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RESUMO

A tilapia é originaria da Africa e é um dos peixes mais cultivados no mundo. Este
trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade genética da tilapia Oreochromis
mossambicus oriunda das bacias dos rios Limpopo, Incomati, Umbeluzi e do rio
Sabié, em Mocambique. Marcadores microssatélites foram usados para avaliar a
estrutura genética e comparar a variabilidade genética de estoques selvagens de O.
mossambicus. Amostras de DNA de 200 espécimes foram analisadas. Os cinco loci
(UNH104, UNH129, UNH142, UNH222 e UNH231) usados neste estudo mostraram
alto polimorfismo. A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,940 a 1,000 e a
riqueza alélica (Ar) de 8,937 a 15,751. A ANOVA ndo mostrou diferencas
signiticativas entre as quatro populagbes para os parametros A, Ar, Ho e He
(p<0,05). Todos os estoques apresentaram um excesso de heterosigosidade em
relacdo ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). A ocorréncia de uma reducao
populacional recente nas amostras do rio Limpopo mostra que esta populacédo esta
passando por um efeito gargalo. A estrutura genética foi investigada por meio dos
indices Fst, Rst, FCA e AMOVA. A maior variabilidade genética foi verificada dentro
das populacdes e uma pequena divergéncia foi observada entre elas. Os valores
obtidos na analise par a par de Rst e Ny foram significativos (p<0,05). A analise
bayesiana conduzida no programa Structure indicou a presenca de uma Unica
populacdo, enquanto que a analise fatorial de correspondéncia (FCA) mostrou uma
baixa estruturacdo. Os resultados obtidos mostraram baixo grau de estruturacao
genética em todos os estoques analisados, indicando que esta ocorrendo um grande
fluxo génico entre as populacbes existentes nos rios estudados. As implicacdes
desses resultados foram discutidas quanto ao manejo e conservacédo dos estoques
de O. mossambicus.

Palavras-chave : Oreochromis mossambicus, microssatélite, tilapia, variabilidade genética.



ABSTRACT

Tilapia is native from Africa and it is one of the most cultivated fish in the world. The
goal of this research was to evaluate the genetic diversity of tilapia Oreochromis
mossambicus from the Basins of the Limpopo, Incomati and Umbeluzi Rivers and of
the Sabié River in Mozambique. Microsatellite markers have been used to assess the
genetic structure and compare the genetic variability of wild populations of O.
mossambicus. Samples of DNA from 200 specimens were analyzed. All five loci
(UNH104, UNH129, UNH142, UNH222 and UNH231) used in this study were
polymorphic with observed heterozygosity ranging from 0.940 t01.000 and the allelic
richness average (A;) from 8.937 to 15.751. ANOVA showed no significant
differences between the four populations analyzed for the parameters A, A;, H, and
He (p <0.05). All the stocks exhibited remarkably significant heterozygosity excess
relative to Hardy-Weinberg Equilibrium. Evidence of genetic bottleneck was found in
the population of the Limpopo River. Population genetic structure was investigated
using Fst, Rst, FCA as well as AMOVA. The most genetic variability was within
populations and a slight divergence between populations was observed. The
analyses of Rst and Ny, stepwise values were significant (p <0.05). Bayesian analysis
performed by the software Structure indicated the presence of a single population,
while the factorial correspondence analysis (FCA) showed a slight structure. All data
showed low levels of genetic structure among populations, indicating that a great
gene flow yet persists across the rivers. The implications of these findings for the
management and conservation of O. mossambicus stocks are discussed.

Keywords: Oreochromis mossambicus, microsatellite, tilapia, genetic variability.
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1  INTRODUCAO

1.1 ATILAPIA

As tilapias sdo peixes de agua doce originarias da Africa. Pertencem a familia
Cichlidae. Incluem-se entre os peixes mais cultivados no mundo, devido a sua
rusticidade, crescimento rapido e nao requerer tecnologia sofisticada para o seu
cultivo. Foram introduzidas de forma acelerada nos paises tropicais e subtropicais e
sao, atualmente, cultivadas em cerca de 100 paises (CAMPO, 2006).

De acordo com Hilsdorf (1995), as tilapias exibem vantagens que as tornam
um grupo de peixes de interesse mundial, como, por exemplo: alta adaptabilidade a
diferentes condicbes do meio; vivem em ampla faixa de acidez e alcalinidade da
agua; sdo de facil reproducédo; crescem e se reproduzem em aguas salobras e
salgadas; toleram altas concentracfes de aménia toxica; possuem alta resisténcia a
doencas; tém elevada produtividade; e, sdo geralmente herbivoros, aceitando todo
tipo de alimentos, tanto naturais como artificiais (POPMA & LOVSHIN, 1994;
GRAEFF & PRUNER, 2006). Segundo Campo (2006), 98% de toda a producéo é
realizada fora do ambiente natural da tildpia, recebendo o nome de “galinhas
aguaticas” devido a sua aparente facilidade de cultivo.

O termo tilapia provém da palavra peixe do dialeto Bushman da Africa do Sul.
Este termo surgiu da dificuldade que A. Smith (o autor do home) tinha de pronunciar
esta palavra em Bushman (TRAWERAS 1982, apud PULLIN & MCCONNELL,
1982).

Para seu manejo técnico e cientifico, as mais de 70 espécies
(FITZSIMMONS, 2000) e 100 subespécies de tilapias foram agrupadas em quatro
géneros da tribo Tilapini, de acordo com 0s seus habitos reprodutivos, sendo eles
Oreochromis, Tilapia, Sarotherodon e Danakilia (CAMPO, 2006).

A partir de 1930 até meados dos anos 70, a tilapia de Mocambique
(Oreochromis mossambicus Peter, 1852) foi introduzida em diversos paises para
aquicultura, controle de ervas daninhas e de determinados insetos. Este peixe é
mais cultivado na Asia do que na Africa, seu local de origem. Durante a segunda
guerra mundial, a tilapia foi uma fonte inestimavel de alimento protéico para a
populacdo da Indonésia (COSTA-PIERCE & RAKOCY, 1997). E uma das quatro
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espécies de tilapia mais cultivadas, entre as quais se incluem a tilapia do Nilo (O.
niloticus), a tilapia azul (O. aureus) e a tilapia de Zanzibar (O. urolepis hornorum)
(KUBITZA, 2000)

A tildpia de Mocambique tem contribuido com material genético para a
formacdo de diversas linhagens. Uma das mais conhecidas é o hibrido vermelho
denominado tilapia vermelha da Flérida (TVF) resultante do cruzamento entre o
mutante vermelho de O. mossambicus e O. urolepis hornorum. O aparecimento de
mutantes vermelhos de O. mossambicus possibilitou o desenvolvimento de
linhagens hibridas com coloragBes que variam de rosa claro a amarelo-laranja até
tons laranja-avermelhado. Estas linhagens permitiram a insercdo da tilapia em
mercados onde, originalmente, ndo eram bem aceitas. S&0 genericamente
conhecidas como tilapias vermelhas e recebem os mais diferentes nomes (Saint
Peter e Saint Pierre, Red Koina, tilapia vermelha da Florida, tilapia vermelha da
Jamaica, tilapia vermelha de Taiwan) (WATANABE et al., 1997).

Um hibribo muito usado em piscicultura é o originado a partir do cruzamento
entre O. mossambicus e O. niloticus (MACARANAS et al., 1986). Agresti et al.
(2000) criaram um centro de origem artificial (ACO) para tilapias através de um
programa de cruzamentos interespecificos de cinco grupos de peixes: Oreochromis
niloticus (On) do tipo selvagem, linhagens vermelhas de O. niloticus (ROn), O.
aureus (Oa), O. mossambicus (Om) e Sarotherodon galilacus (Sg). Um mapa
gendmico foi criado, por exemplo, para cada parental numa familia Om x (Oa x ROn)
usando marcadores microssatélites e AFLP.

Segundo Kamal & Mair (2005), a tilapia do Nilo (O. niloticus) domina o cultivo
em agua doce, mas é uma das menos tolerantes a agua salgada. O. mossambicus,
por sua vez, sdo mais tolerantes a altas salinidades, mas tendem a ter menores
taxas de crescimento. Esses autores compararam o desempenho do cultivo das
tilapias O. niloticus, O. mossambicus e seus hibridos em agua com salinidades de 0,
7,5, 15, 22,5 e 30ppt. Verificaram que houve uma correlagéo entre o crescimento e a
salinidade. De uma forma geral, os hibridos mostraram um melhor desempenho em
termos de ganho de peso em relacdo a O. mossambicus em todas as salinidades
testadas. Enquanto que em relacdo a O. niloticus, tiveram um crescimento maior
apenas em salinidades acima de 10ppt. A sobrevivéncia da tilapia O. niloticus foi

baixa em salinidades a partir de 22,5 ppt, provavelmente, devido a suscetibilidade a
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doencas e ao estresse. Este trabalho mostra a importancia de O. mossambicus para

o desenvolvimento do cultivo de tilapia em agua salgada.
1.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE O. mossambicus

O primeiro trabalho sobre a distribuicdo de O. mossambicus foi realizado por
Peter, em 1852, no qual o autor se refere ao habitat natural desta espécie nas
regides de Tete, Sena, Quelimane, Lumbo, Inhambane, Quirimba, situadas em
Mocambique. Ocorre do baixo Zambezi até Tete, incluindo a zona costeira de
Mocambique a partir de Quelimane, ao norte do delta Zambezi e proximo a zona sul
do rio Limpopo. E encontrada também nos afluentes do rio Zambezi no baixo Shiré e
Mazoe (TREWAVAS, 1983).

Trabalhos mais recentes indicam que esta espécie distribui-se em bacias
hidrogréaficas que incluem, além de Mogambique, os paises Africa do Sul, Zimbabue,
e Suazilandia (Figura 1). Atualmente, encontra-se amplamente distribuida ao redor
do mundo (SCOTT et. al, 2006).

O. mossambicus pode mover-se de um estuario para outro, principalmente
durante as cheias. A distribuicdo original da tilapia na Africa foi modificada por
introducdes deliberadas ou ndo planejadas de varias espécies fora da sua area de
distribuicdo natural (dentro da mesma bacia ou de uma bacia para outra). Esta
transferéncia tinha diferentes objetivos: estocagem em lagos naturais nos quais as
tilapias ndo ocorriam; introducdo em um habitat natural para ocupar um nicho
ecologico ndo ocupado por alguma das tilapias presentes, a fim de aumentar a
producdo pesqueira; controle biologico de vegetacdo aquatica ou para o controle de
mosquitos; e, para aquicultura (as espécies cultivadas acidentalmente escapavam
para o meio natural) (PHILIPPART & RUWET, 1982).

Introducdes involuntarias ocorrem durante a introducédo deliberada de outra
espécie ou por causa da confusdo entre espécies simpatricas. Em varios casos é
impossivel saber se a presenca de uma dada espécie é uma ocorréncia natural ou
simplesmente resultado da atividade humana. Um exemplo é a presenca de O.
mossambicus no rio Thalamakane em Botsuana, em pequenos corpos de agua no
deserto da Namibia e em 2 tributarios do médio Zambezi em Mogambique, onde
esta espécie era considerada ausente (PHILIPPART & RUWET, 1982).
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Figura 1. Mapa da regiac : I da tilapia O.

mossambicus Fonte: Scot

1.3 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Morfologicamente a tilapia Oreochromis mossambicus (Peters, 1852) (Figura
2) apresenta-se da seguinte forma: nadadeira dorsal com 15 a 17 espinhos, 10 a 13
raios ramificados; nadadeira anal com 3 espinhos e 9 a 12 raios ramificados; linha
lateral com 30 a 32 escamas; juvenis de cor prateada, com 6 a 7 barras verticais e 3
manchas pretas; adultos de cor verde prateado e azul acinzentado escuro;
nadadeira dorsal e caudal com margem vermelha; tamanho maximo de 40 cm; corpo
moderadamente espesso, hdo muito alongado; nadadeira caudal truncada; cabeca
das fémeas e juvenis com um perfil reto, e cbncavo em machos; mandibulas com 3 a
5 fileiras de dentes delgados e bicuspides na linha externa, as mandibulas dos
machos mais velhos sdo ampliadas e os dentes sdo projetados para frente;
possuem 16-20 arcos branquiais; os machos distinguem-se das fémeas em especial,
no periodo da desova, por possuirem cores muito mais vivas, com uma cor preta
acinzentada na regido dorsal e esbranquicada na parte inferior (ventral) da cabeca; o
peso maximo registrado, em ambiente natural, foi de 3,265 kg na Africa do Sul,
2,181 kg em Zimbabue e 0,640 kg em Malawi (SKELTON, 2001).
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Figura 2: Exemplar de O. mossambicus. Fonte: Scott et al.( 2006)

O. mossambicus ocorre em aguas de fluxo lento, proliferando-se em aguas
paradas (PHILIPPART & RUWET, 1982). O periodo de reproducdo de O.
mossambicus inicia-se em setembro (20 — 26C) e prolonga-se até marco, mas a
maxima atividade concentra-se entre setembro e dezembro. Um ciclo completo de
reproducéo leva cerca de 7 semanas. As fémeas tém multiplas desovas a cada 3 ou
4 semanas durante uma estacdo. Os machos constroem os ninhos em forma de
pires sobre fundos arenosos. As fémeas incubam os ovos e protegem as larvas e 0s
alevinos na boca. Os juvenis formam cardumes nas aguas rasas. Crescem
rapidamente, podendo amadurecer e desovar dentro de um ano. Seu
desenvolvimento é comprometido em condi¢des adversas (BRUTON & BOLT, 1975).

0. mossambicus é incapaz de adaptar-se a elevacdes de pressdo que ocorre
com o aumento da profundidade da agua, sobrevive até uma profundidade maxima
de 20 metros a uma temperatura de 30C e 7 metros a 15C (CAULTON & HILL,
1975).

As tilapias sdo peixes tropicais que apresentam, em geral, um conforto
térmico entre 27 e 32C. Temperaturas abaixo ou acima desta variacdo reduzem o
apetite e o crescimento. Abaixo de 20C, o apetite fica extremamente reduzido e
aumenta os riscos a doencas. Em temperaturas abaixo de 18T, o sistema
imunologico das tilapias é suprimido. Assim, 0 manuseio e 0 transporte destes
peixes nos meses de inverno e inicio da primavera resultam em grandes
mortalidades devido a infec¢des bacterianas e fungicas. Temperaturas na faixa de 8
a 14, geralmente, sédo letais (GRAEFF & PRUNER, 2006). Por sua vez, O.

mossambicus é uma espécie euritérmica que tolera uma ampla variacdo de
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temperatura (8 a 42<C), porém a temperatura 6tima p ara seu desenvolvimento varia
de 17 a 35TC.

