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RESUMO

Neste estudo, 235 individuos de seis plantéis de tilapia (Ceard, Chitralada, Israel, Nildtica,
Taiwan e Vermelha) da regido sudeste do pais foram caracterizados geneticamente utilizando-se
cinco locos de microssatélites. Analisando-se os seis plantéis pode-se verificar que existe uma
grande diferenga genética entre eles, obtida pelo calculo do coeficiente de endogamia
interpopulacional (Fst=0,3263) e que de modo geral estd ocorrendo perda consideravel de
heterozigose nos plantéis, segundo mostra a estimativa do coeficiente de endogamia
intrapopulacional (Fis=0,0486). Os plantéis Isracl e Nildtica foram os mais semelhantes
geneticamente (0,6663), enquanto que os plantéis Chitralada e Taiwan foram os que menos
apresentam genes em comum (Ig=0,2463). O plantel denominado Vermelha foi o mais distinto
entre todos. Em relacdo a origem dos plantéis os resultados obtidos pelo dendrograma indicaram
que houve contradi¢do com os dados obtidos pela literatura.

Palavras-chave: tilapia, microssatélite, estatistica F, distancia genética

ABSTRACT

In the present study, six commercial stocks of tilapias (Ceara, Chitralada, Israel, Nilotica,
Taiwan and Red) of the southeast region of the country were genetically characterized using
five microsatelittes loci. A total of 235 individuals were analyzed. The results showed a great
genetic difference among them obtained by the allele fixation index (Fst=0,3263), and that
considerable loss of heterozigosity is occurring in almost all the stocks, according to the
estimate inbreeding coefficient (Fis=0,0486). The stocks Israel and Nildtica were the most
genetically similar (Ig=0,6663), while Chitralada and Taiwan stocks were the ones that
presented less genes in common (Ig=0,2463). The stock denominated Red was the most distinct
among all of them. Regarding the origin of the stocks the results showed by the dendrogram
indicated that there is some contradictions between the data obtained from the literature about
the stocks origin records.

Key-words: tilapia, microsatellite, estatistic F, genetic distance



1- INTRODUCAO

As mudancas de habito alimentar, isto é, a
procura por alimentos de origem animal com
baixos niveis de colesterol e alto valor
protéico, tém colocado a carne do peixe no
cardapio diario de muitas populacdes.
Contudo, a pesca ja ndo atende as
expectativas do mercado consumidor,
estando estagnada em torno de 85 milhdes
de toneladas ao ano devido ao rapido
declinio nos estoques naturais de peixes,
crusticeos e moluscos nos mares e Trios,
causados principalmente pelos problemas
ambientais.

Com a estagnagdo da quantidade de pescado
proveniente da captura, a aquacultura devera
assumir, nos  proximos  anos, a
responsabilidade em atender a demanda de
produtos aqiiicolas, através do aumento da
utilizacdo de espécies e tecnologias
adequadas. De acordo com a FAO (1995), a
aquacultura apresenta um rapido
crescimento em producdo. Na ultima década,
a produgdo mundial da aquacultura
aumentou de 6,7 para 20,9 milhdes de
toneladas (Tacon, 2002).

Segundo Moreira (1999), embora nossas
adguas continentais apresentem grande
potencial e nossas condi¢des climaticas
sejam excelentes para a piscicultura
intensiva ¢ semi-intensiva, a produgdo de
pescado em nosso pais € muito pequena,
sendo estimada em aproximadamente 800
mil t/ano. Isso tem ainda mais importancia
se considerarmos que 20% da agua doce do
planeta encontra-se no Brasil.

Recentes levantamentos comprovam o
crescimento da tilapicultura em todo o
mundo, principalmente pelas caracteristicas
das tilapias tais como: alta prolificidade,
aceitacdo de uma grande variedade de
alimentos, boa conversdo alimentar, por
serem resistentes a muitas doencas, e baixos
teores de oxigénio dissolvido e desovarem

durante todo o ano. Além disso, deve-se
destacar que ainda possuem carne saborosa e
com baixo teor de gordura (0,9 g/100g de
carne) e de calorias (172 kcal/100g de
carne). Poucas caracteristicas negativas sdo
apresentadas, mas podem ser superadas pelo
aperfeicoamento dos sistemas de produgio,
selecdo e manipulagdo genética. De acordo
com Toledo (2002), a producdo mundial de
tilapias estd proxima de um milhdo de
toneladas/ano, sendo que o Brasil responde
por 40 mil toneladas/ano. A producdo de
tilapias apresenta ainda um mercado
consumidor emergente que fard da
tilapicultura o maior grupo de produgdo na
aquacultura (Fitzsimmons, 2000).

Até agora grande parte do que € produzido
destina-se ao repovoamento dos chamados
pesque-pagues. No entanto, segundo Toledo
(2002), este cenario comeca a mudar com o
crescente interesse no  aproveitamento
industrial da tilapia. Tanto indUstrias de
alimentos como grandes redes de
supermercados t€ém procurado aumentar as
vendas desse peixe sob as formas de
alimento pronto ou semipronto, bem como
em cortes e preparacdes variadas, cujos
precos vdo de R$ 7,00 a 10,00 Reais por
quilo. Isso indica que a populagdo também
vem mudando seus habitos alimentares,
valorizando cada dia mais o consumo da
carne de peixe.

Para o desenvolvimento da tilapicultura no
Brasil, faz-se  necessario conhecer
geneticamente as linhagens produzidas nos
principais sistemas de producdo adotados no
pais, para assim utilizar aquelas que
apresentam  caracteristicas  zootécnicas
desejaveis.

Assim, os objetivos deste trabalho foram:
Caracterizar  geneticamente plantéis de
tilapias criadas do sudeste do Brasil com o
auxilio de microssatélites,
Gerar informagdes que
empregadas na conducdo de

possam  ser
futuros



programas de melhoramento genético da
espécie.

2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — A tilapia e a tilapicultura

Tilapia € o nome comum  de
aproximadamente 70 espécies de peixes
taxonomicamente classificadas, da familia
Cichlidae, nativas de agua doce da Africa
tropical (McAndrew & Majumdar, 1986;
Fitzsimmons, 2000; Hilsdorf, 2002).
Recentemente sdo criadas em todo mundo,
em varios paises dos hemisférios norte, sul e
especialmente no Oriente Médio e Asia. O
que pouco se sabe, € que, em muitos casos,
as tilapias foram importadas primeiramente
para controle de “ervas daninhas” aquaticas
e mosquitos, e secundariamente como
alimento (Fitzsimmons, 2000).

As tilapias de importincia comercial estdo
divididas em 3  principais  grupos
taxondmicos, distinguidos basicamente pelo
comportamento reprodutivo. Sdo eles o
género Tildpia (os peixes incubam seus ovos
em substratos), Oreochromis (incubam os
ovos na boca das fémeas) e Sarotherodon
(incubam os ovos na boca do macho ou de
ambos) (Lovshin, 1998; Moreira, 1999;
Fitzsimmons, 2000). Dentre as espécies de
tilapias, apenas quatro conquistaram
destaque na aqiiicultura mundial: a tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus), a tilapia azul
de Mogambique (Oreochromis aureus), a
tilapia de Mocambique (Oreochromis
mossambicus) e a tilapia de Zamzibar
(Oreochromis uroleps hornorum). A essas
quatro espécies somam-se 0s seus variantes
e hibridos, com cores variando do laranja,
ouro, rosa ¢ vermelho, genericamente
chamados de tilapias vermelhas (Lovshin,
1998). Hoje sdo os peixes de cultivo mais
importantes nas regioes tropicais no mundo.
Os mesmos sdo rusticos, de crescimento
rapido, ndo requerem tecnologia sofisticada,
além de possuirem excelente sabor e textura.
Sua importancia como fonte de proteina

animal nos paises subdesenvolvidos ¢
amplamente reconhecida (Mc Connell et al.,
2000).

A tilapia foi introduzida no Brasil na década
de 50, entretanto, a criacdo intensiva em
tanques teve inicio somente a partir de 1990
(Silva & Chammas, 1997). Embora esta
producdo englobe varias espécies, o cultivo
de tildpia domina o cultivo de peixes no
Brasil (Lovshin &  Cyrino, 1997).
Atualmente ¢ um peixe encontrado em quase
todo pais, tanto em cultivos comerciais
como em reservatorios e agudes.

