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Resumo

PEREZ, Harold Julian Gutierrez. Diversidade genética de trés linhagens de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas a selecdo massal. 2014. 94f.
Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Zootechia Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas-RS

As préticas de manejo reprodutivo realizadas nos sistemas de producdo aquicolas
podem inadvertidamente diminuir a variabilidade genética das populacdes devido ao
uso de pequenos grupos de reprodutores. Essa caracteristica deste tipo de sistema,
pode levar a um aumento na consanguinidade e por consequéncia a uma diminui¢ao
significativa do crescimento além de afetar outros fatores de interesse. Todos esses
fatores podem, afetar negativamente o sistema e colocar em risco a sua
sustentabilidade. O objetivo desta pesquisa foi analisar a diversidade genética
através de marcadores moleculares microssatélites de trés linhagens de tilapia do
Nilo, em duas geragfes, submetidas a sele¢cdo massal. Foram utilizados os locus:
UNH160, UNH178, UNH222, ISPMSO01, PRMS01 e PRMSO02. A partir desses locus,
foram obtidos o nimero de alelos, a heterozigosidade observada e esperada, o teste
do equilibrio de Hardy-Weinberg, o coeficiente de endogamia e de diferenciacao
populacional, a diversidade genética e as frequéncias alélicas. O numero médio de
alelos por locus em cada linhagem demonstraram que ndo houve perda de alelos
entre uma geracao e a seguinte evidenciando-se que a selecdo massal ndo teve
efeito negativo sobre o nimero de alelos. Foram observados altos indicies de
endogamia na geracao inicial e filial das linhagens em estudo, demostrando a
importancia da analises previa das populacdes iniciais. O coeficiente de
diferenciacéo populacional identificou homogeneizacédo das linhagens ao longo dos
processos de selecdo e pouca variagdo destas com respeito a suas proximas
geracdes, demostrando efeitos inexistentes da selecdo massal sobre as frequéncias
alélicas. Os resultados do estudo ndo evidenciaram efeitos negativos da selecéo
massal sobre a diversidade genética nas trés linhagens de tilapia estudadas dentro
da geracéo inicial e filia

Palavras-chaves: Oreochromis niloticus, melhoramento genético, endogamia.



Abstract

PEREZ, Harold Julidn Gutiérrez. Genetic diversity of three strains of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) undergoing mass selection. 2014. 94f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas-RS

Reproductive management practices carried out in the aquaculture production
systems may inadvertently decrease the genetic variability of populations due to the
use of small groups of players. This characteristic of this type of system can lead to
an increase in inbreeding and consequently a significant decrease in the growth and
affect other factors of interest. All these factors can negatively affect the system and
jeopardize its sustainability. The objective of this research was to analyze the genetic
diversity through microsatellite markers from three strains of Nile tilapia in two
generations undergoing mass selection. The locus were used: UNH160, UNH178,
UNH222, ISPMS01, PRMS01 and PRMS02. From these loci were obtained, number
of alleles, observed and expected heterozygosity, the test of Hardy- Weinberg
equilibrium, the coefficient of inbreeding and population differentiation, genetic
diversity and allele frequencies. The average number of alleles per locus in each
pedigree showed no loss of alleles between one and the next generation evidencing
that the mass selection had no negative effect on the number of alleles. High indices
of inbreeding were observed in the initial and filial generation of strains under study,
demonstrating the importance of analysis provided the initial populations. The
coefficient of population differentiation of strains identified homogenization
throughout the processes of selection and these little variation with respect to their
future generations, indicating nonexistent effects of mass selection on allele
frequencies. The study results showed no negative effects of mass selection on
genetic diversity in the three tilapia strains studied in the initial generation and affiliate

Key words: Oreochromis niloticus, genetic improvement, inbreeding.
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1. Introducéao Geral

A domesticacdo de animais e plantas € um processo que acompanha o
desenvolvimento das sociedades no tempo. Em peixes a domesticacdo parece ter
iniciado h& pouco tempo em comparacdo dos animais terrestres (GJEDREM, 2005).
Este demorado processo de domesticacdo se deve ao reduzido interesse pelos
sistemas de producdo aquicolas e ao baixo tamanho efetivo destas populacdes.
Estas caracteristicas trouxeram um aumento nas doencas e diminuicdo do
rendimento produtivo devido ao rapido acumulo da consanguinidade. Portanto, para
mitigar o impacto gerado, foi necessério introduzir aos sistemas produtivos animais
selvagens interrompendo o ciclo de domesticacdo (GJEDREM, 2005).

Como testemunha deste fendmeno, a tilapicultura inicia sua expansao
durante a segunda metade do século XX. Este crescimento aconteceu tanto
geograficamente como na producdo total. A tilapia foi introduzida na Asia tropical
nos anos 30 e entrou na América do Norte, América Latina, e Europa nos anos 50
(STICKNEY, 2000).

No Brasil, o incremento na producéo aquicola esta definido pelas condicbes
extremamente favoraveis em termos ambientais, além das politicas publicas
realizadas pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), as quais promovem o
desenvolvimento sustentavel do setor, facilitando o notério incremento da producéo
piscicola continental.

Entre um numero variavel de espécies aquicolas com potencial para
producdo piscicola, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ocupa um lugar
importante na cadeia produtiva desde seu ingresso no Brasil, sendo uma das
espécies mais produzidas no territério nacional. Segundo o MPA (2012), a tilapia e a
carpa (Cyprinus Carpio) foram as espécies mais cultivadas, representando juntas
63,4% da producao nacional da aquicultura continental. No mundo o panorama nao
€ diferente, a tildpia é considerada uma espécie precursora do crescimento da
aquicultura continental, atualmente produzida em 72% na Asia, 19% na Africa e 9%

no continente Americano (FAO, 2012). Em relacdo a essa espécie muito estudos
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séo realizados sobre seu cultivo. Porém uma questado importante é porque a tilapia
do Nilo € um peixe de tanto interesse? Oreochromis niloticus € uma espécie de
peixe omnivora que se originou na Africa. Desta espécie ao longo do tempo tem-se
acumulado muita informacdo sobre sua alimentacdo, manejo, interacdo meio
ambiente—animal e reproducdo. As caracteristicas mais representativas desta
espécie sdo 0 seu rapido crescimento, a resisténcia ao estresse, a conversao
alimentar, suas caracteristicas reprodutivas que incluem alta fecundidade, incubacao
bucal, cuidado parental, e diferenciacdo sexual de facil manipulacéo,
susceptibilidade a baixas temperaturas dentre outras (SONG et al., 2009; ALMEIDA
et al., 2013)

Na tilapicultura exercida no Brasil, as metodologias de reproducdo se
focam em um conjunto de reprodutores mantidos em hapas. Geralmente estes
conjuntos de animais proporcionam um ambiente ideal para que uma diversidade de
acasalamentos aconteca. Este tipo de acasalamento pode gerar ganho ou perda no
material genético produzindo efeitos positivos ou negativos na geracdo seguinte. Os
sistemas de reproducéo estdo acompanhados de uma diversidade de caracteristicas
que permitem a estimacéo eficaz dos valores de criacdo e o0 estabelecimento de
sistemas de sele¢do de alta intensidade (GJEDREM, 2005).

Todas as metodologias utilizadas nos programas de reproducdo sugerem a
obtencdo dos melhores reprodutores que irdo compor a préxima geracao cuja
progénie tem a possibilidade de ter um alto mérito genético para caracteristicas
previamente definidas como ganho de peso, velocidade de crescimento, conversao
alimentar, forma, etc. (GJEDREM; BARANSKI, 2009). As estratégias de selecédo a
utilizar vdo depender de varios fatores dentro dos quais se inclui a herdabilidade da
caracteristica(s), a natureza da caracteristica(s), o método de registro dos dados,
assim como a capacidade reprodutiva da espécie, estratégia de manejo e
instalagdes. Todas as metodologias tém como finalidade obter estimativas que
permitam definir os animais com maior potencial para reproducdo, ou seja,
maximizar a correlacdo entre o valor reprodutivo estimado e o verdadeiro dos
individuos (FJALESTAD, 2005).

Fjalestad (2005) realizou uma recopilacdo dos métodos de selecao
empregados nos sistemas de producdo atuais e concluiu que em sistemas de

producdo aquicolas a selecdo massal € o método mais eficaz sempre que sejam
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cumpridas todas as exigéncias desta metodologia. Para realizar uma
selecdo exitosa a populacdo alvo deve ser homogénea, o ambiente de cultivo
constante e ser direcionada a caracteristicas de média para alta herdabilidade como
€ 0 caso da variavel resposta crescimento em espécies aquicolas que varia entre
0.20 - 0.40 (GJEDREM, 2009).

Os efeitos das diferentes metodologias de selecdo nos sistemas de
producdo atuais sdo variados e irdo depender da pressdo de selecdo realizada.
Estas metodologias sédo realizadas em populagcdes com numero limitado de
individuos (populac¢@es finitas) caracteristica principal dos programas de reproducao
animal (GJEDREM, 2005). Esta distincdo dos programas de reproducdo somado a
diferentes acontecimentos como perda de reprodutores por mortalidade ou
transporte, aumentam a probabilidade dos alelos menos frequentes estejam
ausentes em individuos amostrados para estudos de genética de populacbes
reduzindo a variabilidade genética quando comparados com a geracdo inicial
(WALMSLEY, 2004). Outro efeito deste tipo de acontecimento que envolve perda de
reprodutores € o0 acumulo indesejado de consanguinidade e diminuicdo da
diversidade genética, reduzindo o desempenho produtivo e produzindo respostas
muito variaveis que poderiam colocar em risco o melhoramento genético dos
sistemas produtivos aquicolas.

Um parametro de interesse nos sistemas produtivos focados na producéo de
alevinos € o tamanho efetivo da populacédo o qual pode ser definido como o tamanho
de uma populacdo idealizada que poderia gerar quantidade de endogamia ou
variancia nas frequéncias alélicas de seus descendentes, este parametro é definido
em relacdo a uma populacéo de referéncia ideal a qual consiste em uma populacéo
base de tamanho infinito, subdivida em infinitas subpopula¢cdes de cruzamentos
aleatérios com um numero constante de reprodutores por geracdo (SEBBENN,
2005). Este parametro pode afetar o rendimento reprodutivo de espécies como a
tilapia que realiza, na maioria dos casos, uma reproducdo conjunta. Outro fator
importante nesses sistemas € a aquisi¢do de ovos, larvas e alevinos com qualidade
e quantidade suficiente (ALMEIDA et al, 2013), que permitam a sustentabilidade de
empresas responsaveis pela disponibilidade de formas jovens desses animais

mercado.
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Apesar da tilapia apresentar caracteristicas zootécnicas de alta qualidade e
do numero de estudos realizados sobre ela, os efeitos dos métodos de selecéo
provenientes dos programas de melhoramento genéticos sobre as caracteristicas
reprodutivas e genéticas tem sido pouco estudadas. Portanto, definir métodos de
selecdo adequados que tenha como finalidade mitigar o efeito negativo de
determinado tipo de selecdo é um fator de muita importancia. Baseado no exposto, o
objetivo desta trabalho foi analisar a diversidade genética através de marcadores
moleculares microssatélites e o desempenho reprodutivo de trés linhagens de tilapia

do Nilo submetidas a selecdo massal.
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2.1 Caracterizacdo do Problema

A aquicultura é a prética de cultivar organismos aquaticos como: plantas
aquaticas, moluscos, crustaceos e peixes. Este tipo de producdo envolve inUmeras
atividades que geram uma importante fonte de emprego para o Brasil. No relatorio
da FAO (2010) a pesca e a aquicultura representam o meio de subsisténcia para
mais de 540milhdes de pessoas, 0 que corresponde a aproximadamente 8% da
populacdo mundial. Na producdo aquicola atual, uma das espécies de peixe mais
produzidas € a tilapia, nome comum de aproximadamente 70 espécies de peixes
taxonomicamente classificadas da familia Cichlidae (FITZSIMMONS, 2000).
Diversas caracteristicas como, boa conversdo alimentar, resisténcia a doencas,
dentre outras qualidades, fazem com que a tilapia seja tdo bem difundida
mundialmente. A producao de tilapia teve um crescimento médio superior a 14% ao
ano (KUBITZA, 2012), sendo a espécie de peixe mais produzida no Brasil (33,08%)
(FAO, 2010). Os parametros zootécnicos de interesse da espécie sdo: alta
capacidade de reproducdo, maturidade sexual precoce, fecundidade relativa
elevada, desova frequente, rusticidade, rapido crescimento, carne de Otima
qualidade e boa aceitacdo pelo mercado consumidor (BORGES et al., 2005).