As tilapias toleram baixas concentracfes de oxigénio dissolvido na agua. A
concentragdo critica de oxigénio para O. niloticus e hibridos desta espécie com O.
mossambicus situa-se entre 20 e 10% de saturacdo (1,6 a 0,7 mg/L), em
temperaturas de 26 a 35C (BECKER & FISHELSON, 1986).

As tilapias apresentam baixa sobrevivéncia em aguas com pH abaixo de 4,0.
Em &guas com pH 2,0, a tilapia ndo sobrevive por mais de 12 horas. Quando
expostas a pH baixo, mostram sinais de asfixia (movimentos operculares acelerados
e boquejamento na superficie). Exposi¢cdes a aguas &cidas causam aumento na
secrecdo de muco, irritacdo e inchaco nas branquias, culminando com a destruicéo
do tecido branquial. Os peixes morrem com a boca aberta e apresentam olhos
saltados. O pH da agua no cultivo de tilapias deve ser mantido entre 6 e 8,5. Abaixo
de 4,5 e acima de 10,5 a mortalidade é significativa (GRAEFF & PRUNER, 2006).

A amonia existente na agua provém da excrecao nitrogenada dos proprios
peixes e de outros organismos aquaticos, bem como da decomposicdo microbiana
de residuos organicos que pode prejudicar o0 desempenho, aumentar a incidéncia de
doencas e, até mesmo, causar a morte direta dos peixes por intoxicacdo. Esta
presente na agua sob forma de aménia (NHs) e na forma ibnica amonio (NH,"). Para
saber quanto da amonia total esta na forma téxica, € preciso medir o pH da agua.
Quanto maior for o pH, maior sera a porcentagem de amdnia toxica. Assim, uma
agua com 2 mg/L de amonia total pode conter apenas 0,00014 mg de NHz/L a pH 7
(0,7%) ou niveis toxicos maiores que 1 mg/L em agua com pH acima de 9,3.
Concentracdes de amoénia abaixo de 0,24 mg/L sdo consideradas adequadas para
as tildpias (REDNER & STICKNEY, 1979).

O. mossambicus € uma das espécies de tilapia mais tolerantes a salinidade.
Sobrevive bem a concentragcbes de sal de até 70ppt e tolera concentracdes
proximas a 120ppt quando adaptada gradualmente. Consegue se reproduzir em
aguas com salinidade proxima a 50ppt (TREWAVAS, 1983). Nas lagoas e lagos
costeiros, as conexdes irregulares com o mar levam a uma sequéncia de altas e
baixas salinidades. As popula¢bes de O. mossambicus que ocorrem nestes locais
tém, portanto, tolerancia a uma variagdo muito ampla de salinidade (WHITFIELD &
BLABER, 1979; WATANABE et al., 1997).
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As tilapias, entre as quais se inclui O. mossambicus, tém um regime alimentar
variado, com um componente vegetal dominante (algas, fitoplancton, detritos
vegetais, sedimentos finos ricos em diatomaceas e bactérias) e um componente
animal (zooplancton e organismos bénticos, tais como larvas de insetos, crustaceos
e moluscos). Além disso, O. mossambicus pode alimentar-se também de insetos
terrestres que flutuam na superficie da agua. Sua alimentacdo ocorre durante o dia,
com maior intensidade entre 12:00h e 15:00h (PHILIPPART & RUWET, 1982).

1.4 IMPORTANCIA

De acordo com a Organizagédo das Nacdes Unidas (ONU), por volta de 2020,
a populacdo mundial devera ultrapassar nove bilhdes de habitantes. A populacéo
atual de Mocambique € estimada em cerca de 20,5 milhdes de habitantes com taxa
de crescimento de 2,5%. Estima-se que no ano 2025, a populagdo serd de 35
milhdes de habitantes (HOGUANE, 2007). Em 2004-2006, o numero de pessoas
subnutridas em Mocambique era de 7,5 milhdes de habitantes, ou seja, 37% da
populacao total (ONU, 2009). Esses indices apontam para a necessidade de se
equacionar uma producao de alimentos que esteja em congruéncia com as pressoes
geradas pelo aumento populacional e pela subnutricdo, através do desenvolvimento
sustentével dos recursos naturais (MOREIRA, 2003).

Estimativas recentes feitas pela ONU indicam que o suprimento de produtos
oriundos do mar devera aumentar sete vezes até o ano 2020 para suprir a demanda
mundial. Em vista do rapido declinio nos estoques pesqueiros, causado
principalmente pela pesca e captura predatéria, esta demanda s6 poderé ser suprida
pela aquicultura (MOREIRA, 1999).

Dados da Organizacado de Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2009) mostram
que em 2007 a produgcdo mundial de pescado alcancou 140 milhdes de toneladas.
Enquanto a producgéo oriunda da captura estacionou ao redor de 90 milhdes de
toneladas desde 2001, a aquicultura continuou a mostrar um forte crescimento, com
uma taxa anual média de 6,5%, passando de 36,8 milhdes em 2002 para 50,3
milhdes de toneladas em 2007. Entre as espécies mais cultivadas no mundo,
incluem-se carpas, tilapias, salmdes, camarfes e moluscos (ostras, mexilhdes,

mariscos e vieiras).
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Em 2005, o consumo per capita global de pescado foi estimado em 16,4 kg,
contabilizando 15,6 % da ingestdo da populacéo global de proteinas animais e 6,0%
de todas as proteinas consumidas. Estimativas preliminares para 2007 indicam um
aumento do consumo per capita para 17,0 kg (FAO, 2009).

O desenvolvimento da aquicultura em Mogcambique e em varios paises do
mundo tem um papel importante no desenvolvimento sdcio-econémico, uma vez que
garante proteinas de baixo custo, melhoria da dieta da populacdo, geracdo de
empregos, promocao do desenvolvimento regional e reducéo da pobreza.

Em Mocgambique, a aquicultura é uma atividade relativamente nova. O pais
contribui somente com 907 t da producdo mundial de pescado oriundo da
aqguicultura (FAO, 2007). O cultivo de espécies de agua doce, como a tilapia, ja
existe a varias décadas (desde 1950) de maneira artesanal. As potencialidades para
o desenvolvimento da aquicultura em Mog¢ambique s&o enormes, com a existéncia
de condicdes propicias para investimentos devido a: clima favoravel (tropical e
subtropical); ambiente livre de poluicdo; baixa pressdo populacional; disponibilidade
de terra para a aquicultura costeira; e, existéncia de espécies nativas com grande
potencial como, por exemplo, Penaeus monodon (camarao tigre), Penaeus indicus

(camarao branco) e oreochromis mossambicus (tilapia) (FAO, 2003).

1.5 DIVERSIDADE GENETICA E CONSERVACAO

A aplicacdo da genética em aquicultura na Africa € restringida pela pesquisa
cientifica deficitaria, decorrente da falta de recursos financeiros e de incentivo por
parte dos Orgdos governamentais. O desenvolvimento da pesquisa em genética
depende da comunidade doadora, uma vez que 0S governos nao possuem
condi¢des financeiras para suportar os custos de pesquisa, além de ndo darem
prioridade a essa area (CHANGADEYA et al., 2003). Apesar de existirem fundos
para a investigacdo em aquicultura, apenas um valor muito limitado é reservado para
a pesquisa em genética (YAPI-GNAORE, 2002).

A caracterizagdo genética € de grande importancia na piscicultura, uma vez
gue garante o conhecimento da base genética dos plantéis em cultivo e estes
determinardo o sucesso do produto final. Com este conhecimento € possivel dar
assisténcia aos criadores, de modo a orienta-los quanto ao manejo adequado dos

reprodutores e a obterem o retorno financeiro desejado (MELO et al, 2008).
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O desenvolvimento de marcadores moleculares de DNA trouxe um grande
impulso aos estudos de genética. As técnicas de andlise de genomas e a criagdo de
mapas genéticos de alta resolucéo estdo se desenvolvendo em grande velocidade
gracas ao uso desses marcadores. Tal relevancia deve-se ao seu elevado numero e
a facilidade de analises por reacfes em cadeia da polimerase (PCR) (SAIKO et al.,
1988). Os marcadores moleculares séo utilizados em estudos de taxonomia
molecular, estrutura populacional, graus de parentesco, biodiversidade molecular,
evolucdo, identificacéo de regides do genoma associadas a caracteres de interesse,
construgdo de mapas genéticos, entre outros (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998). Os marcadores moleculares sao rotineiramente utilizados para a investigacao
da estrutura genética de populacdes naturais (BALLOUX, 2002). Eles permitem
identificar espécies independentemente do seu estagio de vida (FERGUNSON,
1995).

Dentro do campo da genética da conservacdo, os marcadores moleculares
sao ferramentas de suma importancia que permitem elucidar temas como: os efeitos
deletérios da endogamia sobre a reproducdo e a sobrevivéncia; perda da
diversidade genética e da habilidade de evoluir em resposta a mudangas ambientais;
fragmentacdo das populacdes e reducdo do fluxo génico; manejo genético de
populacdes em cativeiro e efeitos adversos da adaptacdo ao meio ambiente
(FRANKHAM et al, 2008).

Os principais marcadores moleculares podem ser classificados em dois
grupos, conforme a metodologia utilizada para identificad-los: hibridizacdo ou
amplificacdo de DNA. Entre os identificados por hibridizagcdo estdo os marcadores
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (BOTSTEIN et al., 1980) e
minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) (JEFFREYS et
al., 1985). J4 aqueles revelados por amplificacdo incluem os marcadores do tipo:
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al., 1990); SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions); STS (Sequence Tagged Sites)
(PARAN & MICHELMORE, 1993); microssatélites (LITT & LUTTY, 1989); e AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (VOS et al., 1995). Outro tipo de
marcador sédo as aloenzimas que sao denominadas de marcadores bioquimicos.

Destes marcadores, 0s microssatélites apresentam numerosas vantagens

guando comparados aos demais, devido as caracteristicas que apresentam (LITT &
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LUTY, 1989). Sdo também conhecidos como “simple sequences repeats” (SSR) ou
“short tandem repeats” (STR) (BOREM & CAIXETA, 2006).

Os microssatélites sdo pequenas sequéncias de DNA que se repetem (de 1 a
6 nucleotideos). Distribuem-se ao acaso por todo o genoma, no qual ocorrem em
abundancia. Apresentam grande polimorfismo, o que os torna bastante informativos.
Sao de facil identificacdo e tém sido utilizados em mapas de ligacdo, para
identificacdo individual em testes de paternidade e caracterizacdo genética de
populacdes (JACOB et al., 1991; MENEZES et al., 2006).

As diferentes repeticbes de microssatelites sdo divididas em: (a) repeticoes
perfeitas (quando ndo apresentam nenhuma interrupgao); (b) repeticées imperfeitas
(quando séo interrompidas por bases nao repetidas); (c) repeticbes compostas
(quando duas ou mais repeticdes (classes) de microssatelites estdo dispostas
adjacentes). As repeticdes compostas podem ser perfeitas ou imperfeitas (BOREM &
CAIXETA, 20086).

Os microssatélites séo flanqueados por sequéncias Unicas que sao
geralmente conservadas entre individuos de uma mesma espécie. Este fato permite
a selecao de iniciadores (primers) especificos que amplificam fragmentos contendo
DNA repetitivo por meio da PCR. Por basearem-se em PCR para sua analise,
necessitam apenas de pequenas quantidades de DNA. Os microssatélites possuem
caracteristicas co-dominantes, o que |lhes permite discriminar os heterozigotos dos
homozigotos. S&o altamente polimérficos, devido ao numero de repeticbes das
bases (HANCOCK, 1999) que pode ser variavel entre os individuos de uma mesma
espécie. Sdo de heranca mendeliana e multialélicos (STRASSMAN et al., 1996).
Encontram-se distribuidos aleatoriamente pela regido eucromatica do genoma de
diversos organismos, 0 que permite uma cobertura completa dos cromossomos de
uma dada espécie (LITT e LUTY, 1989; TAUTZ, 1989; LOVE et al., 1990;
CHISTIAKQV et al., 2005). Podem estar presentes tanto em regides codificadoras
como nao codificadoras (ZANE et al., 2002).

Os marcadores microssatélites sdo aplicados em estudos populacionais. E
possivel revelar a estrutura e a diferenciacdo genética e geogréfica das populagbes
em estudo através da analise das frequiéncias alélicas, calculo de heterozigosidade
e distancia genética (ZHANG et. al., 2006).

Varios mecanismos sao sugeridos para explicar a alta taxa de mutacao de

microssateélites, incluindo erros durante a recombinacéo, crossing-over desigual e
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escorregbes” da DNA-polimerase durante a replicacdo ou reparacdo (STRAND et
al.,1993).

Os modelos mutacionais sao utilizados para obter o0 niumero esperado de
alelos em uma populacdo a partir da heterozigosidade observada e também na
analise estatistica da variabilidade genética. Dentre esses modelos, pode-se citar: o
modelo de alelos infinitos (IAM); o modelo de mutacdo passo a passo (SMM); e, o
modelo de mutacéo de duas fases (TPM) (OLIVEIRA et al., 2006).

O modelo dos alelos infinitos (IAM) rejeita eventos de homoplasia, sugerindo
que cada mutacdo € resultado da criagdo aleatéria de um novo alelo (KIMURA &
CROW, 1964). Alelos idénticos compartilham o mesmo ancestral e séo idénticos por
descendéncia (BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002). Ao aplicar este modelo em loci
microssatélites, as mutacdes alteram o numero de repeticbes, no entanto a
proximidade em termos do numero de repeticbes ndo indica uma maior relacdo
filogenética. Trata-se do modelo classico de Wright (1931) que utiliza a estatistica F
(OLIVEIRA et al., 2006).

O modelo de mutacdo passo a passo (SMM) assume que todo evento
mutacional envolve uma mudanca numa unica repeticdo (KIMURA & OHTA, 1978;
BELL & JURKA, 1997). Cada mutagcao cria um novo alelo quer por adicdo ou por
delecdo de uma unica unidade repetitiva. Isto implica que dois alelos que diferem por
um unico motivo estdo mais relacionados (ou seja, possuem um ancestral comum
mais recente) em relacdo a alelos que diferem por varias repeticées. Slatkin (1995)
prop6s uma medida de diferenciacdo genética (Rst) semelhante & de Wright (1951)
(Fst) e a de Nei (1973) (Gst), mas baseada no modelo SMM. Este modelo é usado,
normalmente, para estimar relacées entre individuos e estrutura da populacao,
exceto na presenca de homoplasia (quando dois alelos s&o idénticos por estado e
nao por descendéncia). O modelo descrito por Slatkin (1995) baseia-se em
caracteristicas com distribuicdo continua, nimero de pares de bases ou numero de
repeticdes, e grupos de individuos de acordo com o numero de repeticdes.