A primeira espécie do grupo tilapia
introduzida no Brasil foi a Tilapia rendalli,
no ano de 1953. Essa espécie foi obtida no
Congo (Africa) e foi utilizada para
povoamento da represa “Light”, em Sao
Paulo, ¢ do lago Paranoia, em Brasilia
(Castagnolli, 1992, citado por Moreira,
1999). Segundo Moreira (1999), essa
espécie veio classificada erroneamente como
Tilapia melanopleura, devido a semelhanga
entre ambas. A proxima introdugdo de peixe
deste grupo foi a espécie Oreochromis
niloticus (tilapia do Nilo, fitoplantéfaga), em
Pentecostes, estado do Ceara, no ano de
1971. Os exemplares desta espécie eram
provenientes da Costa do Marfim (Africa).
Neste mesmo ano foi introduzida a espécie
Oreochromis hornorum (tilapia Zanzibar,
fitoplantofaga), também na estagdo de
Pentecostes-CE, procedente da Costa do
Marfim. Posteriormente, outras espécies
foram introduzidas com o objetivo de
hibridacdo, entre elas  Oreochromis
mossambicus e  Oreochromis  aureus
(Moreira, 1999).

Ainda segundo Moreira (1999) a ultima
introducdo oficial de peixe pertencente a
este grupo foi a espécie Oreochromis
niloticus no ano de 1996. Os exemplares, em
nimero de 20.8000, foram importados do
Agricultural and Aquatic Systems, do Asian
Institute of Technology (AIT), com sede na
Tailandia. O estoque deste centro foi
formado por importagdo proveniente do
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Japdo, e o estoque do Japdo teve origem a
partir de material recebido do Egito (Africa).
A importacdo foi realizada pela Alevinopar
(Asociagdo de Produtores de Alevinos de
Estado do Parand) e SEAB (Secretaria da
Agricultura e Abastecimento do Parana).

Muitas incidéncias de hibridizagdo tém sido
relatadas,  principalmente  depois da
introdu¢do de espécies ndo endémicas
(McAndrew & Majumdar, 1986). Alguns
hibridos t€ém demonstrado boa performance
nos sistemas produtivos, especialmente em
regides tropicais. Entretanto, o manejo
reprodutivo de tais espécies vem sendo feito
de modo precario ou inadequado em muitos
paises, gerando diversos  problemas.
Segundo Kocher et al., (1998), técnicas de
hibridizacdo interespecifica mal conduzidas
tétm levado a perda de espécies puras.
Elevados indices de depressdo endogamica
foram relatados por Eknath & Doyle (1993),
ao compararem plantéis criados nas Filipinas
com outros isolados da natureza, concluindo
que os ultimos apresentaram melhor
performance que os artificialmente criados.
Além disso, muitas sdo as evidéncias de
contaminacdo de estoques geneticamente
melhorados pela introgressdao de espécies
selvagens (Macaranas et al., 1986).

Na tentativa de identificagdo das espécies e
subespécies de tilapias, caracteristicas como
habito reprodutivo e alimentar,
desenvolvimento e caracteristicas estruturais
tém sido muito utilizados. No entanto, tais
caracteres tém valor restrito, por causa da
grande variagdo intrapopulacional e de
diferengas sutis entre plantéis (Bardakci &
Skibinski, 1994). No caso de hibridos essa
tarefa ¢ ainda mais complicada, pois estes
geralmente tém aparéncia intermediaria
entre as espécies parentais. Outra
dificuldade, ainda maior, é estabelecer o
relacionamento genético ao nivel de
populagdes. Segundo Moreira (1999), isso
ocorre porque registros genealogicos de
populacdes aquaticas sdo notoriamente
dificeis de manter, ja que a maioria dos
peixes produz um grande numero de

progénies, as quais sdo geralmente muito
pequenas para serem marcadas.
Considerando que num mesmo local estdo
presentes varias progénies de diversos
peixes, sua identidade familiar é assim,
perdida. Ainda segundo Moreira (1999), a
capacidade de inferir a estrutura familiar de
populagdes aquaticas é uma ferramenta
valiosa para a genética de populagdes,
ecologia e comportamento animal, entre
outras areas. Além disso, tem também
importantes aplicagdes praticas no manejo
de estoques de reprodutores em programas
de melhoramento das espécies.

A producgdo de alevinos de tilapia no estado
de Minas Gerais vem crescendo nos ultimos
anos, procurando atender a caréncia do
mercado por um produto que apresente
regularidade de produgdo, qualidade dos
alevinos em relagdo ao tamanho uniforme;
aspectos sanitarios; indice de inversdo
sexual; logistica de entrega e qualidade
genética dos peixes (Toledo, 2002).

Neste sentido, é fundamental a identificacdo
genética dos plantéis. Esta avaliacdo ¢ de
extrema importancia, uma vez que a
variabilidade genética ¢ a fonte basica para
qualquer sucesso comercial, bem como para
a implantagdo de programas de criagdo
seletiva comercial, que tenham como
objetivo a producdo de peixes de
crescimento rapido, com melhores indices
de conversio alimentar e resistentes a
doengas.

2.2 - Marcadores moleculares na
piscicultura

As tilépias estdo se tornando uma importante
espécie de peixe criada e utilizada em
pesquisas em muitos paises tropicais e
subtropicais. Elas tém sido transferidas
intencionalmente ou acidentalmente para
varios lugares fora de seu local de origem, e
isso tem levado a formacdo de hibridos. O
que torna a identificacdo morfoldgica de
avaliagdo de estoques dificil.
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A identificagdo de espécies ¢ crucial para
programas de conservagdo. E também um
pré-requisito essencial para estudos de
populagdes. Freqiientemente, muitas
espécies sdo identificadas com base em
morfologia, mas este método ¢ muito
problematico. Marcadores moleculares tém
permitido identificar espécies, independente
do estagio de vida do animal (Fergunsom et
al., 1995).

Um marcador molecular ¢ definido como
qualquer fenétipo molecular oriundo de um
gene expresso ou de um segmento especifico
de DNA (Matioli, 2001). Milach (1998)
descreve que marcadores moleculares sdo
caracteristicas de DNA que diferenciam dois
ou mais individuos e s8o herdados
geneticamente de acordo com as leis basicas
de herancga descritas por Mendel e servem
para identificar um local ou uma regido de
um cromossomo.

Um marcador genético ideal deve apresentar
uma série de atributos: a) alto nivel de
polimorfismo, b) estabilidade em diferentes
ambientes, c¢) detectar grande numero de
locos ndo ligados e d) ser de heranga simples
(Milach, 1998; Matioli, 2001).

A escolha dos marcadores a serem utilizados
deve ser feita com base em suas
caracteristicas e nos objetivos do estudo.
Podem variar de acordo com sua origem,
numero de alelos, nimero de locos, tipo de
interacdo e grau de homologia entre
diferentes espécies (Blott et al., 1999;
Sunnucks, 2000; Martins et al., 2002).

Dentre as principais classes de marcadores
genéticos, podemos citar aloenzimas,
isoenzimas, polimorfismos de comprimento
de fragmentos de restricdo (RFLP),
polimorfismos de DNA amplificado ao
acaso (RAPD),  polimorfismos de
comprimento de fragmentos amplificado ao
acaso (AFLP), polimorfismos de
nucleotideos tnicos (SNP) e marcadores

baseados em seqiiéncias de DNA repetitivo
(VNTR), como microssatélites e
minissatélites.

O uso de marcadores moleculares permite
que a selecdo e novos cruzamentos sejam
realizados em uma mesma geracdo, o que
aumenta consideravelmente a eficiéncia de
um programa de melhoramento. Podem ser
usados mesmo que ndo tenham sido
mapeados, ou seja, associados a um gene, a
uma regido cromossdmica ou a um fenotipo,
desde que possam ser seguidos em geracdes
subseqiientes, comprovando sua natureza
genética (Milach, 1998).

Também podem ser utilizados em
diferentes estudos de populacdes de peixes
e em aqiliicultura para estimativas do
tamanho efetivo de populagdes,
identificagdo de hibridos e espécies,
determinagdo genética do impacto de
introducdo de populacdes e peixes
cultivados em determinada area,
estabelecimento de relagdes filogenéticas,
identificacdo de populacdes-chave para
conservagdo de recursos  genéticos,
constru¢do de mapas genéticos e defini¢do
de estratégias de melhoramento (Ferguson
et al.,, 1995). Comportamento social e
reprodutivo das espécies e padroes de
acasalamento também té€m sido estudados
com o auxilio de marcadores moleculares
(Hughes, 1999).

Algumas caracteristicas dos marcadores
moleculares podem aumentar seus niveis
de eficiéncia e aplicabilidade em diferentes
estudos genéticos. Um atributo vantajoso
para um marcador genético ¢ a homologia
entre diferentes espécies, que possibilita a
utilizacdo de dados de diversas origens em
estudos comparativos (Sunnucks, 2000).