O aumento do consumo da carne, subprodutos, importacdes e pesquisas
que estdo sendo desenvolvidas constituem uma clara tendéncia de crescimento
deste sistema de producdo. Um bom exemplo € o caso do melhoramento genético
da linhagem GIFT realizado junto a Universidade Estadual de Maringa (UEM-
Codapar) (LUPCHINSKI et al., 2008). Esse programa de melhoramento faz parte da
rede AquaBrasil, a qual foi criada em 2008, e que tem como finalidade o
melhoramento genético desta espécie e a proposta de selecado de outras espécies
como: Cachara, tambaqui e camardo branco.

Um aspecto chave para maximizar a produtividade em peixes, deve ser a
utilizacdo de individuos geneticamente superiores que apresentem desempenho
elevado em termos de superioridade, produtividade e sobrevivéncia em condi¢cbes
ambientais especificas (RESENDE et al., 2009).
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Na tentativa de manter a alta producdo da tildpia, estdo sendo desenvolvidas
diferentes metodologias de selecdo. Técnicas essas que podem levar tanto a
diminuicdo da variabilidade genética como o aumento na consanguinidade nos
reprodutores, os quais tem efeitos negativos nos sistemas de producdo. Estes
acontecimentos podem ocorrer pela falta de um planejamento dos programas de
selecdo e pelo uso de um numero reduzido de reprodutores, o que pode aumenta a
probabilidade de endocruzamentos (HILSDORF; DERGAM,1999).

Por conseguinte, varias questdes surgem nas diferentes metodologias
utilizadas em programas de melhoramento genético. Com base nisto, as questdes a

serem tratadas, sao:

— Qual é o efeito do modo de selecdo na consanguinidade dos animais e sua
tendéncia a aumentar ou diminuir a variabilidade genética?

— Sera possivel identificar diferencas nas frequéncias alélicas/genotipicas através
de marcadores, partindo teoricamente de um ambiente onde todos os animais de
uma familia estdo reunidos?

— Quantos individuos estdo contribuindo com o material genético na reproducéo
em hapas, e com isto é possivel realizar descarte de reprodutores com baixos
indices reprodutivos?

Segundo Moreira (1999), estabelecer o parentesco genético ao nivel de
populacdes apresenta uma alta dificuldade, isso ocorre porque registros
genealdgicos de populacdes aquaticas sao notoriamente dificeis de manter, ja que a
maioria dos peixes produz um grande numero de progénies, as quais Sao
geralmente muito pequenas para serem marcadas. Esta caracteristica sugere
pensar em estratégias de melhoramento genético que permitam aumentar a
produtividade e ter um controle e manejo da endogamia com ajuda de técnicas
moleculares.

Para o controle genético em peixes tais como, sistema de cruzamento, fluxo
génico e estrutura genética dos estoques vém sendo utilizados marcadores
microssatélites (YUE; ORBAN, 2002). Esses marcadores sao empregados para
estimativas dos coeficientes de endocruzamento e parentesco, além de ser
utilizados para identificar possiveis relacdes genéticas entre a geragdo parental e

progénie (FESSEHAYE et al., 2006). Esta metodologia facilita a tomada de decisdes
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no momento da selecdo dos reprodutores e do auxilio na redugdo dos niveis de
consanguinidade para evitar efeitos indesejaveis causados pela acumulacdo de
genes em homozigose (YANEZ et al., 2012).

A utilizacdo de marcadores moleculares acompanhados de técnicas de
manejo reprodutivo apropriadas podem contribuir para a reducdo da endogamia
(BENTSEN; OLESEN, 2002). Neste sentido manter um nivel apropriado de
variabilidade genética promove o progresso genético das geracdes (YANEZ et al.,
2012). Portanto, € importante direcionar as pesquisas para a identificacdo dos
estagios criticos do processo reprodutivo no qual a diversidade genética € perdida,
como proposito de maximizar a eficacia da selecdo genética, aumentar a acuracia

das estimativas de mérito genético e dar resposta as questdes aqui propostas.
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2.2 Objetivos e Metas

Objetivo Geral:

Estimar através de marcadores moleculares a consanguinidade, parentesco
e variabilidade genética em trés linhagens de tilapia, Oreochromis niloticus, dentro e
entre: hapas, linhagens e geracdes, resultante do processo de selecdo em um
programa de melhoramento genético animal, baseado em reprodugcédo em hapas.

Objetivos especificos:

e Realizar a reproducdo da geracdol (F1) e a selecdo dos reprodutores da
geracao 2 (F2) que serdo distribuidos nas hapas de reproducao;

e Estimar as frequéncias alélicas/genotipicas através de marcadores
moleculares nos animais e suas geracgles, utilizados em um sistema de

melhoramento genético com reproducédo em hapas;

e Estudar o polimorfismo dos genes da reproducdo nos animais e suas
geracbes utilizados em um sistema de melhoramento genético com

reproducdo em hapas;

e Determinar o Numero efetivo (Ne) para as trés linhagens mantidas em hapas

de reproducéo;

Metas

e Obter os reprodutores da F2 os quais irdo ser distribuidos em 15 hapas sendo

5 hapas representativas de cada linhagem. O namero de reprodutores foi

definido em 30 fémeas e 10 machos em uma proporc¢éo de 3:1;
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e Alcancar estimativas dos coeficientes de consanguinidade e parentesco
individuais que permitam avaliar a qualidade da proposta nos 105
reprodutores da geracdo 0 e os 600 reprodutores selecionados da geracaol e

2 respectivamente;

e Buscar através de uma andlise genética, avaliar a causa e o efeito do
polimorfismo nos géneses colhidos, e com isso poder identificar os potenciais

reprodutores que vém sendo utilizados no processo reprodutivo;

e Obter estimativas do Numero efetivo (Ne) nas linhagens como nas geracfes
para determinar se a proposta tem efeitos negativos ou positivos na selecéo

dos reprodutores da geracao seguinte.
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2.3 Metodologia

Proposta de melhoramento genético animal baseado em reproducdo em hapas
na tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Foi realizado na Estacdo de Piscicultura Aquabel um experimento de
desempenho e selecdo em 4 linhagens (Chitralada, GIFT, Supreme e Premium
Aquabel). Foram coletadas larvas de diferentes desovas das 4 linhagens de forma
sincronizada e com maximizacdo do numero de reprodutores utilizados. As larvas
foram alocadas a diferentes hapas (2x3x1lm) dentro de tanques de terra e criados
por um més para a selecdo de uniformizacdo. Apos esse periodo, os animais foram
criados por mais 5 meses, sendo tomadas amostragens a cada 30 dias. Um total de
75 fémeas e 30 machos foram selecionados apds as diversas classificacoes,
formando os reprodutores que deram origem a F1 e distribuidos aleatoriamente em
cinco hapas de reproducéo, totalizando em cada familia 6 machos e 15 fémeas.

Apbs a obtencdo dos reprodutores selecionados dos 4 grupos genéticos
(linhagens), optou-se por trabalhar apenas com trés linhagens (Supreme, Premium
Aquabel e Chitralada), pois a linhagem GIFT esta sendo trabalhada pela
Universidade Estadual de Maringd no Programa AquaBrasil. Esta decisdo evitou o
gasto de recursos fisicos e financeiros para o processo de selecdo desta linhagem,
uma vez que ha um acordo e estudos em colaboracdo entre a UFPel e UEM para
troca de material referente a linhagem GIFT.

Todas as larvas eclodidas em cada uma das 15 hapas de reproducgéo foram
direcionadas, apdés a absor¢cdo do saco vitelinico, para hapas de crescimento
separadamente. Nesse ambiente, foram submetidos a teste de desempenho, sendo
realizadas sele¢cbes mensais, a fim de selecionar aqueles animais de crescimento
superior. Conforme as selecfes foram ocorrendo, o numero de animais foi
diminuindo até chegar ao final de 6 meses, com um total de 30 fémeas e 10 machos
em cada hapa. Esse numero foi estipulado para que pudessem compor oS
reprodutores da F1. Todos os animais depois de selecionados, tanto na F1 como na

GO, foram chipados.
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Para implantagdo dos microchips na regido lateral-dorsal de cada peixes
(modeloPA121 — antimigratério) os mesmos foram anestesiados com benzocaina.
ApoOs a recuperacdo da anestesia retornaram para a mesma hapa para continuagao
do crescimento, mantendo ainda a identidade das familias (hapas). Durante toda a
fase de criagcdo, foram monitorados diariamente a porcentagem de oxigénio
dissolvido e a temperatura da agua. O procedimento foi igual para G(0), F1 e sera
realizado da mesma forma na F2 em todas as linhagens.

A formacédo da geracéo 2 (F2) sera o proximo passo, é de muita importancia
para 0 programa pois permitird avaliar o grau de parentesco entre os individuos,
dentro e entre as geracdes e linhagens. Avaliar se esse modo de selecdo que
estamos praticando, esta mantendo pelo menos, a variabilidade genética dos
animais. Isso sera alcancado, através de uma analise onde partimos da F2 como
objetivo de chegar até a GO, portanto sera possivel identificar os potenciais
reprodutores que vém sendo selecionados. Isso responderd uma questdo
importante, que diz respeito a estratégia de selecéo praticada a cada geracao, pois a

mesma esta sendo praticada de forma massal.

Extracdo de DNA

Serdo coletadas amostras de nadadeira caudal para checagem da
variabilidade genética, consanguinidade e parentesco de 3 geracdes de tildpia da
linhagem Chitralada, Supreme e Premium Aquabel. A extracdo de DNA sera
realizada seguindo a metodologia proposta por Bardakci e Skibinski (1994).
Brevemente, 20 mg de nadadeira serdo colocadas em tampéo de lise contendo
proteinase K e deixadas over night até digestdo completa. Posteriormente a fase
organica sera precipitada utilizando uma solucao salina e centrifugacdo, sendo o
DNA precipitado por centrifugacéo e etanol. A qualidade da extracdo sera checada
em gel de agarose 0,7%, corado com Gelgreen (Biotium, USA), visualizado em

transluminador de luz branca (Clarechemical, USA) e fotografado para registro.
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Genotipagem dos marcadores

As reacdes de PCR serdo orientadas para trabalhar com um volume final de
25ul, contendo 10-20 ng de DNA genbmico, 5 pmol de cada primer, 1X buffer de
PCR [10mM TrisHCI (pH9.0), 1,5mM MgCI2 e 50mM KCI], 100uM dNTP e 0,5
unidades de Tag DNA polimerase (Fermentas, USA). O primer M13 marcado com
TET, HEX ou FAM sera adicionado a cada reacdo (Schuelke, 2000). As condi¢des
de amplificacdo serdo de acordo com o descrito por Fessehaye et al. (2006). O
controle negativo (reacdo sem a presenca de DNA) serd utilizado em cada
amplificagédo para confirmar a auséncia de contaminacdo dos reagentes. A eficiéncia
da amplificacdo sera verificada através de eletroforese em gel de agarose a 0,7%
(w/v) com coloracdo com Gelgreen (Biotium, USA) e visualizado em transluminador
de luz branca (Clarechemical, USA). Logo ap0s, através de imagem digital, sera
registrado o resultado final da analise. Em um passo seguinte, 1-2uL de produto
diluido sera separado em um sequenciador ABI310 juntamente com 10uL de
formamida e 0.6uLMap Maker LOW (BioVentures, Inc. USA). Os resultados serao
analisados pelo Genes can Analysis Software (Versdao3.1, Perkin-Elmer
Corporation,1998).

Os primers para amplificacdo do polimorfismo dos genes da reproducéo

serdo os descritos por Fessehaye et al. (2006).

Analise genética dos reprodutores

A diversidade genética geral e entre reprodutores e progénie selecionada
sera caracterizada pelas frequéncias alélicas, heterozigosidade observada (HO),
diversidade génica esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg (He), nimero
de alelos por locus (A) e a porcentagem de locus polimdérficos (P). A analise da
consanguinidade e de parentesco dentro e entre as linhagens, hapas e geracdes
sera realizado utilizando a metodologia descrita por Ritland (1996), através do
programa Coancestry. Testes do equilibrio de HW (Hardy-Weinberg) e desiquilibrio
de ligacdo dentro de cada geracdo e familia serdo avaliados pelo programa
GENEPOP (ROUSSET, 2008) e/ou ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005).
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2.4 Resultados e Impactos esperados

Impacto tecnoldgico:

Oferecer uma solugdo aos problemas de selecdo genética de espécies,
como a tilapia, utilizadas comercialmente na producdo aquicola do Brasil. Os
programas terdo aplicabilidade tanto para espécies exoticas como para espécies
nativas oferecendo ferramentas para aumentar a produtividade dos sistemas de

criagao.
Impacto Econémico e Social:

O programa de melhoramento genético baseado no modelo animal aplicado
a piscicultura requer, para sua implementacdo, um grande investimento. O custo
com infraestrutura, mdo de obra e marcagdo da progénie sdo 0s principais
problemas na hora de estabelecer este tipo de programa.

