategicamente sustentavel para a seguranga

alimentar global.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Identificar e analisar polimorfismos relacionados a genes de resisténcia a

doenca em tambaqui (Colossoma macropomum).
3.2. Objetivos especificos

1. Fazer uma andlise populacional com base nos polimorfismos

identificados;

2. Estudar os mecanismos genéticos e as vias bioquimicas associadas a

resisténcia a doengas em tambaqui.

3. Avaliar o potencial dos polimorfismos identificados como
biomarcadores para selecdo de individuos geneticamente mais resistentes a

doencas na aquicultura do tambaqui.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material Genético

Neste estudo, um total de 239 espécimes foram obtidos a partir de sete
pisciculturas situadas em trés distintas regides do Brasil, bem como de uma
coleta de animais selvagens provenientes do Rio Uatuma-AM. A Tabela 1
fornece informagbes detalhadas sobre os locais e a quantidade de amostras

coletadas em cada localidade.

Tabela 1. Locais onde as amostras foram coletadas com suas respectivas
coordenadas geograficas.

Cad. Local Latitude Longitude Regiao N
AM1 Balbina — AM 1°565'54.4.0” 58°07°'32.2" Norte 38
Pres. Figueiredo —
AM2 1°57°14.3” 60°02'45.7” Norte 30
AM
AM3  Rio Uatuma - AM 2°35'07.0” 58°07'32.2” Norte 30
Mojui de Campos —
PA 2°53'5.25” 54°36°10” Norte 30
PA
CE Pentecoste — CE 3°48’11.2” 39°16’06.2” Nordeste 31
RO Porto Velho — RO 8°50'52.8” 63°52°17.8” Norte 40
SP1 Brumadinho — SP 22°31’16.0” 46°53'5.71”  Sudeste 28
SP2  Pirassununga — SP 21°57'31.9” 47°26’56.0”  Sudeste 12




Amostras da nadadeira caudal de cada individuo foram cuidadosamente
coletadas e armazenadas em etanol 90% para preservacéo. Posteriormente, o
DNA foi extraido utilizando o protocolo de proteinase K. A integridade do DNA
extraido foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%,
garantindo a qualidade do material genético. Todas as amostras foram mantidas
em condicbes ideais a -20°C antes da preparacdo das bibliotecas de

sequenciamento.

E importante ressaltar que todos os protocolos experimentais seguiram
rigorosamente a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para
Fins Cientificos e Didaticos — DBCA, estabelecida pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). Assim, garantiu-se que nenhum
dos individuos foi submetido a manipulagcbes experimentais invasivas ou
eutanasia, utilizando-se exclusivamente sequéncias genéticas de estudos

prévios ja realizados.
4.2. Preparagao das bibliotecas e sequenciamento das amostras

As bibliotecas de DNA foram preparadas e sequenciadas no Laboratério
de Biotecnologia Animal da Universidade de Sao Paulo (Piracicaba, Brasil),
utilizando a metodologia de genotipagem por sequenciamento (GBS) conforme
o protocolo apresentado por Elshire et al. (2011), com modificagdes descritas por
Nunes et al. (2017). Essas modificagdes permitem resultados mais precisos na

analise genética.

As bibliotecas foram sequenciadas empregando o kit lllumina TruSeq
SBS v3-HS, em conjunto com o sequenciador lllumina HiSeq2500 (lllumina, San
Diego). O uso desse sistema de sequenciamento fornece dados de qualidade,

assegurando a confiabilidade das analises realizadas neste estudo.
4.3. Tratamento das sequéncias geradas

O processamento de qualidade foi executado utilizando a ferramenta
SeqyClean v. 1.9.10 (https://bitbucket.org/izhbannikov/seqyclean/), garantindo a
remocao de sequéncias indesejadas e otimizacao dos dados. A identificacdo de

SNP ocorreu por meio do pipeline UNEAK (Universal Network Enabled Analysis
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Kit) aplicando parametros padrdo, enquanto a filtragem dos dados de
sequenciamento para todas as amostras foi feita com o auxilio do Tassel
v.5.2.73.

Para facilitar a manipulagdo das sequéncias genb6micas geradas, o
arquivo FASTA contendo sequéncias de tambaqui foi dividido em arquivos
menores, cada um contendo um numero definido de sequéncias. Esse método
permitiu uma manipulagdo mais eficiente do conjunto de dados de sequéncias,
otimizando o processamento no banco de dados do National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

Utilizando a ferramenta de pesquisa do NCBI (Entrez Query), definimos
critérios especificos de busca por sequéncias genémicas associadas a genes de
resisténcia a doencas no genoma do tambaqui. O objetivo deste procedimento é
otimizar a criagado de consultas personalizadas, permitindo buscas mais precisas

de sequéncias genéticas no banco de dados.
4.4. Alinhamento das sequéncias

O alinhamento foi realizado usando a Ferramenta Basica de Pesquisa de
Alinhamento Local (BLAST). O programa compara sequéncias de nucleotideos
ou proteinas com bancos de dados de sequéncias e calcula a significancia
estatistica das correspondéncias. O limitador de busca foi usado para ajustar o

algoritmo de alinhamento da ferramenta BLAST.

Para ampliar a busca, foram realizados alguns ajustes nos parametros do
BLAST, usando como algoritmo de busca o discontiguous megablast, que
procura por sequéncias menos similares e aumenta o numero de alinhamentos.
Os outros parametros ajustados foram: Max target sequences (50); Word size
(11); Template length (16).

4.5. Filtragens

Para integrar e processar dados genémicos provenientes do alinhamento
realizado usando a ferramenta BLAST, foi desenvolvido um pipeline em Python

(versao 3.11) para combinar, filtrar e organizar informagdes genéticas de forma
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automatizada, culminando na extracao de sequéncias relevantes para analises

subsequentes (Anexo 1).
4.6. Analise de parentesco

Para avaliar se os polimorfismos estudados estdo caracterizando a
populacdo, serao realizadas duas analises de parentesco com base nos

marcadores anotados em genes relacionados a resisténcia a doengas.

Inicialmente, foi construida uma arvore filogenética usando o método de
agrupamento Neighbor Joining (NJ) com base nos marcadores utilizando o
programa TASSEL. O processo de constru¢do de uma arvore filogenética no
TASSEL ocorre em duas etapas. Primeiro, o software calcula a distancia entre
pares de taxas com base nos gendtipos, utilizando uma distancia euclidiana
modificada, onde homozigotos tém 100% de semelhanca e heterozigotos 50%.
Em seguida, a matriz de distancias é usada para gerar uma arvore filogenética
por meio dos métodos Neighbor-Joining ou UPGMA, conforme a escolha do
usuario. A arvore gerada é salva no formato Newick e pode ser visualizada no

TASSEL ou exportada para outros programas.

Para complementar o estudo das relagdes genéticas entre os individuos,
sera realizada uma anadlise de componentes principais (principal component
analysis - PCA) e os resultados seréo plotados com base em dois componentes

principais.
4.7. Identificacdo de SNPs sob sele¢ao natural

Utilizamos um pipeline em Python (verséo 3.11) para identificar SNPs sob
selecdo natural em populacbées de Tambaqui com base em analises de FST
(Anexo 2).

4.7.1 Calculo das frequéncias alélicas

Para calcular as frequéncias alélicas, foi empregada uma fungédo que
mapeia os codigos de nucleotideos derivados da IUPAC para seus pares de
bases correspondentes. Foram consideradas as variantes alélicas A, C, G, T,

além de combinag¢des ambiguas (e.g., R para A/G). As frequéncias alélicas foram
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calculadas para cada populagdo com base na contagem total de alelos em cada
SNP.

4.7.2 Calculo de FST

Os valores de FST foram calculados para cada SNP utilizando as
frequéncias alélicas de duas populagdes. A férmula aplicada seguiu o calculo
tradicional de FST, com base nos indices de heterozigosidade total (h_t) e
heterozigosidade dentro das populagdes (h_s). O valor de FST foi calculado da

seguinte forma:
h_t: 1 - 2((freq_POP1 + freq_POP2)/2)?
h_s: Média de (1 - Z(freq_POP12?)) e (1 - Z(freq_POP2?))
FST: (h_t-h_s)/h_t, caso h_t seja maior que zero.

O arquivo de entrada contendo as informacgcbes genotipicas das
populagdes de tambaqui foram carregados em um dataframe utilizando a

biblioteca Pandas.
4.7.3 Identificagao de SNPs sob seleg¢ao natural

Os SNPs sob potencial selecao natural foram identificados com base em
um valor limiar de FST > 0.15, sugerindo forte diferenciagado entre populagdes.
Esse limiar foi ajustado conforme a literatura e as necessidades especificas do

estudo.
4.8 Localizagao dos SNPs nos genes

As posicoes dos SNPs foram determinadas com base nos alinhamentos
das sequéncias polimoérficas com os transcritos de referéncia disponiveis no
GenBank (NCBI). A localizacdo dos SNPs dentro das regides codificadoras
(CDS) foi estimada com base na posi¢ao média do alinhamento no mRNA e na
anotacao das CDS.



Para visualizagdo, foram geradas representagdes graficas com a regiao
CDS. As extremidades 5’ e 3' foram marcadas com base nos limites da CDS,

permitindo identificar a distribuicdo e o contexto genémico dos polimorfismos.

4.9 Caracterizacao funcional dos SNPs

A caracterizagdo dos SNPs previamente identificados como localizados
em regibes @génicas associadas a fungdes bioldgicas relevantes e

diferencialmente distribuidos entre as populagdes analisadas (FST > 0.15).