Marcadores morfogenéticos, geralmente
associados a caracteres fenotipicos, e
marcadores enzimaticos ou bioquimicos,
associados a multiplas formas moleculares
de proteinas, representam as abordagens
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iniciais usadas para analisar caracteristicas
que refletem a composicdo genética de
estoques de peixes (Martins et al., 2002).
Enquanto estudos iniciais nos anos 60
envolveram proteinas tais como
hemoglobina e transferrina, atengdes
rapidamente se voltaram para proteinas
enzimaticas (aloenzimas) onde a maioria
dos subseqiientes estudos tem sido baseada
(Ferguson et al., 1995). A simplicidade e
baixo custo da analise por eletroforese
fizeram com que essas ferramentas fossem
amplamente utilizadas para a
caracterizacdo  genética de  espécies,
plantéis e/ou estoques de peixes (Rognon et
al., 1996).

A caracterizagdo de  proteinas  por
eletroforese ~ (aloenzimas) tem  sido
empregada para se estabelecer relagdes
filogenéticas entre espécies dos géneros
Tilapia, Sarotherodon e Oreochromis
(Pouyaud & Agnése, 1995), variagdo
genética entre populagdes naturais e
cultivadas de Oreochromis niloticus e
Tilapia zillii (Rognon, et al, 1996) e
também para hibridos (Maracanas et al.,
1986). Uma das principais limitagcdes das
variantes  protéicas como marcadores
genéticos ¢ o baixo nivel de polimorfismo
em algumas espécies e plantéis, pelo fato
das mutagdes possiveis de detecgdo estarem
limitadas as regides codificadoras. Além
disso, em alguns casos, o uso destas
proteinas ¢ dependente do estagio do
desenvolvimento do animal (Studart, 2001).

Estudos de aloenzimas em Salmio do
Atlantico (Salmo salar L.) tém permitido
subagrupé-lo em trés racas (América do
Norte, Europeu do Oeste ¢ Mar Baltico)
(O’Connel et al.,, 1995). Contudo, a
variabilidade genética nesses locos tem
sido baixa, ndo servindo como marcadores
genéticos para o diagnostico entre estoques
de salmao. Além disso, os autores Seyoum
& Kornfield, (1992), mostraram que a
eletroforese de proteinas ndo permitiu
discriminar subespécies de O. niloticus,

devido a baixa variabilidade
intrapopulacional. Assim, julgaram que a
eletroforese de proteina ndo ¢ adequada
para estudos intra-especificos. Mesmo em
truta marrom, uma das espécies de peixes
mais polimodrficos, usualmente, somente
dois ou trés alelos segregados foram
encontrados para um loco em wuma
populagdo particular (Ferguson, 1989).

Um dos grupos mais usados de marcadores
moleculares, e que foi o primeiro a ser
desenvolvido, sdo os RFLPs (Polimorfismo
no Comprimento dos fragmentos de
Restricdo — “Restriction fragment Lenght
Polymorphism™). Quando clivados com
enzimas de restricdo, expressam, por
eletroforese, as diferencas de comprimento
de fragmentos de DNA, observadas por
meio de hibridizagdo desses fragmentos com
seqiiéncias homologas do DNA marcado
com radioatividade ou por luminescéncia.
Os RFLPs podem ser causados por
mudancas de pares de base, rearranjo de
DNA, inser¢do e/ou dele¢do ou diversidade
natural na seqiiéncia de nucleotideo entre ou
dentro de plantéis (Botstein et al., 1980;
Matioli, 2001).

Russell et al. (2000) mostrou que o método
de RFLP foi capaz de diferenciar 10
espécies de salmdo e essa técnica pode ser
facilmente adotada pelas industrias de
alimento para analise de produtos
processados de salmdo, como também é uma
otima ferramenta para se desenvolver mapas
de ligagdo (Agresti et al., 2000) e
diferenciagdo genética entre plantéis naturais
de tilapia do Nilo (Agnese et al., 1997).

Mais recentemente, o advento de técnicas
baseadas em PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase — “Polymerase Chain Reaction”)
apresentou uma nova opg¢do ao uso de
marcadores moleculares. A técnica foi
desenvolvida em meados da década de 80,
por Karl Mullis e colaboradores, e alcangou
uso disseminado e extenso em diversas areas
da Dbiologia quase que imediatamente
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(Milach, 1998; Matioli, 2001). PCR ¢é uma
técnica poderosa usada para ampliar
pequenas  seqiiéncias  especificas  de
nucleotideos em quantidades acessiveis a
analise, a partir de infima quantidade de
DNA. Baseia-se na sintese enzimatica in
vitro de um segmento especifico de DNA na
presenga da enzima DNA polimerase ¢ de
primers especificos ou nao. Tais primers
delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla
a ser amplificada, cujos resultados sdo
milhdes de copias idénticas.

Varios marcadores se baseiam no principio
do PCR como: amplificagdo ao acaso de
polimorfismo de DNA, RAPD (“Randon
Amplified  Polymorphic = DNA”) e
seqiiéncias de DNA repetitivo, VNTR
(minissatélites e microssatélites). Embora
mais caros, mas tecnicamente mais
informativos, os marcadores de DNA
apresentam vantagens em relagdo aos
marcadores protéicos pela possibilidade de
monitorar regides do genoma transcritas ou
ndo, independente da  fase de
desenvolvimento do individuo. Além disso,
estes marcadores de DNA apresentam
graus de polimorfismo mais elevados e
podem ser analisados pela técnica da PCR.
Desse modo, torna-se possivel o uso de
material genético velho ou mesmo
degradado, que pode ser estocado por
longo tempo (Studart, 2001; Fergunsom et
al., 1995).

A utilizacgio de RAPD em estudos
moleculares com peixes tem tido resultados
favoraveis, permitindo a elucidagdo de
problemas nas areas de piscicultura,
ecologia e genética (Almeida, 1998).
Bardaki & Skibinski (1994) usaram
marcadores  moleculares RAPD  para
discriminar estoques de tilapias. Estudos
genéticos envolvendo marcadores RAPD
vém sendo utilizados com sucesso na
avaliag@o dos niveis de diversidade genética
de diferentes estoques naturais e criados de
Brycon  cephalus, espécie de peixe

popularmente conhecida como matrincha da
Amazonia (Martins et al., 2002).

Outro exemplo é dado por Almeida (1998)
ao estudar seis espécies de pimelodideos do
rio Tibagi (PR). Através de RAPD,
constatou a existéncia de uma nova espécie
que ndo tinha sido descrita anteriormente
naquela bacia, Pimelodus absconditus, e
ainda a diferenciagdo de duas espécies do
género  Pimelodella: P. gracillis e
Pimelodella sp. Até o momento, naquela
bacia, era registrada apenas a espécie P.
gracillis. Foram encontrados marcadores
para todas as espécies estudadas.

Em tilapias, Lima et al., (2000) ao
analisarem com RAPD  Oreochromis
niloticus, O. hornorum, Tilapia randalli e
dois  hibridos de tilapias vermelhas
(Oreochromis spp. e O. hornorum x O.
niloticus), provenientes do Estado do Ceara,
mostraram que esta técnica ¢ viavel tanto
para diferenciar as espécies, como também
revelou que todos os grupos analisados
apresentavam baixa variagdo
intrapopulacional.

Embora o RAPD seja usado para estimar
diversidade genética entre espécies e
plantéis, ndo ¢ adequado para estimar o
endocruzamento, pois € um marcador do
tipo dominante. Por este motivo, a presenca
de uma dada banda RAPD nao distingue se
o respectivo loco ¢ homozigoto ou
heterozigoto e inviabiliza a estimativa do
endocruzamento através das metodologias
existentes (Moreira, 1999; Ferguson et al.,
1995; Studart, 2001). Esse problema tem
limitado a aplicacdo de RAPDs em estudos
com peixes.

A grande maioria dos eucariotos e parte dos
procariotos e eubactérias ¢ caracterizada
pela  presenca de  seqiiéncias  ndo
codificadoras que estdo presentes em
multiplas  copias no genoma (DNA
repetitivo). Esse DNA repetitivo, ndo
codificador, pode apresentar-se como
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seqiiéncias intervenientes/espagadoras ou em
repeticdes em tandem (Matioli, 2001). As
repeticoes em tandem s3o0 normalmente
denominadas como tipos de DNA satélite ¢
foram classificadas de acordo com o
tamanho da unidade de repeti¢do, ou seja,
microssatélite, minissatélite ou apenas DNA
satélite.