Portanto, resultados aceitdveis na andlise genética dos reprodutores que
foram utilizados nesta proposta, facilitaria estabelecer este tipo de metodologias nos
sistemas produtivos. O incremento do valor genético dos plantéis de reprodutores,
da produtividade e os baixos custos pela menor inversdo em estrutura e marcacao
da progénie aumentaria a rentabilidade dos produtores.

A seguranca alimentar € uma das preocupacdes nas politicas federais e
estaduais no Brasil. O estabelecimento de programas de melhoramento genético na
aguicultura acompanhado por técnicas moleculares sdo fundamentais para o
aumento da producéo de peixe de 6tima qualidade. O crescimento no consumo, 0
conhecimento gerado pelo estudo das espécies exoticas como das nativas e as
importacdes de individuos de alto valor genético direcionam os esforcos a oferecer a
sociedade um produto em quantidade e qualidade suficiente, com rastreabilidade
capaz de satisfazer as necessidades da populagdo. Cabe neste momento dizer que
a proposta de melhoramento genético baseado em reproducdo em hapas, podera

resolver este tipo de inconvenientes na producéo de peixe.
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Impacto Cientifico:

A producdo de informacdo que esteja relacionada com a explicagcdo ou
entendimento dos fenémenos de interesse na producdo animal serd de muita
importancia para a comunidade cientifica. Os resultados deste projeto serdo
apresentados em revistas especializadas e avaliadas pelo Qualis, assim como em
congressos da area.

A selecdo por marcadores nos garante progénies com uma quantidade
maior de alelos favoraveis, fortalecendo os sistemas de produgdo. A selecéo
assistida por marcadores ird permitir manter dentro do sistema animais melhorados,
0 gue significa crescimento continuo sem prejuizos resultantes da consanguinidade
ou perda da diversidade genética. Em virtude da inexisténcia deste tipo de aplicacédo
na piscicultura nacional, este projeto contribuira de forma marcante para a formacao

de recursos humanos na area de melhoramento genético.
Resultados esperados:

No final do projeto espera-se obter informagéo suficiente em termos de
consanguinidade, parentesco e variabilidade genética que permitam dar um conceito
favoravel ou ndo favoravel da proposta de melhoramento genético baseado em
reproducdo em hapas. Pretende-se definir o numero efetivo de reprodutores e dar
uma possivel conclusdo a cercado fendmeno estudado, para explicar a diminuicao
ou aumento da consanguinidade como da variabilidade genética e por ultimo gerar
uma matriz de cruzamentos (parentesco) dos reprodutores quedardo origem a

geracao seguinte.



2.5 Cronograma do Projeto

29

Tabela 1. Cronograma de atividades a realizar em um periodo de 24 meses

Atividade

Més

2012

F

Revisao bibliografica

Obtencéo de créditos

Coleta de material biolégico F1

M

A

M

J

J

A

S

O

N

D

Reproducao da F1

Padronizacao dos protocolos laboratoriais

Extracdo de DNAF1

Anélises laboratoriais F1

Selecéo dos reprodutores F2

2013

Revisédo bibliografica

Selecéo dos reprodutores F2

Coleta de material biolégico F2

Extracdo de DNA F2

Anédlises laboratoriais F2-GO

Analise estatistica

Andlise genética(G0,F1eF2)

2014

Revisédo bibliografica

Andlise genética (GO,FleF2)

Entrega de relatério

Publicacdo dos resultados

O interesse da empresa Aquabel é continuar trabalhando com esse material

que vai ser selecionado. O DNA da geracédo O foi extraido em procedimentos de

padronizacdo da metodologia de extracao proposta por Bardakci e Skibinski (1994).
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2.6  Outros Projetos e Financiamentos

Projeto de P6s doutorado empresarial (PDI) denominado “Avaliacédo de uma
nova metodologia de selecdo genética em tilapias e monitoramento da variacao
genética através de genes candidatos” aprovado junto ao CNPg. Numero da
identificacdo do processo 300132/2012-3. Valor total aprovado R$ 41.698,56.

Projeto “Nucleo Tematico em Inovagao e Melhoramento Genético de Peixes”
aprovado pelo Fundo Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico. Valor
total aprovado R$ 504.915,58.
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2.7 Aspectos Eticos (quando aplicavel)

Para projetos de pesquisa clinica, epidemiologica, ou no ambito das
Ciéncias Humanas, que envolva experimentos com seres humanos ou animais,

explicitar como estéo sendo contemplados seus aspectos éticos.
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3. Revisdo de Literatura

3.1 Producéao Aquicola Mundial

Segundo dados da FAO (2012) existe um aumento notorio da producdo em
toneladas de peixe entre 0 ano de 2006 a 2011 provenientes da aquicultura de
aguas continentais e marinhas passando de 47,3 milhdes de toneladas para 63,6
milhdes respetivamente (tab. 1). Dados do Earth Policy Institute de 2013 informaram
a cifra recorde de 66 milhdes de toneladas em 2012 superando a producao de carne
bovina que atingiu uma producéo de 63 milhdes de toneladas demostrando o notério
crescimento deste sistema de producéo.

Atualmente se criam 600 espécies aquicolas em cativeiro em diferentes
sistemas de produgcdo e com diferente complexidade tecnoldgica (FAO, 2012),

contribuindo notavelmente a producédo de peixe mundial.

Tabela 1. Produgdo mundial da Pesca e Aquicultura

2006 2007 2008 2009 2010 2011
(Milhdes de toneladas)

PRODUCAO
Pesca de captura

Continental 9,8 10,0 10,2 10,4 11,2 11,5
Maritima 80,2 80,4 79,5 79,2 77,4 78,9
Pesca de captura total 90,0 90,3 89,7 89,6 88,6 90,4

Aquicultura
Continental 31,3 33,4 36 38,1 41,7 44,3
Maritima 16,0 16,6 16,9 17,6 18,1 19,3
Aquicultura total 47,3 49,9 52,9 55,7 59,9 63,6

Producéo pesqueira mundial

total 133,7 140,2 142,6 145,3 148,5 154,0

Fonte: FAQO, 2012

O aumento das taxas de crescimento da producdo aquicola mundial entre

1980 e 2010 & superior ao crescimento apresentado pela populacdo mundial (1,5%).
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Portanto, o consumo médio anual per capital de espécies cultivadas aumentou sete
vezes, passando de 1,1 kg na década de oitenta para 8,7 kg no ano de 2010 (7,1%)
(FAO, 2012). Este fendbmeno pode ser explicado por varios acontecimentos, como a
procura por uma alimentacdo mais adequada por parte da populacdo mundial,
politicas federais e estaduais, aumento da oferta, além das melhoras na qualidade
do produto oferecido (sabor, textura, coloracdo, etc.) ao consumidor final. Segundo
dados da FAO (2012) se estima que o valor total da producdo aquicola foi de 194,4
bilhdes de ddélares no ano de 2010. Embora o crescimento deste sistema produtivo
seja representativo ainda existem muitas diferencas quando se observa
detalhadamente a producdo em toneladas de carne de peixe e seus subprodutos
entre os paises com disponibilidade de tecnologias e territorio para este tipo de
sistemas. Na atualidade, a maior producdo aquicola é representada pela Asia,
seguido das Ameéricas, Europa, Africa e Oceania respetivamente (tab. 2). Nas
Américas a producao de peixe de agua doce tem diminuido passando de 54,8% na
década noventa para 37,9% em 2010 devido ao pouco crescimento nha Ameérica do
Norte (FAOQ, 2012). Para efeitos contrarios o crescimento nos paises da América do
Sul é continuo e significativo, sendo paises como Brasil, Peru, Colémbia e Equador

0s principais produtores.

Tabela 2. Producdo Aquicola mundial por continente

Continente 1990 2000 2009 2010
Africa (Toneladas) 81 015 399 676 991 183 1288 320
(Porcentagem) 0,6 1,2 1,8 2,2
Ameéricas (Toneladas) 548 479 1423 433 2512 829 2576 428
(Porcentagem) 4,2 4.4 4,5 4,3
Asia (Toneladas) 10 801 356 28 422 189 49 538 019 53 301 157
(Porcentagem) 82,6 87,7 88,9 89
Europa (Toneladas) 1601524 2 050 958 2 499 042 2523179
(Porcentagem) 12,2 6,3 4,3 4,2
Oceania (Toneladas) 42 005 121 482 173 283 183 516
(Porcentagem) 0,3 0,4 0,3 0,3
Total mundial (Toneladas) 13074 379 32417 738 55 714 357 59 872 600

Fonte: FAO, 2012
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3.2 Producdo Aquicola do Brasil

O Brasil possui uma diversidade de espécies com potencial na aquicultura e
a maior reserva de agua doce do mundo, o que faz deste pais um lugar com
capacidade de produzir produtos de origem aquicola de qualidade e em quantidade.
Segundo dados da FAO (2012) o Brasil ocupa o terceiro lugar no continente
americano superado pelo Chile e os Estados Unidos da América. A producdo de
pescado do Brasil segundo dados informados pelo MPA (2011) a producao do pais
foi de 1.431.974,4 t apresentando um incremento de 13,2% com relagdo a producao
do ano de 2010. Cabe ressaltar que a producdo aquicola do Brasil esta distribuida
ao longo do pais, sendo o Nordeste a principal regido produtora, seguida pela regido
Sul, Norte, Sudeste e Centro-Oeste respectivamente (Fig. 1) (MPA, 2011).

Figura 1. Producéo de pescado (t) em 2010 e 2011 discriminada por regiao.
Fonte: MPA, 2011.

Quando se analisa a producado de peixe por estado, pode se observar que o
estado de Santa Catarina apresentou o maior nimero de toneladas de peixe com
194.866,6 t correspondendo a 13,6%, seguido pelos estados do Parad e Maranhao
com 10,7% e 7,2%, respectivamente (MPA, 2011). Da producdo de pescado em
geral a aquicultura representa 43,9% da producéo total do pais com 628.704,3 t,

sendo 86,6% desta producao proveniente da aquicultura continental (MPA, 2011).
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3.3 Producéo Aquicola continental do Brasil por espécie

A producdo de peixe de agua doce do Brasil ndo tem uma espécie
predominante nos sistemas de cultivo (tab. 3). Hoje no Brasil a producédo de pescado
€ produto de espécies nativas, assim como de espécies considera exoticas para o
pais, porém a maior producdo se concentra em duas classes: Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e o Tambaqui (Colossoma macropomum) as quais somadas
segundo dados do MPA (2011) representaram 67,0% da producao nacional.

Cabe ressaltar que espécies como o tambacu, carpa e pacu juntas
representam 20,1% da produgdo nacional. Esses dados indicam que embora a
producdo nacional de pescado ndo esteja dominada por uma espécie especifica se
concentram em cinco espécies, duas exoticas: a tilapia do Nilo e a carpa, duas
nativas: o tambaqui (Colossoma macropomum) e o pacu (Piaractus mesopotamicus)

e o hibrido destas duas espécies (tambacu).

Tabela 3. Producdo Aquicola brasileira por espécie

Espécie Producdo em toneladas em 2011
Bagre (Liposarcus multiradiatus) 7.048
Carpa (Cyprinus Carpio) 38.079
Cascudo (Hypostomus sp) 58
Curimata (Prochilodus argenteus) 7.143
Jundid (Rhamdia quelen) 1.747
Matrinxa (Brycon sp) 5.702
Pacu (Piaractus mesopotamicus) 21.689
Piau (Leporinus obtusidens) 4.309
Pirarucu (Arapaima gigas) 1.137
Pirapitinga (Piaractus brachypomus) 9.859
Piraputanga (Brycon microleps) 265
Pintado (Pseudoplatystoma fasciatum) 8.824
Tambacu (C. macropomum X P. mesopotamicus) 49.818
Tambaqui (Colossoma macropomum) 111.084
Tambatinga (C. macropomum x P. brachypomus) 14.326
Tilapia (Oreochormis niloticus) 253.824
Traira (Hoplias malabaricus) 926.5
Truta (Oncorhynchus mykiss) 3.277
Outros 5.372

TOTAL 544.490

Fonte: MPA, 2011
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3.4 Producdao de Tilapia no Brasil

A Tilapia, uma espécie exotica para o Brasil foi considerada uma praga e
desvalorizada até meados do século XX € hoje a espécie mais produzida do pais
com 253.824,1 t (MPA, 2011). A producao de tilapia entre o ano de 2000 e 2010 teve
um incremento do 17%. Este crescimento quando comparado com O aumento
apresentado pela producdo aquicola do pais foi superior em 7% (KUBITZA, 2012),
indicando que esta espécie tem uma alta aceitabilidade no mercado consumidor alvo
dos sistemas produtivos.