Di Rienzo et al. (1994) introduziu o0 modelo de duas fases (TPM) como uma
extensdo do modelo SMM para estudos com microssatélites. Este modelo leva em
conta uma grande propor¢gdo de eventos mutacionais que envolvem a adicdo ou
delecao de varias unidades de repeticao.

A escolha do modelo tedrico a ser aplicado em analises de microssatélites

depende dos pressupostos subjacentes a cada modelo (ZHANG et al., 2006).
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Dentre as vantagens do uso de microssatélites na andlise de variabilidade
genética inclui-se a deteccdo de loci Unicos, utilizando-se condi¢cdes altamente
estringentes (temperaturas de anelamento altas: 55°C a 60°C). Temperaturas de
anelamento mais altas possibilitam a analise de um locus especifico (HOSHINO et
al., 2002). Outra grande vantagem dos microssatélites € a possibilidade de utilizacéo
de primers, desenvolvidos para uma determinada espécie, em espécies
relacionadas para a deteccdo de loci SSR. A este processo denomina-se de
transferibilidade ou amplificacdo cruzada, que permite que uma outra espécie seja
avaliada com marcadores potentes, sem a necessidade de gastos com o
desenvolvimento de primers (HOSHINO et al., 2002).

Os microssatélites predominantes em peixes compreendem repeticbes de
duas bases (GT/AC), ou (CT/GA), (GOFF et al., 1992), sendo Uteis para analises de
estrutura de populacdes e caracteristicas quantitativas (KELLOGG et al., 1995).

Loci polimérficos de microssatélites sdo frequentemente aplicados a analise
de diversidade genética, a identificacdo de parentesco e a criacdo de programas de
cultivo de peixe (CHISTIAKOV et al., 2005; ZHANG et. al., 2006). Em aquicultura,
estes marcadores sdo usados para identificacdo de genes responsaveis por
caracteristicas de interesse econdmico para aplicagdo em programas de
melhoramento (CHISTIAKOV et al., 2005).

Atualmente, € cada vez mais crescente o niumero de estudos com tilapias
usando marcadores moleculares, principalmente para o0 monitoramento de
programas de melhoramento e conservagdo, estudos da variabilidade genética,
filogenia, caracterizagdo genética, hibridizacdo e outros (COSTA-PERCE & DOYLE,
1997; CALETON et al., 2001; ROGNON & GUYOMARD, 2003; WON et al., 2006;
EL-SERAFY et al., 2007).

Gregg et al. (1998) utilizaram marcadores moleculares aloenzimaticos em um
estudo com trés espécies de tilapia (O. mossambicus, O. mortimeri e O. macrochir)
existentes em Zimbabue, nos lagos Kariba e Kyle, e evidenciaram a existéncia de

hibridizacdo entre estas espécies.

Kocher et al. (1998) construiram um mapa genético da tilapia Oreochromis
niloticus, utilizando marcadores de DNA. Estudaram a segregacdo de 62
microssatélites e 112 marcadores aleatorios andénimos gerados por AFLP
(polimorfismo no comprimento dos fragmentos amplificados) em 41 embribes

hapléides derivados de uma unica fémea. Identificaram os vinculos entre 162
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(93,1%) desses marcadores. Verificaram que 95% dos microssatélites e 92% dos
marcadores AFLP estavam ligados no mapa final.

Lee et al. (2005) construiram a segunda gerac¢do do mapa genético de ligacao
da tilapia (Oreochromis spp), a partir da progénie F2 de um cruzamento
interespecifico entre O. aureus e O. niloticus. O mapa apresentou 525
microssatelites e 21 marcadores baseados em genes.

MELO et al. (2006) caracterizaram geneticamente 235 individuos de seis
plantéis de tilapia da regido sudeste do Brasil, utilizando 5 loci microssatélites, tendo
se verificado diferenca genética entre os seis plantéis, obtida pelo calculo do indice
de fixagcédo de alelos.

Nyingi et al. (2009) caracterizaram populacbes da tilapia O. niloticus no
Quénia usando o DNA mitocondrial como marcador molecular para determinar a
origem das populacdes locais.

Marcadores genéticos com métodos de inferéncia estatisticos bem
estabelecidos podem ser usados para identificar as forcas, tanto naturais como
antropicas, que sao responsaveis pela perda de diversidade genética. Além disso,
0s genes fornecem um meio cada vez mais popular e eficaz para a compreensao de
aspectos importantes do comportamento, movimentos e dindmica de populacdes de
espécies de grande importancia para programas de conservacdo (GROOM et al.,
2006).

A diversidade genética pode ser explicada pela existéncia de diferentes

genatipos dentro de uma populacéo (VILA et al.,1997). Segundo Fisher (1930), “A taxa de
mudanca evolutiva na populagéo é proporcional a quantidade de diversidade genética disponivel”.

A biologia da conservagdo é um campo relativamente recente. Esta area de
conhecimento aplica os principios de ecologia, biogeografia, genética populacional,
economia, sociologia, antropologia, filosofia e outras disciplinas para manutencao da
diversidade biologica (MEFFE et al., 2006).

A genética da conservacao, por sua vez, trata da teoria e de todas as técnicas
da genética aplicadas para preservar espécies como entidades dinamicas capazes
de se adaptarem as mudancas ambientais (SOLE-CAVA, 2001). A varia¢do genética
fornece a matéria-prima para a futura adaptacdo de uma espécie e € a base para a
“flexibilidade” evolutiva e a capacidade de resposta as mudancas ambientais. A
variacdo genética deve ser preservada, tanto a curto como a longo prazo porque ela

garante a sobrevivéncia das espécies. A diversidade genética (medida em nivel dos
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genes ou caracteristicas genéticas quantitativas) representa o nivel primario da
biodiversidade. Os genes regulam todos 0s processos bioldgicos do planeta. Todos
0s produtos bioquimicos, cada padrdo de crescimento, cada comportamento
instintivo, cada padréo morfoldgico é codificado em uma biblioteca genética "de uma
extensao global inimaginavel” (SCRIBNER et al., 2006).

As técnicas moleculares e a genética de populacdes podem complementar
estudos ecoldgicos de demografia e comportamento, ajudando a fazer previsdes
confiaveis das tendéncias das populacdes e controla-las face a ameacas a
sobrevivéncia das espécies e do seu potencial evolutivo. Assim, a genética da
conservacgao tem dois objetivos fundamentais: ajudar a manter os padrdoes naturais
de diversidade genética em varios niveis e, assim, preservar as opcdes para a
evolucdo futura, e fornecer ferramentas para o monitoramento e avaliacdo das
populacdes que podem ser usadas para planos de conservacao (SCRIBNER et al.,
2006).

O Governo de Mocambique, por meio do Ministério da Coordenacao da Acao
Ambiental, definiu a conservacao da biodiversidade como objetivo prioritario nacional
em relagdo as obrigacdes surgidas da Convencdo sobre a Diversidade Biologica
(MICOA, 2003).

Assim, com os resultados gerados no presente trabalho pretende-se fornecer
informacbes que possam contribuir para o desenvolvimento da aquicultura em
Mocambique, bem com para planos de manejo para a manutencéo da variabilidade

genética dos estoques naturais da tilapia Oreochormis mossambicus Peters, 1852.
1.6 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

As coletas de tilapia foram realizadas em trés bacias hidrograficas (do rio
Limpopo, Incomati e Umbeluzi) situadas ao sul de Mogambique. Um dos pontos de
coleta foi no rio Sabié que pertence a bacia do rio Incomati.

O rio Limpopo (Figura 3 a,b) tem 1.461 km de extensdo e possui uma bacia
hidrografica com uma area de 412.000 km? partihada com quatro paises da
Comunidade para o Desenvolvimento da Africa Austral (SADC - South African
Development Comunity), nomeadamente Africa do Sul, Botsuana, Zimbabue e

Mocambique. A bacia do rio Limpopo localiza-se entre os paralelos 22°e 26° Sul e
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entre os meridianos 26° e 35° Leste. Em Mocambique, enquadra-se entre 0s
paralelos 22° e 25° Sul e os meridianos 31° e 35° Leste. Constitui um dos principais
rios de Mogambique (BRITO et al., 2009). E o segundo rio mais extenso e abastece
0 maior sistema de irrigacao do pais.

O rio Limpopo nasce na confluéncia dos rios Marico e Crocodilos na zona
noroeste de Pretdria, Africa do Sul. Em Mogambique, o rio percorre 561 km antes de
desaguar no Oceano indico em Zongoene, a 60 km da cidade de Xai-Xai. Este rio
sofre variacOes consideraveis devido a periodos de seca e cheias. O nivel de agua é
muito baixo durante a estacao seca (BRITO et al., 2009).

Em certos anos, pode permanecer seco por alguns meses. Seu leito reduziu-
se bastante no baixo Limpopo, a partir da barragem de Macarretane até a foz do rio
Zongoene, devido a construcao de reservatorios e barragens nos paises a montante
(MINISTERIO DA ADMINISTRAQAO ESTATAL, 2005).

As 4guas do rio Limpopo tendem a ser altamente mineralizadas (salinas)
devido a varios motivos: a) o fato de o rio drenar uma area de captacdo arida; b) o
fluxo de agua salina drenada dos varios sistemas de irrigacao existentes ao longo de
suas margens, 0 que aumenta a condutividade e a concentragéo de sais em diregcéo
a jusante; c) e, no periodo seco ocorre penetracdo de dgua do mar (salgada) para o
interior, até 80 km da costa (MINISTERIO DA ADMINISTRACAO ESTATAL, 2005).

Figura 3a: Bacia do rio Limpopo. Fonte: Figura 3b: Detalhe do rio Limpopo

Brito et al. (2006)

O rio Incomati (Figura 4) nasce na Africa do Sul e passa pela Suazilandia. Em
Mocambique, depois de percorrer 120 km, o rio desdgua por um estuario no Oceano
indico, no Distrito de Marracuene. Esta bacia tem 14.925 km? em territério

Mogambicano (32% do total da bacia partilhada com a Africa do Sul e Suazilandia).
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Os principais afluentes sdo Komati, Crocodilo e Sabié (Figura 5). A precipitacdo
média anual, na area mogambicana da bacia, é de cerca de 650 mm (ARA-SUL,
2010).

O rio Incomati é bastante propenso a intrusao salina, que esta associada aos
baixos niveis de agua que se tém verificado ultimamente e a maré que chega a
atingir 1,0 m na regido estuarina. A ocorréncia de intrusdo é bastante alta mesmo na
época chuvosa. Neste periodo, os episédios de cheias sédo frequentes. Em
Mocambique, além da barragem de Corrumana, encontram-se infra-estruturas de
irrigacdo com uma area aproximada de 26.000 ha (LEESTEMAKER et al., 2000).

Ui
Figura 4: Rio Incomati Figura 5: Rio Sabié

O rio Umbeluzi possui uma bacia internacional com uma éarea total de 5.460
km?, dos quais 58% estdo na Suazilandia, 1% na Africa do Sul e 41% em
Mocambique. O rio nasce na Suazilandia a uma altitude de 1.680 m e corre para 0
leste, entrando no territdrio nacional pela vila fronteirica de Goba. Os principais
afluentes em Mocambique sdo os rios Calichane e Movene, respectivamente a
montante e a jusante (Figura 6).

Possui uma cobertura vegetal caracterizada por um extrato abundante de
gramineas, predominando as matas cerradas e matas baixas abertas junto a
fronteira e a zona central. Na parte restante predominam matas e parques de
arvores. O clima € seco com excecdo da zona de Goba que é tropical chuvoso de
savana. Na zona norte, o0 clima é seco com estacdo seca no inverno e uma pequena
mancha com clima temperado umido sem estacdo seca. A temperatura meédia varia
entre 20 e 25C (ARASUL, 2010).

A precipitacdo média € de 736 mm. A época chuvosa tem inicio em novembro

no litoral e em outubro nos Pequenos Libombos, terminando em abril e marco,



29

respectivamente. A duragdo da precipitacdo é de cerca de 6 meses, chegando aos 7
- 8 meses na regidao de Namaacha. A maior concentracdo de chuvas ocorre de
dezembro a fevereiro. Este rio possui duas obras hidraulicas de grande vulto: a
Barragem de Mnjoli na Suazilandia e a Barragem dos Pequenos Libombos em
Mocambique (IUCN, 2006).

01/07/2009

Figura 6: Detalhe do rio Umbeluzi

1.7 JUSTIFICATIVA

No intuito de reduzir a pobreza absoluta e minimizar os efeitos da fome que
se fazem sentir no pais, o Instituto de Nacional de Investigacdo Pesqueira de
Mocambique esta desenvolvendo um projeto piloto de criacao de tilapias em gaiolas
no Lago Niassa, com o objetivo de expandir esta técnica para todo o pais. Pretende-
se também iniciar o cultivo de tilapias em viveiros, iniciando-se pela regido sul.

Existem no mundo, particularmente no Brasil, varios estudos que relatam o
desempenho das tilapias em sistemas de cultivo. Esses estudos, aliado ao
conhecimento da variabilidade genética das tilapias existentes nas &guas
mocambicanas € de suma importancia, uma vez que com base nele poder-se-4
selecionar variedades mais apropriadas para o cultivo, que tenham um crescimento
rapido, bom indice de conversao alimentar e resisténcia a doencas.

Um estudo em nivel molecular pode mostrar o grau de hibridacdo entre
espécies existentes no meio natural, bem como conhecer as possiveis diferencas
genéticas intra e inter populacional de Oreochromis mossambicus de diferentes
bacias em Mocambique de maneira a contribuir para estabelecer medidas de

conservacdo dos estoques nativos existentes. Em Mocambique, ndo existem
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estudos em nivel molecular deste peixe. Deste modo, os resultados do presente
trabalho poderdo fornecer um suporte técnico e cientifico para a sele¢cdo das
espécies com melhor desempenho para o cultivo e para medidas de conservacao da

variabilidade genética em seu ambiente natural.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a diversidade genética das popula¢cbes de Oreochromis mossambicus
existentes nas bacias dos rios Limpopo, Incomati e Umbeluzi e no rio Sabi€, em

Mocambique, por meio de marcadores moleculares microssatélites.

2.2 ESPECIFICOS

» Caracterizar a variabilidade genética dos estoques de tilapia O. mossambicus
coletados nos rios Limpopo, Incomati, Umbeluzi e Sabié;

» Testar a hipotese nula de ndo diferenciacdo dos estoques selvagens de tilapia
coletados nos rios acima indicados;

» Propor estratégias para conservacao dos estoques de cada local de coleta.