O chamado DNA satélite é constituido de
um extenso arranjo de 10 a 110 pares de
bases (pb). Este ¢ freqiientemente
encontrado na heterocromatina associada
aos centromeros, composto de centenas ou
milhares de unidades de repeti¢do altamente
homologas. Minissatélites ou regides de
VNTR (ntimero variavel de repeticdes em
tandem, do inglés “Variable Number

Tandem Repeat”) sdo repeticdes em tandem
de 10-100pb de comprimento e se repetem
de duas a varias centenas de vezes no loco.
Por sua vez, os microssatélites, também
conhecidos como STR — (Repeti¢des curtas
em tandem “Short Tandem Repeats™), sdo
elementos repetitivos, formados por arranjos
de repetigoes em tandem, de 2 a 6
nucleotideos de comprimento e estdo entre
os locos mais polimorficos dos genomas
(Ferguson et al., 1995; Milach, 1998;
Matioli, 2001). O polimorfismo desses
marcadores baseia-se na variagdo do nimero
dos elementos repetidos (Figura 1),
provavelmente devido aos erros da DNA
polimerase durante o processo de replicagdo
e reparo da molécula de DNA (Studart,
2001).

VNTRs ou STRs

Numero Variavel de Repetigdes em Tandem

alelo 1 oy CyCyC—

alelo 2 |:>|:>|:>|:>|:>

alelo 3 — = =

alelo 4 —

Fonte: adaptado de Lima(1998).

Figura 1- Polimorfismo das repeticdes em tandem
devido ao variado nimero de copias da unidade de

repeticao basica.

—y Unidade basica de repeticdo

Segundo Schlotterer & Tautz (1992),
teoricamente, o polimorfismo das seqiiéncias
repetitivas pode ser causado por outros
mecanismos, como por exemplo, o “crossing
over” desigual. Porém, muitos estudos
sugerem que o deslizamento do molde
durante a replicagdo (“replication slippage”)
¢ a principal causa da formagdo de novos
alelos. Sendo assim, os microssatélites
apresentam taxas de mutagdo
significativamente superiores aquelas
observadas em grande parte do genoma,
sendo de 10" a 10° por geragdo. Nao
obstante, sabe-se que as taxas de mutagdo
dos microssatélites ndo sdo constantes,
podendo variar entre espécies, tipos de

repeticoes, locos e alelos, além de serem
influenciados pela idade e pelo sexo dos
individuos (Studart, 2001).

A repeti¢do dinucleotidica [CA], € uma das
mais abundantes familias de microssatélites
nos genomas de vertebrados, ocorrendo a
uma média de 15 a 30 kb (kilobases) (Lee &
Kocher, 1996; Moreira, 1999). Os
microssatélites predominantes em peixes
compreendem, até agora, repeticdes de duas
bases, usualmente (GT/CA), ou (CT/CA),
(Lee e Kocher, 1996; Carleton et al., 2002).
Lee & Kocher, (1996) isolaram 133 locos
[CA]. e 7 locos [AAC], de microssatélites
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para Oreochromis niloticus e estabeleceram
os primers para as seqiiéncias flanqueadoras.

Comparando-se microssatélites com outros
marcadores moleculares, constata-se que
estes apresentam uma série de vantagens
sobre os demais: sdo abundantes, cobrem
extensivamente o genoma, possuem natureza
multialélica, necessitam de pequenas
quantidades de DNA para analise, sao de
facil detecgdo por PCR, t€m herancga do tipo
mendeliana e sdo expressos como alelos
codominantes (Lima, 1998; Moreira, 1999).

Os microssatélites tém sido aplicados em
diversos estudos na area animal, entre eles:
estimativas de distancias genéticas entre
plantéis de salmio do Atlantico (Sanches et
al., 1996); monitoramento de linhagens
endocruzadas de ratos (Otsen et al., 1995);
testes de paternidade em bovinos (Curi &
Lopes, 2001); comparagdes de composigao
genética de amostras recente e antiga em
salmdo do Atlantico (Nielsen et al., 1997) e
analise da diversidade genética no peixe
anadromo Savelinus alpinaus (Bernatchez et
al., 1998).

Reilly et al, (1999) ao utilizarem
microssatélites em Salmo salar, uma espécie
de salmio, com o intuito de diferenciar
estoques na Tasmania, relataram que a perda
de heterozigose em peixes cultivados pode
ser mais facilmente revelada por estes
marcadores, se comparados a marcadores de
isoenzimas ¢ de DNA mitocondrial (mt).
Tessier et al., (1995) identificaram alto grau
de diferenciagdo genética em populagdes de
salmdo do Atlantico com marcadores de
microssatélites, onde analises de isoenzimas
¢ de DNA mt haviam falhado em revelar tal
estruturacdo em salmdo do Atlantico Norte.
Reprodutores de carpa comum na Hungria
foram analisados geneticamente utilizando
microssatélites e RAPD (Bartifai, et al.,
2003). Os autores chegaram a conclusdo de
que as analises feitas por marcadores
microssatélites revelaram informacdes mais

detalhadas sobre a diversidade genética dos
animais do que os marcadores RAPD.

Assim  sendo, os polimorfismos de
microssatélites de  DNA  tornam-se
ferramentas valiosas na genética animal, ndo
apenas na identificacdo individual e
determinagdo de relagbes familiares, mas
também como fonte de marcadores
genéticos informativos que podem ser
associados a caracteristicas quantitativas e
serem empregados em programas de
melhoramento animal (Curi & Lopes, 2001).

Otsen et al. (1995), usando uma combinagdo
de 37 locos, conseguiram encontrar padroes
especificos para cada linhagem de ratos,
mesmo  para  aquelas  intimamente
relacionadas. Dessa maneira 0s
microssatélites podem ser usados como uma
ferramenta para selecionar linhagens para
cruzamentos geneticamente controlados.
Também ¢ possivel subagrupar animais mais
homogéneos  geneticamente e  avaliar
similaridades genéticas entre e dentro de
racas, utilizando genotipos multilocos de
microssatélites (Ciampolini et al., 1995).
Agnese et al., (1999) conseguiram através de
marcadores microssatélites, identificar uma
populacdo pura da espécie Oreochromis
esculentus, ameagada de extingdo, e
preconizaram que estes marcadores serdo
uteis para identificar novas populagdes desta
espécie e também para determinar o grau de
introgressdo genética de outras espécies
sobre O. esculentus.

Estudos semelhantes foram realizados por
Fuerst et al. (2000) em Oreochromis
niloticus, para identificar o nivel de
introgressdo  desta  espécie que foi
introduzida no Lago Vitoria, Africa, no
inicio do século XX.

No Brasil os estudos envolvendo a aplicagdo
de microssatélites em ictiologia e
aquacultura s3o escassos e recentes. Moreira
(1999) utilizou este método na analise de
estoques de reprodutores de Tilapia do Nilo
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a fim de verificar a origem dos mesmos ¢
determinar métodos que visem a
manutencdo da variabilidade genética dos
estoques cultivados no pais. Este autor
relatou alta taxa de endogamia em estoques
cultivados, mostrando que, principalmente
na regido sul do Brasil, as linhagens
mantidas para larvicultura ndo possuem a
variagdo genética adequada para realizagdo
de programas de melhoramento. Almeida-
Toledo et al. (2001) conseguiram encontrar
marcadores  espécie-especificos para a
diferenciagdo em Eigenmannia, conhecido
como Sarapd ou Mugum, também a partir de
primers de microssatélites.

Assim sendo, uma vez caracterizadas as
diferentes linhagens de tilapias mantidas em
criatorios no sudeste do Brasil, tornar-se-a
possivel a introdugdo de programas de
melhoramento genético com a finalidade de
aumentar a produtividade e de selecionar os
melhores estoques, principalmente para a
reprodugao.

3 - MATERIAL E METODOS
.3.1 - Amostras

Foram utilizados 240 quarenta peixes,
sendo 40 de cada um dos seis plantéis
amostrados. Trés deles (Ceara, Taiwan e
Chitralada) sio da fazenda Agua Fria,
localizada no municipio de Esmeraldas, no
estado de Minas Gerais, o quarto e o quinto
plantel (Nilotica e Vermelha) foram
provenientes de um criatorio particular do
estado de Sado Paulo, localizado no
municipio de Jundiai e o sexto plantel
(Israel) veio de uma fazenda particular no
municipio de Paraiba do Sul, no estado do
Rio de Janeiro. Todos os peixes foram
colhidos aleatoriamente, ndo importando o
sexo dos mesmos. Os peixes dos cinco
primeiros plantéis citados acima foram
transportados vivos para Laboratério de
Genética da FEscola de Veterinaria -
UFMG, onde foram obtidas amostras de
sangue, figado e nadadeira caudal e do

sexto plantel os materiais biolégicos foram
colhidos na propria fazenda. Exemplar de
cada linhagem utilizada neste estudo ¢
mostrado no anexo 3.