A tradugédo dos cdédons de referéncia e variantes foi realizada utilizando a
tabela padrdo do codigo genético universal. A conversdo dos cédons em
aminoacidos foi automatizada por meio de scripts desenvolvidos em Python
3.11, utilizando a biblioteca Biopython (Cock et al., 2009) (Anexo 3). Com base
nos aminoacidos resultantes, os SNPs foram classificados como mutacdes
sinbnimas (sem alteragdo no aminoacido), ndo sindnimas (substituicdo de

aminoacido) ou nonsense (introducao de cédon de parada prematuro).

Analises funcionais subsequentes foram realizadas com as ferramentas
SIFT, PROVEAN e MutPred2 (Kumar et al., 2009; Choi et al., 2012; Pejaver et
al., 2020).

4.10. Identificagao de vias metabdlicas

Devido a limitacao das anotacgdes funcionais especificas para tambaqui,
a identificacdo das vias metabdlicas foi realizada com base na inferéncia por
ortologia, utilizando os genes ortélogos de Danio rerio (zebrafish), espécie
modelo com genoma completamente anotado e amplamente representada nos

principais bancos de dados funcionais.

Os genes candidatos contendo SNPs foram convertidos em seus
respectivos ortdlogos no zebrafish. As vias metabdlicas associadas a esses
genes foram identificadas com base nas anotagbes do banco KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), por meio da correspondéncia com 0s
codigos KEGG Orthology (KO) disponiveis para Danio rerio.
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5. RESULTADOS
5.1. Descoberta de SNPs

A extracdo de DNA gendmico foi bem-sucedida em todos os 239
espécimes coletados, confirmada pela integridade das bandas de DNA
observadas na eletroforese em gel de agarose a 1%. As concentragdes de DNA
variaram entre as amostras, mas todas apresentaram qualidade e quantidade

adequadas para a construgao das bibliotecas de sequenciamento.

O sequenciamento das bibliotecas gerou um total de 652 milhdes de
leituras single-end com 100 pares de bases (pb). O numero de leituras obtidas
por individuo variou entre 1,5 e 7,3 milhdes, com uma média de 2,8 milhdes de
leituras por individuo. A identificagdo de SNPs utilizando o pipeline UNEAK
resultou na deteccdo de 182.416 SNPs polimorficos entre as populagdes

estudadas.
5.2. Alinhamento das sequéncias

Com a utilizagcdo do Entrez gerado foram alinhadas 165 sequencias
(Anexo 4) em 114 genes do tambaqui relacionados a importantes fungdes

imunoldgicas e de sinalizagao celular.

Quadro 1. Entrez do NCBI para consulta genémica no genoma de Colossoma
macropomum.

(LOC118802146][All Fields] OR LOC118798050[All Fields] OR LOC118800974[All Fields] OR celsr2[All Fields] OR
LOC118803720[All Fields] OR LOC118824019[All Fields] OR LOC118800885[All Fields] OR il12rb2I[All Fields] OR
LOC118809992[All Fields] OR epha2b[All Fields] OR grk5I[All Fields] OR LOC118816945[All Fields] OR
LOC118827790[All Fields] OR LOC118818394[All Fields] OR spag9b[All Fields] OR LOC118811225[All Fields] OR
traf1[All Fields] OR plgrkt[All Fields] OR sema3h[All Fields] OR il2rgb[All Fields] OR LOC118802193[All Fields] OR
LOC118809994[All Fields] OR LOC118803715[All Fields] OR il16[All Fields] OR LOC118825996[All Fields] OR
LOC118800838[All Fields] OR LOC118805325[All Fields] OR LOC118797800[All Fields] OR LOC118802834[All
Fields] OR LOC118800265[All Fields] OR eps15I1a[All Fields] OR LOC118818210[All Fields] OR LOC118804321[All
Fields] OR LOC118800174[All Fields] OR LOC118806494[All Fields] OR ptpn22[All Fields] OR LOC118812529[All
Fields] OR LOC118815023[All Fields] OR il6st[All Fields] OR LOC118823508[All Fields] OR LOC118800361[All
Fields] OR LOC118814455[All Fields] OR LOC118822342[All Fields] OR stat6[All Fields] OR unc5da[All Fields] OR
LOC118801782[All Fields] OR LOC118813864[All Fields] OR tfr2[All Fields] OR eda2r{All Fields] OR esr2b[All Fields]
OR LOC118827156[All Fields]) AND "Colossoma macropomum"[porgn]
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As sequéncias contendo os SNPs identificado mostraram alinhamentos
relevantes no genoma do tambaqui. Os alinhamentos obtidos apresentaram
valores de identidade e cobertura satisfatorios, por exemplo, o gene da quinase
de receptor acoplado a proteinas G 5 (grk5l) e o receptor de interleucina 12,
ambos com alinhamentos de alta identidade (97%-100%) e cobertura superior a
50%, confirmando a relagdo entre as sequéncias encontradas e os genes

previamente anotados no genoma do tambaqui (Hilsdorf et al., 2021).
5.3. Analise de parentesco
5.3.1 Analise de parentesco com base na arvore filogenética

A arvore filogenética evidenciou agrupamentos genéticos bem definidos

entre os individuos das diferentes subpopulac¢des analisadas (Figura 1).

Figura 1. Arvore filogenética baseada nas distancias genéticas entre as
populagdes de Colossoma macropomum.
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Os grupos RO, CE, PA, SP1, SP2, AM1, AM2 e AM3 formaram clados
distintos, reforgando a estrutura genética observada previamente na analise de
componentes principais (PCA). Os individuos das populagdes RO e CE
apresentaram os ramos mais longos e separados dos demais grupos, indicando
maior divergéncia genética. Ja as subpopulagées AM1, AM2 e AM3, bem como
SP1 e SP2, apresentaram maior proximidade filogenética entre si, organizando-
se em ramos agrupados. Esses padroes de agrupamento refletem a
heterogeneidade genética entre as subpopulagbes avaliadas com base nos

SNPs associados a processos imunes e de sinalizagéo celular.
5.3.2 Analise de parentesco com base no PCA

A Andlise de Componentes Principais (PCA), baseada em 165 SNPs
localizados em genes relacionados a fungdes imunolégicas e de sinalizagao
celular, revelou a formagao de agrupamentos distintos entre as subpopulagdes

de Colossoma macropomum (Figura 2).

Figura 2. Gréfico tridimensional com base nos trés componentes principais
gerado a partir da Analise de Componentes Principais (PCA) de Colossoma
macropomum.
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Os individuos foram distribuidos no espaco tridimensional formado pelos
trés primeiros componentes principais (PC1, PC2 e PC3), evidenciando
separagao entre os grupos RO, PA, CE, AM1, AM2, AM3, SP1 e SP2. As
subpopulagdes AM1, AM2 e AM3 apresentaram maior proximidade entre si,
assim como SP1 e SP2. Por outro lado, os grupos RO e CE exibiram maior
afastamento no espago multivariado. A distribuigdo dos individuos nos
componentes principais indicou variagdo genética entre as subpopulagdes

analisadas.
5.4. Identificagcao de SNPs sob sele¢ao natural

A analise dos valores de FST revelou uma ampla variagao entre os SNPs
analisados, com valores de FST variando de 0 a 0.22. Os SNPs com valores
mais elevados de FST indicam uma maior diferenciacdo genética entre as
populagdes analisadas, sugerindo que esses loci estdo sob forte selegao local.

Os SNPs com FST mais elevados incluem:

Tabela 2. SNPs candidatos, genes associados, FST e estatisticas de
alinhamento.

Query FST Gene Accession Identity E-value
(%)
uncida
TP132900 0.167 (mRNA) XM 036588857.1 98.44 9,00E-25
uncida
TP159385 0.222 (mRNA) XM 036588857.1 100.0 2,00E-26
il16
TP163689 0.193 (mRNA) XM 036585977.1 98.36 4,00E-23
ephalb i
TP171695 0.183 (mRNA) XM_036591044.1 98.36 4,00E-23
cd209
TP197287 0.154 (mRNA) XM_036582892.1 93.44 4,00E-18
MHC class
I-related XM_036560351.1 94.55 2,00E-16
TP212476 0.157 (mRNA)
rnfl75
(mRNA) XM_036557338.1 92.19 4,00E-18
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5.5 Localizagao dos SNPs nos genes

Os seis SNPs candidatos mapeados no genoma de tambaqui foram
localizados dentro das regides codificadoras (CDS) de seus respectivos genes,
conforme definido pelos transcritos de referéncia disponiveis no NCBI (Figura 3),
evidenciando sua distribuicdo ao longo dos transcritos e suas respectivas

posigdes relativas entre as extremidades 5' e 3'.

Figura 3- Representacdo esquematica da localizagcdo dos SNPs nas regides
codificadoras (CDS) dos genes candidatos identificados em Colossoma
macropomum
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No gene uncbda, os SNPs TP132900 e TP159385 foram posicionados
nas bases 229 e 239 do mRNA, respectivamente, ambos situados no tergo inicial
da CDS (140-3355). O SNP TP163689 foi mapeado na base 1746 do gene il16,
cuja CDS compreende as posi¢cdes 58 a 7150. Para epha2b, o SNP TP171695
foi localizado na base 2566, dentro de uma CDS anotada entre as posi¢cées 80
e 4691. O SNP TP197287, associado ao gene cd209, foi posicionado na base
486 do mRNA, entre as posi¢des codificantes 115 e 1260. J&4 o SNP TP212476
foi identificado na base 2275 do gene rnf175/MHC, com CDS entre as posi¢des
1300 e 4067.