Atualmente se tem desenvolvidos estratégias como o mono cultivo
masculino visando obter o maximo rendimento dos tanques de criacdo, esta
condicdo favoreceu positivamente a producdo de tildpia. Muitos outros eventos
enrigueceram este sistema produtivo, segundo Kubitza (2012) a incorporacédo de
tanques-rede, o desenvolvimento de ragbes de altos valores nutritivos, o
aproveitamento dos reservatérios do pais, além da oferta de produtos de boa
qualidade ao mercado consumidor sdo fatores importantes no crescimento desta
atividade.

Todos esses acontecimentos somado a introducdo de novas linhagens de
tilapias tem favorecido a renovacdo dos estoques de reprodutores e como
consequéncia um aumento da variabilidade genética das populacbes. Um claro
exemplo disso ocorreu no ano de 1996 quando ingressaram ao pais reprodutores de
novas linhagens de tilapia originarias da Tailandia, que propiciaram um incremento
de 3,75 vezes o numero de toneladas produzidas desde sua incorporacao até o ano
de 2003 (MASSAGO et al. 2010).

O MPA (2013), indicou no censo aquicola de 2008, 15.469 produtores de
pescado os quais se diferenciam em tamanho e recursos financeiros. O principal
foco de producdo estad localizado na regido Sul com 8.855 produtores de tilapia
representando 41% da producéo, 31% na regido Nordeste, 22% na regidao Sudeste,
3% na regido Norte e 3% no Centro-Oeste. Claramente se observa que a producao
desta espécie tem se distribuido ao longo do territério nacional e se convertendo na
principal espécie cultivada. Este crescimento tem gerado interesse nao sO para
produtores piscicolas como também para pesquisadores, tendo direcionado suas

pesquisas para explicar e aumentar o conhecimento que se tem das principais
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caracteristicas produtivas da espécie e também solucionar os problemas ambientais

produzidos por espécies exaticas.

3.5 Biologia da Tilapia

Tildpia € o nome comum de trés géneros de espécies de peixes da familia
Cichlidae: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia. Essas espécies estdo sendo
criadas em varios paises dos hemisférios norte, sul e especialmente no Oriente
Médio e Asia (FAO, 2012). As espécies da familia Cichlidae apresentam
caracteristicas morfoldgicas diversas que permitem seu reconhecimento de uma
forma facil e rapida, possuem linha média, seu corpo tem uma tendéncia a redondo,
cabeca pequena e nadadeira dorsal bem desenvolvida (Fig. 2). O género
Oreochromis estd entre 0s mais importantes comercialmente utilizados na

aquicultura mundial, com mais de 75 paises produtores (FAO, 2012).
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas da Tilapia do Nilo
Fonte: Tsang e Quintanilla, 2008, p. 11
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A tilapia € uma espécie versétil para a piscicultura, pois, adapta-se tanto ao
cultivo extensivo, sem qualquer tecnologia empregada, quanto ao sistema de criagao
de tanques-rede, com racdes completas e alta tecnologia de producédo (KUBITZA,
2012). Umas das caracteristicas do género Oreochromis € seu baixo custo de
producao, aceitacdo a altas densidades, poucas exigéncias de oxigénio e tolerancia
a 4guas salgadas com baixos teores de salinidade (10 ppt — 15 ppt) (TSANG;
QUINTANILLA, 2008; KUBITZA, 2000). A tilapia é tipica de ambiente tropical,
adaptando-se melhor em clima onde a temperatura da agua varie entre 18°C e 28°C.
Temperaturas abaixo de 12°C e acima de 42°C séo letais. A desova é estimulada
com temperatura da agua entre 22°C e 24°C, apresentando o melhor desempenho
produtivo com temperatura da agua entre 26°C e 28°C e quando esta € inferior a
15°C, pouco se alimenta e ndo se reproduz.

A tildpia € um vertebrado omnivoro que aproveita de forma eficiente o
fitoplancton e zooplancton. Em viveiros com pouca renovacao de agua, cerca de 50
a 70% do crescimento esta relacionado com o consumo de alimento natural, mesmo
com o fornecimento de alimento suplementar permitindo a reducdo do custo de
produgdo quando comparado com o sistema intensivo em tanque-rede (DOS
SANTOS et al., 2006; KUBITZA, 2012). Esta familia se localiza na base da cadeia
alimentar e apresenta resposta positiva a fertilizacdo dos viveiros. Seus habitos
alimenticios dependem entre outros fatores da espécie de tilapia, tamanho do
individuo, hora do dia, foto periodo, profundidade da agua e localizacdo geografica
(EL-SAYED, 2006). Sua maturidade sexual é atingida com 4 ou 5 meses pos
eclosdo, sendo determinante para isto o fator clima, espago, manejo, linhagem e
alimentacdo (OLIVEIRA et al., 2007). Além da maturidade, o desempenho
reprodutivo pode ser definido pelas caracteristicas proprias de cada linhagem
(ALMEIDA et al., 2013). Portanto, deve ser escolhida a linhagem de tilapia que
apresente caracteristicas especificas de acordo com o sistema que ira ser utilizado.
A adaptabilidade, toleréancia a diferentes ambientes, reproducdo em cativeiro e a
taxa de crescimento sdo variaveis que devem ser avaliadas (DOS SANTOS et al.,
2006).

A fémea realiza incubacao bucal até as larvas reabsorverem o saco vitelino
(DOS SANTOS et al., 2006) (Fig. 3), este processo se completa em um periodo de
uma ou duas semanas (Fig. 4). O dimorfismo sexual pode ser observado quando os
animais atingirem 50 a 70 gr (Fig. 5) (TSANG; QUINTANILLA, 2008).
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Para garantir a qualidade dos ovos existem algumas condi¢des que devem
ser cumpridas, por exemplo, diferentes niveis de proteina na ragéo influenciam na
fecundidade (GUNASEKERA et al., 1996), na fertilizacdo, na taxa de eclosdo e no
tamanho do ovo (KJORSVIK et al., 1990).

Figura 3. Incubacao bucal de fémea de tilapia do Nilo
Fonte: Perez, HJG, 2012

Em relacdo ao tamanho dos ovos, estes variam entre e dentro de espécies
sendo que o tamanho e o niumero dos ovos produzidos por uma fémea influenciam
no tamanho das larvas, na resisténcia as doencas, supervivéncia e na ecloséo
(BONISLAWSKA et al., 2001; WALLACE; AASJORD, 1984; COLEMAN; GALVANI,
1998). Um fator importante na qualidade das larvas pés-eclodidas € o tamanho do
saco vitelino o qual esta relacionado com o tamanho das larvas e difere entre as
linhagens de tildpia (GISBERT, 2000; NEUMANN, 2004).
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Figura 4. Sistema Reprodutivo da tilapia do Nilo
Fonte: FAO, 2014



43

Gobnada Sexual Feminina

Figura 5. G6nadas sexuais da Tilapia do Nilo
Fonte: Tsang, Quintanilla, 2008, p. 16

As diversas caracteristicas da espécie tem favorecido o aparecimento nos
ambientes de cultivo de diferentes tipos de linhagens com morfologia, habitos e
desempenhos produtivos diferenciados, dando a oportunidade a novas ciéncias de
atuar e potencializar o rendimento da tilapia. No entanto, tais caracteres tém valor
restrito, devido a grande variacao interpopulacional e diferencas sutis entre plantéis
(BARDAKCI; SKIBINSKI, 1994), o que dificulta a identificagéo das linhagens.

As variedades comerciais conhecidas no Brasil sdo o produto de anos de
estudo e de programas de melhoramento genético da espécie. Essas linhagens
entraram no pais na década de 70 com a primeira importacdo de tilapia Nilética
chamada Bouaké originaria de Costa do Marfim, seguida pela Chitralada da
Tailandia e a linhagem Supreme da empresa Genomar em 2002 (MASSAGO et al.,
2010).

A Chitralada ou Tailandesa é uma linhagem desenvolvida no Japédo e
melhorada no Palacio Real de Chitralada em 1965 que ap6s o melhoramento
genético realizado pela empresa GENOMAR apareceu sobre o nome de Supreme
Tilapia (SCORVO et al., 2010).
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Outra linhagem que tem sido bem recebida pelos produtores é a linhagem
GIFT que entrou ao Brasil através do projeto apoiado pela Secretaria especial de
Aquicultura e Pesca do estado de Parana em conjunto com o World Fish Center.

Além das linhagens citadas anteriormente, existem na atualidade outras
linhagens como: A GMT (Genetically Male Tildpia) a qual foi formada utilizando
“tecnologia YY” na qual permite obter individuos 100% machos, a Tilapia Prateada, a
Tilapia Vermelha e a linhagem Premium Aquabel cultivada pela empresa Piscicultura
Aquabel ha trés anos aproximadamente, desta linhagem informacédo sobre seus
origens ainda nao foi disponibilizada. A introducéo e o estudo de novas linhagens no
Brasil é importante para melhorar e continuar com o cultivo da tilapia (SCORVO et
al., 2010; ALMEIDA et al., 2013), Impulsando o uso de programas de melhoramento

genético nos sistemas produtivos.

3.6 Melhoramento genético e metodologias de selecdo em piscicultura

Um fator importante quando se deseja maximizar a produtividade em peixes,
€ a utilizacdo de individuos geneticamente superiores que apresentam rendimento
elevado em ambientes especificos. Para a obtencdo de peixes com estas
caracteristicas os programas de melhoramento genético sdo uma ferramenta Gtil que
permitem selecionar os melhores exemplares e como resultado disso um incremento
na produtividade dos sistemas (PONZONI et al. 2010). Ponzoni (2006) descreveu
os critérios que devem ser cumpridos no momento de estabelecer programas de

melhoramento genético, os quais sdo descritos na continuacao:

Descri¢cdo ou desenvolvimento do sistema de producéo;
Escolha da espécie, variedades e sistema de cruzamento;
Definir qual é o objetivo de selec¢éo;

Definicdo dos critérios de sele¢ao;

Delineamento do sistema de avaliagdo genética;

Selecao dos animais e definigcdo do sistema de acasalamento;

N o g M wDdh e

Desenho do sistema para expansdo e disseminacdo dos estoques
melhorados;

8. Monitoramento e comparacao de programas alternativos.
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Dentre as muitas condi¢cdes que devem ser consideradas a variabilidade
genética da populacdo € um ponto chave e fundamental para garantir o éxito do
programa de melhoramento genético. Dessa forma, os programas de melhoramento
devem ser direcionados a caracteristicas especificas, considerando as condi¢des de
criacdo, objetivos, manejo e mercado consumidor. Além disso, € necesséria a
estruturacdo das familias em geracfes e a andlise dos dados (produto de medicdes
programadas das caracteristicas de interesse), de maneira a identificar os individuos
geneticamente superiores e permitir o acasalamento preferencial destes (RESENDE,
2009).

Esta caracteristica de acasalamento preferencial (dirigido) pode ser
explicada pelo fato do melhoramento genético ser realizado em porcdes pequenas
da populacdo, pois este é direcionado aos individuos “elite” ou superiores,
multiplicando e disseminando o material genético nos sistemas de producao (Fig. 6)
(PONZONI, 2006).

Selegéo

(Centro de Criacéao)

Fluxo de genes Multiplicagéo

Sistema de Produgéo

Figura 6. Fluxo de genes a partir do centro de criacdo para o sistema de producéo
Fonte: Ponzoni, 2006
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Em piscicultura, Turra et al. (2010), descrevem os principais atributos que
sdo incluidos neste tipo de programas, como:

e Taxa de crescimento;

e Converséo alimentar;

e Resisténcias a doencas especificas;
¢ Qualidade da carne;

e Idade a maturacéo sexual.

Como pode ser observado existem diversas caracteristicas ou atributos a
serem usados pelos programas de melhoramento, sendo muito importante a
definicdo do tipo de variavel a ser melhorada, ou seja qualitativa ou quantitativa e a
metodologia de selecdo a ser empregada.

Segundo Moreira et al. (2013), as caracteristicas qualitativas sao variaveis
discretas ou seja, sdo evidenciadas como poucas variacdes do fendtipo. Este
mesmo autor define as caracteristicas qualitativas como variaveis controladas por
um Oou por poucos genes, portanto este tipo de variaveis tem poucas classes
fenotipicas e s@o pouco influenciadas pelo ambiente. Um exemplo classico do
processo seletivo realizado sobre uma caracteristica qualitativa € o descrito por
Beaumont et al. (2010), no qual se fixa a coloracdo dourada da Carpa (Cyprinus
carpio).