3.2 - Colheita de materiais solidos

Foram retirados pedagos do figado e
nadadeira  caudal, os quais foram
conservados em alcool absoluto e mantidos
em freezer até serem processados.

3.3 - Colheita de sangue.

Amostras de sangue foram colhidas por
puncao cardiaca com seringas estéreis de 1
ml e conservadas em EDTA (0,Iml de
EDTA para cada 1 ml de sangue) a
temperatura de 4°C.

3.4 - Extracio de DNA de material
solido

A extracdo de DNA dos tecidos foi feita
com o auxilio do kit de extragdio EZ DNA
(Biological Industries). Depois de extraido,
o DNA foi guardado em microtubos e
conservado em geladeira.

3.5 - Extracio de DNA do sangue

A extracdo foi feita conforme a técnica do
Laboratorio de Genética Veterinaria da
Universidade da  California  Davis,
modificado de Yves Amigues — INRA -
Jouy en Josas — Franga (ndo publicado), que
consistiu-se em:

Lavar 100 pl de sangue total com tampao
NE; centrifugar; retirar o sobrenadante
deixando aproximadamente 100 pl; repetir
os itens os trés primeiros passos por mais
duas vezes, homogeneizando bem; descartar
o sobrenadante; acrescentar 30 pl de solugdo
de lise, homogeneizando bem com a pipeta;
deixar incubar em termociclador por 15
minutos a 96°C;

centrifugar rapidamente; acrescentar 30ul
de soluc¢do neutralizante e  estocar em
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geladeira.
3.6 - Quantificacio do DNA

Para quantificar o DNA, 10ul de cada
amostra foram colocados em microtubo e
diluidos em 490 ul de H,O Milli-Q, sendo
entdo, submetidas a  analise em
espectrofotdometro (Shimadzu -UV — 160
A). O resultado fornecido pelo aparelho foi
entdo, multiplicado por 50 (referente a
diluigdo feita) e 50 novamente (referente a
densidade optica), assim a quantidade de
DNA resultante foi dada em pg/ml.

3.7 - Preparo das
Amplificagdo

Reacoes de

As reacgdes foram preparadas em camara de
fluxo laminar para se evitar possiveis
contaminag¢des por DNA exogeno.

O sistema de amplificagdo foi composto
dos seguintes reagentes: Tampao 10X (*)
1X, dNTPs 0,2 mM (Promega), primers 0,2
mm, Taq polimerase 5U/ul com 1,5 mM de
MgCL, (Phoneutria) 0,5 U, DNA gendémico
1ul e H,O Milli-Q q.s.p 10ul.

Todas as reagdes foram preparadas com
agua milli-Q autoclavada ¢ mantidas a —
20°C até o momento do uso. O DNA foi
adicionado as reacdes apos todos os outros
componentes, fora da camara de fluxo
laminar evitando-se assim contamina¢do das
solucdes de estoque.

Depois de preparadas as reacdes, os tubos
foram centrifugados brevemente para
homogeneizagdo dos reagentes. Em todas as
amplificacdes foi feito um tubo controle
negativo sem DNA para deteccdo de
possiveis contaminagdes. Tal controle
negativo foi denominado de branco e
utilizado em todas as reagoes.

As amplificacdes foram realizadas em
termociclador MJ Research - modelo PTC —

100™ com tampa aquecida (com capacidade
para 60 tubos).

O programa de amplificacdo padronizado
consistiu das seguintes etapas:

1 ciclo de desnaturacio a 95°C por 5
minutos, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto da temperatura de anelamento
(tabela 1), 1 minuto a 72°C ¢ o ultimo ciclo
de elongacdo a 72°C por 5 minutos. Ao
término do processo, o material amplificado
foi mantido a 4°C até a realizagdo das
analises.

Temperaturas de anelamento utilizadas para
cada primer:

Primer UNH 104 - 52°C

Primer UNH 108 - 50,2°C

Primer UNH 136 - 52,4°C

Primer UNH 160 - 50°C

Primer UNH 169 - 50,5°C

3.8 - Primers

Foram utilizados os seguintes primers:

UNH 104: (Lee,W.-J. and Kocher,T.D.,
1995), GenBank G12257

UNH 108: (Lee,W.-J. and Kocher,T.D.,
1995), GenBank G12261

UNH 136: (Lee,W.-J. and Kocher,T.D.,
1995), GenBank G12288

UNH 160: (Lee,W.-J. and Kocher,T.D.,
1995), GenBank G12312

UNH 169: (Lee,W.-J. and Kocher,T.D.,
1995), GenBank G12321

3.9 — Eletroforese

Do material amplificado, 10 pl de cada
amostra, acrescidos de 2 pl de tampao de
corrida, foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida 8%. Para controle
acrescentou-se aos geéis, na primeira
canaleta, o padrio de peso molecular p-
GEM G1741 (Promega). A corrida foi
realizada por duas horas a 120 volts. Finda a
eletroforese os géis foram corados pelo
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método do nitrato de prata e fotografados
com camera digital (Sony Mavica MVC —
FD75).

3.10 - Analise das bandas

Para analise das bandas observadas nos géis,
utilizou-se o programa Image Master -
Totallab versdo 1.0 no Departamento de
Medicina  Preventiva da Escola de
Veterindria -UFMG.

3.11 - Analise dos dados

A andlise dos dados foi feita com o auxilio
dos programas Genepop web versao 3.1
(disponivel na rede mundial) e PopGene
1.32 (Yeh et al., 1999). Com o programa
Genepop foi possivel obter dados como o
Fis (coeficiente de endogamia dentro dos
plantéis) e Fst (coeficiente de endogamia
entre os plantéis ou indice de fixacdo de
alelos), o numero de alelos observados (N) e
as freqliéncias alélicas, bem como testar o
Equilibrio de Hardy-Weinberg. Assim, foi
possivel estimar a variabilidade genética
entre e dentro dos plantéis. Para calcular
a heterozigose observada e esperada, a
distancia e a identidade genética entre os
plantéis e construir o dendrograma foi
utilizado o programa PopGene.

4 - RESULTADOS

Esse foi o primeiro estudo em que seis
plantéis de tilapias da regido sudeste do pais
foram avaliados utilizando-se
microssatélites. Isso permitiu caracteriza-las
e fazer algumas inferéncias sobre a estrutura
de tais plantéis.

Um numero total de 15 alelos foi encontrado
para os cinco locos microssatélites
estudados. Destes, nove alelos foram
observados no loco UNH 104 com tamanhos

variando entre 121 a 215 pares de base (pb)
(Tabela 1). O alelo 145 pb foi o que
apareceu com maior freqiiéncia, estando
presente em cinco dos seis plantéis. Seis
alelos foram encontrados para o loco UNH
108 com alelos variando de 121 a 164 pb de
comprimento. Neste loco o alelo mais
freqiiente foi o de 136 pb, encontrado nos
seis plantéis estudados. O loco UNH 136
apresentou sete diferentes alelos, que
variaram entre 148 a 200 pb. O alelo mais
freqiientemente encontrado foi o de 164 pb,
estando presente nos seis plantéis. O loco
UHN 160 foi o que apresentou um maior
numero de alelos, 11, variando de 131 a 234
pb. Neste loco o alelo 180 pb foi encontrado
nos seis plantéis, sendo o mais freqiiente
deles. Igualmente ao loco UHN 108, para o
loco UNH 169 também foram encontrados
seis diferentes alelos, estes, variando entre
121 a 190 pb, sendo o alelo de 136 pb o
mais freqiiente, estando presente em cinco
dos seis plantéis. Os locos UNH 108 e UNH
169 mostraram variabilidade mais baixa
neste estudo, se comparados aos outros
locos.

O loco UNH 104 apresentou apenas um
alelo nos plantéis Ceara (alelo 6), Israel
(alelo 13) e Nildtica (alelo5) (tabela 2). Ja o
loco UNH 108 apresentou um unico alelo
nos plantéis Chitralada (alelo 1) e Vermelha
(alelo 8) (tabela 3). O loco UNH 136
apresentou somente um alelo nos plantéis
Nilética (alelo 5), Taiwan (alelo 7) e
Vermelha (alelo 9) (tabela 4). Os plantéis
Nilética e Vermelha foram os que
apresentaram apenas um alelo para o loco
UNH 160 (alelos 4 ¢ 2 ) (tabela 5) e o
plantel Chitralada para o loco UNH 169
(alelo 9) (tabela 6). O plantel Ceara foi o
unico que apresentou dois  alelos
monomorficos, um para o loco UNH 136
(alelo 8) (tabela 5) e outro para o loco
UNH169 (alelo 2) (tabela 6). Alguns géis
analisados sdo mostrados no anexo 2.
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Tabela 1 — <Locos utilizados no estudo, tamanho
aproximado dos alelos encontrados (TA) em pares
de base (pb), alelos mais freqiientes (AF), nimero
de estoques em que estes alelos foram encontrado
(NP) e numero de alelos encontrados para cada

loco (N).