5.6 Caracterizacao funcional dos SNPs candidatos

A caracterizacao funcional dos seis SNPs candidatos revelou a presenca
de diferentes tipos de mutagdes em genes relacionados a resposta imune e
regulacao celular em tambaqui (Tabela 3). No total, foram identificadas duas

mutagdes sinbnimas, trés nao sinbnimas e duas do tipo nonsense.

Tabela 3. Caracterizacdo dos SNPs candidatos quanto ao cédon de referéncia
e variante, aminoacidos correspondentes e tipo de mutacao identificada nos
genes associados.

SNP ID Gene Coéodon Coéodon AA Ref AA Var Tipo de
Ref Var Mutacao
TP132900 uncSda CCT CCC Pro Pro Sindnima
TP159385  uncSda GAG AAG Glu Lys Ndo
Sinonima
TP163689 il16 TTA TAA Leu STOP Nonsense
TP171695  ephalb GAG AAG Glu Lys Ndo
Sinonima
TP197287  cd209 GGT GAT Gly Asp I;‘“i .
indénima
rufl75/
TP212476 MHC CAA TAA Gln STOP Nonsense

Dois SNPs localizados no gene uncb5da apresentaram caracteristicas
distintas: TP132900 corresponde a uma mutagao sinénima, sem alteracdo no
aminoacido codificado (Pro — Pro), enquanto TP159385 representa uma
mutagao ndo sinbnima com substituicdo de Glu por Lys. No gene il16, o SNP

TP163689 resultou em uma mutacdo nonsense, com a introducédo de um cédon
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de parada prematuro (TAA), potencialmente afetando a tradugdo da proteina. O
SNP TP171695, localizado em epha2b, também foi classificado como néao
sinbnimo, promovendo a substituicdo do aminoacido Glu por Lys. Os SNPs
TP197287 (cd209) e TP212476 (rnf175/MHC) apresentaram mutagdes do tipo

nao sinbnima e nonsense, respectivamente.

Essas variagdes indicam o potencial impacto funcional diferencial dos
SNPs nas proteinas codificadas, com possiveis implicacdes em fendtipos

adaptativos e resisténcia a doengas.

5.7. Identificacao de vias metabdlicas

A andlise funcional baseada nos ortdlogos de Danio rerio permitiu a
identificacdo das principais vias metabdlicas associadas aos genes contendo
SNPs candidatos.

Tabela 4. Identificagdo das principais vias metabdlicas associadas aos genes
identificados.

Gene Via Metabdlica (KEGG)

uncsda Axon guidance; Apoptosis; Netrin signaling

ill6a Cytokine-cytokine receptor interaction; T cell activation

epha2b Cell adhesion molecules (CAMs); Ephrin receptor signaling
cd209e Pathogen recognition; Lectin pathway of complement activation
rafl75 Ubiquitin mediated proteolysis; MHC class I antigen processing

O gene uncbda foi associado a vias relacionadas a orientagdo axonal,
apoptose e sinalizagdo mediada por netrina. O ortélogo il16a foi mapeado nas
vias de interacao citocina—receptor de citocina e ativacao de linfocitos T. O gene
epha2b apresentou associagdo com moléculas de adesdo celular (CAMs) e
sinalizacao por receptores Ephrin, vias que desempenham papel essencial na
comunicagcao célula-célula e organizacdo tecidual. O gene cd209e esta
relacionado a vias de reconhecimento de patdgenos e ativacdo da via das
lectinas do sistema complemento. Por fim, rf175 foi associado a processos de
protedlise mediada por ubiquitina e ao processamento de antigenos do MHC

classe I.
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6. DISCUSSAO

A quantidade de variantes identificadas (182.416 SNPs) reflete nao
apenas a capacidade da plataforma GBS (genotyping-by-sequencing) em captar
polimorfismos em regides gendmicas amplas, mesmo em espécies com poucas
informacgdes genéticas disponiveis na literatura, mas também sugere a presenca
de uma base genética complexa e diversificada nas popula¢des analisadas (Liu
et al., 2024). A heterogeneidade genética observada pode estar relacionada a
multiplos fatores, como o histérico de origem dos estoques, praticas de manejo
reprodutivo distintas entre as regides, e possiveis eventos de adaptagao local ao

ambiente de cultivo (Gjedrem et al., 2012).

Estudos recentes demonstram a relevancia do uso de tecnologias de
genotipagem em larga escala para desvendar a diversidade genética e a
estrutura populacional em peixes. Por exemplo, Mastrochirico-Filho et al. (2020)
desenvolveram um mapa de ligagao SNP e realizaram um estudo de associagao
genbmica para resisténcia a Aeromonas hydrophila em pacu. De forma
complementar, Landinez-Garcia, Narvaez e Marquez (2020) investigaram a
genética populacional de Prochilodus magdalenae utilizando marcadores
moleculares especificos, enquanto Sahoo et al. (2023) revelaram, por meio de
genotipagem por sequenciamento, a diversidade genética e a estrutura

populacional do Labeo catla.

Nossos achados confirmam que nivel de diversidade genética encontrada
em tambaqui é compativel com a de outras espécies de interesse aquicola, o
que ressalta a sua importancia como modelo regional para estudos genémicos
aplicados. Esses resultados também reafirmam o valor dos marcadores SNP
como ferramentas robustas para investigacao da estrutura genética populacional
e para aplicagdo em programas de selegdo assistida por marcadores (MAS)
(Yanez et al., 2015).

A resolucédo gendmica proporcionada pelos SNPs permite ndo apenas a
inferéncia de relacdes filogenéticas e padrées de estrutura populacional com
maior precisdo, mas também viabiliza a identificagdo de variantes associadas a

caracteristicas adaptativas e produtivas (Bangera & Goddard, 2015).
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A estrutura genética observada nas analises filogenética e de
componentes principais (PCA) revela padrdes consistentes de diferenciagéo
entre as subpopulagdes de tambaqui. A formacao de clados bem definidos para
grupos como RO, CE, PA, SP1, SP2, AM1, AM2 e AM3 confirma uma
compartimentalizagado genética clara, indicando que essas populagbes seguem
trajetérias evolutivas relativamente independentes. Essa diferenciagdo ocorre
mesmo entre estoques com origem comum, sugerindo que fatores posteriores a
fundacdo, como isolamento geografico, manejo reprodutivo e auséncia de
intercambio genético, foram determinantes para o surgimento de perfis genéticos
distintos (Waples & Gaggiotti, 2006).

A auséncia de fluxo génico recente entre essas subpopulacdes é coerente
com as praticas produtivas e reproducdo frequentemente adotadas na
aquicultura, em que cada unidade produtiva mantém seu plantel de forma isolada
(Gjedrem et al., 2012). Com o tempo, esse isolamento pode levar a fixacao de
alelos por deriva genética, especialmente quando ha uso restrito de reprodutores
ou auséncia de renovacgao genética. Essa hipotese é sustentada por Hrbek et al.
(2005), que demonstraram que populagdes de peixes amazdnicos, mesmo
derivadas de um ancestral comum, tendem a divergir geneticamente em funcao
do isolamento e da deriva, principalmente quando submetidas a pressodes

ambientais distintas.

Além disso, os grupos RO e CE destacam-se por apresentarem os ramos
mais longos na arvore filogenética, o que indica maior acumulo de diferencas
genéticas. Esse padrao pode refletir ndo apenas a auséncia de fluxo génico, mas
também processos historicos de fundagdo baseados em um numero restrito de
individuos, o que acarreta gargalos genéticos, ou ainda a exposi¢ao a pressoes
seletivas locais, como diferengas ambientais, sanitarias ou nutricionais, que
afetam a frequéncia alélica ao longo do tempo. Tais mecanismos sao
amplamente descritos na literatura como motores de estruturagdo genética em

ambientes de cultivo (Urrea-Rojas et al., 2020).

Esse cenario também é analogo ao descrito por Santos et al. (2007), que
observaram que a fragmentagcdo de habitats aquaticos e a formacdo de
ambientes isolados, naturais ou artificiais, contribuem para o surgimento de

linhagens geneticamente diferenciadas, mesmo entre populag¢des originalmente
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conectadas. Aplicado ao contexto da piscicultura, isso ressalta a importancia de
monitorar e gerenciar a diversidade genética para evitar perdas de variabilidade
e promover a sustentabilidade genética das populagdes em cativeiro (Gjedrem,
2000).

Portanto, os resultados obtidos indicam que a estrutura genética atual das
populagdes de tambaqui de cativeiro é produto de uma combinacgao entre origem
compartilhada e histéricos independentes de manejo, e reforgam a necessidade
de estratégias de conservacao genética que evitem a erosdo da diversidade
intraespecifica, essencial para a adaptagao futura dos estoques a novos desafios

ambientais e produtivos.

A variagao nos valores de FST, que neste estudo alcancou até 0,22,
fornece uma indicacéo robusta da existéncia de diferenciagcdo genética entre as
subpopulagdes analisadas. Valores elevados de FST geralmente refletem
restricdes ao fluxo génico e indicam a agao de forgas evolutivas distintas entre
0s grupos, como deriva genética ou selecao natural. No contexto deste trabalho,
os SNPs com FST mais elevados foram encontrados em genes funcionalmente
associados a imunidade e sinalizagao celular, regides do genoma que estao
frequentemente sob influéncia de selec¢ao direcional ou balanceada em resposta
a pressdes ambientais, como patdégenos, estresse e condigdes de produgao
(Storz, 2005).