32

3 METODO

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 200 amostras de Oreochromis mossambicus: 50 da bacia do
rio Limpopo; 50 da bacia do rio Umbeluzi; 50 do rio Incomati; e, 50 do rio Sabié
(Tabela 1 e Figura 7).

Tabela 1: Coordenadas dos pontos onde foram efetuadas as coletas de O. mossambicus nos rios
Limpopo, Incomati, Sabié e Umbeluzi

Local Longitude Latitude
Rio Limpopo 23%52'54,45” S 3208'08,45” L
Rio Incomati 25°01'01,40” S 3244'56,39” L
Rio Sabié 25°08'09,01” S 32°07'59,16” L
Rio Umbeluzi 2602'13,25” S 3223'02,64” L

ApOs as coletas, os peixes foram pesados e medidos quanto ao comprimento
total, comprimento padréo, largura do corpo e comprimento da cabeca com o auxilio
de um ictibmetro. A seguir, contou-se o numero de espinhos e raios das nadadeiras
dorsal e anal.

O material biolégico para a extracdo do DNA foi composto de nadadeira
caudal e de tecido da muscular de tilapias (O. mossambicus) com aproximadamente
1,5 cm® As amostras foram conservadas em etanol a 95% e mantidas a uma
temperatura de 4C até a extracdo do DNA. Depois de retirado o tecido, as tilapias

foram conservadas em freezer a -20<C.
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3.2 EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA foi feita de acordo com o protocolo descrito por Taggart et
al. (1992). Apés a extracdo, fizeram-se as leituras das concentracfes de cada
amostra no espectrofotometro Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (0,8%) para avaliar a
integridade do DNA. Utilizou-se um marcador de peso molecular A-Hindlll
(Invitrogen).

Uma vez que o DNA resultante da extracdo da nadadeira caudal mostrou-se
muito degradado, fez-se uma segunda extracdo de DNA com um pedaco do tecido
muscular, usando o mesmo protocolo acima.

Utilizou-se também um Kit de Extracdo de DNA Gendmico (GE Healthcare
Life Science) para obtencdo de uma melhor qualidade na extracdo de DNA, ja que

as amostras nao se encontravam em boas condi¢des.
3.3 ESCOLHA DOS LOCI MICROSSATELITES

A andlise de marcadores microssatélites para a composi¢cdo da estrutura
genética de populagbes das tilapias baseou-se na utilizacdo de sequéncias de
microssatélites disponiveis no “GenBank”. A escolha dos loci para analise dependeu
da localizacdo do mesmo no mapa de ligacao descrito por Lee & Kocher (1996). Os
loci escolhidos nao pertencem ao mesmo grupo de ligacao.

Foram selecionados os seguintes loci: UNH104, UNH118, UNH123, UNH142,
UNH203, UNH216, UNH222, UNH231, UNH129, UNH169 e UNH11ll1l (LEE &
KOCHER , 2005) (Tabela 2).
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Tabela 2: Loci selecionados, nUmero de acesso no GenBank e seus respectivos primers

Loci Numero de acesso Primers (5" - 3)
do GenBank

UNH104 G12257 A: GCA GTT ATT TGT GGT CAC TA

B: GGT ATATGT CTA ACT GAAATCC
UNH118 G12271 A: CAG AAAGCC TGATCT AAT ATT

B: TTT CAG ATA CAT TTT ATA GAG GG
UNH123 G12276 A: CAT CAT CAC AGA CAG ATT AGA

B: GAT TGA GAT TTC ATT CAA G
UNH142 G12294 A: CTT TAC GTT GAC GCA GT

B: GTG ACATGC AGC AGATA
UNH203 G12354 A: CAC AAA GAT GTC TAAACATGT

B: GAATTT GACAGT TTGTTG TTT AC
UNH216 G12367 A: GGG AAA CTA AAG CTG AAATA

B: TGC AAG GAA TAT CAG CA
UNH222 G12373 A: CTC TAG CAC ACG TGC AT

B: TAA CAG GTG GGA ACT CA
UNH231 G123882 A: GCC TAT TAG TCA AAG CGT

B: ATT TCT GCAAAAGTTTTCC
UNH129 G12282 A: AGA AGT CGT GCA TCT CTC

B: TGT ACATCATCT GTG GG
UNH111 G12264 A: TGCTGT TCT TATTTT CGC

B: ATAAGA GTG TAT GCATTACTG G
UNH169 G12321 A: GCT CAT TCA TAT GTA AAG GA

B: TAT TTT TTG GGA AGC TGA

3.4 AMPLIFICACAO POR PCR (REACAO EM CADEIA DA DNA
POLIMERASE)

Os primers microssatélites selecionados foram sintetizados pela Integrated
DNA Tegnologies representada pela “Prodimol”. Os primers foram diluidos em agua
deionizada (autoclavada) a uma concentragao final de 10 pM.

Seis amostras do DNA de cada local amostrado foram usadas para fazer a
padronizacao do protocolo de amplificagdo para cada locus microssatélite analisado.
Realizaram-se varios testes de gradiente de concentracdo de MgCl, (entre 1,5 mM e
3,0 mM) e temperatura (entre 50C e 60C). Testaram -se também diferentes
concentracoes de DNA.

Alguns loci ndo mostraram resultados satisfatérios ap6s a reacdo de
amplificacdo (PCR). Assim dos 11 loci testados, selecionaram-se 5 para as analises

posteriores.
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Apés a otimizacdo das reacles, foram realizadas as amplificagbes para a
analise populacional. As reacdes de amplificacdo para os loci selecionados
continham tampéao de reacdo 10x (sem MgCl,), 2,5 mM de dNTPs, 10 pM de cada
primer (direto e reverso), 5U de Tag DNA Polimerase (Fermentas),
aproximadamente 50 ng de DNA, 2,0 a 3,0 mM de MgCl, e agua deionizada
suficiente para completar o volume final de 10pL.

As condicdes de amplificacdo estdo descritas na Tabela 3. Devido a
dificuldade obtida para a amplificacdo do locus UNH129, foi utilizada a técnica da
“PCR Touchdown” (Tabela 4). Todas as amplificacbes foram realizadas nos
termocicladores PTC-100 e PTC-200 (MJ Research e Bio Rad).

Para verificagdo da eficiéncia da PCR, submeteu-se o produto de
amplificacdo a eletroforese em gel de agarose (1%). Os géis foram corados com
brometo de etideo, observados e fotografados sob luz ultravioleta com o
fotodocumentador ImageQuant 300 (GE Healthcare Life Sciences).

Apébs confirmacao da amplificagdo, os produtos de PCR foram analisados em
géis de poliacrilamida a 7,5% (21 mL de H,O MilliQ; 7,5 mL de poliacrilamida 30%
[Acrilamida e Metilenobisacrilamida 29:1]; 1,5 mL de TBE 10 X, pH 8,3; 300 pL de
persulfato de aménio a 10% e 30 pL de TEMED). O tamanho das bandas foi
determinado com os marcadores 10 pb e 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os géis
foram corados com solucéo de nitrato de prata (AgNO3) (Sigma) a 1g/L e revelados
com solucéo de hidroxido de sédio (NaOH).

Para a medicdo das bandas utilizou-se o software ImageQuant 300 (GE

Healthcare Life Sciences).



Tabela 3: Condi¢des de amplificacéo para os loci analisados
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Loci Temperatura de anelamento Concentracao de MgCl
UNH104 54T 3,0 mM
UNH129 51C 2,0 mM
UNH142 58T 2,5 mM
UNH222 56° C 2,5mM
UNH231 56° C 2,5mM

Tabela 4: Condi¢des de amplificacdo touchdown usada para o locus UNH129

Etapas Temperatura Tempo
1- Desnaturagéo inicial 95T 5 min
2- Desnaturacao 95C 45 s
3- Anelamento 63°C 45 s
4- Extenséo 72T 45s
5- Repetir a etapa 2 - 1 vez
6- Desnaturacao 95C 45 s
7- Anelamento 61C 45 s
8- Extensao 72T 45 s
9- Repetir a etapa 6 - 1vez
10- Desnaturacao 95C 45 s
11- Anelamento 59C 45 s
12- Extenséao 72T 45 s
13- Repetir a etapa 10 - 1 vez
14- Desnaturacao 95C 45s
15- Anelamento 57C 45 s
16- Extenséao 72T 45 s
17- Repetir a etapa 14 - 1 vez
18- Desnaturacao 95C 45 s
19- Anelamento 51C 45 s
20- Extensao 72T 45 s
21- Repetir a etapa 18 - 25 Vezes
22- Extenséao final 72T 10 min
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

3.5.1 Variabilidade genética

A diversidade genética intrapopulacional foi caracterizada pelo numero de
alelos por locus (A), riqueza alélica (Ar), frequéncias alélicas, déficit de
heterozigosidade intrapopulacional (Fis), heterozigosidade observada (Ho),
diversidade génica esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg (He). Essas
estimativas foram obtidas nos programas Arlequin v. 3.01 (EXCOFFIER et al., 2006),
Fstat v.2.9.3.2 (GOUDET, 2002) e Genepop v. 1.2 (RAYMOND & ROUSSET, 1995).

Assim, as estatisticas F podem ser obtidas a partir dos conceitos de
heterozigosidade observada e esperada, onde: H, € a heterozigosidade média
observada dentro das populagbes; He € a heterozigosidade meédia esperada
segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg nas populacdes e Ht € a heterozigosidade
média esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg para o conjunto das
populacoes.

A diferenciacdo genotipica, que consiste na distribuicdo de genotipos nas
populacdes, foi estimada pelo teste exato de Fisher por meio do Genepop v. 1.2
(RAYMOND & ROUSSET, 1995). Para esta analise, a hipotese nula testada leva em
consideracao que a distribuicdo genotipica € idéntica em toda a populacéo.

Com base no teste de Kruskal-Wallis foi realizado a andlise de variancia com
um critério de classificacdo (one way ANOVA) para verificar se existem diferencas
significativas entre os valores obtidos nas analises (A, Ar, Hp e He).

O programa Bottleneck v. 1.2.02 (CORNUET & LUIKART, 1996) foi utilizado
para determinar se houve uma recente reducdo no tamanho efetivo da populacao.
Esta ferramenta avalia cada populacdo de acordo com as diferencas no excesso ou
deficiéncia de heterozigosidade. Avalia também as diferencas no numero de alelos
em uma determinada populacéo.

A heterozigosidade foi medida sob trés modelos de mutagéao (I.A.M., T.P.M. e
S.M.M. com 5.000 iteracbes). Para avaliar o nivel de significancia foi usado o teste
de Wilcoxon de excesso ou deficiéncia de heterozigosidade. Este teste dispbe de

alto poder estatistico e pode ser aplicado a alguns loci com baixo tamanho amostral.
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3.5.2 Estrutura Genética

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populacdes foi
caracterizada pelas estatisticas F de Wright (1965), segundo a metodologia de NEI
(1977). Esta estatistica admite que todos o0s desvios de panmixia sejam
exclusivamente devido aos efeitos da deriva genética e do sistema reprodutivo.

A estrutura genética das populacdes foi investigada pela Analise de Variancia
Molecular (AMOVA - Analysis of Molecular Variance) (EXCOFFIER et al., 1992), que
leva em consideracdo a variancia das frequéncias génicas entre as diferentes
localidades amostradas (WRIGHT, 1978). Portanto, o Fst corresponde ao grau de
subdiviséo genética intra-especifica (EXCOFFIER et al., 1992).

A Andlise de Variancia Molecular e as estimativas dos valores de @st
(WRIGHT, 1965), segundo a metodologia de NEI, (1977), baseados no numero de
diferentes alelos entre pares de populagbes (WEIR & COCKERHAM, 1984,
MICHALAKIS & EXCOFFIER, 1996), foram calculados pelo programa Arlequin v.
3.01 (EXCOFFIER et al., 2006). Este mesmo programa foi utilizado para calcular
uma estimativa analoga ao Fst € Rst (SLATKIN, 1995) e o numero de migrantes
(Nm). Enquanto que os valores de Fst derivam da variancia das frequéncias
alélicas, os valores de Rst levam em consideracdo a variancia do tamanho dos
alelos (BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002).

O programa estatistico Structure v.2.2 (PRITCHARD et al., 2000) foi utilizado
para verificar a estrutura populacional. Este implementa um método bayesiano de
agrupamento para inferir a estruturacdo populacional usando somente os dados
genotipicos das amostras. Um modelo com um numero K de populacdes (onde o K
pode ser desconhecido) é assumido e cada uma das populacdes é caracterizada por
um conjunto de frequéncias alélicas de cada locus. Entdo, individuos da
amostragem sdo designados probabilisticamente as popula¢bes ou, mutuamente,
para duas ou mais populacbes se seus genotipos indicarem que eles estdo
misturados. Para a determinacdo do niamero de populagdes (K) existentes utilizou-se
o modelo de ancestralidade misturada (admixture), com os alelos correlacionados,
que permite a resolucdo maxima na separacao das populagdes com K variando de 2
a 8. Dez corridas independentes com 500.000 simulagcbes em cadeias de Monte

Carlo Markov e 100.000 geracgdes “burn in” foram usadas para cada valor de K.
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Para verificar o grau de diferenciagdo da populacéo e a relacdo entre as
populacbes fez-se a Andalise de Correspondéncia Fatorial (FCA) através do
programa Genetix v.4.05.2 (BELKHIR, 1999).

O dendrograma foi gerado baseado nos valores da distancia de Nei (1972), os
quais foram agrupados pelo algoritmo UPGMA (Unweighted pair group method with
arithmetic mean) implementado no programa TFPGA (Tools for Population Genetic
Analyses) v. 1.3 (MILLER, 1997).

Para verificar a existéncia de associacdo entre a distancia genética e a
distancia geografica, foi realizado o teste de Mantel com base no programa Genepop
v. 1.2 (RAYMOND & ROUSSET, 1995).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES MERISTICAS E MORFOMETRICAS

A andlise meristica das quatro populacdes em estudo mostrou que o0s
individuos amostrados apresentaram em meédia 16 espinhos e 11 raios dorsais, 3
espinhos e 10 raios anais (Tabela 5)

Tabela 5: Valores médios das andlises meristicas de exemplares de O. mossambicus coletados em
diferentes rios de Mogambique

Rio Sabié Rio Limpopo Rio Incomati Rio Umbeluzi
Medicéo Média DP Média  DP Média DP Média DP
Espinhos dorsais 16,02 0,42 16,14 0,49 15,92 0,53 16,00 0,40
Raios dorsais 11,02 0,47 10,68 0,55 11,00 0,70 10,32 0,79
Espinhos anais 290 0,46 3,00 0,00 3,00 0,00 3,00 0,00
Raios anais 10,22 0,54 10,08 0,66 10,12 0,59 9,78 0,58

n = 50; DP = desvio padréo

Em relacdo a morfometria, a populacdo do rio Sabié foi a que apresentou
maiores valores médios em todos os parametros analisados, enquanto que a

populacao do rio Umbeluzi apresentou os menores valores (Tabela 6).