LOCOS TA(pb) AF NP N
UNH 104  121-215 145 5 9
UNH 108  121-164 136 6 6
UNH 136  148-200 164 6 7
UNH 160  131-234 180 6 11
UNH 169  121-190 136 5 6

Tabela 2- Freqiiéncia dos alelos observados para o loco UNH 104 nos seis plantéis

Plantéis/Alelos (%) 1 2 3 4 5 6 8 10 13 Total
Ceara 0,0 57,5 30,0 50 00 75 0,0 0,0 0,0 100
Chitralada 2,5 300 00 400 00 00 275 0,0 0,0 100
Israel 2 75 25 37 00 00 00 450 40,0 100
Nilética 00 00 50 00 87 00 00 8625 0,0 100
Taiwan 562 00 325 11,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100
Vermelha 358 00 0,0 346 00 00 295 0,0 0,0 97,5%

*0 DNA de um individuo nao amplificou

Tabela 3- Freqiiéncia dos alelos observados para o loco UNH 108 nos seis plantéis

Plantéis/Alelos (%) 1 2 3 5 6 8 Total
Ceara 0,0 40,0 25,0 12,5 22,5 0,0 100
Chitralada 36,2 0,0 36,2 27,5 0,0 0,0 100
Israel 0,0 27,5 31,2 0,0 41,2 0,0 100
Nilética 0,0 0,0 23,7 0,0 76,2 0,0 100
Taiwan 0,0 13,7 42,5 0,0 43,7 0,0 100
Vermelha 0,0 0,0 10,5 19,7 0,0 69,7 95%

*0 DNA de dois individuos nao amplificou



Tabela 4- Freqiiéncia dos alelos observados para o loco UNH 136 nos seis plantéis

Plantéis/Alelos (%) 5 6 7 8 9 11 12 Total
Ceara 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100
Chitralada 0,0 550 0,0 45,0 0,0 0,0 0,0 100
Israel 0,0 30,0 0,0 550 0,0 150 0,0 100
Nilética 46,2 0,0 0,0 48,7 0,0 0,0 5,0 100
Taiwan 0,0 0,0 55,0 1,2 0,0 337 0,0 100
Vermelha 0,0 0,0 0,0 21,2 562 225 0,0 100

Tabela 5- Freqiiéncia dos alelos observados para o loco UNH 160 nos seis plantéis

Plantéis/Alelos (%) 2 4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Total
Ceara 00 00 11,2 0,0 00 13,7 287 17,5 0,0 28,7 0,0 100
Chitralada 00 00 375 00 00 12 300 00 1,2 0,0 30,0 100
Israel 00 00 00 350 13,7 87 12 00 0,0 0,0 41,2 100
Nilotica 0,0 250 22,5 0,0 262 12,5 00 13,7 0,0 00 0,0 100
Taiwan 00 00 00 00 00 31,2 00 21,2 13,7 17,5 162 100
Vermelha 2 00 00 276 00 250 69 79 145 17,1 0,0 95*%

* 0 DNA de dois individuos nao amplificou

Tabela 6- Freqiiéncia dos alelos observados para o loco UNH 169 nos seis plantéis

Plantéis/Alelos (%) 1 2 6 8 9 11 Total
Ceara 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100
Chitralada 0,0 27,5 11,2 26,2 11,2 237 100
Israel 0,0 0,0 0,0 50,0 0,0 50,0 100
Nilotica 0,0 18,7 20,0 28,7 0,0 32,5 100
Taiwan 61,25 12,5 12,5 13,7 0,0 0,0 100
Vermelha 550 26,2 18,7 0,0 0,0 0,0 100

Ao analisar todos os plantéis em conjunto,
considerando-se os cinco locos, pode-se
observar que estes sdo muito diferentes
estatisticamente uns dos outros P=0,00000
(Probabilidade); SE=0,00000 (Erro Padrao)
(Tabela 7). Fez-se também a analise para
verificar se havia alguma semelhanca
genética entre os plantéis, dois a dois, e 0
resultado obtido foi o mesmo, ou seja,
também foram diferentes estatisticamente
(P=0,00000; SE=0,00000). Esses resultados
mostram que os locos escolhidos no presente

trabalho sdo informativos para diferenciar os
plantéis estudados.

A T1nica excecdo observada foi entre os
plantéis Israel e Taiwan, para o loco UNH
108. Nao houve diferenca significativa entre
eles (P=0,08397; SE=0,00406), mostrando
assim, semelhanga entre os plantéis para este
loco.

A heterozigosidade observada foi mais baixa
que a heterozigosidade esperada nos plantéis
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Ceara, Chitralada, Nildtica e Vermelha
(Tabela 8). O mesmo ndo ocorreu nos
plantéis Isracl e Taiwan, onde a

heterozigosidade observada foi maior que a
esperada.

Tabela 7- Teste estatistico que diferencia os seis

plantéis de tilapias estudados para cada loco
microssatélite
Locos Valor de P (P<0,05)

UNH 104 0,00000 0,00000
UNH 108 0,00000 0,00000
UNH 136 0,00000 0,00000
UNH 160 0,00000 0,00000
UNH 169 0,00000 0,00000

Teste de Fisher, P<0,05

X : infinito; probabilidade: altamente

significativo

Programa Genepop web versao 3.1

Tabela 8 — Numero de individuos analisados (N), resultados das médias de

homozigosidade observada (Ho), homozigosidade esperada (He), heterozigosidade
observada (Hto) e heterozigosidade esperada (Hte).

Plantéis N Ho He* Hto Hte* Fis (total)**
Ceara 40 0,6150 0,5838 0,3850 0,4162 0,1171
Chitralada 40 0,3800 0,3230 0,6200 0,6770 0,1577
Israel 40 0,1850 0,3842 0,8150 0,6158 -0,3448
Nilotica 40 0,4850 0,4584 0,5150 0,5416 0,094
Taiwan 40 0,2650 0,3068 0,7350 0,6932 -0,06144
Vermelha 35 0,4050 0,3292 0,5950 0,6708 0,2539

*Homozigotos e heterozigotos esperados segundo Levene (1949)
** Fis segundo Weir & Cockerham (1984)- valores negativos indicam perda de homozigose

Programa Popgene 1.32 (Yeh et al., 1999).

Foram estimados os coeficientes de
endogamia intrapopulacional (Fis) e o
coeficiente de endogamia interpopulacional
(Fst), cujos resultados sd3o mostrados na
tabela 9. Deve-se considerar na analise final
os valores gerais apresentados, Fis=0,0486 ¢
Fst=0,3263, que se aplicam ao conjunto dos
plantéis estudados.

Também foram estimados os valores de
identidade genética e distdncia genética
entre todos os plantéis (tabela 10).

Os dados obtidos nesse estudo permitiram
ainda, a confeccdo do dendrograma (figura
2), baseado no calculo da distancia genética
de Nei (1978).
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Tabela 9 —Resultados de Fis (coeficiente de
endogamia  intrapopulacional) e  Fst
(coeficiente de endogamia interpopulacional
ou indice de fixagdo de alelos) para cada
loco separado e Fis e Fst médio para o
conjunto dos plantéis.

Locos Fis Fst
UNH 104 -0,0983 0,3843
UNH 108 0,0755 0,2850
UNH 136 0,4180 0,3901
UNH 160 -0,0137 ,01714
UNH 169 -0,0650 0,3595

Todos (geral) 0,0486 0,3263*

Estatistica F segundo Weir e Cockerham (1984)

Programa Genepop web versao 3.1

*Segundo Harlt & Clark (1997) valores de Fst = 0 a 0,05 — pouca diferenga genética;
0,05 a 0,15 —» moderada diferenca genética;
0,15 a 0,25 — grande diferenca genética;
» 0,25 — muito grande diferenca genética

Tabela 10 — Identidade genética (Ig) e a distancia genética (Dg) dos seis plantéis
estudados

Plantéis Ceara Chitralada Israel Nilotica Taiwan Vermelha
Ceard oAk 0,5353 0,3769 0,3795 0,3421 0,3023
Chitralada 0,6249 oAk 0,5286 0,3180 0,2463 0,3245
Israel 0,9757 0,6376 oAk 0,6663 0,4709 0,2553
Nilotica 0,9689 1,1458 0,4060 ook 0,5255 0,2700
Taiwan 1,0725 1,4013 0,7530 0,6434 HoEAK 0,4293
Vermelha 1,1964 1,1255 1,3651 1,3094 0,8456 HoEAK

Identidade genética (valores acima da diagonal) e distdncia genética (valores abaixo da
diagonal).
Valores segundo Nei (1978).
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Figura 2 — Dendrograma mostrando as distancias genéticas entre os seis plantéis.
Tabela com valores das distancias entre os plantéis e os numeros indicados no dendrograma no anexo 1.