A principal diferenca entre uma caracteristica qualitativa e quantitativa se
fundamenta no fato das caracteristicas quantitativas serem controladas por mais de
um gene e sdo conhecidas como variaveis poligénicas (BEAUMONT et al., 2010).
Tanto as quantitativas como as qualitativas sao influenciadas pelo ambiente, mas é
claro que quando um determinado atributo é controlado por um numero muito
grande de genes este se faz mais influenciavel por fatores ambientais. E por este
aspecto que dizemos que as caracteristicas quantitativas sédo altamente afetadas por
variacdes externas, em muitos casos impossiveis de serem controladas (MOREIRA
et al., 2013).

Essas caracteristicas ou variaveis sofrem diferentes efeitos da selecéo
guando vinculadas a programas de melhoramento genético. Todas as metodologias

de selecdo tem como finalidade obter estimativas que permitam definir os animais
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com maior potencial para produgdo, ou seja, maximizar a correlagao entre o valor
produtivo estimado e o verdadeiro dos individuos (FJALESTAD, 2005). As
metodologias de selecdo ndo criam novos genes, o efeito desses processos € a
alteracdo das frequéncias alélicas incrementando as frequéncias dos alelos
favoraveis para as caracteristicas submetidas ao processo seletivo, dando como
resultado uma diminuicdo dos alelos menos favoraveis (GJEDREM, 2005). O
resultado da selecédo pode ser confirmado com o incremento da media populacional
do atributo sobre selecéo.

Existem diversas metodologias de selecdo, a escolha depende da
caracteristica e do interesse do sistema de producdo. As metodologias que séo
utilizadas pelos programas de melhoramento genético sédo: selecdo por pedigree,
selecéo por familia, selecéo dentro de familia, selecdo combinada e selecdo massal
ou individual, esta Ultima é a mais utilizada em sistemas de producdo aquicolas
(GJEDREM; BARANSKI, 2009). Na continuacao seréo descritas de uma forma breve

as metodologias mencionadas, ressaltando suas principais caracteristicas.

3.6.1 Selecao por pedigree

Este método de selecdo se caracteriza por selecionar individuos
considerando o desempenho dos pais, av0s e ancestrais mais distantes. As
limitacbes deste método de selecdo, de ndo proporcionar informacédo do individuo,
diminui a sua utilizagdo ou direciona o seu uso a situacdes especificas, sendo isto o
principal motivo para ser inutilizado quando se tem outras fontes de informacao
disponiveis (MOREIRA et al., 2013). Esta metodologia € usada quando se quer
avaliar o desempenho de animais juvenis que ainda ndao possuem informacao sobre
seu comportamento produtivo (GJEDREM; BARANSKI, 2009). Embora o individuo
carregue a metade do material genético de seus progenitores pelo efeito da
segregacao mendeliana, pode existir variagao entre a prole diminuindo a precisao do
método (FJALESTAD, 2005).

3.6.2 Selecao por familia

A selecdo por familia se refere ao método de selecdo que se realiza

mediante um ranking das familias que estdo sendo avaliadas segundo o
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desempenho de cada familia, sendo descartada ou armazenada a familia completa
(FJALESTAD, 2005). Este tipo de metodologias é implementada em analises de
caracteristicas que nao podem ser medidas em individuos vivos tais como qualidade
da carne. Uma das desvantagens deste método € o efeito do ambiente comum de
cada familia. Este ambiente sendo muito diferente entre as familias pode favorecer
ou prejudicar um grupo de animais especifico (GJEDREM; BARANSKI, 2009). Outro
atributo que deve ser cumprido para poder executar este tipo de métodos é o
conhecimento do parentesco de cada individuo, portanto é importante manter
registros adequados do pedigree e identificagao individual, incrementando o custo
da metodologia (GJEDREM; BARANSKI, 2009).

A precisdo da selecdo por familias depende de vérios fatores, sendo um
método de selecdo com particular importancia para caracteristicas de baixa
herdabilidade como é o caso da sobrevivéncia, resisténcia a doencas e idade de
maturacdo sexual (GJEDREM; BARANSKI, 2009), além disso varidveis como o
tamanho da familia (n), o grau de parentesco (irmédos completos e/ou meios irmaos)
e o efeito ambiental comum entre as familias também devem ser considerados
(FJALESTAD, 2005).

3.6.3 Selecdo dentro de familia

A selecao dentro de familia € quanto se desvia a média individual da média
da familia que pertence, sendo contraria ao método anterior (sele¢cdo por familia)
(FJALESTAD, 2005). Este método ignora o valor médio da familia, sendo de
interesse quando o efeito ambiental comum € grande. Além disso, este método
permite diminuir o aumento da consanguinidade sendo aplicavel somente para
caracteristicas que sdo medidas em animais vivos (GJEDREM; BARANSKI, 2009).

Esta metodologia de selecdo é muito utilizada em experimentos de
laboratério e € um método que economiza espaco em termos de infraestrutura
sendo um método muito eficiente quando comparado com outras metodologias de
selecéo (FJALESTAD, 2005).
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3.6.4 Selecdo combinada

Esta metodologia de selecdo combina toda a informacao disponivel de um
individuo, seus irmaos completos, meios irmaos, prole e parentes com a finalidade
de maximizar a eficdcia na estimagdo dos valores de criagdo e obtencdo de
individuos superiores (DA COSTA et al., 2000; GJEDREM; BARANSKI, 2009). Estes
valores de criagcdo podem ser fortemente reduzidos quando o efeito ambiental
comum entre irmdos completos aumenta. Destacando a importancia da
padronizacdo do meio ambiente durante o periodo da analise (GJEDREM;
BARANSKI, 2009).

Segundo Negreiros (2006 apud FALCONER; MACKAY, 1996) os resultados
deste método de selecdo pode proporcionar resultados tdo bons como os obtidos
com a selecdo entre familias, a selecdo dentro de familias e a selecéo individual. No
entanto, estes autores relatam que a expectativa de superioridade ndo supera 0s

10% do ganho obtido pela selecao entre e dentro de familias.

3.6.5 Selecao massal ou individual

Segundo Fjalestad (2005), a selecdo massal se baseia no fendtipo ou
desempenho individual, este método € amplamente utilizado nos sistemas de
criacdo animal e para a maioria das espécies aquicolas € o Unico método utilizado.
Este mesmo autor descreve o método como uma metodologia facil de ser aplicada e
em muitas circunstancias produz respostas muito rapidas. Apesar das vantagens
anteriormente mencionadas pelo autor, cabe ressaltar que este método de sele¢éo é
inadequado quando se utiliza sistemas de produ¢do com grande variacdo ambiental
ou baixa uniformidade dos lotes. A intensidade da selecéo realizada nos sistemas de
criacdo pode levar a um acumulo indesejado da consanguinidade, isto € explicado
no fato dos pedigrees ndo serem conhecidos faciltando o acasalamento de
individuos aparentados (MOREIRA et al., 2013).

Esta metodologia € de dificil aplicacdo quando se quer avaliar caracteristicas
qualitativas como qualidade da carne, resisténcia a doencas e idade de maturagao
sexual. Em geral esta metodologia aumenta sua precisdo quando aplicadas a
atributos de media para alta herdabilidade (FJALESTAD, 2005).



50

Caracteristicas como peso do filé, peso corporal, comprimento e altura séo
consideradas atributos de moderada para alta herdabilidade (TURRA et al., 2010),
esta herdabilidade implica que grande parte da variacdo da caracteristica pode ser
transmitida (herdada), portanto a resposta a selecéo individual é positiva, contrario
ao que acontece quando a caracteristica a ser selecionada € de baixa herdabilidade
na qual o efeito ambiental pode mascarar o desempenho e explicar a variacdo da
variavel, diminuindo a resposta a este método de selecdo. No entanto, existem
varias caracteristicas que podem ser incluidas nestes processos seletivos. Este
método se restringe a uma ou duas caracteristicas por vez (MOREIRA et al., 2013).

Como pode ser observado Fjalestad (2005), tem sido os autores que mais
tem se interessado por estudos deste tipo, eles realizaram uma recopilacdo dos
métodos de selecdo empregados nos sistemas de producdo atuais na qual deixa
claro que em sistemas de producdo aquicolas a selecdo massal € o método mais
eficaz sempre que sejam cumpridas todas as variaveis presentes na metodologia,
por exemplo, homogeneidade na populacédo alvo da selecdo, controle do ambiente

de cultivo, forma de acasalamento e a herdabilidade da caracteristica em estudo.

3.7 Diversidade genética

A evolucéo pode ser definida como mudancas de frequéncias de genes ao
longo das geracBes o que representa que alguns individuos da populacdo séo
geneticamente de maior qualidade que outros (PITCHER; MAYS, 2008). A
diversidade de gendtipos formados pela aleatoriedade de acasalamentos e efeitos
ambientais produz um interesse grande sobre como estdo sendo formadas as
populacdes de peixes utilizadas na piscicultura. Beaumont (2010) questiona a
importancia de definir se uma populacdo € geneticamente homogénea ou
heterogénea, também inclui o termo variedade, raca, estirpe, linha quando se refere
a espécies cultivaveis e a terminologia de estoques, populagdo, subpopulagéo e
tipos quando séo espécies selvagens.

Para estudar o comportamento genético das populacdes ou linhas é
importante conhecer a variabilidade genética delas através da caracterizacao
genética que é utilizada como uma alternativa na quantificacdo e otimizacdo desta
variabilidade (MENEZES, 2005). Sendo importante pois as metodologias de

reproducdo em cativeiro nos sistemas de producdo, assim como a introducdo das
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linhagens podem influenciar esta variabilidade (MASSAGO et al.,, 2009). As
variacdes podem acontecer por varios motivos, especificamente sdo duas opcoes, a
primeira, produto de pequenas modificacdes por alteragcdes em poucos nucleotideos,
ou seja a substituicdo de uma base nitrogenada por outra e a segunda é o resultado
direto ou indireto de insercbes ou dele¢cdes de um ou varios nucleotideos numa
porcao de DNA (BARNES, 2010).

As variacOes genéticas podem ser estudadas através de diversas técnicas
moleculares, com a finalidade de oferecer informagcdo sobre a distancia genética
entre individuos e com isto orientar o acasalamento de animais menos similares
geneticamente (MENEZES, 2005). Metodologias como os marcadores moleculares
sao utilizadas para avaliar o parentesco entre os individuos. Portanto, marcadores
podem ser utilizados na selecéo e orientacdo dos cruzamentos a serem realizados.
Além disso, servem para determinar o tamanho efetivo da populagéo, identificacdo
de hibridos, filogenia, definicdo de estratégias de melhoramento genético, entre
outras funcdes (MELO et al., 2008).

3.8 Marcadores moleculares microssatélites

Os marcadores moleculares se definem como qualquer fen6tipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (MELO et al.,
2008). Um marcador molecular ideal deve cumprir com varias especificacfes: i) alto
nivel de polimorfismo, ii) estabilidade em diferentes ambientes, iii) detectar grande
namero de loci ndo ligados e iiii) ser de heranca simples (MELO et al., 2008).

Existem varios tipos de marcadores moleculares 0s quais podem ser
utilizados para analises da variabilidade genética. Menezes (2005) menciona 0s
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Radom Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms), SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms), mtDNA (DNA mitocondrial) e os STR (Short
tandem repeats).

Os microssatélites ou STR se definem como elementos repetitivos em
tandem, de dois a seis nucleotideos de comprimento e estdo entre os locus mais
polimorficos observados nos genomas (MELO et al., 2008). Os STR podem ser de
varios motivos dependendo da sequéncia que se repete (Fig. 7), sendo dimeros

quando é a repeticdo consecutiva de dois nucleotideos, trimero quando é a
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sequéncia de trés nucleotideos, tetramero quando é a sequéncia de quatro

nucleotideos e assim por diante (tab. 4).

Fragmento de DNA
|

5 ; 3 ’
——————— - ATATATATATATATATAT - e

\ J
|

Sequencia repetida de nucleotideos (Microssatélite)

Figura 7. llustracao grafica do Microssatélite
Fonte: Perez, HIG, 2014

Os microssatélites sado considerados os marcadores moleculares mais
usados em estudos de genética de populacdes, nos quais o foco de investigacao é a
diferenciacdo genética. Isso decorre do tipo de acdo génica que apresenta

(codominancia) e também por ser multialélico (CARLSSON, 2008).