Tabela 6: Valores médios das analises morfométricas de exemplares de O. mossambicus
coletados em diferentes rios de Mogcambique

Rio Sabié Rio Limpopo  Rio Incomati  Rio Umbeluzi
Morfometria Media DP Media DP Media DP Media DP
ComprimentoTotal (cm) 35,66 544 2393 345 23,27 255 19,03 1,15
Comprimento Padréo (cm) 30,51 4,73 20,47 264 1965 235 1581 0,81

Largura do Corpo (cm) 14,92 2,34 9,66 1,27 941 1,25 7,26 0,62
Comprimento da Cabega (cm) 10,02 1,56 6,39 0,9 6,23 0,84 532 0,66
Peso Fresco (cm) 1,11 0,47 0,34 0,14 0,29 0,11 0,10 0,04

n = 50; DP = desvio padréo
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4.2 EXTRACAO DE DNA TOTAL

O DNA extraido a partir da nadadeira caudal apresentou-se muito degradado,
como pode ser observado na Figura 8. Nota-se um arraste do DNA e a presenca de
uma maior concentracao de fragmentos menores. Assim, optou-se pela extracdo de
DNA do tecido muscular, cujo nivel de degradacédo foi menor (Figura 9). A extracao
de DNA com kit comercial resultou em uma melhor qualidade do DNA (Figura 10).

A—Hind
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Figura 8: Imagem da eletroforese em gel de agarose (0,8%) do DNA gendmico extraido da nadadeira
caudal de O. mossambicus pelo método fenol:cloroférmio
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Figura 9: Imagem da eletroforese em gel de agarose (0,8%) do DNA gendmico extraido do tecido
muscular de O. mossambicus pelo método fenol:cloroférmio
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1.000 pb
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100 pb

Figura 10: Imagem da eletroforese em gel de agarose (0,8%) do DNA de O. mossambicus extraido
com kit de extracdo gendémico

O DNA extraido pelo método fenol:.cloroférmio apresentou altas
concentracfes, com variacOes de 27,7 a 1.944,9 ng/uL. Por outro lado, a extracédo
feita com kit resultou em concentracfes mais baixas de DNA, variando de 5,1 a 34,3
ng/uL. Em ambos os casos, o nivel de pureza foi aceitavel, representado pela razéo
entre os comprimentos de onda de 260/280, com valor préximo a 2,0. Este fato pode
ser observado nas Figuras 11 e 12 que mostram a leitura da concentracdo do DNA
numa amostra extraida com kit de extracdo gendmico e outra com fenol: cloroférmio,
respectivamente.

A grande dificuldade encontrada na extragdo do DNA foi o seu estado de
conservacao. O DNA das amostras de tilapias oriundas do rio Umbeluzi apresentou
menor degradacao que as demais amostras. O DNA de todas as amostras deste rio

foi extraido usando kit de extracéo.

" 2/17/2009 2:09 PM [ Bat_|

Figura 11 : Gréafico com a leitura da concentragdo do DNA da amostra 51u, obtido a partir de kit de
extracao genémico
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Figura 12: Grafico com a leitura da concentracédo do DNA da amostra C1m, extraido pelo método
fenol: cloroférmio

Antes de iniciar os testes para amplificacdo do DNA através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), foram selecionadas seis amostras pertencentes a cada
um dos quatro pontos de coleta e fez-se uma diluicdo para 100 ng/pL, 80 ng/uL, 50
ng/uL, 25 ng/uL (para o DNA extraido pelo método fenol: cloroférmio) e 5 ng/pL

(para o DNA extraido com kit de extracdo gendmico).

4.3 TESTES DE AMPLIFICACAO DOS LOCI MICROSSATELITES

Dos 11 pares de primers selecionados, trés ndo amplificaram os loci UNH118,
UNH123 e UNH216, apesar de terem sido feitas varias modifica¢cdes das condicbes
de amplificacdo nomeadamente: quantidade e concentracdo dos reagentes,
temperatura de anelamento e concentracdo do DNA. J& os loci UNH203, UNH169 e
UNH111 apresentaram muitas bandas inespecificas que dificultaram a identificacao
da banda de interesse. Deste modo, foram avaliados somente os loci UNH104,
UNH129, UNH142, UNH222 e UNH231, conforme mostra a Tabela 7.
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Tabela 7: Caracteristicas dos loci analisados: locus, tamanho em pares de bases (pb), motivo,
namero de repeticdes, nimero de acesso ao GenBank, sequéncias sense e antisense

Locus Tamanho Motivo N°de Acesso/ Sequéncias Sense/Antisense
(pb) repeticbes GenBank (5' - 3) dos primers

UNH104 138pb CAITG 30 G12257 A: GCAGTTATT TGT GGT CAC TA

B: GGT ATATGT CTA ACT GAA ATC
UNH129 193pb CAITG 52 G12282 A: AGAAGT CGT GCATCTCTC

B: TGT ACATCATCT GTG GG
UNH142 170pb CAITG 36 G12294 A:CTTTAC GTT GAC GCA GT

B: GTG ACATGC AGC AGATA
UNH222 180pb CAITG 34 G12373 A CTCTAG CACACGTGC AT

B:TAA CAG GTG GGA ACT CA
UNH231 180pb CAITG 25 G123882 A:GCC TAT TAG TCA AAG CGT

B:ATT TCT GCAAAAGTTTTCC

Para a amplificacdo dos loci UNH231 e UNH222 nao foi preciso fazer muitas

variacbes nos protocolos de amplificacdo, uma vez que grande parte das amostras

amplificaram facilmente. O mesmo ndo aconteceu em relacdo aos demais. Assim,

para os loci UNH104 e UNH142 foi necessario fazer diversas variacdes nas

condicbes de amplificacdo. Ja para o locus UNH129 s foi possivel uma boa

amplificacéo, utilizando a estratégia de PCR touchdown. Esta técnica baseia-se na

diminuicdo da temperatura de anelamento a medida que se avanga com os ciclos de

amplificacdo. A Tabela 8 apresenta as condi¢cdes de amplificacéo utilizadas para os

diferentes loci.

Tabela 8: Condi¢des de amplificagdo para os loci microssatélites

Locus Temperatura de anelamento Concentracdo de MgCI
UNH104 54<C 3,0mM
UNH129 51T 2,0 mM
UNH142 58C 2,5mM
UNH222 56C 2,5mM
UNH231 56C 2,5mM

A eletroforese foi conduzida em gel de poliacrilamida na concentracéo de 9%,

com corrente elétrica de 300 volts, 90 miliamperes e 30 watts. O tempo de corrida foi

de 3 horas e 15 minutos. Utilizaram-se os marcadores moleculares de 100 e 10pb



46

para dimensionar o tamanho das bandas. Em todos os casos em que as bandas se
apresentavam duvidosas como, por exemplo, banda torta ou ndo muito nitida, fez-se
um segundo gel para evitar erros de genotipagem.

Os géis de poliacrilamida apresentados nas Figuras 13, 14, 15, 16 e 17
referem-se aos loci UNH104, UNH129, UNH142, UNH222 e UNH231,
respectivamente. As setas pequenas indicadas no gel mostram algumas bandas
inespecificas (stutters) que néo dificultaram a genotipagem dos loci microssatélites.
As setas grandes indicam a banda de interesse. Na Figura 15, as letras a e b
apontam para um individuo heterozig6tico e um homozigoético, respectivamente.

100pb 10pb

Figura 13: Gel de poliacrilamida do locus UNH104: as setas menores indicam bandas inespecificas e
as setas maiores, as bandas de interesse (de 130 a 135pb)
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100pb
o

Figura 14: Gel de poliacrilamida do locus UNH129: as setas menores indicam bandas inespecificas e
as setas maiores, bandas de interesse (por volta de 200pb).

100pb 10pb

:
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Figura 15: Gel de poliacrilamida do locus UNH142: as setas menores indicam bandas inespecificas e
as setas maiores, bandas de interesse (em torno de 140pb); a — individuo heterozigoto; b — individuo
homozigoto
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Figura 16: Gel de poliacrilamida do locus UNH222: as setas menores indicam bandas inespecificas
e as setas maiores, bandas de interesse (em torno de 160 pb)

Figura 17: Gel de poliacrilamida do locus UNH 231: as setas menores indicam bandas inespecificas
e as setas maiores, bandas de interesse (em torno de 160 pb)
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4.4 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA POPULACIONAL

4.4.1 Analise Intrapopulacional

4.4.1.1 Alelos encontrados em cada locus microssatélite

Os loci microssatélites analisados foram polimérficos. Das 200 amostras
genotipadas, foram encontrados de 55 a 70 alelos. As Tabelas 9, 10, 11, 12 e 13
mostram o numero de alelos para cada locus, com seus respectivos tamanhos e
namero de repeticdes. O locus UNH104 apresentou 16 alelos com tamanho entre
118 e 150pb e numero de repeticbes de 20 a 36. Para o locus UNH129 foram
encontrados 15 alelos de 181 a 209 pb com 46 a 60 repetigcdes. O locus UNH142
apresentou um total de 9 alelos, cujo tamanho variou de 138 a 154 pb e unidades de
repeticdo de 20 a 28. Para o locus UNH222 foram genotipados 18 alelos que
variaram de 148 a 186 pb e, em termos de unidades de repeticdo, de 18 a 34. No
locus UNH231 foram encontrados 17 alelos, com tamanho entre 146 e 190 pb.

Observa-se que o locus UNH142 foi o que apresentou menor numero de

alelos (9), enquanto que o locus UNH222 o maior niumero de alelos (18).

Tabela 9: Alelos encontrados no locus UNH104, com seus respectivos tamanhos (pb) e unidades de
repeticdo

Alelos Tamanho (pb) Numero de repeticdes
1 118 (CAIGT)20
2 120 (CAIGT) 2
3 122 (CAIGT)2
4 124 (CAIGT)23
5 126 (CAIGT)24
6 128 (CAIGT)zs
7 130 (CA/GT)2
8 132 (CAIGT)2
9 134 (CA/GT),s
10 136 (CA/GT)29
11 138 (CA/GT)30
12 140 (CA/IGT)a1
13 142 (CA/IGT)s2
14 144 (CA/GT)33
15 146 (CA/IGT)z4
16 150 (CA/GT)z6
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Tabela 10: Alelos encontrados no locus UNH129, com seus respectivos tamanhos (pb) e unidades de

repeticéo
Alelos Tamanho em pb Numero de repeticdes
1 181 (CAITG)4s
2 183 (CAITG)47
3 185 (CAITG)4s
4 187 (CAITG)49
5 189 (CAITG)so
6 191 (CAITG)s1
7 193 (CAITG)s,
8 195 (CAITG)s3
9 197 (CAITG)s4
10 199 (CAITG)ss
11 201 (CAITG)s6
12 203 (CAITG)s7
13 205 (CA/TG)ss
14 207 (CAITG)s
15 209 (CAITG)g0

Tabela 11: Alelos encontrados no locus UNH142, com seus respectivos tamanhos (pb) e unidades de

repeticéo
Alelo Tamanho em pb Numero de repeticbes
1 138 (CAITG)20
2 140 (CAITG)21
3 142 (CAITG)2,
4 144 (CAITG)23
5 146 (CAITG)24
6 148 (CAITG)2s
7 150 (CAITG)26
8 152 (CAITG)y;
9 154 (CAITG)2s
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Tabela 12: Alelos encontrados no locus UNH222, com seus respectivos tamanhos (pb) e unidades de

repeticéo
Alelo Tamanho em pb Numero de repeticdes
1 148 (CAITG)18
2 150 (CAITG)19
3 152 (CAITG)2
4 154 (CAITG)21
5 156 (CAITG)22
6 158 (CAITG)23
7 160 (CAITG)24
8 162 (CAITG)2s
9 164 (CAITG)2
10 166 (CAITG),7
11 168 (CAITG)2s
12 170 (CAITG)29
13 172 (CAITG)30
14 174 (CAITG)3;
15 176 (CAITG)3
16 178 (CAITG)33
17 180 (CAITG)34
18 186 (CAITG)37

Tabela 13: Alelos encontrados no locus UNH231, com seus respectivos tamanhos (pb) e unidades de

repeticéo
Alelo Tamanho (pb) Numero de repeticbes
1 146 (CAIGT)s
2 150 (CAIGT)10
3 152 (CAIGT)11
4 154 (CAIGT)12
5 156 (CAIGT)13
6 158 (CAIGT)14
7 160 (CAIGT)1s
8 162 (CAIGT)16
9 164 (CAIGT)17
10 166 (CAIGT)1s
11 168 (CAIGT)19
12 170 (CAIGT)20
13 172 (CAIGT),1
14 174 (CAIGT)2
15 176 (CAIGT)23
16 178 (CAIGT)24
17 190 (CAIGT)30
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4.4.1.2 DIVERSIDADE ALELICA E EQUILIBRIO DE HARDY-
WEINBERG

Dos 4 rios amostrados, o rio Sabié foi o que apresentou maior numero de
alelos (A) para os 5 loci analisados, com um total de 61 alelos. O menor numero de
alelos foi encontrado nas populacbes dos rios Limpopo e Incomati, ambos
apresentaram 55 alelos (Tabela 14).

A riqueza alélica (Ar) variou de 8,937 (locus UNH104) a 15,751 (locus
UNH222), ambos na populacao do rio Sabié.

A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,940 a 1,000. A
heterozigosidade esperada variou de 0,839 (locus UNH104) a 0,911 (locus UNH222)
na populacdo do rio Sabié.

De um modo geral, a populacdo do rio Sabié foi a que apresentou maior
variacdo nos parametros analisados. Esta populacdo apresentou a maior
diversidade alélica, cuja média do numero de alelos foi 12,2. As popula¢des que
apresentaram menor diversidade alélica foram as do rio Umbeluzi e do rio Limpopo,
ambas com valores de 11,0.

O teste exato de Guo e Tompson e da cadeia de Markov, usada para
determinar o coeficiente de endogamia (Fis), apresentaram valores negativos. Este
resultado é um indicativo de excesso de heterozigotos, isto €, as populacdes em
estudo apresentaram baixo grau de endogamia. O maior valor (-0,032) foi
encontrado na populagdo do rio Sabié no locus UNH222 e o menor (-0,198) na
papulacao do rio Incomati no locus UNH104.

Todas as populagbes apresentaram um desvio significativo quanto as
proporcdes esperadas para o modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg. Este fato
esta relacionado ao excesso de heterozigotos observados.