5 - DISCUSSAO

Superada em produgdo apenas pela carpa, a
tilapia ocupa posi¢do destacada entre as
espécies de agua doce criadas (Kubitza,
2000). Sendo criada em pelo menos 100
paises do mundo ¢ conhecida como o peixe
mais importante de toda aquacultura do
século XXI, apresentando uma grande
quantidade de caracteristicas fisiologicas,
reprodutivas, genéticas e, principalmente,
mercadologicas sendo totalmente voltada
para a producdo comercial colocando-a na
vanguarda da aquacultura.

A historia da introducao de peixes no Brasil
¢ pouco informativa. De fato o panorama
inteiro nunca seré completamente
conhecido, porque ndo existem registros
escritos para a maioria das novas
introducdes de peixes. Mesmo quando existe
registro, as informagdes disponiveis sdo
fragmentadas e, algumas vezes,
contraditorias. Infelizmente, tem havido
certas confusdes na identificacdo de algumas
“linhagens” de tilapias comercializadas no
Brasil. Isso pode ter ocorrido como um
reflexo direto do pouco conhecimento de
sistematica e taxonomia, ou da falta de
ferramentas para classificar e individualizar
esses peixes.

Neste estudo, conforme resultados ja
apresentados na tabela 8, pode-se verificar

que os seis plantéis sdo distintos entre si,
havendo apenas um loco (UNH 108) que
indicou similaridade genética entre os
plantéis Israel e Taiwan. No entanto, a
analise de apenas um loco entre os seis
estudados, é insuficiente como indicativo de
identidade genética.

Estimando-se as médias de heterozigosidade
e homozigosidade observadas e esperadas
em cada plantel (tabela 8) os resultados
indicaram a ocorréncia de endogamia nos
plantéis denominados Ceara, Chitralada,
Nilética e Vermelha, o mesmo ndo
ocorrendo nos plantéis Israel e Taiwan. No
entanto, quando foram estimados o
coeficiente de endogamia intrapopulacional
(Fis) e o coeficiente de endogamia
interpopulacional (Fst), também conhecido
como indice de fixacdo de alelos, o que ¢
feito para o conjunto dos plantéis, verificou-
se que, de modo geral, a endogamia ¢ alta
dentro dos plantéis (Fis=0,0486). Ou seja, os
plantéis estdo tornando-se mais homogéneos
dentro de si e mais distintos entre si
(Fst=0.3263).

Espécies de importancia comercial requerem
rigoroso manejo da exploragdo em relagdo a
sua estrutura de populagdes. Existe
evidéncia crescente de que muitos estoques
baseados em larvicultura (Relly et al., 1999)
e outros estoques estabelecidos para
aumento de populagdes naturais (Tessier et
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al., 1995) foram modificados em sua
estrutura e composicdo gé€nica e tém se
tornado endocruzados seja pelas praticas de
larvicultura, seja pela sele¢do intencional. O
caso de selecdo intencional pode ser
evidenciado no plantel Ceard, o que foi
fortemente selecionado para coloragdo
vermelha. Quando os peixes chegaram a
Fazenda Agua Fria eram peixes de coloragio
vermelha amareladas, alaranjados e cinza
manchados. Hoje possuem a coloragdo rosa
claro, quase branco (anexo 3). Ja o
endocruzamento originado pelas praticas de
larvicultura pode ser evidenciado pelos
plantéis Chitralada, Nilotica e Vermelha,
uma vez que os alevinos destinados a
engorda sdo produtos do acasalamento de
pais aparentados, mantidos em um estoque
existente no proprio criatorio.

A tendéncia a uma baixa de variabilidade
genética nos plantéis, mostrada pelos niveis
de heterozigosidade e coeficiente de
endogamia devido ao desbalango no niimero
de machos e fémeas usados para reprodugao,
ou seja, poucos casais na obtencdo de
alevinos, também foi constatada por Norris
et al. (1999) ao estudar o salmdo do
Atlantico. Isso certamente ocorre quando
ndo ha controle dos grupos de acasalamento
nesses estoques que impeca o acasalamento
entre parentes. Outro agravante, para esta
situacdo, € que nao ha troca de reprodutores
entre as larviculturas para quebrar o ciclo de
consangiiinidade. Isso pode causar, a médio
prazo, efeitos adicionais, tais como reduzir a
capacidade que um estoque possui para se
adaptar a diferentes condi¢cGes ambientais
como também causar a depressdo por
endogamia, 0 que limitaria,
substancialmente, o potencial de ganho
genético em futuros trabalhos de selegdo e
melhoramento deste peixe. Esta depressao ¢
resultado de um aumento da homozigose e,
conseqiientemente, do pareamento de alelos
recessivos. O parcamento de alelos
recessivos produz uma tendéncia geral no
sentido de diminuir a viabilidade, a
sobrevivéncia, o crescimento ¢ a producao

em geral, além de incrementar a taxa de
anormalidades (Moreira, 1999).

Em produgdes de peixe na India, é um
fendmeno comum uma variagdo substancial
no crescimento e desempenho reprodutivos
de estoques aqliicolas. Geralmente, tem
ocorrido continuo declinio nas taxas de
fertilizacdo, eclosdo e sobrevivéncia de
alevinos. Uma depressdo endogamica
altamente significante para idade de desova
e nimero de ovos em fémeas de truta arco-
iris foi constatada por Russell et al. (2000).
Portanto, é importante manter a
consangiiinidade em nivel baixo em um
esquema de criagao para produgdo.

Assim, podemos concluir que a escolha dos
reprodutores a serem usados na formacao do
estoque ¢ um ponto muito importante, pois
isto determinara o pool génico total
disponivel para a larvicultura, bem como o
seu futuro potencial biologico. E desejavel
que a populagdo que fornecerd os
reprodutores para a nova larvicultura ofereca
variabilidade genética suficiente. Isto ¢é
importante, pois a  existéncia da
variabilidade genética para a manipulacio ¢
a condicdo essencial para o melhoramento
genético de qualquer organismo. Além
disso, o reconhecimento da variabilidade
existente entre e dentro de populagdes
influenciara a estratégia a ser empregada nos
programas de sele¢do e desenvolvimento de
linhagens (Chalmers et al., 1992 citado por
Moreira, 1999).

No entanto, se nos plantéis amostrados vem
sendo usados poucos reprodutores, isso pode
leva-las, a longo prazo, a se tornarem
verdadeiramente linhagens. Este fato pode
ser observado no plantel Ceara, onde os
locos UNH 136 ¢ UNH 169 apresentaram
alelos monomorficos, mostrando que estes
estdo fixados neste plantel, ou que houve
perda de alelos, o que explicaria a redugdo
na taxa de polimorfismo destes locos para
este plantel. Segundo Devignes et al. (2001)
quando uma populagio passa por um
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“bottleneck”, muitos alelos com baixas
freqiiéncias sdo eliminados.

Os plantéis denominados Taiwan e Israel
apresentaram uma boa diversidade genética
porque sofreram introdugdo de exemplares
de outros plantéis. No caso do plantel
Taiwan houve um escape de peixes do
plantel Ceara na fazenda onde sdo criados e
estes foram misturados aos de Taiwan. J4 no
plantel Israel foram introduzidos exemplares
hibridos denominados Israel-Goiania.

Outros pardmetros bastante informativos
foram o grau de identidade genética entre os
plantéis e a distancia genética entre os
plantéis. Na tabela 10 pode-se observar os
valores em destaque acima da diagonal, os
quais indicam que os plantéis Israel e
Nildtica s@8 os mais semelhantes
geneticamente (Ig=0,6663), enquanto que os
plantéis Chitralada e Taiwan sdo os que
menos apresentam genes em comum
(Ig=0,2463).

Se a caracterizagdo genética € importante
para o0 manejo ¢ a exploracdo comercial de
peixes criados, entdo o primeiro objetivo de
qualquer piscicultura que venha a ser
estabelecida deveria ser a caracterizagdo
genética do seu estoque e da relagdo
genética do mesmo com outras larviculturas.
Sua importancia reside no fato de que a
selegdo de um plantel representativo pode
ser dificil, quando o estoque ja tiver
declinado até o nivel em que a selecdo de
novos reprodutores ndo trara vantagens ao
estoque, podendo até, posteriormente,
prejudicar seriamente o plantel.