Tabela 4. Exemplo dos motivos microssatélites

MOTIVO SEQUENCIA
Dimero ATATATATATATATAT
Trimero ATCATCATCATCATC
Tetramero ACTGACTGACTGACTG
Pentamero AATTTAATTTAATTTAATTT
Hexametro GGGCCCGGGCCC

Fonte: Perez, HJG, 2014

Segundo Carlsson (2008), as estatisticas associadas a analise com
microssatélites tem evoluido rapidamente deslocando o foco dos estudos das

populacdes aos individuos. Este mesmo autor menciona que existem diversas
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aplicacdes destes marcadores, tais como: diferenciacao de populagdes, deteccéo de
migracdes recentes, andlises de estoques mistos, identificacéo forense, identificacao
de animais para conservagcdo. Menezes (2005), também cita que os microssatélites
podem ser utilizados em identificacdo individual, controle de paternidade e
caracterizagédo genética de populagoes.

O polimorfismo deste marcador é produto das variagbes no numero de
repeticbes de cada motivo, provavelmente por erros da DNA polimerase durante o
processo de replicacdo ou reparo da molécula de DNA (MELO et al., 2008). Quando
comparados com outros marcadores sdo evidenciadas véarias vantagens, entre elas:
este marcadores sdo abundantes, cobrem extensivamente o genoma, possuem
natureza multialélica, utilizam pequenas quantidades de DNA para analise, sdo de
facil deteccdo por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), tém heranca do tipo

mendeliana e sdo expressos como alelos codominantes (MELO et al., 2008).

3.9 Estatistica na analise da variabilidade genética

Para estudos de variabilidade genética tem-se utilizado as frequéncias
alélicas, a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), a obtencdo de
estimativas dos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para diferentes loci,

indices de fixacao (ou estatisticas de F) e célculos de distancias genéticas.

3.9.1 Frequéncias alélicas

Os meétodos moleculares tem sido fundamentais no desenvolvimento dos
sistemas produtivos e na obtencdo de informacdo das populacdes. Conhecer um
pouco sobre alguns parametros de genética de populagces que permitem entender o
comportamento dos individuos e predizer a resposta produtiva das proles no tempo
atual, é de muita importancia.

Dentre muitos outros conceitos a frequéncia alélica é um conceito que deve
ser estudado, estas se definem como: as frequéncias relativas de um alelo de um
dado locus em uma populacéo. A partir das frequéncias alélicas e genotipicas séo
realizadas as andlises de diversidade genética ao nivel do individuo, populagéo ou

espécie. Quando os genotipos de loci codominantes sao obtidos a partir de amostras
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de individuos, a frequéncia dos alelos para cada locus pode ser estimada facilmente
(BEAUMONT et al., 2010).

E importante lembrar que todos os individuos diploides possuem pares de
cromossomos, portanto existem alelos pares para cada locus. Quando ha presenca
de dois alelos iguais se define como homozigoto, pelo contrario, quando os alelos
séo diferentes é chamado de heterozigoto. Embora um individuo diploide sé pode
apresentar dois alelos para um locus podem existir muitos alelos diferentes para o
mesmo locus dentro de uma populagédo (BEAUMONT et al., 2010).

Para determinar se um locus € polimdérfico ambos os alelos devem estar
presentes na populagdo com uma certa frequéncia e ndo ser o resultado de
mutacdes repetidas introduzidas na populacdo. E por causa disso que o0
conhecimento de polimorfismos permite ter uma nocdo da diversidade genética de
uma populacdo (PEREIRA; ALMEIDA, 2005). No entanto, realizar estudos mais
especificos e aprofundados de cada locus aprimorou informacao sobre a distribuicdo
e dindmica da diversidade, assim como a estimacdo de medidas de variabilidade
genética das populacdes. Para realizar o calculo das frequéncias alélicas dos alelos
para cada locus por convencédo sédo simbolizadas usando as letras minusculas p, q,

r, s, entdo, a frequéncia de um alelo é mediada por:

_ 2Ho + He

P 2N

Aonde, Ho é o numero de homozigotos, He é o numero de heterozigotos e N

€ 0 numero total de alelos da populacdo (BEAUMONT et al., 2010).
3.9.2 Equilibrio Hardy-Weinberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi descrito pelo matematico inglés G. H.
Hardy e o fisico alemdo W. Weinberg em 1908. Esta teoria propde que em uma
populacao finita com acasalamentos panmiticos ou seja aleatorios sem selecdo nem
restricdo, mutacdo ou migracdo as frequéncias alélicas e genotipicas permanecem
constantes de uma geracéo a outra (MCMANUS et al., 2011).

Segundo Andersen e Hayes (2005) para entender como ocorre o equilibrio

Hardy-Weinberg devemos considerar um organismo diploide, no qual as células
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diploides possuem duas copias de cada gene localizado em uma posicéo especifica
ou locus, no par de cromossomos recebidos da mée e do pai. Esses autores relatam
gue o valor das frequéncias genotipicas esta determinado pelas frequéncias alélicas
em uma populacéo, isto €, o conceito base da lei Hardy-Weinberg a qual indica que
as frequéncias genotipicas sdo mantidas constantes em uma geracado sempre que
as frequéncias alélicas ndo mudem e o principio de acasalamentos ao acaso se
mantenha.

Este equilibrio pode ser demonstrado matematicamente através da estrutura
matematica binomial simples (para dois alelos) ou multinominal (alelos multiplos) e

na distribuicdo das frequéncias génicas, como descrito a seguir:

p® +2pq+ q°

Para que uma populacéo possa evoluir deve estar no seu ambiente natural,
isto é que as caracteristicas ou parametros para que o equilibrio Hardy-Weinberg
ocorra ndo se cumpram, por tanto as frequéncias alélicas mudam de uma geracao
para outra. Este fendmeno pode ser verificado utilizando um teste simples como o X?
(qui-quadrado) o qual compara os resultados observados versus os esperados. O
qui-quadrado é descrito pela férmula:

Onde,

O é o numero observados de individuos com gendétipo especifico
E € o numero esperado de individuos com base no equilibrio de Hardy-
Weinberg

K € o numero de gendtipos

Pereira e Almeida (2005) citam que uma populacdo em equilibrio Hardy-
Weinberg permite introduzir a mais importante das medidas de diversidade genética:

a heterozigosidade, este parametro € indicado através de duas formas, a

heterozigosidade observada (Ho) e a heterozigosidade esperada (He). A primeira
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calculada dividindo o numero observado de individuos heterozig6ticos pelo nimero
total da amostra, a segunda corresponde ao valor de heterozigosidade no caso da
populacdo estar em equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo dada pela expressao 2pg.
Assim, estudos que envolvam microssatélites obtém necessariamente valores de
heterozigosidade superiores aos que sédo obtidos pelos marcadores proteicos, uma
vez que a taxa de mutacdo do primeiro tipo de marcadores moleculares € muito
superior a do segundo (PEREIRA; ALMEIDA, 2005).

3.9.3 Estatisticas F

Em um estudo de diferenciacdo genética de populacdes, Wrigth (1943,

1951) introduziu o seguinte modelo matematico:

(1— Fr)=(1— Fg)(1— Fy)

Aonde, Fir e Fis s@o a correlagdo entre os dois gametas de um individuo em
relacdo a populacédo e em relagdo a subpopulacédo, respectivamente. Enquanto Fst é
a correlagdo entre dois gametas sorteados ao acaso de cada subpopulacéo e as
medidas do grau de diferenciacdo genética de subpopulacdes (NEI, 1977). As
estatisticas F s8o modelos matematicos que utilizam os coeficientes de
endocruzamento para avaliar o efeito da variagdo genética dentro e entre
populacdes (Fig. 8) (MACMANUS et al., 2011).

Fir

Figura 8 — Esquema estatisticas F. Aonde, | € o individuo, S é subpopulacgéo e
T é a populacéo
Fonte: MacManus et al., 2011, p. 11
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3.9.4 Estatistica Fir

Esta estimativa expressa a correlagdo entre os gametas que se unem para
produzir os individuos em relacdo aos gametas da populacdo total (MUNIZ et al.,
2008). Esta estatistica € conhecida como indice de fixacdo da populacdo e é
determinada pela medida de heterozigosidade de um individuo em relagdo ao total
da populacédo (todas as subpopulacdes combinadas), este conceito é expressado
pela seguinte formula (MACMANUS et al., 2011):

Onde,
Het € a Heterozigosidade esperada da populacgéo total
Ho € a Heterozigosidade observada do individuo

Este modelo também pode ser descrito como:

Fip = Fg + Fer

Esta estatistica € o resultado da somatéria da variacdo por efeitos da
consanguinidade (Fis) e o efeito de Wahlund (Fst). O efeito Wahlund se apresenta
guando uma populacéo for dividida em subpopulacées grandes, o resultado desse
isolamento (efeito Wahlund) sera semelhante ao dos acasalamentos consanguineos,
isto é, haverd aumento da frequéncia de homozigotos na populacdo (WAHLUND,
1928), ou seja, a heterozigosidade de um individuo com respeito ao total da
populacdo esta definido pelo grau de consanguinidade dos reprodutores e seus
acasalamentos. Quando uma populacao é subdivida em subpopulacées o processo
evolutivo ndo acontecera, portanto sO existira alteracdbes nas frequéncias

genotipicas, mas nao das frequéncias génicas.
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3.9.5 Estatistica Fis

A estatistica Fis descreve a distribuicho dos gendtipos dentro das
populacdes indicando a distancia entre uma populacdo e o equilibrio de Hardy-
Weinberg (EGUIARTE et al., 2010). Esta estimativa a semelhanca da anterior
também é conhecida como indice de fixacdo dentro de uma populagdo sendo a
probabilidade de dois genes serem homodlogos num individuo derivado de um
ancestral comum (MACMANUS et al., 2011).

Esta estatistica mede o grau de endogamia, reflete a probabilidade de que
dois alelos dentro do mesmo individuo sejam idénticos por descendéncia descrita

pela mesma formula do modelo Fir

Aonde, Het € a heterozigosidade observada da subpopulacdo e Ho

Heterozigosidade esperada do individuo.
3.9.6 Estatistica Fst

Esta estimativa define a diferenca de pares de cromossomos de individuos
diploides amostrados com a média obtida de uma amostragem aleatéria de
cromossomos de uma populacdo (excluindo o agrupamento por individuo)
(MACMANUS et al., 2011). Outra definicao foi citada por Muniz et al. (2008) como a
correlagcdo entre os gametas ao acaso dentro da subpopulacdo em relacdo aos

gametas da populacéo total.

_ var(p)
R

Aonde, a variancia de p € calculada através de subpopulagfes e p(1-p) é a

frequéncia esperada de heterozigotos.
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A estatistica Fst é utilizada no célculo de diversidade genética por meio da

seguinte formula:

(1-Fr) =1 —-Fs)(1-Fy) ou (Fr) = (Fer) + (1 —Fsp).Fys

O valor de Fst pode variar de 0 até 1, sendo 0 quando as populacdes tém

frequéncias de alelos idénticas e 1 quando as populagdes fixaram alelos diferentes.



4. Relatério do trabalho de campo

41 Local

O estudo foi realizado no Laboratdrio de Engenharia Genética Animal LEGA,
coordenado pelo Prof. Dr. Heden Luiz Marques Moreira do Departamento de
Zoologia e Genética do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas, no
campus universitario, no municipio do Capéao do Leéo, Rio Grande do Sul, Brasil. Os
individuos utilizados foram obtidos através do programa de melhoramento genético

da empresa Aguabel localizada em Rolandia, Parand, Brasil.

4.2 Periodo Experimental

O estudo iniciou na piscicultura Aquabel no segundo semestre de 2012 com
a reproducao da geracéao filial e selecdo dos reprodutores da geragdo seguinte.
Durante este processo, no primeiro semestre de 2013, iniciou-se as analises
moleculares, as quais se prolongaram até o final do segundo semestre de 2013,

totalizando 18 meses de periodo experimental.