Os resultados de todos os parametros analisados (A, Ar, H, e He¢) foram
comparados nos quatro grupos amostrados pelo teste one way ANOVA. Verificou-se
que ndo houve diferencas significativas (p<0,05) (Tabela 15). Um teste néo
paramétrico (teste de Kruskal-Walls) foi realizado para a heterozigosidade
observada, uma vez que esta ndo apresentou uma distribuicdo normal. Neste teste o

resultado nao se apresentou significativo.
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Tabela 14: Resumo dos dados estatisticos encontrados no céalculo da diversidade genética em 5 loci
microssatélites de amostras de O. mossambicus oriundas de 4 rios: niumero de alelos (A); riqueza
alélica (AR); heterozigosidade observada (Ho); heterozigosidade esperada (Hg); equilibrio de Hardy-
Weinberg (Puw); coeficiente de endogamia (Fis).

Local Locus A A, Ho He Puw Fis

Rio Sabié UNH104 9 8,937 0,980 0,839 0,0000 -0,169
UNH129 12 11,877 0,980 0,889 0,0010 -0,104
UNH142 11 10,820 1,000 0,844 0,0037 -0,188
UNH222 16 15,751 0,940 0,911 0,0000 -0,032
UNH231 13 12,817 0,960 0,880 0,0000 -0,092
Média 12,2 12,040 0,972 0,872 0,0009 -0,117
DP 2,6 2,525 0,023 0,030 0,0010 0,063

Rio
Limpopo UNH104 12 11,817 0,960 0,869 0,0000 -0,106
UNH129 11 10,940 0,980 0,892 0,0000 -0,102
UNH142 10 9,937 0,940 0,860 0,0003 -0,094
UNH222 12 11,934 0,960 0,892 0,0062 -0,078
UNH231 10 9,997 0,940 0,885 0,0003 -0,062
Media 11,0 10,925 0,956 0,879 0,0010 -0,083
DP 1,0 0,955 0,016 0,014 0,0020 0,018

Rio
Incomati UNH104 10 10,000 0,979 0,819 0,0000 -0,198
UNH129 13 13,000 1,000 0,897 0,0035 -0,118
UNH142 10 9,996 0,959 0,846 0,0000 -0,135
UNH222 14 13,916 0,959 0,889 0,0000 -0,079
UNH231 13 12,917 1,000 0,893 0,0000 -0,121
Media 12,0 11,966 0,979 0,868 0,0006 -0,130
DP 1,9 1,839 0,020 0,035 0,0015 0,043

Rio  — yNH104 9

Umbeluzi 8,959 0,959 0,851 0,0000 -0,128
UNH129 12 11,937 1,000 0,894 0,0000 -0,121
UNH142 10 9,880 0,960 0,874 0,0000 -0,103
UNH222 13 12,937 1,000 0,899 0,0002 -0,043
UNH231 11 10,917 1,000 0,883 0,0002 -0,175
Media 11,0 10,926 0,984 0,880 0,0001 -0,114
DP 1,6 1,583 0,022 0,019 0,0000 0,048
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Tabela 15: Resultados do teste one-way ANOVA

Parametro Valor de P Significancia
A 0,625 n.s.
A 0,631 n.s.
Ho 0,359 n.s.
He 0,876 n.s.

p<0,05 ; n.s. = ndo significativo

4.4.1.3 Frequéncias alélicas

As frequencias alélicas variaram entre as popula¢cdes amostradas conforme
mostram as Figuras 18, 19, 20, 21 e 22. Alguns loci apresentaram alelos exclusivos,
como € o caso dos loci UNH104 e UNH231. Os alelos 21, 34 e 36 do locus UNH104
sdo exclusivos para as populagbes dos rios Incomati, Umbeluzi e Limpopo,
respectivamente. As frequencias alélicas variaram de 0,010 a 0,298. A maior

frequencia encontrada foi a do alelo 26, na populac&o do rio Incomati.

Locus UNH104

0,350
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=
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(1]
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o
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o 0,100 - .
< HR. Incomati
w (0,050 -
0,000 - u - = H R. Umbeluzi

21 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 36

Alelos

Figura 18: Frequéncias alélicas encontradas no locus UNH104

O locus UNH129 apresentou frequencias que variaram de 0,010 a 0,191
(Figura 19). O alelo 51 foi o que se mostrou mais frequente na populacdo do rio
Incomati. Nao se verificaram alelos exclusivos neste locus. Os alelos 47, 57 e 59 nao

se fizeram presentes nas populacdes dos rios Sabi€, Limpopo e Umbeluzi.
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Figura 19: Frequéncias alélicas encontradas no locus UNH129.

O locus UNH142 nao apresentou alelos exclusivos e o alelo 23 foi o mais

frequente na populacédo do rio Incomati. Neste locus, as frequencias variaram entre

0,010 a 0,265. Alguns alelos nao estiveram presentes nas populacdes amostradas,

séo eles: 28 e 31 na populacao do rio Sabié, 20 e 29 do rio Limpopo, 30 e 31 do rio

Incomati e 20 e 31 do rio Umbeluzi (Figura 20).
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Figura 20: Frequéncias alélicas encontradas no locus UNH142
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As frequéncias alélicas do locus UNH222 estéo representadas na Figura 21.
A populagao do rio Umbeluzi apresentou maior frequencia do alelo 27. Neste locus,
as frequencias alélicas tiveram sua variacdo entre 0,010 e 0,281. Os alelos 19, 20 e

37 foram exclusivos para as populacdes dos rios Sabié, Umbeluzi e Incomati,

respectivamente.
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Figura 21: Frequéncias alélicas encontradas no locus UNH222

A frequencia de alelos encontrada no locus UNH231 variou de 0,010 a 0,245
(Figura 22). O alelo 20 apresentou maior frequencia na populacéo do rio Umbeluzi.
O alelo 10 mostrou-se exclusivo para a populacao do rio Sabié. A populagéo do rio

Incomati apresentou exclusividade dos alelos 11 e 30.
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Figura 22: Frequéncias alélicas encontradas no locus UNH231

4.4.1.4 Efeito gargalo

Fez-se uma andlise para avaliar o efeito gargalo nas popula¢des, com base
no programa Bottleneck. Os valores obtidos indicam a ocorréncia de uma reducao
populacional recente na populacdo do rio Limpopo. Este resultado foi obtido a partir
da analise de trés modelos evolutivos de microssatélites I.A.M. (modelo de alelos
infinitos), T.P.M. (modelo bifasico) e S.M.M. (modelo de mutacdo passo a passo),
determinados através do teste de Wilcoxon. Os valores de probabilidade obtidos
foram: 0,01563 para o modelo I.A.M.; 0,01563 para o modelo T.P.M.; e, 0,03125
para o modelo S.M.M. Estes valores foram significativos (p<0,05) para o excesso de
heterozigosidade.

Observaram-se também valores significativos nas popula¢des do rio Incomati,
Sabié e Umbeluzi nos modelos mutacionais I.A.M. e T.P.M., porém para o0 modelo
mutacional S.M.M. os valores ndo foram significativos. Deste modo, ndo se pode
afirmar que estas populagdes tenham passado por um efeito gargalo recente, apesar
de elas terem demonstrado um excesso de heterozigosidade. Todas as estimativas

foram obtidas com base em 5.000 replicacdes (Tabela 16).
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Tabela 16: Resumo dos valores obtidos no teste de Wilcoxon usando trés modelos evolutivos de
microssatélites (I.LA.M., T.P.M. e S.M.M.) nas populac¢des dos rios Sabié, Limpopo, Incomati e
Umbeluzi

Populacao Modelo I.A.M. Modelo T.P.M. Modelo S.M.M.
Rio Sabié 0,01563 © 0,01563 © 0,40625 )
Rio Limpopo 0,01563 © 0,01563 © 0,03125 ®

Rio Incomati 0,01563 © 0,01563 © 0,50000 ™)
Rio Umbeluzi 0,01563 ® 0,01563 ® 0,40625 NS

Baseado em 5.000 replicagBes; p<0,05; (S) = valor significativo; (NS) = valor ndo significativo

4.4.2 Andlise Interpopulacional

4.4.2.1 Diferenciacdo genética

Os valores de diversidade genética foram obtidos pelo indice Rst nas analises
par a par entre as populacdes (Tabela 17). Os valores do indice Rsr foram
significativos (p<0,05) entre todas as populacées. A maior diferenciacdo genética
ocorreu entre as populagfes do rio Sabié e do rio Incomati com Rsr de 0,04259 e a
menor diferenciacéo entre os rios Limpopo e Umbeluzi com Rst de 0,01862.

A baixa estruturacdo que se verifica nas populacdes pode estar relacionada
aos elevados valores de numero de migrantes (Nm). As comparag6es dos valores
obtidos entre os pares populacionais mostram que as populagdes dos rios Limpopo
e Umbeluzi apresentaram maior valor do nimero de migrantes (171,73652) e as
populacées dos rios Incomati e Sabié um menor valor (36,93118).

Tabela 17: Diferenciagdo genética utilizando os indices Rst (diagonal superior) e nimero de
migrantes (Nm) (diagonal inferior) de populacdes de O. mossambicus para todos os loci estudados.

Rio Sabié Rio Limpopo Rio Incomati Rio Umbeluzi
Rio Sabié - 0,03942** 0,04259** 0,02203**
Rio Limpopo 64,24995 - 0,03466** 0,01862**
Rio Incomati 36,93118 63,83213 - 0,03828**
Rio Umbeluzi 85,30211 171,73652 53,66191 -

Baseado em 1.000 permutag8es. **p<0,01; *p<0,05
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Com base nos resultados do célculo da distancia de Nei (1978) pelo
programa TFPGA (“Tools for Population Genetic Analyses”) versdo 1.3
(MILLER, 1997), desenhou-se um dendograma do tipo UPGMA (“Unweighted
Pair Group Method with Arithmatic Mean”) para as quatro populacdes de O.
mossambicus (Figura 23). Este dendograma agrupou as populacdes da
seguinte forma: o primeiro agrupamento é composto pelas popula¢cées dos rios

Sabié e Umbeluzi e 0 segundo, pelas populac¢des dos rios Limpopo e Incomati.

2.000 15,000 1.000 5.000 0,000
Sabié
85
100 Umbeluzi
79 Limpopo
Incomati

Figura 23: Dendograma obtido a partir do método UPGMA, baseado nos valores de distancia
genética de Nei (1978) encontrados para as populacdes de O. mossambicus dos rios Sabié
(Corrumane), Limpopo, Umbeluzi e Incomati

O teste de Mantel mostrou uma correlacdo nao significativa (p = 0,386) entre

a distancia geografica e a distancia genética.

4.4.2.2 AMOVA (Analise de Variancia Molecular)

Os resultados da Analise de Variancia Molecular (AMOVA - Analysis of
Molecular Variance) a partir dos indices Fst e Rst estdo descritos nas Tabelas 18 e
19. Para esta analise foram considerados quatro niveis de hierarquizacao:
1° - as populacdes dos rios Sabié e Umbeluzi estdo agrupadas e as restantes
separadas;
2° - separa as populacdes em dois grupos: grupo | = populacdes dos rios Sabié e

Umbeluzi; grupo Il = populac¢des dos rios Limpopo e Incomati;
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3° - as populacdes dos rios Incomati e Limpopo estdo agrupadas e as demais

separadas;

4°- as populacbes dos rios Sabié e Incomati estdo agrupadas e as dos demais rios

separadas.

Tabela 18: Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) utilizando o ®sr e considerando quatro

diferentes agrupamentos das populacdes de O. mossambicus

N.G. Comp. Grupo Causas da variacdo . L. S.Q. % V.
3 R.S. e R.U. Entre os grupos 2 8,080 0,230
Entre popula¢®es dentro dos grupos 1 3,420 0,580
Dentro das populacdes 394 848,640 99,180

®<:=0,00817
2 R.S.eR. U./ Entre os grupos 1 4,260 0,150
R.L.eR.Il Entre popula¢®es dentro dos grupos 2 7,240 0,680
Dentro das populacdes 394 848,640 99,170

&5 =0,00827
3 R.I.e R.L. Entre os grupos 2 7,680 0,000
Entre populagfes dentro dos grupos 1 3,820 0,780
Dentro das populacdes 394 848,640 99,220

@5t =0,00778
3 R.S.eR.l Entre os grupos 2 6,485 0,660
Entre popula¢®es dentro dos grupos 1 5,015 1,330
Dentro das populacdes 394 848,640 99,330

®<r =0,00669

Baseado em 1.023 permutacdes; p<0,05; G.L.= Graus de Liberdade; S.Q.= Soma dos Quadrados;
%V= Percentagem da Variancia; R.S.= rio Sabié; R.U.= rio Umbeluzi; R.l.= rio Incomati; R.L.= rio

Limpopo
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Tabela 19: Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) utilizando o Rsy e considerando quatro diferentes
agrupamentos das popula¢cdes de O. mossambicus

N.G. Comp. Grupo Causas da variagdo G. L. S.Q. % V.
3 R.S. e R.U. Entre os grupos 2 1141,10 1,260
Entre populacfes dentro dos grupos 1 384,04 2,220
Dentro das populactes 394 45898,09 96,520

Rst=0,03475*
2 R.S. e R.U./ Entre os grupos 1 617,92 0.680
R.L.eR.IL Entre populacfes dentro dos grupos 2 907,23 2,810
Dentro das populagdes 394 45898,09 96,554

Rst =0,03491
3 R.l. e R.L. Entre os grupos 2 1001,96 0,170
Entre populacfes dentro dos grupos 1 523,18 3,410
Dentro das populagdes 394 45898,09 96,510

Rst =0,03244
3 R.S.eR.IL Entre os grupos 2 6,485 1,410
Entre populacfes dentro dos grupos 1 5,015 4,450
Dentro das populagtes 394 848,64 96,950

Rst =0,03446

Baseado em 1.023 permutacdes; p<0,05; G.L.= Graus de Liberdade; S.Q.= Soma dos Quadrados;
%V= Percentagem da variancia; R.S.= Rio Sabi¢é; R.U.= Rio Umbeluzi; R.l.= Rio Incomati; R.L.= Rio
Limpopo

De acordo com os resultados da AMOVA para o indice ®sr, verificou-se que
nas diferentes simulacbes, as percentagens para a variabilidade genética
encontram-se em torno de 99% dentro das populac¢des, enquanto que as mesmas
analises entre as populacdes (entre grupos) resultaram em valores percentuais
muito baixos (de 0,000% a 0,660%). Estes resultados indicam uma baixa
estruturacdo genética nestas populagoes.