Os dados obtidos desta analise indicam que
a técnica de microssatélite poderia indicar
aos criadores se ocorre a reducdo da
diversidade genética devido ao emprego de
um pequeno numero de pais, através da
comparacdo dos niveis de variabilidade entre
a origem e o material derivado. Dessa forma,
sabe-se quando novo material deve ser
introduzido (Moreira, 1999). Também

auxilia na identificacdo dos estoques mais
divergentes geneticamente, de forma a
maximizar a recuperacdo da variabilidade
genética via cruzamento, bem como para
monitorar os niveis de endocruzamentos nos
plantéis. Entretanto, nos casos onde a
utilizagdo de marcadores moleculares nao
for possivel, a manutenc¢do de registros e a
utilizacdo de algumas praticas de criagdo
(entre elas; rodizio de reprodutores, igual
proporcdo de sexos, renovagdo de
reprodutores em periodos regulares, etc.)
permitiriam a conservagdo dos niveis de
variabilidade genética existente.

Neste estudo o dendograma obtido (figura 2)
¢ bastante 1til, permitindo uma melhor
visualizagdo da posi¢do de cada plantel
quanto as distancias genéticas existentes
entre eles. Fica facil a identificacdo do
plantel denominada Vermelha como sendo o
mais distante dos demais. Segundo Lovshin
(2000), ha relatos de trés cruzamentos
conhecidos que deram origem a hibridos de
tilapia vermelha: 1° entre uma fémea
mutante laranja-avermelhado de
Oreochromis mossambicus e um macho
normal (cinza) de Oreochromis niloticus, 2°
entre uma fémea normal (cinza) de
Oreochromis hornorum e um macho de
Oreochromis mossambicus dourado-
avermelhado e 3° entre Oreochromis
niloticus vermelha com um tipo selvagem de
Oreochromis aureus. Outros hibridos de
tilapia vermelha provavelmente foram
desenvolvidos, mas informacdes de suas
origens sdo desconhecidas. Os resultados
levam a crer que tal diversidade genética
ainda estd sendo mantida neste plantel.
Como nao foi possivel obter dos criadores as
informagdes referentes a origem de seus
estoques, fica dificil ampliar os comentarios
sobre 0s mesmos.

Podemos visualizar também que os plantéis
denominados Israel e Nilotica. Estes foram
os mais proximos (figura 2). De acordo com
Watanabe et al. (2002), o plantel
denominado  Israel  originou-se  do
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cruzamento entre O. niloticus rosado e O.
aureus normal (cinza). Segundo Lahav &
Haanan (1997), a origem do plantel Israel
seria do cruzamento entre O. niloticus, O.
aureus ¢ O. Mossambicus. Se o plantel
denominado Nilotica estd mais proximo do
Israel (figura 2), entdo pode ser que o plantel
Nilodtica ndo seja mais um estoque puro,
como se preconiza. Genes de outra espécie
podem ter sido introduzidos ha varias
geragdes, estando hoje fixados no plantel
existente.

Visualizando o dendrograma, também se
pode verificar que os plantéis Ceara e
Chitralada estdo mais proximos entre si, se
comparadas com os demais plantéis.
Segundo Lahav & Haanan (1997), a respeito
da formacao dos plantéis analisados, tem-se
que o plantel denominado Ceara originou-se
do cruzamento entre O. niloticus e O.
hornorum x O. Mossambicus e a origem da
Chitralada seria de O. niloticus (Aplleyard,
et al., 2003; Lahav & Haanan, 1997). Logo,
pode-se supor que o plantel denominado
Chitralada também ndo seja  puro
apresentando genes de O. hornorum e/ou O.
Mossambicus. Outro fato a ser considerado
levando em conta a historia de formagao dos
plantéis Nildtica e Chitralada ¢é que,
segundos consta, ambos seriam O. niloticus.
No entanto, a distdncia entre os dois
mostrada no dendrograma (figura 2) pode
ser um indicativo de que os dois plantéis se
distanciaram  devido &  endogamia
intrapopulacional, que  pode  té-los
diferenciado geneticamente.

O plantel Taiwan teria se originado do
cruzamentos de Nildtica com Ceara
(O.niloticus, 0. hornorum X 0.
Mossambicus) (Lahav & Haanan, 1997). Ao
analisarmos esse dado com o resultado
obtido pelo dendrograma, percebemos que
ha mais uma contradi¢do, pois o plantel
Taiwan deveria estar mais proximo do
plantel Ceara quando levamos em
consideragdo a sua origem. Novamente o

manejo dos criatorios pode ter levado a tal
distingao entre plantéis.

Durante a realizagdo do presente estudo foi
feita a tentativa de conseguir amostras de
varias linhagens puras de tilapias (O.
niloticos, O. hornorum e O. Mossambicus e
O. Aureus) que sdo mantidas na
Universidade de Stirling, Escocia, para
tentar melhor esclarecer a origem dos
plantéis estudados. Fez-se contato com o
pesquisador Brendan McAndrew, que se
dispds a enviar essas amostras, no entanto,
até o momento tal material ndo chegou,
inviabilizando uma melhor comparagdo. De
acordo com Kocher (2003)", linhagens puras
de tilapia ndo sdo mais encontradas, sendo
os ultimos estoques mantidos na referida
universidade. Também essa informagao
reforca os resultados ora obtidos.

Considerando os resultados obtidos, pode-se
supor que alguns criadores devem estar
adquirindo lotes de peixes considerados de
uma determinada “linhagem”, sendo que na
verdade, devem estar comprando tilapias de
“linhagens” diferentes das pretendidas.
Dificil ¢ determinar a partir de quando ou
onde tais altera¢des comegaram a ocorrer.

Em fun¢do do alto custo da importagdo de
matrizes no mercado internacional, da
ordem de US$ 25,00 a unidade, ¢ importante
a conducdo de trabalhos que visem a
avaliacdo das linhagens disponiveis no
Brasil. Faz-se necessario conhecer as
linhagens produzidas nos principais sistemas
de produgdo adotados no pais, para assim,
poder avaliar a sua variabilidade genética, e
assim, verificar se € possivel iniciar algum
programa de melhoramento nos
plantéis.(Peixoto, 2003).

' * Thomas D. Kocher

Departamento de Zoologia, Universidade de
New Hampshire, Durham, (08/ 2003)
Comunicacgao pessoal.
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Com os resultados dessa analise foi possivel
obter um perfil dos plantéis comerciais de
tilapia, caracterizando-os geneticamente. Tal
identificacdo é de grande importincia na
piscicultura, uma vez que a base genética
dos plantéis é que vai determinar o sucesso
do produto final, nesse caso o peixe.
Também se pode considerar a necessidade
de mais assisténcia aos criadores, de modo a
orienta-los quanto ao manejo adequado dos
reprodutores, de acordo com seus objetivos,
de modo a obterem o retorno financeiro
desejado.

O presente estudo serve de ponto de partida
para a conducdo de trabalhos orientados de
melhoramento genético de estoques e
espera-se que tal metodologia de analise
genética possa ser introduzida nos criatorios
nacionais.

6 - CONCLUSOES

Existe uma grande diferenca genética entre
os seis plantéis estudados;

Foi diagnosticada redugdo da variabilidade
genética dos plantéis Ceara, Chitralada,
Nilética e Vermelha, provavelmente devido
ao uso de poucos reprodutores para obtengdo
de alevinos;

Os plantéis Nildtica e Chitralada podem nao
ser puros, contradizendo as afirmativas de
diversos criadores;

A distancia genética observada entre os
plantéis Nilotica e Chitralada pode ser
conseqiiéncia da endogamia
intrapopulacional;

Sem um melhor controle dos plantéis
comerciais de tilapia ndo € possivel conduzir
programas efetivos de melhoramento
genético das espécies.
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Anexo 1- Tabela referente aos valores da distancia genética mostrados pelo dendrograma.

Entre e Distancia
5 4 6.73927
4 2 20.43854
2 Ceara 31.24285
2 Chitralada  31.24285
4 3 16.77121
3 1 14.60865
1 Israel 20.30153
1 Nilotica 20.30153
3 Taiwan 3491018
5 Vermelha 58.42066

Anexo 3-

Ceara




Chitralada

Nilotice

Anexo 2-

Individuos

32 SSRGS SRS 6. 3 &
556pb

222pb
179pb

126pb

Primer UNH 104 — Plantel Ceara
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556pb

222pb
179pb

Individuos
25 27

Primer UNH 136 — Plantel Taiwan
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