Segundo Beaumont e Balding (2004), SNPs com valores de FST elevados
representam candidatos a loci sob sele¢ao local, uma vez que sua diferenciagao
entre populagdes excede a esperada por deriva genética neutra. No presente
estudo, esses marcadores foram mapeados em genes como uncbda, il16,
epha2b, cd209 e rnf175, todos envolvidos em processos fundamentais de
resposta imune e interagao célula-célula. Essa associagao funcional fortalece a
hipétese de que tais variantes ndo estdo apenas estruturando a diversidade
genética, mas também refletindo adaptagbes diferenciais a desafios
imunolégicos nos ambientes de criagdo como exposicdo a patdégenos
especificos ou estratégias de manejo distintas entre os viveiros (Yafez et al.,
2015).

Além disso, para espécies cultivadas como o tambaqui, que
frequentemente enfrentam condi¢desartificiais de confinamento e alta

45



densidade populacional, loci sob sele¢cdo associados a resisténcia a doencas
adquirem ainda mais importancia pratica. Eles representam potenciais alvos
para programas de selegcdo assistida por marcadores (MAS), permitindo o
desenvolvimento de linhagens mais resilientes, com maior adaptabilidade as
condigdes de cultivo intensivo. Assim, a identificagcdo de SNPs com alto FST em
genes com fungdo imunoldgica ndo apenas esclarece processos microevolutivos
em populagdes cultivadas, mas também fornece subsidios valiosos para a
aplicacao direta em estratégias de melhoramento genético (Bangera & Goddard,
2015).

A caracterizagdo funcional dos SNPs revelou que as variantes
identificadas n&o estao distribuidas aleatoriamente ao longo do genoma, mas se
concentram em regides codificantes (CDS), o que amplia sua relevancia
funcional. Alteragdes em regides codificadoras tendem a ter maior impacto
bioldgico, pois podem modificar diretamente a estrutura primaria das proteinas,
afetar a estabilidade do RNA mensageiro, a eficiéncia da tradugéo ou a interacao
com moléculas reguladoras (Kimchi-Sarfaty et al., 2007; Sauna; Kimchi-Sarfaty,
2011; Plotkin; Kudla, 2011). No gene uncbda, dois SNPs foram mapeados no
terco inicial da CDS, uma regiao critica tanto para a formacao da estrutura N-
terminal da proteina quanto para a eficiéncia de traducdo. Alteragdes nesta
regido podem comprometer o correto dobramento da proteina ou modificar sua
capacidade de interagdo com os ligantes, como as netrinas (Mehlen & Mazelin,
2003).

O SNP TP132900, embora sindnimo, pode ainda influenciar o processo
de splicing, a estabilidade do RNA mensageiro ou a taxa de tradugéo, como
discutido por Parmley e Hurst (2007), especialmente se ocorrer em codons
preferenciais ou em regides regulatérias internas. Ja TP159385, no mesmo
gene, resulta em uma mutacdo nao sinbnima que substitui o aminoacido acido
glutdmico (Glu) por lisina (Lys), promovendo uma mudanga de carga que pode
afetar significativamente a interagdo da proteina com netrinas e, por
consequéncia, alterar sua funcdo em processos inflamatorios e migratorios

celulares (Ziegon & Schlegel, 2021).

Em il16, o SNP TP163689 introduz um cédon de parada prematuro (TAA),

caracterizando uma mutacédo do tipo nonsense. Tal alteragdo é tipicamente
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associada a perda de funcdo da proteina, uma vez que pode resultar na
producao de um peptideo truncado e, portanto, inativo ou instavel. Considerando
que IL-16 é uma citocina chave na quimiotaxia de células T CD4+ e regulagao
da resposta imune adaptativa, a perda de sua fungao pode comprometer a
resposta inflamatéria e a imunocompeténcia do organismo (Mathy et al., 2000;
Zhang et al., 2023).

O SNP TP171695 em epha2b promove uma substituicdo nao sinénima de
Glu para Lys em um dominio que pode estar envolvido na atividade tirosina-
quinase da proteina. Como os receptores Eph sdo fundamentais para a
comunicagao célula-célula e controle da integridade epitelial, mutagbes nesse
gene tém potencial para afetar processos de adesdo celular, apoptose e até

mesmo resposta a infec¢des (Pasquale, 2010).

Os SNPs TP197287 e TP212476, localizados nos genes cd209 e
mf175/MHC, também apresentam mutagbes potencialmente funcionais.
TP197287 promove a troca de um aminoacido glicina por acido aspartico, o que
pode alterar a conformacéo do sitio de ligagdo do receptor tipo lectina CD209,
responsavel pelo reconhecimento de patdégenos e ativagcdo da via do
complemento (Zhou et al., 2010). Ja TP212476 resulta em uma mutacao
nonsense, levando a introdu¢cdo de um coédon de parada prematuro em uma
regido importante da proteina codificada por rnf175, envolvida na via de
processamento de antigenos do MHC classe |. Esse tipo de mutagcdo pode
comprometer a apresentagdo de peptideos aos linfécitos T citotdxicos,
enfraguecendo a capacidade do sistema imune de eliminar células infectadas ou
alteradas (Yamaguchi & Dijkstra, 2019).

Coletivamente, esses achados apontam para um cenario em que as
variantes genéticas identificadas, além de estruturar a diversidade populacional,
podem influenciar diretamente mecanismos biolégicos essenciais a integridade
funcional do sistema imune (Magnadétti, 2006). Tais informagdes sao
particularmente valiosas para a piscicultura, pois oferecem alvos genémicos com
potencial para aplicagdo em programas de selegcao assistida voltados a
resisténcia a doencas, uma das maiores preocupag¢des na producéao intensiva de

tambaqui.
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As vias metabdlicas associadas aos genes que abrigam SNPs funcionais
reforcam a importancia biolégica das variantes identificadas e sustentam sua
potencial implicagdo em processos criticos para a fisiologia e adaptabilidade de
tambaqui. Os genes analisados estdo envolvidos em vias fundamentais para a
sinalizagcdo celular, integridade tecidual e resposta imunoldgica, aspectos
essenciais para a homeostase e resisténcia a agentes patogénicos,
especialmente em sistemas de produgdo intensiva, onde peixes sao
frequentemente expostos a estressores ambientais e agentes infecciosos
(Magnadottir, 2006).

O gene uncbda, por exemplo, participa da via de sinalizagdo mediada por
netrina, atuando como receptor de repulsdo na orientagdo axonal e na migragao
celular. Além de seu papel no desenvolvimento neural, uncbda tem sido
associado a modulagao da resposta inflamatéria, especialmente por sua acao
em tecidos sob hipdxia ou lesdo (Mehlen et al., 1998; Ziegon & Schlegel, 2021).
Ja o ortdlogo il16 esta integrado a via de sinalizagao de citocinas e a ativagéo de
linfocitos T, desempenhando funcdo-chave no recrutamento e na ativacédo de
células imunes durante processos inflamatorios, como descrito por Chama et al.
(2021) e Mathy et al. (2000). O impacto de mutagcdes nesse gene pode

comprometer diretamente a eficiéncia da resposta imune adaptativa.

No caso de epha2b, seu envolvimento na via de sinalizagdo Ephrin o
coloca como elemento importante na adesédo celular e na manutengdo da
arquitetura tecidual. A sinalizacdo mediada por receptores Eph é essencial para
aregeneracgao e organizacao de tecidos epiteliais, além de participar da resposta
a lesbes e estimulos inflamatorios (Pasquale, 2010). Cd209e, por sua vez, esta
vinculado a vias de reconhecimento de padrbes moleculares associados a
patégenos (PAMPSs), e a ativagao da via das lectinas do sistema complemento,
configurando um componente-chave da imunidade inata (Zhou et al., 2010). Por
fim, mf175 participa da via de protedlise mediada por ubiquitina e do
processamento de antigenos para apresentacdo via MHC classe |, sendo
fundamental para a ativagdo da resposta imune celular (Kloetzel, 2004;
Yamaguchi & Dijkstra, 2019).

A analise conjunta dessas evidéncias sugere que os SNPs identificados
nao apenas refletem a diversidade genética entre os estoques de tambaqui, mas
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também possuem implicacbes funcionais relevantes para a adaptacdo das
populagdes a contextos ambientais e sanitarios especificos. A associagao de
variantes com vias metabdlicas criticas confere robustez ao uso desses
marcadores em estratégias de selecdo gendmica, com vistas ao
desenvolvimento de linhagens mais resilientes e adaptadas as condi¢cdes da

aquicultura nacional.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo revelou uma ampla diversidade genética entre
populagdes cultivadas de tambaqui. A estruturagao genética observada por meio
de analises filogenéticas e de componentes principais demonstrou uma
diferenciagao consistente entre as subpopulagdes, em especial nos grupos RO
e CE, sugerindo auséncia de fluxo génico recente e possiveis efeitos de deriva

genética e manejo reprodutivo isolado.

A analise funcional dos SNPs destacou variantes localizadas em regides
codificadoras de genes associados a processos imunolégicos e de sinalizagao
celular, como uncbda, il16, epha2b, cd209 e rnf175. As mutagdes detectadas
incluem alteragdes sindnimas, ndo sinbnimas e nonsense, com potencial para
impactar diretamente a fungao proteica e, por consequéncia, a resposta imune e
a adaptacao fisiolégica dos organismos. A integracdo dessas variantes a vias
metabdlicas criticas, como sinalizagdo por netrina, ativacdo de linfécitos T,
reconhecimento de patdogenos e apresentacdo antigénica, reforga seu valor

como candidatos a marcadores funcionais.

Esses achados contribuem significativamente para o entendimento da
base molecular da resisténcia a doengas em tambaqui, oferecendo subsidios
para o desenvolvimento de estratégias de selegdo gendmica voltadas a
aquicultura sustentavel. O uso desses SNPs como marcadores em programas
de melhoramento pode favorecer a obtengao de linhagens mais resilientes e

adaptadas aos desafios sanitarios dos sistemas de producéo intensiva.