Os dados obtidos ao calcular-se 0 Rst apresentam-se maiores que o0s obtidos
para o Fst, variando de 0,170% a 1,410% entre as populacdes (entre grupos). Ao
fazer-se a mesma andlise dentro das populacdes encontraram-se valores
percentuais em torno de 96%. Os resultados indicam que a maior variabilidade
genética encontra-se dentro das populagbes e que existe pouca diferenca entre as

populacoes.
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Ao compararem-se os valores de ®@st e Rgr, verifica-se que Rst apresenta
valores maiores que os de ®st e ambos séo significativos, o que mostra uma baixa

estruturacdo genética das populacdes em estudo.
4.5 ESTRUTURAQAO POPULACIONAL E FLUXO GENICO

Para avaliar a distincdo do numero de populac¢des (K), foi realizada uma
analise Bayesiana por meio do programa Structure 2.2 (PRITCHARD, 2000).
Testaram-se as possibilidades de existéncia de 2 a 8 populacdes. Os resultados
geraram valores de Ln(PD) (log neperiano da distribuicdo da populagéo), a partir dos
quais foi calculado o valor de K. Considera-se que o numero mais provavel de
populacdes (K) € aquele que possui o menor valor de Ln(PD). Assim, o K a ser
escolhido sera aquele que apresentar menor desvio padrdo quando o grafico atinge
um platd. Os resultados obtidos apontam para K=1, ou seja, a existéncia de
apenas uma populacéo da tilapia O. mossambicus (Figura 24). Evanno et al. (2005)
verificaram que em muitos casos os valores de Ln(PD) ndo oferecem uma estimativa
acurada dos valores de K. Estes autores delinearam uma metodologia para a
determinacdo do K mais provavel que utiliza o delta K (AK) a partir dos valores de
Ln(PD). Com base nesse método, obteve-se também K=1 (Figura 25).
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Figura 24: Grafico com os resultados do Structure mostrando os valores de Ln(PD) em relacdo ao
numero de populacdes (K) testadas.
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Figura 25: Grafico que ilustra os resultados do Structure mostrando os valores de AK em relagéo ao
namero de populacgdes (K) testadas.

A analise da estrutura do bar plot também confirma a ocorréncia de uma Unica
populacao (Figura 26).
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Figura 26: Grafico da analise da estrutura do bar plot. A cor vermelha representa a existéncia de uma
populacdo de O. mossambicus.

4.6 ANALISE DE CORRESPONDENCIA FATORIAL (FCA)

A analise de correspondéncia (FCA) € um meétodo de analise fatorial para
variaveis categoricas. Nessa analise, uma decomposicao dos dados € obtida para se
estudar a estrutura dos dados sem que um modelo parta de uma hipotese ou que
uma distribuicdo de probabilidade tenha sido assumida. O objetivo principal € a
representacdo 6tima da estrutura dos dados observados. Nessa analise, procura-se
0 subconjunto de variaveis que melhor represente a estrutura das variaveis originais,
medindo a importancia de cada variavel (GUEDES, 1999).

Os resultados de FCA estdo representados na Figura 27, onde cada cor

corresponde a uma populacdo. A nuvem de pontos mostra uma sobreposi¢cao entre
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as diferentes cores, o que pode indicar uma baixa estruturacdo das populacdes e
alguma relagédo existente entre elas. Este fato pode ser causado pelo elevado
namero de migrantes (Tabela 17) que causa um grande fluxo génico entre as
populacdes, interferindo deste modo na sua estruturacao.

O fator 1 explica 37,44% da inércia, o fator 2 explica 33,36% e o fator 3,
28,81%.

Analise de Correspondencia Fatonial (FCA)

]
1
o
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=
O

Pure 2 033,76 %)

Axe 3 (2881 %) ...

-0 Populati 11}

0 A . m Populati 2 2
Axe 1(37.44%) -0 Populati 3 3}
B Populati 4 4

Figura 27: Distribuicdo das popula¢cbes de O. mossambicus de todos locais amostrados através da
analise de correspondéncia fatorial (FCA). Cada cor dentro dos retangulos indica uma populagao:
- rio Sabié[ ] - rio Limpopoj rio Incomati; []- rio Umbeluzi g




65

Os valores obtidos no teste exato de Fischer mostram diferengas significativas
entre todos os pares de populagbes testadas. Este teste avalia a heterogeneidade

na distribuicdo das frequencias genotipicas (Tabela 20).

Tabela 20: Diferenciacao genotipica estimada pelo teste exato de Fisher entre populacdes de tilapia

O. mossambicus

Pares de populactes Valor de p
Sabié e Limpopo p<0,01
Sabié e Incomati altamente significativo
Limpopo e Incomati altamente significativo
Sabié e Umbeluzi altamente significativo
Limpopo e Umbeluzi altamente significativo

Incomati e Umbeluzi altamente significativo
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5 DISCUSSAQO

5.1 ANALISES MERISTICAS E MORFOMETRICAS

Nos rios amostrados, além de Oreochromis mossambicus existem outras
espécies de tilapias como, por exemplo, a Tilapia rendalli. Os individuos coletados
foram selecionados de acordo com as caracteristicas morfolégicas e meristicas
descritas por TREWAVAS (1983). Durante a coleta, contou-se com 0 apoio de um
técnico do Instituto de Investigacdo Pesqueira de Mocambique treinado para
diferenciar as varias espécies de tilapia, bem como com o saber popular da
comunidade ribeirinha. Verificou-se a coloracdo dos peixes e das nadadeiras que se
caracterizam pela auséncia de listras e cor vermelha nos extremos das nadadeiras
dorsal e caudal. Analisou-se a forma da cabeca e obtiveram-se algumas medidas
como o numero de espinhos e raios das nadadeiras dorsal e caudal. Essas
precaucdes foram tomadas para ter certeza de que os peixes coletados pertenciam
a espécie O. mossambicus.

As avaliagbes meristicas dos individuos amostrados apresentaram um
namero de 16 espinhos e 11 raios dorsais, 3 espinhos e 10 raios anais. Esses
valores coincidem com a descri¢cao de Skelton (2001) para O. mossambicus, na qual
a nadadeira dorsal contém de 15 a 17 espinhos e 10 a 13 raios ramificados e a
nadadeira anal, 3 espinhos e 9 a 12 raios ramificados.

Estes mesmos valores foram também descritos por Pullin (1988) que
descreveu O. mossambicus usada em cultivo. Do total de 200 amostras coletadas
em cada um dos 4 rios amostrados, todos os exemplares avaliados apresentaram as
caracteristicas morfolégicas e meristicas que correspondem a O. mossambicus.

Com relacdo as medidas morfométricas, os maiores valores dos exemplares
do rio Sabié pode ser devido ao fato deste rio sofrer uma menor pressao da pesca
que o rio Umbeluzi. O rio Sabié esta localizado numa regido mais remota, onde uma
pequena populagéo vive da pesca de subsisténcia. J& o rio Umbeluzi, o rio Limpopo
e rio Incomati percorrem areas mais populosas, sofrendo um maior esfor¢co de

pesca.
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5.2 DIVERSIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL

Apesar da tildpia O. mossambicus originar-se de Mogambique, poucos sao 0s
estudos em nivel molecular realizados para esta espécie no pais. Em contraste,
varias pesquisas vém sendo conduzidas em diversos paises do mundo, a fim de
estimar a diversidade genética e a diferenciacdo das populacdes de tilapias,
principalmente para o0 monitoramento de programas de melhoramento e
conservacao do patrimoénio genético (BALLOUX & MOULIN, 2002; CARLETON et
al., 2002; BHASSU et al., 2004; ROMANA-EGUIA et al., 2004).

Diversidade genética é a variedade de alelos e gendétipos presentes no grupo
em estudo (populacdes, espécies ou grupos de espécies). Esta pode ser medida em
termos de frequéncia dos alelos, niumero de alelos e heterozigosidade observada
(MOREIRA et al., 2007; FRANKHAN et al., 2008). Elevados niveis de variabilidade
genética aumentam a possibilidade da ocorréncia de um grande numero de novas
combina¢cdes genotipicas. Isto eleva o potencial evolutivo das espécies, pelo
aumento da capacidade de adaptacdo a possiveis mudancas ambientais (SEBBENN
et al., 2000).

Com a avaliacdo dos cinco loci microssatélites foi possivel identificar um total
de 75 diferentes alelos distribuidos da seguinte forma, os loci UNH104, UNH129,
UNH142, UNH222 e UNH222 apresentaram 16, 15, 9, 18 e 17 alelos,
respectivamente. Estes valores sdo semelhantes aos encontrados por Hassanien &
Gilbey (2005) numa analise da diferenciacdo da tilapia do Nilo, tendo como
ferramenta os marcadores microssatélites.

No presente trabalho, trés dos 5 loci analisados apresentaram alelos
exclusivos ou privados (UNH104, UNH222 e UNH231). Num trabalho sobre a
caracterizacdo genética de 4 linhagens da tilapia do Nilo, Rutten et al. (2004)
encontraram alelos privados em todos os loci analisados. Segundo Pearse &
Crandall (2004), os alelos exclusivos podem gerar um excesso de heterozigosidade,
uma vez que durante o gargalo genético eles se perdem devido a deriva genética e
pouco contribuem para a heterozigosidade esperada.

Geralmente, as heterozigosidades esperadas sdo empregadas para a

obtengdo da heterozigosidade média, uma vez que S&0 menos sensiveis ao
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tamanho amostral do que as heterozigosidades observadas (FRANKHAM et al.,
2008).

As medidas de heterozigosidade observada (H,) e (He) representam o grau de
diversidade génica das populacdes em estudo. Neste trabalho foram obtidos valores
que variaram de 0,940 a 1,000 enquanto as heterozigosidades esperadas (He)
variaram de 0,839 a 0,911, sendo que os maiores valores de H, foram encontrados
nos rios Sabié, Incomati e Umbeluzi, nos locus UNH142, UNH129, UNH222 e
UNH231.

D’Amato et al. (2006), utilizando marcadores microssatélites, fizeram um
estudo envolvendo O. mossambicus e outras espécies de tilapias e obtiveram
valores de H, que variaram de 0,25 a 0,70 e para H. de 0,36 a 0,82. Estes valores
diferem dos encontrados no presente trabalho. Esta diferenca talvez se deva ao fato
desses autores terem wusado para seu estudo majoritariamente amostras
provenientes de plantéis de cultivo, enquanto que as amostras usadas no presente
trabalho foram todas obtidas em meio natural. Outros trabalhos como o de Romana-
Eguia et al. (2004) analisaram marcadores microssatélites em 11 populagbes de O.
niloticus (tilapia NIFI, tilapia de Israel, quatro populacdes provenientes de programas
de melhoramento — GIFT, GMT, FAC e SEAFDEC, além de cinco populacdes
hibridas) e obtiveram valores de H, = 0,560 e He= 0,702. RUTTEN et al. (2004),
num estudo sobre a caracterizacdo genética de 4 linhagens de tilapia do Nilo,
encontraram valores de H, entre 0,624 e 0,711 e H. entre 0,612 e 0,696. Os
resultados obtidos por esses autores diferem dos encontrados no presente trabalho,
em que H, foi significativamente maior que He.

Quando se tem uma populacédo grande em que a reproducédo se da ao acaso
e ndo existe nela a atuacdo de nenhuma forgca como auséncia de mutacéo, migracao
ou selecédo, as frequéncias alélicas e genotipicas num locus autossémico atingem
um equilibrio a que se da o nome de Equilibrio de Hardy-Weinberg, em homenagem
a seus propositores (BEAUMONT & HOARE, 2003; FRANKHAN et al., 2008).

No presente trabalho, encontrou-se desvios significativos no equilibrio de
Hardy-Weinberg nas quatro populagbes em estudo. Este fato pode ser explicado
pelo excesso de heterozigotos (SELKOE & TOONEN, 2006), verificado pelos valores
de Fis. Os valores de Fs representam uma medida do desvio das frequéncias

genotipicas em relacdo as frequéncias panmiticas, expressas em termos de
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deficiéncia ou excesso de heterozigotos, e que também podem ser interpretados
como coeficiente de endogamia (F) (GROOM et al., 2006; FRANKHAN et al., 2008).

Ao estudar a variabilidade genética de duas variedades de tilapia nilGtica por
meio de marcadores microssatélites, Moreira et al. (2007) encontraram valores que
foram variaveis e significativamente diferentes de zero (a = 0,005) nas variedades e
seus cruzamentos. Esses valores indicaram a ocorréncia de excesso de
heterozigotos em todos os plantéis por eles analisados. Os valores de Fis
encontrados no presente estudo corroboram com os valores encontrados por estes
investigadores.

Segundo Murray (1996), a predominancia de cruzamentos isogamicos pode
ser o principal motivo da existéncia do excesso de heterozigotos.

Beaumont & Hoare (2003), por sua vez, citam que 0 excesso de heterozigotos
pode ocorrer devido ao acasalamento preferencial (disassortative), ou seja, quando
os individuos dao preferéncia a um parceiro que possui caracteristicas diferentes
das suas.

Desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) também foram encontrados
para todas as populacdes de tilapia do Nilo estudadas por Hassanien & Gilbey
(2005), por meio de marcadores microssatélites. Outros trabalhos, como o de
D’Amato et. al. (2007) e de Romana-Eguia et al. (2004), obtiveram resultados
semelhantes, ou seja, de 5 loci microssatélites estudados, 4 apresentaram desvio
significativo no EHW.

Ao analisar o efeito gargalo, encontraram-se valores significativos nos trés
modelos evolutivos (IAM, TPM e SMM) para a populacdo do rio Limpopo,
demonstrando que esta esta passando ou passou por um efeito gargalo recente. No
entanto, para as demais populacdes (rios Incomati, Sabié e Umbeluzi) este teste foi
significativo para os modelos evolutivos IAM e TPM, mas nao significativo para o
modelo SMM. Deste modo, ndo se pode afirmar que tenham sofrido uma reducao
populacional recente.

Chacate & Chauque (2007) realizaram um estudo de monitoramento da
pescaria artesanal e de estatistica pesqueira do rio Limpopo. Constataram que
houve uma reducédo do rendimento da pesca das espécies O. mossambicus e O.
niloticus. Verificaram uma diminuicdo do tamanho dos peixes no periodo
compreendido entre 2006 e 2007. Em 2007, a maioria dos espécimes capturados

encontrava-se na fase juvenil, ou seja, antes mesmo da primeira maturacao gonadal.
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Segundo D’Amato et al. (2007), o rio Limpopo possui um carater temporal, no
qual ocorrem variacdes entre periodos de cheias e de secas. Durante as épocas
secas, 0s peixes ficam confinados em lagoas permanentes e algumas populacdes
experimentam o efeito gargalo. Este fato aliado a pressdo causada pelo grande
esforco de pesca, confirma os resultados encontrados no presente trabalho para a
populacao do rio Limpopo.