4.3 Obtencao dos reprodutores das linhagens Supreme, Premium Aquabel e
Chitralada

Para a formacdo da geracdo inicial foram utilizadas 30.000 larvas das
linhagens Supreme, Premium Aquabel e Chitralada. O processo de selecao foi
realizado até atingir 120 reprodutores de cada linhagem, os quais foram distribuidos
em cinco hapas de reproducéo conservando a sua identidade por linhagem e uma
relacdo de duas fémeas para um macho (2:1). Estes individuos deram origem aos
reprodutores da geracéao filial (F1). Para formar a F1 foram coletadas desovas (5 ml
de ovos por cada fémea desovada) para incubacdo das cinco hapas de cada

linhagem em um periodo de trés semanas cada sete dias, sendo utilizadas para o
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teste de desempenho larvas com diferenca em idade de uma semana, com a
finalidade de mitigar o efeito, idade — crescimento. O procedimento de incubagéo foi
realizado seguindo as condi¢cbes da piscicultura Aquabel. O processo de selecéo
realizado permitiu obter 120 reprodutores de cada linhagem que foram distribuidos
em cinco hapas conservando a sua identidade por linhagem e uma relacéo de duas
fémeas para um macho (2:1). Quando os reprodutores da geracao filial atingiram o
primeiro ano reprodutivo foram submetidos ao mesmo processo para formar a F2,
adicional as coletas realizadas para formar a geracdo F2 foi realizado um teste de
desempenho reprodutivo durante oito semanas, foram coletados dados cada sete
dias das trés linhagens de forma sincronizada. Medidas morfométricas como
comprimento total, comprimento padrdo, profundidade, peso, volume de ovos, peso
de ovos, numero de fémeas desovas por semana e numero de ovos por quilograma
de peso vivo, foram tomadas no momento de constatado a presenca de ovos na
cavidade bucal das fémeas. ApoOs o processo de incubacdo da F2, as larvas foram
alocadas a diferentes hapas (2x3x1m) dentro de tanques de terra e criados por um
més para a selecédo de uniformizacdo. Apos esse periodo, os animais foram criados
por mais seis meses. Nesse ambiente, foram submetidos a teste de desempenho, a
fim de selecionar aqueles animais de crescimento superior. Conforme as selecoes
foram ocorrendo, o nimero de animais foi diminuindo até chegar ao final do periodo
um total de 90 fémeas e 30 machos de cada linhagem, formando os reprodutores
gue foram distribuidos aleatoriamente em cinco hapas de reproducdo conservando
sua identidade, totalizando em cada familia 6 machos e 18 fémeas.

Todos os animais depois de selecionados, tanto na geracao inicial, filial e F2,
foram chipados. Para implantacdo dos microchips antimigratorios na regiao lateral-
dorsal de cada peixe os mesmos foram anestesiados com Eugenol em uma
concentracdo de 50 mg/L* (VIDAL et al., 2008). Apbs a recuperagdo da anestesia
retornaram para a mesma hapa para continuagao do crescimento, mantendo ainda a
identidade das familias (hapas). Durante toda a fase de criacdo, foram monitorados
diariamente a porcentagem de oxigénio dissolvido e a temperatura da agua

encontrando valores de 5 mg/L e 26°C respectivamente.
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4.4 Analise molecular

Posteriormente a  distribuicio  dos  reprodutores foi  coletado
aproximadamente 0,5 cm de nadadeira caudal para analise molecular. O material
biolégico da geracéo inicial e da geracéo filial iniciou seu processo de analise com a
extracdo do DNA de cada individuo utilizando o protocolo de NaCl. Esta etapa
iniciou no primeiro trimestre de 2013 e concluiu no segundo trimestre deste mesmo
ano para dar inicio a segunda etapa do processo de analise molecular, a realizacéo
do PCR-Multiplex na revelagéo utilizando o primer marcado com o fluoroforo FAM
permitiu a andlise dos marcadores propostos para esta pesquisa através da
genotipagem em sequenciador automatico, os primer para amplificacdo dos
fragmentos foram redesenhados a partir das sequéncias obtidas no GenBank
usando o programa Vector NTI (Invitrogen). Este andlise finalizou-se no final do
quarto trimestre de 2013. Os dado obtidos foram analisados no software Genepop e
FSTAT para analises da Heterozigosidade Observada e esperada, Frequéncias

alélicas, Equilibrio Hardy-Weinberg e Estatisticas FIS e FST.
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Resumo

O objetivo desta pesquisa foi analisar a diversidade genética através de marcadores
moleculares microssatélites de trés linhagens de tilapia do Nilo, em duas geracGes, submetidas
a selecdo massal. Foram utilizados os locus: UNH160, UNH178, UNH222, ISPMS01,
PRMS01 e PRMS02. A partir desses locus, foram obtidos o numero de alelos, a

heterozigosidade observada e esperada, o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg, o

coeficiente de endogamia e de diferenciacdo populacional, a diversidade genética e as
frequéncias alélicas. O numero médio de alelos por locus em cada linhagem demonstraram
que ndo houve perda de alelos entre uma geragéo e a seguinte evidenciando-se que a selecéo
massal ndo teve efeito negativo sobre o nimero de alelos. Foram observados altos indicies de
endogamia na geracdo inicial e filial das linhagens em estudo, demostrando a importancia da
analises previa das populages iniciais. O coeficiente de diferenciacdo populacional
identificou homogeneizacdo das linhagens ao longo dos processos de selecdo e pouca
variacdo destas com respeito a suas proximas geracdes, indicando efeitos inexistentes da

selecdo massal sobre as frequéncias alélicas. Os resultados do estudo n&o evidenciaram efeitos
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negativos da selecdo massal sobre a diversidade genética nas trés linhagens de tilapia

estudadas dentro da geracéo inicial e filial

Termos para indexacao: Oreochromis niloticus, melhoramento genético, endogamia.

Genetic diversity of three strains of Nile tilapia subjected to mass selection

Abstract

The objective of this research was to analyze the genetic diversity through microsatellite
markers from three strains of Nile tilapia in two generations undergoing mass selection. The
locus were used: UNH160, UNH178, UNH222, ISPMS01, PRMS01 and PRMS02. From
these loci were obtained, number of alleles, heterozygosity observed and expected, the test of
Hardy- Weinberg equilibrium, the coefficient of inbreeding and population differentiation,
genetic diversity and allele frequencies. The average number of alleles per locus in each
pedigree showed no loss of alleles between one and the next generation evidencing that the
mass selection had no negative effect on the number of alleles. High indicates of inbreeding
were observed in the initial and filial generation of strains under study, demonstrating the
importance of analysis provided the initial populations. The coefficient of population
differentiation of strains identified homogenization throughout the processes of selection and
these little variation with respect to their future generations, indicating nonexistent effects of
mass selection on allele frequencies. The study results showed no negative effects of mass
selection on genetic diversity in the three tilapia strains studied in the initial generation and

affiliate

Index Terms: Oreochromis niloticus, genetic improvement, inbreeding.
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Introducéo

O incremento da populacdo mundial e com ela a necessidade de oferecer um alimento de
Otima qualidade, fortaleceu os sistemas produtivos ndo convencionais, como a producdo de
peixe. As caracteristicas produtivas das espécies vinculadas ao sistema de producéo aquicola
permitem uma relacdo de tempo-rentabilidade positiva, seja pela facilidade na alimentacéo ou
em alguns casos pela forma como sdo cultivadas essas espécies. O Brasil apresenta um
numero diverso de espécies com potencial para piscicultura, porém sdo as espécies exoticas
como a tilapia que tém demonstrado maior viabilidade econdmica, devido ao conhecimento
técnico disponivel, tanto no campo da biologia quanto nas técnicas de manejo (Nogueira et
al., 2007).

Tilapia é o nome comum de um grupo de peixes onivoros da familia Cichlidae originarias da
Africa (Song et al., 2009). A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie mais utilizada
nos cultivos comerciais devido a sua rusticidade, ao rapido crescimento, a 6tima qualidade da
sua carne, a boa aceitacdo no mercado consumidor e outras qualidades como prolificidade,
maturidade sexual precoce, fecundidade relativa elevada e desova frequente, todas estas
caracteristicas sdo vinculadas a programas de melhoramento genético com a finalidade de
potencializar o desempenho da espécie (Turra et al., 2010). Esses atributos tem aumentado de
forma continua sua producdo, contribuindo ao uso de metodologias de selecdo de
reprodutores para o controle da qualidade genética e produtiva da espécie, mas nem sempre 0s
métodos executados produzem efeitos positivos na populacdo. As praticas de manejo
reprodutivo realizadas nos sistemas de producdo aquicolas podem inadvertidamente diminuir
a variabilidade genetica das populacfes devido ao uso de pequenos grupos de reprodutores
(Brifiez et al., 2011). Esta pratica de manejo contribuiu para 0 aumento na consanguinidade e

como consequéncia diminuicdo significativa do crescimento e da diversidade genética na
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populacdo, bem como de outros fatores de interesse, afetando negativamente o sistema e
colocando em risco a sua sustentabilidade (Fjalestad, 2005; Brifiez et al., 2011). Existem
varios métodos de selecdo de reprodutores os quais sdo especificos para cada programa de
melhoramento genético e sistema de producao, sendo o mais utilizado a selecdo por pedigree,
mas o custo de implementacdo desta metodologia em sistemas aquicolas € alto e o retorno
econémico é pouco, isto devido ao efeito ambiental que afeta notoriamente estes sistemas. A
selecdo massal ou individual se destaca como a metodologia mais usada em aquicultura, de
facil aplicacdo e se caracteriza por ser de alta intensidade na formacdo de familias
“superiores”, quando aplicada a sistemas de reproducdo conjunta se faz necessario o controle
genético das populacbes. Para exemplificar a importancia do controle dos estoques de
reprodutores foi relatado que no estado do Parana (Brasil) o indice de consanguinidade
atingiu niveis alarmantes de cerca de 35%, 0 que causou uma diminuicdo da producdo de
alevinos (Tenorio et al., 2012). A baixa variabilidade genética pode levar ao declino do
desempenho zootécnico, fazendo com que caracteristicas fenotipicas de pouco interesse
econémico ou indesejadas sejam expressas (Oliveira et al., 2011).

A intensificacdo dos sistemas de producdo aquicolas aumenta a necessidade de uma maior
profissionalizacdo da atividade. Portanto, o incremento da producdo é proporcional ao
controle genético sobre a populacdo, principalmente no que se refere a variabilidade genética
dos estoques de reprodutores (Oliveira et al., 2011), e a implementacdo de programas de
melhoramento genético de baixo custo. A caracterizacdo da variabilidade genética em plantéis
de tilapia do Nilo é uma etapa importante para o estabelecimento de programas de
melhoramento genético nesta espécie (Moreira et al., 2007). Para a realizacdo deste analise
sdo utilizados marcadores moleculares do tipo microssatélite, os quais foram isolados do
genoma da tilapia do Nilo (Yue & Orban, 2002). Estes marcadores sdo usados para obtencao

de estimativas de distancias geneticas, monitoramento de linhagens endocruzadas, testes de
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paternidade, comparagdes de composicdo genética de amostras recentes e antigas, analise da
diversidade genética, assim como indicar aos criadores a ocorréncia da reducdo da diversidade
genética por meio da comparacdo dos niveis de variabilidade entre a origem e o material
derivado (Melo et al., 2008). Com base no exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi analisar a
diversidade genética através de marcadores moleculares microssatélites de trés linhagens de

tilapia do Nilo, em duas geracgdes, submetidas a selecdo massal.

Materiais e métodos

Foi realizado no periodo de 2011 a 2013 na empresa Piscicultura Aquabel localizada em
Roléandia, PR, Brasil, um programa de melhoramento genético de trés linhagens de tilapia do
Nilo ao longo de duas geracGes, como uma proposta alternativa ao uso do modelo animal
convencional. Esta metodologia de melhoramento proposta incluia como base fundamental
para sua execuc¢do a reproducdo conjunta de individuos das linhagens Supreme Tilapia (SP),
Premium Aquabel (PA) e Chitralada (CHI) conservando a sua identidade. Portanto, devido a
falta de controle do pedigree este modelo utilizou somente o desempenho individual como
critério de selecdo e os acasalamentos na geracdo apds a selecdo também foi aleatorio. Apos o
processo de selecdo o total de individuos, 120 animais de cada linhagem, foram distribuidos
em uma relacdo de duas fémeas para um macho (2:1) em cinco hapas de reproducdo, com
alimentacdo ad libitum e qualidade da agua medida periodicamente seguindo a metodologia
estabelecida pela piscicultura Aquabel (figura 1). O material biol6gico foi coletado a partir da
amostragem de 70 individuos de cada linhagem, totalizando 210 reprodutores avaliados por
geracao.

As anélises moleculares das amostras foram conduzidas no Laboratério de Engenharia

Genética Animal (LEGA), da Universidade Federal de Pelotas, RS. Para a extracdo do DNA,
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utilizou-se aproximadamente 1 cm? de nadadeira caudal por individuo e armazenada em
alcool 70% a - 20°C. A extracdo de DNA gendmico foi realizada utilizando o protocolo de
Cloreto de Sodio (NaCl), as amostras de DNA foram diluidas em solucdo buffer contendo
Tris HCL 10mM (pH 7,5) e EDTA 1mM (pH 8,0). A integridade do DNA extraido foi
verificada em gel de agarose 1% e corado com Gelgreen (Biotium, USA).