Recomenda-se, para estudos futuros, a validagao funcional das variantes
mais promissoras por meio de abordagens experimentais e transcriptdmicas,
bem como a integracdo de dados genémicos com informacdes fenotipicas e
zootécnicas. Tais avangos permitirdo a consolidacdo de ferramentas genéticas
aplicadas a piscicultura nacional, com impacto direto sobre produtividade,

sanidade e conservagao dos recursos genéticos nativos.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo 1: Script de filtragem de sequencias em Python

import o0s
import glob

import re

def create directory(dir name):
if not os.path.exists(dir name):

os.makedirs(dir_name)

defcombine_files(output_dir, pattern="Tambaqui_*.txt"):
create_directory(output_dir)

output_filename = os.path.join(output_dir, "Tambaqui_todos.txt")

# Encontrar todos os arquivos que correspondem ao padrao

input_filenames = sorted(glob.glob(pattern), key=lambda
int(os.path.splitext(os.path.basename(x))[0].split("_"[-11))

with open(output_filename, 'w', encoding="utf-8') as outfile:
for fname in input_filenames:
with open(fname, 'r', encoding="utf-8') as infile:
for line in infile:

outfile.write(line)

print(f"Arquivos combinados com sucesso em {output filename}")

defprocess relevant blocks(input filepath, output dir):

create directory(output dir)
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output_filepath = os.path.join(output_dir, "Alinhadas_filtradas.txt")

# Listas para armazenar blocos de dados
current_block =[]

relevant_blocks =]

# Abrir o arquivo e processar bloco por bloco
try:
with open(input_filepath, 'r', encoding="utf-8") as file:
for line in file:
if "Query #" in line:
# Verifica se o bloco atual contém a string desejada antes de iniciar um novo bloco
if any("Sequences producing significant alignments:" in I for | in current_block):
relevant blocks.append(current block)

current_block =[] # Reinicia o bloco

current_block.append(line)

# Verificar o ultimo bloco apds terminar a leitura
if any("Sequences producing significant alignments:" in 1 for | in current_block):
relevant blocks.append(current block)
except FileNotFoundError:
print(f"Erro: Arquivo {input_filepath} ndo encontrado.")

return

with open(output_filepath, 'w', encoding="utf-8') as outfile:
for block in relevant blocks:
for line in block:

outfile.write(line)
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print(f"Blocos relevantes processados com sucesso em {output filepath}")

def filter relevant lines(input_filepath, output dir):
create_directory(output_dir)

output filename = os.path.join(output dir, "Tambaqui_todos_filtrado.txt")

# Lista para armazenar linhas relevantes
relevant lines =[]

capture_block = False

# Compilar a expressao regular para verificar as linhas de interesse
query_regex = re.compile(r"Query #")

alignment regex = re.compile(r"Sequences producing significant alignments:")

# Abrir o arquivo e processar linha por linha
with open(input_filepath, 'r', encoding="utf-8") as file:
for line in file:
if query regex.search(line):
capture_block = False # Reinicia a captura de bloco
if capture block or alignment regex.search(line):
relevant_lines.append(line)

capture_block = True

# Escrever as linhas relevantes no arquivo final

with open(output_filename, 'w', encoding="utf-8') as output_file:

output_file.writelines(relevant lines)

print(f"Processo concluido. {len(relevant lines)} linhas relevantes salvas.")
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deffilter _gene lines(input_filepath, output_dir):
create_directory(output_dir)

output_filename = os.path.join(output_dir, "Lista_genes.txt")

# Conjunto para armazenar linhas de genes (evita duplicatas)

gene _lines = set()

# Abrir o arquivo e processar linha por linha
with open(input_filepath, 'r', encoding="utf-8") as file:
for line in file:
if line.startswith(">"):

gene_lines.add(line)

# Escrever as linhas de genes no arquivo final
with open(output_filename, 'w', encoding="utf-8') as output_file:

output_file.writelines(gene lines)

print(f"Processo concluido. {len(gene lines)} linhas de genes salvas.")

deffilter sequence lines(input_filepath, output dir):

create directory(output dir)

output_filename = os.path.join(output_dir, "Lista_sequencias.txt")

# Conjunto para armazenar sequéncias (evita duplicatas)

sequence_lines = set()

# Expressao regular para encontrar sequéncias do tipo "TP<number>"

sequence_regex = re.compile(r"(TP\d+)")
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# Abrir o arquivo e processar linha por linha
with open(input_filepath, 'r', encoding="utf-8") as file:
for line in file:
match = sequence regex.search(line)
if match:

sequence_lines.add(f">{match.group(1)}\n")

# Escrever as linhas de sequéncias no arquivo final
with open(output_filename, 'w', encoding="utf-8') as output_file:

output_file.writelines(sequence_lines)

print(f"Processo concluido. {len(sequence lines)} sequéncias salvas.")

def filter fasta sequences(output_dir):
create_directory(output_dir)
fasta_filepath = "Sequencias.fasta" # Nome do arquivo FASTA
list_filepath = os.path.join(output_dir, "Lista_sequencias.txt")

output _filename = os.path.join(output_dir, "Sequencias_filtradas.fasta")

# Ler as sequéncias da lista
with open(list_filepath, 'r', encoding="utf-8") as file:

sequence_list = set(line.strip() for line in file)

# Variaveis para armazenar a sequéncia atual e seu estado
filtered sequences =[]

capture_sequence = False

# Abrir o arquivo FASTA e processar linha por linha

with open(fasta_filepath, 'r', encoding="utf-8") as file:



for line in file:
if line.startswith(">"):
capture_sequence = line.strip() in sequence_list
if capture sequence:

filtered sequences.append(line)

# Escrever as sequéncias filtradas no arquivo final
with open(output_filename, 'w', encoding="utf-8') as output_file:

output_file.writelines(filtered sequences)

print(f"Processo concluido. {len(filtered sequences)} linhas de sequéncias filtradas salvas.")

def filter hapmap _file(output_dir):
create directory(output dir)
hapmap _filepath ="HapMap.hmp.txt"
list_filepath = os.path.join(output_dir, "Lista_sequencias.txt")

output_filename = os.path.join(output_dir, "HapMap _filtrado.hmp.txt")

# Ler as sequéncias da lista
with open(list_filepath, 't', encoding="utf-8') as file:

sequence_list = set(line.strip()[ 1:] for line in file) # Remover o ">" do inicio de cada linha

filtered lines =[]

# Abrir o arquivo HapMap e processar linha por linha
with open(hapmap_filepath, 'r', encoding="utf-8') as file:
header = file.readline()

filtered lines.append(header)
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for line in file:
if line.split("\t")[0] in sequence_list:

filtered lines.append(line)

# Escrever as linhas filtradas no arquivo final
with open(output_filename, 'w', encoding="utf-8') as output_file:

output_file.writelines(filtered_lines)

print(f"Processo concluido. {len(filtered lines) - 1} linhas de sequéncias filtradas salvas no
HapMap.")

def main():
input_combined path ="Tambaqui_*.txt"

output dir = "combined files"

# Passo 1: Combinar arquivos

combine files(output dir, input combined path)

# Passo 2: Processar blocos relevantes

process_relevant_blocks(os.path.join(output_dir, "Tambaqui_todos.txt"), output_dir)

# Passo 3: Filtrar linhas relevantes

filter_relevant_lines(os.path.join(output_dir, "Tambaqui_todos.txt"), output_dir)

# Passo 4: Filtrar linhas de genes

filter gene lines(os.path.join(output dir, "Tambaqui_todos.txt"), output dir)

# Passo 5: Filtrar sequéncias especificas

filter_sequence_lines(os.path.join(output_dir, "Alinhadas_filtradas.txt"), output_dir)
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# Passo 6: Filtrar sequéncias do arquivo FASTA

filter fasta sequences(output_dir)

# Passo 7: Filtrar sequéncias do arquivo HapMap

filter_hapmap _file(output_dir)

# Chamar a fungdo principal
if _name ==" main_":

main()
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9.1 Anexo 2: Script para analise de FST em Python

import pandas as pd
import numpy as np

import os

# Func@o para encontrar o arquivo no diretdrio atual
def find_file(filename):
for root, dirs, files in os.walk('."):
if filename in files:
return os.path.join(root, filename)

return None

# Nome do arquivo

filename = 'HapMap _filtrado.hmp.txt'

# Encontrar o arquivo

file_path=find_file(filename)

if file path is None:

print(f' Arquivo {filename} ndo encontrado no diretério atual.")

else:
# Carregar o arquivo de dados

data = pd.read_csv(file path, delimiter="t")

# Definir as populagdes com base no prefixo dos IDs
populations = {
'POP1": [col for col in data.columns if col.startswith('"AB'")],

'POP2": [col for col in data.columns if col.startswith('AM")],
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'POP3'": [col for col in data.columns if col.startswith('BR")],
'POP4'": [col for col in data.columns if col.startswith('CE")],
'POP5': [col for col in data.columns if col.startswith('NA")],
'POP6'": [col for col in data.columns if col.startswith('PA")],
'POP7": [col for col in data.columns if col.startswith('RO")],

'POPS": [col for col in data.columns if col.startswith('SP")],

# Mapeamento dos codigos de nucleotideos derivados da IUPAC para pares de bases
iupac_alleles = {

A AT,

C:[CY,

G:[G)