Pactrick et al. (2000) fizeram um estudo sobre a divergéncia e o fluxo génico
de populacdes de ciclideos do lago Malawi e obtiveram um efeito gargalo na
populacdo de Mbuna. Este efeito pode ter sido causado pelas grandes flutuagbes
nos niveis de agua do lago que levaram a uma grande redugdo populacional.
Episodios de secas severas alternadas com cheias criam um forte impacto nas
populacdes locais, levando a extingdes e recolonizacdes. O efeito gargalo obtido por
estes investigadores corrobora com o obtido no presente trabalho.

Ao estudar a evolucéo de tilapias selvagens (Oreochromis spp), Costa-Pierce
(2003) encontrou um efeito gargalo em uma das populacbes analisada. Esse

resultado é semelhante ao resultado encontrado neste trabalho.
53 ESTRUTURAQAO GENETICA DAS POPULAC}()ES

O teste de Analise Molecular de Variancia (AMOVA) baseia-se na analise da
variancia das frequéncias dos genes, tendo em conta o numero das diferencas
mutacionais entre o0s haplétipos moleculares (EXCOFFIER et al., 1992;
MICHALAKIS & EXCOFFIER, 1996). O investigador define os membros hierarquicos
dos individuos amostrados e a AMOVA reparte a variancia total nos componentes da
amostra (LABATE, 2000).

Das diferentes simulacdes feitas para a AMOVA com base no parametro @sr.
verificou-se que a maior parte da variabilidade genética encontra-se dentro das
populacdes. A maior percentagem de variancia foi de 99,330%, enquanto entre as
populagdes obteve-se no maximo 0,660% (®st = 0,00669) (Tabela 18). Ao realizar-
se a mesma andlise com o parametro Rst também se constatou que a maior parte
da variabilidade genética encontra-se dentro das populacdes. A maior porcentagem
foi de 96,950% dentro das populacdes e de 1,410% entre os grupos (Rst = 0,03446)

(Tabela 19). Resultado semelhante foi obtido Romana-Eguia et al. (2004) que apés
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analisarem a diversidade genética de tilapias usando marcadores microssatelites,
também encontraram maior variancia molecular dentro de cada grupo (99,61%) do
gue entre os grupos (0,18%).

Os valores de ®st e Rsr encontrados foram 0,00669 e 0,03446,
respectivamente. De acordo com Wright (1978), valores de Fsr entre 0 e 0,05
indicam baixa estruturacdo genética, entre 0,05 e 0,15, estruturagdo moderada,
entre 0,15 a 0,25 alta estruturacdo e acima de 0,25, forte estruturacado genética.
Deste modo, os valores encontrados na andlise ®st e Rsr sugerem que as
populacfes apresentam baixa estruturagcdo genética.

Para as analises de Rst e N, par a par, todos os valores encontrados foram
significativos e também indicaram baixa estruturacdo genética. Contrariamente,
D’Amato et al. (2007) obtiveram uma alta estruturacdo genética e baixo fluxo génico,
onde Rgy foi de 0,43 (p<0,01) e Nm < 1.

Moreira et. al. (2007) em um trabalho com O. niloticus obtiveram valores de
Rst (0,130) significativamente diferentes de zero para p<0,05. Estes valores indicam
de moderada a alta separacdo genética entre as variedades, que pode ser resultado do
histérico diferencial de formacdo genética das variedades analisadas ao longo dos anos.
Este valor difere do encontrado no presente trabalho.

O dendograma construido a partir das distancias de Nei (1978) evidencia a
existéncia de diferencas entre as populagbes, a partir das quais aquelas mais
relacionadas geneticamente foram agrupadas. Coincidentemente, o dendograma
agrupou as populacdes mais proximas geograficamente. Entretanto, ao realizar-se o
teste de Mantel verificou-se que nao existe nenhuma relagdo entre a distancia
genética e a distancia geogréfica. O fluxo génico tende a reduzir as distancias
genéticas entre as populacdes (SCRIBNER et al., 2006).

Uma das vias através das quais as populagcbes de O. mossambicus
possivelmente se dispersam é por via maritima ao longo da costa (D’AMATO et al.,
2007). Assim, uma vez que todos os rios amostrados desaguam junto a costa sul de
Mocambique, provavelmente o fluxo génico entre estas populacdes se tenha dado a
partir deste ponto. Durante o periodo das cheias do ano 2000, os rios Limpopo e
Incomati estiveram ligados pelo rio Mazimechopes, permitindo um fluxo das
populacdes que neles habitam (SHNEIDER, 2000). Provavelmente, 0 mesmo tenha
acontecido em relacdo aos rios Umbeluzi e Sabié, uma vez que estes dois rios

localizam-se geograficamente mais préximos.
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O programa Structure 2.2. (PRITCHARD, 2000) sem informacédo a priori,
infere o niumero de populacdes (K) mais provavel, cada uma contendo um conjunto
de individuos cujos genadtipos estdo em EHW. A analise testou a existéncia de 1 a 8
populacdes, mas os valores de K e AK indicaram apenas uma populacdo. Ao
analisar-se a estrutura do bar plot, as representacfes dos genotipos mostraram
também uma Unica populacdo. Isto talvez possa ter ocorrido devido aos baixos
valores de Fst que nao foram suficientes para separar essas populagbes. Este
resultado pode ser justificado pela ocorréncia de ligacéo entre os rios que teve lugar
durante o periodo das cheias no ano 2000 (MICOA, 2005).

Shneider (2000) ao estudar a ocorréncia de espécies de peixes comerciais
exoticos no rio Limopopo, depois das cheias do ano 2000, constataram que a
presenca de tilapia do Nilo neste rio. De acordo com Micoa (2007), episodios de
cheias que atingem as bacias dos referidos rios sdo varios. A Tabela 21 aponta
alguns dados sobre as cheias historicas em geral e a de 2000, em algumas bacias
hidrograficas de Mocambique, onde se incluem os rios amostrados no presente
trabalho. As cheias em Mocambique sdo causadas nao sé pela precipitacdo que
ocorre dentro do territério nacional, mas também pelo escoamento das aguas
provenientes das descargas das barragens dos paises vizinhos situados a montante
das bacias hidrogréficas partilhadas (MICOA, 2007).

Tabela 21: Cheias histéricas nas bacias hidrograficas de Mogambique

Bacia Cheias Historicas Cheia de 2000

N° Periodo Ano Q (m3/s) Q (m3/s)
Umbeluzi 4 1966 — 1984 1984 6.150 1.410
Incomati 12 1937 — 1998 1976 5.260 11.000
Limpopo 13 1915 - 1996 1977 8.740 10.581
Buzi 12 1957 — 1995 1973 8.246 > 10.000
Save 5 1960 — 1981 1974 6.300 > 10.000

Micoa (2007) apresenta mapas de Mogambique que mostram o0s locais mais
abrangidos pelas cheias. A cor vermelha indica os locais de alto risco, onde estéo

incluidos os rios amostrados no presente trabalho (Figura 28).
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Figura 28: Zonas de risco de cheias em Mocambique (MICOA, 2005)

D’Amato et al. (2007) fizeram um estudo com base em marcadores
moleculares microssatélites e mtDNA sobre a hibridizacdo e a filogeografia de O.
mossambicus na Africa do Sul e evidenciou a presenca de duas ou trés linhagens
desta espécie. No lago Malawi, constatou-se a presenca de uma linhagem mais
antiga, a partir da qual ocorreu uma recente radiagao ou colonizagéo de uma linhagem mais recente na bacia do rio
Zambezi através do sistema Shire, do qual este rio fazia parte no passado. POr outro Iado, 0 sistema
Limpopo esteve ligado ao Alto Zambezi. Assim, ndo é de se admirar que a dispersao
desta espécie para o rio Limpopo tenha ocorrido do Baixo Zambezi por onde se
dispersou para a regido sul de Mogcambique. Ainda segundo esta mesma autora, O.
mossambicus foi observada em aguas marinhas ao norte de Kwazulu-Natal, o que SUgere que sua
dispersdo possa também ocorrer ao longo da costa. Este fato € mais um indicativo
do fluxo génico que ocorre entre as populacbes de O. mossambicus existentes nos

rios amostrados.
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7

A estrutura populacional & grandemente influenciada pelo fluxo génico
(SLATKIN, 1993). Espécies com altas taxas de dispersdo ou que ocupam habitat
livre de barreiras geograficas tendem a exibir baixos niveis de estruturacao
populacional, enquanto aquelas que possuem pequena capacidade de dispersdo ou
estdo submetidas a separacdo imposta por barreiras fisicas e comportamentais
acentuadas apresentam um alto grau de divergéncia interpopulacional (GRAVES,
1998).

Segundo Galetti et al. (2008), existe uma associagdo entre distancia genética
e distancia geografica, sendo que o isolamento por distancia € um fator significativo
de estruturacdo em uma grande escala geogréfica. No presente caso, apesar dos
rios amostrados situarem-se em bacias diferentes (com excecao do rio Sabié que faz
parte do sistema do rio Incomati), a ocorréncia das cheias acaba permitindo que haja
um fluxo génico entre as populac¢des dos locais amostrados.

A andlise fatorial de correspondéncia (FCA) indicou uma sobreposi¢cdo em
todas as populacbes amostradas, porém existe alguma tendéncia delas se
afastarem da zona central do grafico tomando diferentes posicdes. Esta tendéncia é
um indicativo de que as populagdes tém alguma estruturacdo, fato que nao se
consegue observar na analise feita pelo Structure. Esta baixa estruturacdo pode ser
causada pela recente colonizacdo destas populagbes na regido sul de Mogambique,
pela existéncia de fluxo génico entre as populacfes através das correntes maritimas
e pelos diferentes episddios de cheias ocorridos nos rios amostrados.

Nyingi et al. (2009) realizaram um estudo para caracterizagcdo genética de
populacbes de tilapias no Quénia. Esses autores obtiveram uma grande
diferenciacdo entre as populacdes, provavelmente, devido ao elevado numero de
alelos privados (10). Neste trabalho, foi encontrado apenas 1 alelo privativo nas
populacdes dos rios Incomati, Umbeluzi e Limpopo.

Os resultados encontrados no presente trabalho diferem também daqueles
encontrados por D’Amato et al. (2007), que estudaram populacbes de O.
mossambicus e O. niloticus. Estes pesquisadores fizeram amostragens de
populacdes pertencentes a bacias bem distantes umas das outras, entre as quais se
inclui a bacia do rio Limpopo dentro do territorio sul africano. Além disso, usaram um
namero amostral muito pequeno, por exemplo, para a populacdo do rio Limpopo
analisaram somente seis individuos. Outro fato, ndo menos importante, foi que

algumas populacbes analisadas eram provenientes de plantéis de cultivo. No
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presente trabalho, o nimero amostral para cada rio foi de 50 individuos e todas as
populacdes foram oriundas do ambiente natural.

5.4 IMPLICACOES DA GENETICA PARA O CULTIVO E A
CONSERVACAO DA ESPECIE O. mossambicus

Como discutido anteriormente, varios estudos mostram a importancia de O.
mossambicus para o cultivo. Apesar de apresentar um crescimento lento quando
comparada a O. niloticus, esta tilapia exibe a vantagem de se adaptar facilmente a
elevadas salinidades, o que torna possivel o seu cultivo em agua salgada. Devido a
esta caracteristica e a existéncia de um mutante sem pigmentacédo, ela tem sido
usada para a formacgdo de hibridos com alta tolerancia & 4gua salgada e que com
coloragédo vermelha ou branca. Os hibridos com as colora¢des descritas sdo muito
apreciados no mercado.

A hibridizacdo deve-se a recente divergéncia das espécies, de modo que as
populacées de tilapias continuam reprodutivamente compativeis (COSTA-PIERCE &
DOYLE,1997). Apesar da relativa facilidade de obtencéo de hibridos em sistemas de
cultivo, a hibridizacdo em populagcdes naturais ndo ocorre facilmente, a nao ser que
algum evento ambiental de grande escala ocorra, tais como cheias, terremotos, etc.
(PULLIN, 1988). A introducéo de outras espécies de tilapia no meio natural, seja por
eventos ambientais, como as constantes cheias alternadas com os periodos de seca
dos rios de Mocambique, ou por acdo antropica, € um fator preocupante, uma vez
que podem hibridizar-se com as espécies nativas, pondo em risco a existéncia de
espécies puras.

Para um programa de melhoramento genético é fundamental que haja
diferencas entre os caracteres herdaveis nas populacdes em causa. Deste modo,
torna-se de suma importancia a conservacdo da integridade genética das
populacdes alvo.

As analises efetuadas no presente trabalho demonstram que “as populac¢des”
amostradas ndo devem ser tratadas como uma unica populacédo. De acordo com os

resultados obtidos e as discussdes relatadas sugere-se: as seguintes medidas de
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conservacdo dos estoques selvagens de O.mossambicus existentes em

Mocambique.

Um monitoramento periddico da variabilidade genética dos estoques da tilapia

Oreochromis mossambicus oriundas de Mogambique em seu ambiente natural,

» A criacdo de um banco de germoplasma de O. mossambicus para fins de
conservacao;

» Uma avaliacdo da ocorréncia de hibridizagcdo entre O. mossambicus e outras
espécies de tilapia existentes nos rios estudados, através de uma analise de
RFLP do DNA mitocondrial e nuclear;

» A realizacdo de um estudo abrangendo outras bacias hidrograficas do territério
mogambicano usando um numero maior de loci microssatélites;

» A proibi¢cdo ou restricdo da criagdo da tilapia do Nilo (O. niloticus) dentro do
territdrio mossambicano para evitar que ela escape do meio de cultivo para o
ambiente natural;

» O estabelecimento de um programa de melhoramento genético intraespecifico
de O. mossambicus.
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6 CONCLUSOES

O estudo das populacdes naturais de Orechromis mossambicus por meio de

marcadores microssatélites possibilitou chegar as seguintes conclusoes:

>

As populacbes ndo se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg,
possivelmente, devido ao excesso de heterozigotos apontados pelo indice de
fixacao;

A amostragem de rio Limpopo indica a ocorréncia de uma reducao populacional
recente (efeito gargalo);

Valores de Rst e Fst demonstram baixa estruturacdo genética, possivelmente,
em decorréncia das cheias periédicas;

A maior variacdo genética estd contida dentro das populagbes de O.
mossambicus;

A parcela de variagdo entre as populagdes estudadas deve ser levada em
consideracao para fins de conservagao;

O elevado polimorfismo na populacdo de O. mossambicus revela que esta
espécie pode ser utilizada na construcdo de uma linhagem com boa

performance para a aquicultura.
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