T:[T],

R"['A",'G'"],

Y ['C, T,

'St ['C,L'G,

W' ['A', T,

K" ['G', 'T"],

™" ['A",'C'],

N ['A','C", 'G', 'T'], # Considerar todas as bases para desconhecido

],

0,

I_V: [l_l]’

# Fungao para calcular frequéncias alélicas considerando codigos IUPAC
def allele frequencies(data, populations):

freqs = {}
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for pop, samples in populations.items():

pop_data = data[samples]

allele counts = pop_data.apply(lambda x: x.map(lambda allele: iupac_alleles.get(allele,

[D)-explode().value counts(), axis=1).fillna(0)
total alleles = allele counts.sum(axis=1)
fregs[pop] = allele counts.div(total alleles, axis=0)

return freqs

# Fung@o para calcular FST
def calculate fst(data, freqs, populations):
fst values =[]
for index, row in data.iterrows():
popl_alleles = freqs['POP1'].loc[index]

pop2_alleles = freqs['POP2'].loc[index]

h t=1-sum(((popl _alleles + pop2 alleles) / 2) ** 2)
h sl =1 -sum(popl_alleles ** 2)
h s2=1-sum(pop2_alleles ** 2)

h s=(h sl +h s2)/2

ifh t>0:

fst=(h t-h s)/h t
else:

fst=0
fst values.append(fst)

return fst values

# Calcular frequéncias alélicas

allele freqs =allele frequencies(data, populations)

70



# Calcular valores de FST

data['FST'] = calculate fst(data, allele_ freqs, populations)

# Identificar SNPs sob selecdo natural (FST alto)
threshold = 0.15 # Este valor pode variar dependendo do seu estudo

selected _snps = data[data['FST'] > threshold]

# Salvar os SNPs selecionados em formato HapMap sem a coluna de FST
selected_snps = selected snps.drop(columns=['FST'])

selected_snps.to_csv('selected snps_hapmap.txt', sep="\t', index=False)

# Salvar os valores de FST em um arquivo separado em ordem decrescente

fst values = data[['rs#', 'FST']].sort_values(by="FST', ascending=False)

fst values.to csv('fst_values.txt', sep="\t', index=False, header=True)

print(f"'Identificamos {len(selected snps)} SNPs sob selec¢do natural.")

print("Os resultados foram salvos nos arquivos 'selected snps_hapmap.txt' ¢ 'fst_values.txt'.")
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9.1 Anexo 3: Script para conversao dos codons em aminoacidos

import pandas as pd

# Dados dos SNPs identificados com suas respectivas informagdes
snp data =

{

"SNP ID": "TP132900",
"Gene": "unc5da",
"Codon Ref": "CCT",
"Coédon Var": "CCC",
"AA Ref": "Pro",

"AA Var": "Pro",

"Tipo de Mutagdo": "Sin6nima"

"SNP ID": "TP159385",
"Gene": "unc5da",
"Codon Ref": "GAG",
"Codon Var": "AAG",
"AA Ref": "Glu",

"AA Var": "Lys",

"Tipo de Mutagao": "Nao Sinénima"

"SNP ID": "TP163689",
"Gene": "i116",
"Codon Ref": "TTA",

"Codon Var": "TAA",



"AA Ref": "Leu",
"AA Var": "STOP",

"Tipo de Mutagdo": "Nonsense"

"SNP ID": "TP171695",
"Gene": "epha2b",
"Codon Ref": "GAG",
"Cédon Var": "AAG",
"AA Ref": "Glu",

"AA Var": "Lys",

"Tipo de Mutacao": "Nao Sin6nima"

df snps _completo = pd.DataFrame(snp data)

import ace_tools as tools; tools.display dataframe to user(name="Tabela Completa de SNPs
Identificados", dataframe=df snps completo)
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9.1 Anexo 4: Sequencias FASTA alinhadas em genes relacionados a
importantes fungdes imunoldgicas e de sinalizagao celular.
>TP101702

TGCAGCGGCTGCATTCAGGCACCCCAATGTAGCTGCTGCACCATTTAAGGTGGAAC
GGGAAAAT

>TP102854

TGCAGCGTAATACTCACAGCCTTCTTTTATCGTGCAGGCTTTAGGTGTCCCTCCACA
CAAAAGC

>TP103053

TGCAGCGTAGCGTAGTGCGAGTCTGTCCAGGTGTGGTCCAGGTGGAGTTTCTGGAA
GCTCTGCA

>TP109285

TGCAGCTCCATCAGTCTCTCCTTGTACTGGTTTCTCTCCATCAGGACCCGGGCCATC
TCTACTC

>TP109663

TGCAGCTCCGGCTCCTGTGAGCAGTCTGCTTTTGCAGAATGATGGAAGCGAGGTCA
CTCTGAAT

>TP114313

TGCAGCTGATTGCTGAGATTCGTGTTCATTCTGAGCCACACAGTAGTAGGATCCACT
CTGTAGA

>TP115704

TGCAGCTGCTCGAGGCCTCTGCCCCGTTTGAAGTAAGAGTTTCTCTGGTGACTCCCG
CCATCCA

>TP118386

TGCAGCTGGTTCAGCGACGTCAATGGAGCCGTGAAATTTTTCACCATCGTCGTGGCT
GAGTCTG

>TP118695

TGCAGCTGTAGCGGCGGTCTGGTGTAGGTTTTCTGCTCTGATCTCATGTAGTAATGA
ATAGAGA

>TP120601

TGCAGCTTATACACTGATCAGGCATAACATTATGTATGACCACCTCCTTGTTTCTAC
GCTCATT



>TP121991

TGCAGCTTGACTCCATCTGTTCACACTGTTTGTAACTGGTCTGTAACTGGTCTCTCTC
TATAAT

>TP122418

TGCAGCTTGGATCGCTGATTCAACTGTAGCCAGAATGGATAAGCACAAAATACTGC
AAGGAGCC

>TP123958

TGCAGCTTTTTCCACACCTCCAAAGTTCAGTCTTAGATGTTGGTTGCAGCCAAGTAA
TTCTAAA

>TP126144

TGCAGGAAGAACTACACTGACCTGGTCAGCATCAGAGATCAGAACCAGAACGAAG
CAGTGAAGA

>TP126404

TGCAGGAAGCAAAAGCCACAAACACATTGCAGCGTTTCTGGGGCTGCTGTGTGTTC
TCCTGCTG

>TP126425

TGCAGGAAGCAGAAACCACAGACTGACCGCAGCGCATCTGGGGCTGCTGTGTGTTC
TCCTGCTG

>TP127524

TGCAGGAATATTTTTCCACACCTCCAAAGTTCAGTCTTAGAAGTTGGTTGCATTTTC
TGCAAGT

>TP127561

TGCAGGAATCAGAGGCTACAGACTGACTGTAGTGTGTCTGGGGCTGCTGTGTGTTC
TCCTGCTG

>TP128734

TGCAGGACAGGGGCAGGGCAGCAGAACAGACTCTCCTGGAGATCTGATGAAAGTT
CTCTCACTG

>TP128909

TGCAGGACATAAGCTGTGAGCTTTTGTGTGGAGGGACACCTAAAACCTGCACGATA
AAAGAAGG

>TP130033
TGCAGGACGAACTGCGTCTCCCCCTCGGCAGGGAAGCTCGGGGAGATCAGCGAGA
TGTGCAGAG
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>TP131090

TGCAGGACTGAGAATGATCCACCACCCAAATAATACATGCTCTGTGGTGGTCCTGT
GGGGGTTC

>TP132900

TGCAGGAGCCAGACGACGCCTACATCGTCAAGAGCAACCCGATCAAGCTGCGCTGC
CGAGCCCG

>TP13362

TGCAGAAGTTCACACAGTGCAGTGGATGTACGGCTGTGAACTGCATGATGATGGAA
CCAAGAGA

>TP134071

TGCAGGAGGCAGTGTGTAATCTGGAACAGTGCCAGACTCGTCTCATCCAGCGTATT
AAGTCTTG

>TP140784

TGCAGGCATGGCCATCCCAGGTGCAGTAGGGGTCTCGGGCCATACAGCACTCAGCA
CAGACCTG

>TP14152

TGCAGAATCAAACAAAGAAGCTGCTGGTGTTCTCAGAACAATGGACTGACCACCAC
AGAGGGAT

>TP143183

TGCAGGCCCCTGTCTTTGCACGATCCGAGTCCACACAGCCCCTTCTGGACTGTGAGG
AGCACCA

>TP153204

TGCAGGCTGTGGGCTGAGCCTCAGATGCCTGGTCTTTATATGGATGGAGATTTTGTG
ATTGGGG

>TP154798

TGCAGGGACATTTTTCCACACCTCCAAAGTTCAGTCTTAGAAGTCGGTTGCATTTCC
CCTGGTT

>TP155874

TGCAGGGATATTTTTCCACACCTCCAAAGTTCAGTCTAAGAAGTTGGTTCCAGTTTC
TGCTTCT

>TP155881

TGCAGGGATATTTTTCCACACCTCCAAAGTTCAGTCTTAGAAGTTGGTTGCATTTTT
CGCTTCT
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>TP155883

TGCAGGGATATTTTTCCACACCTCCAAAGTTCAGTCTTAGAAGTTGGTTGTACTTCC
GCAGTCC

>TP155885

TGCAGGGATATTTTTCCACACCTCCAAAGTTCAGTCTTAGACATTTGGTGCACTTTC
TTCATCT

>TP156188

TGCAGGGATGTTTTTCCACACCTCCAAAGTTCAGTCTTAGTTAGTAGTCTAATAGTT
GGTTGCA

>TP159385

TGCAGGGCGGGETCGGGCTCGGCAGCGCAGCTTGATCGGATTGCTCTTGACGATGTA
GGCGTCGT

>TP163689

TGCAGGGTCTGGGCTTCAGTATAGTGGGAGGCAGGGATAGCATGTACGGTCCAATG
GGAATCTA

>TP168172

TGCAGGTCAGAGTCACTGAACTGCCCTCCACTATTTCACCAGAGGGACTGATGGAT
GCTGAGAC

>TP16949

TGCAGACAAGCTCAGCGATGTCGCTCACTCACAGGTCATGACAAAAAACAAGAAA
TCCAAGAAC

>TP17066

TGCAGACAATGAAGGTGTAAATACATGTATCCATGGGATTTTCTCTCGTGGTTTTAA
CCTCCCT

>TP171695

TGCAGGTGATGAAAGCCATTAATGAAGCTTTCCGGCTCCCTGCTCCAATGGACTGC
CCCTCTGC

>TP173357

TGCAGGTGGAGTGGCTGAAGAATGATGAGCCCATCAGCACACTTGATGATGTTAAC
ATTGACAC

>TP175076
TGCAGGTGTTCACACAGTGCAGTGGATGTACGGCTGTGAGCTGCATGATGATGGAA
ATAGGAGA
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>TP179787

TGCAGTAAAATAAAGCTCTGCTGATCATTACAACACAGTTTTAACAATAAATGATT
TTAAATAC

>TP180567

TGCAGTAAATCCGGAACAGTCAGCAGAGTGGTGGATGACAGGAAATGAAAGAGAT
GCTCAAAAC

>TP18199

TGCAGACAGAAGATGCTACAGGCTGACTGTAGTGTGTCTGGGGCTGCTGTGTGTTC
TCCTGCTG

>TP182101

TGCAGTAACACTGATGTGGTGGTGGTGGTGATGAGGATAACCAACACAAACCATGC
AGCAGCAG

>TP182429

TGCAGTAACAGCCTCTACTCTTCTGGGAAGGCTTTACACTAGATGTTGGAACATTCC
TGCGAGG

>TP182932

TGCAGTAACGTTAACTGCTGCACCATTTAAGGTGGAACGGGAAAATTCGAACAAGA
AGCTTCGT

>TP18416

TGCAGACAGAGAGGAGCAGACCTGGTGATCATAAACAGCAGAGAAGAACAGGTGA
GAGAGAGCA

>TP185449

TGCAGTACATCTGCACTGGAGTAACTCCAGGAATAAACTTCCCAGAGTTCTCTGTG
GTGGGTCT

>TP186089

TGCAGTACGAAAGTTAGATACACCGATCAGGCATAACATTATGACCACCGCCTTGT
TTCTACAC

>TP186720

TGCAGTACTGAGAATGATCCACCACCCAAATAATACCTGCTTTGTGGTGGTACTGT
AGGGGTCC

>TP186729
TGCAGTACTGAGAATGATCGACCACCCAAATAATGCCTGCTCTGTGGTGGTCCTGT
GGGGGTCC
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>TP18858

TGCAGACAGCTGGGCTGTGGCTCTGTGATCAGCTTCTCCAACTTCTCTCAATTCAGT
CCTGAAC

>TP18875

TGCAGACAGCTGGGCTGTGGTTCTTITGTTCAGCTTCTCCAGCTCCTCTACATCCAGT
CCTGAAC

>TP190576

TGCAGTATCTGTGTCCACACTGAGTCTGGAGCGCCTCGTTCAGCACGTTGTTGCAGC
TGCTGCA

>TP192044

TGCAGTCAAACATTTGCGCTAACTTGTGATGAGGAGGAATTTTGGTCCATTCCTTAC
AGAATTG

>TP192955

TGCAGTCACCCAAATAATACCTGCACTGAGGTGGTCCTGTGGGGGTCCTGACCATT
GAAGAACA

>TP194087

TGCAGTCAGGCTGGTGTAACTGGTCTCTCTATAGTCAGGTTGGTGTAACTGGTCTGT
AACTGGT

>TP194131

TGCAGTCAGGGTGTTCAACTTGATCCACAACACTATGATGGCAGTCAGCAGGAGAA
CACACAGC

>TP196157

TGCAGTCCAGGTAAGAGTGTTCAGATCCAGACTGAGGAAGTCTTCTCCATCATAAC
CAAACCGG

>TP196171

TGCAGTCCAGGTGAGAGTGAATATATCCAGACTGATGAAATCTTCTCCATCATAAC
CGAACTGC

>TP196200

TGCAGTCCAGGTTTCAGTGTTCAGATCCAGACTGAGGAAGTCTTCTCCATCATAACC
ATATTTG

>TP197287
TGCAGTCCGGGTGTTGAAATTGATCCACTGCACTGTGATGGCAGTCAGCAGGAGAA
CACACAGC
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>TP197867

TGCAGTCCTGTCTGCTCTCACTCCAGCTCTTCTTCTCAGTAGAGATGTAGTAAATAT
TAGAGTT

>TP199517

TGCAGTCTAAGGTAGGGATAACATTATGACCACCTCCTTGTTTCTACGCTCATTGTC
CATTTTA

>TP200589

TGCAGTCTCTTACTCTGCTTGCTATGGCCTATGACAGGCTAATTGCTATATGTTTTCC
ACTGAG

>TP202239

TGCAGTCTTCTCCTTCTGTCCCGTTATCTGGAGCCCAGTTCTGGTAGCAGATAGACA
CTCCACT

>TP203330

TGCAGTGAACATGAACCATGGCAGTCAGCAGGAGAACACACAGCAGCCCCAGACA
CACTGCA

>TP203331

TGCAGTGAACATGAACCATGGCAGTCTGATGGCAGTCAGCAGGAGAACACACAGC
AGCTCCAGG

>TP203366

TGCAGTGAACCATGGCAGTGTGATGGCAGTCAGCAGGAGAACACACAGCAGCCCC
AGATGCACT

>TP206485

TGCAGTGAGCTTGAACCACAGCAGGGTGATACCAGCCAGCAGGAGAACACACAGC
AGCCCCAGA

>TP207673

TGCAGTGATGCGACTCAGTCTGAACAGCCAGATCGGAATTCATGCAACTTTTACGT
CAATCCAA

>TP209457

TGCAGTGCAGTTCTGATTTCCACCATAATTATCTGGCTGTGTTGATGCCCAGTATCG
GAACAAG

>TP210099

TGCAGTGCCATTGTCACATACACTACACACCGATCAGGCATAACATTATGACCACC
TCCTTGTT

80



>TP210313

TGCAGTGCCGAGAATGACCCACCACCCAAATAATACCTGCTCTGTGGGGGTCCCTT
GGGGGTCC

>TP210319

TGCAGTGCCGAGAATGATCCACCACCCAAATAATACCTGCTCTGTGGGGGTCCTGA
CCATTGAG

>TP211875

TGCAGTGCTGAGAATAATCCACCACCCAAATAATACCTGCTCTGTGGTGGTCCTAT
GGGGGTCC

>TP212161

TGCAGTGCTGAGAATGACCCACCACCCAAATAATACCTGCTCTGTGGTGGTCCTGT
GGGGGTCA

>TP212268

TGCAGTGCTGAGAATGATCCAACACAAAAATAATACCTGCTCTGTGGTGGTCCTGT
GAGCGTCC

>TP212275

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACAACCCAAATAATACCTGCTCTGTGGTGGTCCTGT
AAAGGGGG

>TP212325

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAAAAACATCTGCCCTGTGGTGGTCCTCT
AGGGGTCC

>TP212337

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAACAGTACCTGCTCTGTAAGGGTCCTGT
AGGGGTGA

>TP212378

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTACCTGCTCTGAGGTGGTCCTGT
AGGGGTCC

>TP212383

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTACCTGCTCTGTAGTGGTCCTGT
GGGATCCT

>TP212387
TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTACCTGCTCTGTGACGGTTCATG
GGGGTCCT
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>TP212397

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTACCTGCTCTGTGAGGGTCCACC
TTATCAAC

>TP212410

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTACCTGCTCTGTGAGGGTCCTGT
GGGGGTCC

>TP212413

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTACCTGCTCTGTGAGGTGTGTGA
CCTATATA

>TP212424

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTACCTGCTTTGTGGGGGTCCTGA
TCATTGAA

>TP212426

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTACCTGCTTTTTGAGTGTCCATGG
GAGTCCT

>TP212429

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTACCTGTTCTGTGAGGGTCCATG
AGGGTCCT

>TP212439

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAGTGTATTGTTGGAGAGTTTGGTCTT
ATAGCGC

>TP212444

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAACACCTGCTCTGTGGTGGTCCTGG
GGGGTCCT

>TP212445

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAACATCTGCTCTGTTGTGGTCCTGTG
GGAGTCT

>TP212451

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAATACCTACTCTGTGGTCCTGTGGG
ATCCTGAT

>TP212461

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAATACCTGCTCTGTGAGGGTCCTGA
CCATTGAA
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>TP212472

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAATACCTGCTCTGTGTAGGGGCTTTT
GAGGGGT

>TP212476

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAATACCTTCACTGTGGGGGTCCTGA
CCACTGAT

>TP212481

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAATAATATCTGCTCTGTGAGGGTCCTGT
CGGGGTCC

>TP212491

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAACAAAGTATACAGAGAAACAGATGGAC
TACAGTCTG

>TP212495

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAACTGCTCGGTGGTGTTGCTTTGGGGGTC
CAGTAAAG

>TP212496

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAAGGAGTCTCTTGTCAGTGGTGGTCCAAT
GGTGGTCC

>TP212508

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACCCAGAGATTTCAGGTGTATGAATGGTGGTGT
GTATTATA

>TP212549

TGCAGTGCTGAGAATGATCCACCACTCAAATAATACCTGCTCTGTGGTGGTCCTGTG
AGGGCCT

>TP212727

TGCAGTGCTGAGAATGTCCCACCACCCAAATAATACCTGCTCTGTGGTGGTCCTGTG
GGAGTCC

>TP215029

TGCAGTGGATCTTCTCTCTTCATGTTCATTACGACTCTGGCATGTGTATTCTCCACTG
TCTTCA

>TP217143
TGCAGTGGTCAGGACCCCCTACAGGTCCACCACAGAGCAGGTATTATTTGGGTGGT
GGATCATT
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>TP220645

TGCAGTGTGGAGTGGCCCTCAGTGCTCCAGTACCAGCCAGGTGTGGACCTGGAACT
GGACCCAT

>TP220648

TGCAGTGTGGAGTGGCCCTCAGTGCTCCAGTACCAGCCTGGTTTGGTCCTGGAACT
GGACCCAT

>TP220657

TGCAGTGTGGAGTGGCCCTCAGTGTTCTGGTACCAGCCCAGTTTGGACCTGGAACT
GGAGCTAT

>TP220666

TGCAGTGTGGAGTGGCTCTCAGTGCTCCAGTACCAGCCCAGTTTGGACCAGGAACT
GGACCCAT

>TP220756

TGCAGTGTGGCTGGGGCTGCTGTGTGTTCTCCTGCTGACTGTCATCACAATGCTGTG
GATAAAG

>TP221133

TGCAGTGTGTCTGGGGCTGCTGTGTGTTCTCCTGCTGACTGCCATCACAGCGCTGGG
GGTCAGG

>TP221140

TGCAGTGTGTCTGGGGCTGCTGTGTGTTCTCCTGCTGGCTGCCATCACAGTGCTGTG
GATCAAG

>TP221144

TGCAGTGTGTCTGGGGCTGCTGTGTGTTCTCCTGCTGGCTGCCATCATAGTGATGTG
GATCAAG

>TP223569

TGCAGTTAAAATACCAGTACTGTACCTTTCCTCTCCAGAGTGGATCTGCCATATTCC
ACATACT

>TP224501

TGCAGTTACAGACTAGTCCATCTGTTTGTCTGCATACTTTGTTAGCCCCCTTTTACCC
TGCTCT

>TP224596

TGCAGTTACAGCCTCGTCTCTTCTGGGAAGGCTTTACACTAGATGTCGGAACATTGC
TGTGAGG



>TP225536

TGCAGTTAGTCAAAGACGCTGCTGGTGTTCTCAGAACAATAGACTGGCCACCCAGA
GCTCAGAC

>TP228482

TGCAGTTCCACAGGGACGTCTCGTTCCCCTCACATTCCTCCTCATTCATCCATATAT
GTCCAGT

>TP228716

TGCAGTTCCCCAGATGAGCTTCACTCCCAGAACAATTGAAACCTGTCATACACACG
CGACTCTG

>TP232967

TGCAGTTGGTTCTATATAGAAGCTTTTTGAAAAGCGTTCTATGTAGCACCAAAAAG
GGTTCTGC

>TP23316

TGCAGACGAGCTACTGCTGCACCATTTAAGGTGGAACGGGAAAATTCGAACAAGA
AGCTGACTT

>TP27342

TGCAGACTGTGACATACACCGATCAAGCATAACATTATGACCACCTCCTTGTTTCTA
CACTCAT

>TP29108

TGCAGAGAACATCACACAGACCTGGCCAGTGTGAGGAACCAGACTGAGAACCAGC
AGATCTTTA

>TP29717

TGCAGAGACAACCATGTGGATCTGGTCTCTGTTCACACTGAGAAAATTCAGCACTG
GGTGGAGT

>TP30638

TGCAGAGAGACGTACACTGACCTGGCTACTGTCCACAGCATGGACGAGATGAAGG
AGCTGAAGG

>TP30706

TGCAGAGAGAGACCAGTTACAGACCAGTTACAACATGCTGACTGTAGAGAATAAC
CAGTTACAG

>TP30708
TGCAGAGAGAGACCAGTTACAGACCAGTTACACCAACCTGACTATAGAGAGACCA
GCTACACCA
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>TP36388

TGCAGAGCTTCCAGAAACTCCACCTGGACCACACCTGGACAGACTCGCACTACGCT
ACACTGCA

>TP37673

TGCAGAGGCAGAGTCTGGATGTTCAACCAAAACCATTCCAGAAATTTCTCTCTCCTC
ATCTCAG

>TP37674

TGCAGAGGCAGAGTCTGGATGTTCGACCAAACACATTCCAGAAATTTCTCTCTCCTC
ATCTCAG

>TP42156

TGCAGAGTTCCGTTGAGGGACACACTGGACTCGGCGTAGGGCAGATGGTACAGAC
GACCATCTA

>TP49379

TGCAGATGAAATTGAGTTTCTGGTCCTCTGGCAGACTGACCCACTGCTTACTTCCAG
ACTGCAC

>TP49637

TGCAGATGACAGAGGCCTCAGACTCACTACAGGAGTCCAGCAGAACTCTCCTCCAG
TCCTTCCT

>TP4967

TGCAGAAATATTTTTCCACACCTCCAAAGTTCAGTCTTAGAAGTTGGTTGCCTTTTC
TGCTTCT

>TP51339

TGCAGATGGACAGATAGTATTATACACAGCATACACCGATCAGGCATAACATTATG
ACCTTGTT

>TP51459

TGCAGATGGAGCTGGTTGTTCTTGATGGTCTTTGTGGTTAAAGGACGTCCATTTTTT
GTACCAG

>TP59570

TGCAGCAACAGCGGACAAACTCACTATTAATACCCTTCATTTCAGAAGTATCCTAC
ATTAAAGT

>TP61634

TGCAGCAATGTGACTCAGTCTGAACAGCCAGATCGGAATTCTTACGACTTTTACGTT
AGTCCAA

86



>TP61636

TGCAGCAATGTGACTCAGTCTGAACAGCCAGATCGGAATTTATGTGACTTTTACGTC
AATCCAA

>TP63502

TGCAGCACATTCTCCATCAATCTGAAGAACATTTCACCATGCAAAGAACCACTTAA
GCATGAAA

>TP6361

TGCAGAACAAACTCACTATTAATACCCTTCATTTCAGAAGAAACACTGCTGTCTAC
AAATGTAG

>TP6976

TGCAGAACAGATGATTCCAGTGATTGGACATTAACATGGTACCAACAGAAACCTGG
TGAATCTC

>TP70680

TGCAGCAGCAGTTATGTAGATGGTCGTCTGTACCATCTGCCCTACGCCGAGTCCAGT
GTGTCCC

>TP7188

TGCAGAACAGTGGCACTGGAACCATATAAATCTTTGGACAGAACGCGACAGACTTT
TTCTTACC

>TP72469

TGCAGCAGCTGCAACAACGTGCTGAACGAAGCGCTCCAGACTCAGTGTGGACACA
GATACTGCA

>TP76105

TGCAGCAGTGACTCAGTCTGAACAGCCAGATCGGAATTCATGCGACTTTTACGTCA
ATCCAACT

>TP76167

TGCAGCAGTGATGCAAACCCACCTGTGAAAAACTATGCCTGGTTTAAAGAAGGTGG
AACCTCAC

>TP76173

TGCAGCAGTGATGCAAACCCACCTGTGGAGAGCTACACCTGGTTTAAGATATCTAG
AACTGAAG

>TP76206
TGCAGCAGTGCAACTCAGTCTGAACAGCCAGATCGGAATTCATGCAACTTTTTACG
TCAATCCA
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>TP76661

TGCAGCAGTTACATTCTGGTGCCTCAGGTGTCAAAACTGCTGCACCATTTAAGGTG
GAACGGGA

>TP7886

TGCAGAACCCATATACAGACACGTCGCAGCTGCGCGCATCTAACATGGTGTACAAA
GCTACGTA

>TP81662

TGCAGCCAACATGAACCATGGCAGTGTGATGGCAGTCAGCAGGAGAACACACAGC
AGCCCCAGA

>TP85733

TGCAGCCCACATTCTGACCGTTCTCCTGTAGGTACTGTGGACACTCTTGATATGAAT
CCTCATG

>TP85843

TGCAGCCCACTAGCATATAGCACAGTCACATGCTTGTGAAATTTTGAAAGTAAATT
GTTAAATA

>TP&8995

TGCAGAACTATATTTTTAGATAAAAACAAAATAATCCTCCTTTGCAGTAAAATAAA
ACTGTCCT

>TP93560

TGCAGCCTGTAGTACATTGCACCAAGCTTTGGTTCCGGGTCCAGACAGGTCTCTATC
ACTGGCT

>TP946

TGCAGAAAAGAGACAAACTCACTATTAATACCCTTCATTTCAATAGAAAAGCTGGA
GGTGTCCA

>TP95554

TGCAGCGAGCTTTATCCACAGCATTGTGATGACAGTCAGCAGGAGAACACACAGCA
GCCCCAGA

>TP9720

TGCAGAACTTTITCTTTACCGTGTACTTCATTGCTCAGGACCCCCACAGGACCACCAC
AGAGCAG

>TP99948

TGCAGCGCTCTGCACATCTCGCTGATCTCCCCGAGCTTCCCTGCCGAGGGGGAGAC
GCAGTTCG
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