Os loci utilizados foram escolhidos para compor um painel de analise a partir de marcadores
microssatélites publicados (Yue & Orban, 2002; Fesseaye et al., 2006; Trong et al., 2013).
Para a realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram usados os microssatélites,
UNH160, UNH178, UNH222 os quais se encontravam em grupos de ligacOes diferentes e 0s
locus ISPMS01, PRMS01, PRMS02 ligados ao crescimento. Foi seguido o protocolo de
amplificacdo proposto por Schuelke (2000). Os primers para amplificacdo destes motivos
foram redesenhados com o software Vector NTI (Invitrogen) a partir das sequéncias
depositadas no GenBank. Em um dos primers de cada locus foi adicionada a sequéncia 5
TGTAAAACGACGGCCAGT 3’ (tabela 1), conhecida como cauda M13, com a finalidade de
gerar uma marcacdo fluorescente no produto amplificado (Schuelke, 2000).

A temperatura de anelamento da PCR-multiplex na revelagéo foi de 58°C para todos os locus.
Acrescentou-se para 0 mix de PCR o primer denominado M13 contendo na extremidade 5 o
fluoroforo FAM (6-carboxy-fluorescine). As propor¢des dos primers forward, reverse e cauda
M13 foram descritas por Schuelke (2000). O mix de PCR com volume final de 10 ul foi
usado para a amplificacdo dos fragmentos.

A checagem da amplificagdo se realizou com gel de agarose 1% e corado com Gelgreen
(Biotium, USA). Os produtos da amplificagdo foram submetidos & eletroforese capilar com
sequenciador automatico ABI 3500 (Detecta, Brasil). O numero de alelos (Na), as frequéncias
alélicas, a diversidade genetica (Nei, 1977), a heterozigosidade observada (Ho) e esperada

(He) (Weir & Cockerham, 1984), o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), o
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coeficiente de endogamia (Fis) e o coeficiente de diferenciacdo populacional (Fst) de Wright
(1978) foram calculados para cada locus de cada populacéo dentro da geracdo inicial e filial

utilizando o programa Genepop (Rousset, 2008) e FSTAT (versdo 2.9.3.2) (Goudet, 2002).

Resultados e Discussao

Foram obtidos 61 alelos a partir dos 6 loci microssatélites analisados, apresentando
diversidade alélica variavel nos locus avaliados, sendo o locus PRL-MS02 o de maior nimero
de alelos. Para o locus UNH222 se observou o menor nimero de alelos, apresentando a menor
variabilidade alélica. Yue & Orban (2002) observaram que o locus PRL-MS02 é altamente
polimorfico, quando analisado em populacdes de tilapia do Nilo e tilapia Mossambica, com
21 e 14 alelos respectivamente, semelhante aos resultados obtidos para 0 mesmo locus por
esta pesquisa.

Os resultados para o numero médio de alelos por linhagem demonstraram que ndo houve
perda significativa de alelos entre uma geracdo e a seguinte evidenciando-se que a
metodologia de selecdo ndo interferiu negativamente no numero de alelos quando
confrontadas a geracdo inicial (Go) e filial (F1) para as linhagens em estudo (tabela 2).
Resultados semelhantes foram obtidos por Rodriguez et al. (2013) na qual foram encontradas
variacOes de 3,24 alelos na (Go) para 3,69 na (Gs). O nimero de alelos médios encontrados
em ambas as geracgdes séo similares ao observado por Trong et al. (2013) na linhagem GIFT
na (Gio) utilizando doze loci microssatélites, o valor médio foi de 9 alelos nessa populagéo.
Com respeito as frequéncias alélicas para a geracdo inicial, o locus UNH178 apresentou baixa
frequéncia alélica de 0,008 para os alelos 146, 152 e 154 na linhagem Supreme Tilapia; alelos
148 e 154 na linhagem Premium Aquabel e alelo 156 na linhagem Chitralada. Quando

analisadas as frequéncias alélicas para a geracéo filial foi encontrada baixa frequéncia para
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este mesmo locus (UNH178) com 0,008 para os alelos 136 e 146 na linhagem Premium
Aquabel, para os outros locus avaliados em todas as linhagens ndo se identificaram valores de
frequéncias alélicas iguais ou menores a 0,008 na geracdo inicial e filial. Em loci
microssatélites a presenca de baixas frequéncias alélicas e as diferencas entre estas
frequéncias nas geracOes sdo explicadas segundo Romana-eguia et al. (2005) como o
resultado da deriva genética que ocorre naturalmente nos estogues, com limitado tamanho
efetivo. Esta mesma autora observou que alelos de baixa frequéncia foram eliminados ao
longo das geracgdes reduzindo o valor médio de alelos por locus quando comparadas quatro
geracOes de tilapia obtidas através de processos de selecdo massal, embora este fenémeno nao
foi evidenciado neste estudo devido ao nimero reduzido de geracBes avaliadas, pode-se
relacionar a perda de alelos ao longo das geracGes com a metodologia de sele¢cdo massal pela
eliminacdo de alelos de baixa frequéncia.

Nos 6 locus analisados foi detectada a presenca de alelos privativos nas trés linhagens em
estudo. Foram observados alelos privativos na geracdo inicial para a linhagem Supreme nos
loci UNH160 e UNH178 e na geracéo filial o locus UNH160. A linhagem Premium Aquabel
registrou alelos privativos na geracao inicial para os locus UNH178, ISP-MS01, PRL-MSO01 e
PRL-MS02, quando observados o nimero de alelos privativos para esta linhagem na geracéo
filial foi evidenciada a presenca destes alelos nos locus UNH178, ISP-MS01, PRL-MSO01 e
PRL-MSO02. Para a linhagem Chitralada foram encontrados alelos privativos em todos os loci
avaliados nas duas geragOes. Estes resultados segundo Moreira et al. (2007) permitem
identificar a partir da presenca de alelos privativos e desconsiderando a sua frequéncia alélica
a distancia genética das populagdes.

As medidas estimadas de heterozigosidade observada (Ho) nas linhagens Supreme Tilapia,
Premium Aquabel e Chitralada para ambas geracdes ndo apresentaram diferencias

significativas entre elas, apresentando valores inferiores aos valores obtidos para a
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Heterozigosidade esperada (He), indicando certo grau de endogamia em Go e F1 (tabela 3).
Estes valores observados sao pouco comuns de serem encontrados e diferem do relatado por
varios autores 0s quais observaram valores maiores de heterozigosidade observada. Petersen
et al. (2012) em trés populacdes de tilapia observaram valores de Ho, de 0,53, 0,59 e 0,66.
Sukmanomon et al. (2012) encontraram valores superiores em trés populacbes de tilapia
nilotica selvagens mantidas em trés habitats diferentes, sendo que os valores de Ho variaram
de 0,610 para 0,740.

A estimativa de endogamia nas populacdes foi obtida através do Fis sendo identificados
valores variaveis e significativamente diferente de zero. Tem sido observado que todos os
valores das linhagens dentro de geracdo foram positivos indicando excesso de homozigotos
(perda da diversidade genética). Estes resultados confirmam que existe endogamia dentro dos
individuos estudados e concorda com os resultados obtidos por Melo et al. (2006), nos quais
encontraram valores positivos de Fis em seis plantéis comerciais de tilapia, este autor define
os valores positivos de Fis como a presenca de endogamia em essas populagdes. Este aumento
nos indices de endogamia nas linhagens pode estar relacionado a trés fatores sendo um deles o
determinante para a condicdo genética das populacdes em estudo: Primeiro, o0 nimero de
familias que formaram a geracdo inicial, considerando que o tamanho efetivo inicial reduzido
é proporcional a uma possivel variabilidade genética reduzida; segundo, a metodologia de
selecdo quando aplicada a programas de reproducgéo conjunta pode favorecer a formacdo de
estoques de reprodutores aparentados devido a sua superioridade genética para o critério
utilizado na selecdo. A pouca variagdo entre os valores de Fis das duas geragbes quando
analisados em conjunto com os valores da heterozigosidade demonstraram que o efeito da
selecdo massal e seu nivel de intensidade n&o foi o determinante do estado genético destas
populacbes embora exista um efeito da metodologia de selecdo sobre os indices de

endogamia. Os valores de Fis apontam para um terceiro fator e determinante da condigéo
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genética das populacGes em estudo, o nivel de endogamia das linhagens iniciadoras do
programa de melhoramento genético, a qual pode ter se originado do manejo reprodutivo
anterior ao inicio do programa e que neste momento causa efeitos negativos nas trés linhagens
avaliadas.

A endogamia na geracao filial pode ser explicada pelos valores obtidos na populagéo inicial
(Go), considerando que os valores de endogamia s&o acumulativos ao logo das geragoes.
Rodriguez et al. (2013) observou valores positivos de Fis que demonstram niveis baixos de
heterozigotos a partir da Go. O mesmo autor cita que o déficit encontrado pode estar associado
a condicdo genética das familias que iniciaram o programa de melhoramento e ao tipo de
selecdo e cruzamento utilizados. Este tipo de acumulos indesejados podem ser minimizados
aumentando o nimero no tamanho efetivo da populagéo, incluindo programas de cruzamentos
de familias diversas para evitar o acasalamento de individuos com parentesco o que exigi aos
produtores melhorar a organizacdo dos estoques de reprodutores e incorporacdo de novas
familias aos sistemas de producéo e o cruzamento entre linhagens para produzir populacdes
hibridas (Romana-eguia et al., 2005).

A estimativa da diferenciacdo genética Fst foi utilizada para medir a distancia genética entre
populacdes e para sua analise foi usada a metodologia de Wright (1978), na qual valores de
0,00 a 0,05 indicam baixos valores de Fst; de 0,051 a 0,15 moderado; de 0,151 a 0,25 alto e
>0,25 elevado. A divergéncia genética entre as variedades Premium Aquabel e Supreme
Tilapia foi moderada e menor quando comparada com os valores de Fst para as linhagens
Premium Aquabel e Chitralada em ambas geracOes (tabela 4). Quando se analisa o
comportamento das linhagens isolado por geragéo se observa que a divergéncia genética entre
a linhagem Supreme Tilapia e Chitralada diminuiu na geracéao filial com respeito a geracao
inicial isto como resultado de uma homogeneizacéo das linhagens por efeitos da selecdo. Os

valores de Fst sugerem que a proximidade entre a linhagem Premium Aquabel e Supreme
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Tilapia, assim como entre a linhagem Chitralada e Supreme Tilapia podem ser explicados
pelo fato destas linhagens terem um componente comum durante a sua formacdo. Estes
valores do coeficiente de diferenciacdo populacional para o caso da linhagem Chitralada e
Supreme Tilapia se sustenta no fato da linhagem Supreme Til&pia aparecer sobre este home
apos o melhoramento genético da linhagem Chitralada realizado pela empresa GENOMAR
(Scorvo et al., 2010). Para os valores obtidos em relacdo as linhagens Premium Aquabel e
Supreme Tilapia ndo se tem disponibilizados dados da origem da linhagem Premium
Aquabel, mas os resultados indicam que estas duas linhagens compartilharam material
genético em algum ponto da sua formacdo. Existem outros fatores que podem levar a
proximidade genética entre duas populacdes. Segundo Petersen et al. (2012) baixos valores de
divergéncia genética em duas variedades de tilapia do Nilo, podem esta relacionados a
mistura acidental (mistura do material genético por mas condicBGes de estocagem) de uma
populacdo com outra e a introducéo de genes de outras linhagens ha varias geracdes e fixados
nos planteis de reprodutores (Melo et al., 2006).

Foram analisados os valores de Fst para cada linhagem dentro de cada geragdo (tabela 5). Os
resultados do coeficiente de diferenciacdo populacional foram baixos (Fs7t<0,05)
demonstrando que a varia¢do de uma linhagem com respeito a sua préxima geracédo foi pouca.
Este resultado indica que a metodologia de selecdo ndo teve forca suficiente para causar
alteracOes nas frequéncias alélicas de uma geracdo a outra e também entre linhagens. Outra
explicacdo é que, mesmo embora esteja sendo praticada a selecdo, estes loci estdo se

comportando como loci neutros.
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Concluséo

1. Os resultados do estudo ndo evidenciaram efeitos negativos da selecdo massal sobre a
diversidade genética nas trés linhagens de tilapia estudadas dentro da geracdo inicial e
filial, porém novos estudos devem ser realizados com populacdes iniciais previamente
analisadas para evitar efeitos acumulativos de endogamia.

2. A metodologia de melhoramento genético baseado na reproducdo conjunta pode ser
usada sempre que a variabilidade genética e indices de endogamia sejam confirmados

na populacdo inicial e seguintes através de marcadores moleculares.
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Tabela 1. Loci microssatélites de tilapia do nilo, primers e acesso no GenBank. Sublinhado a
cauda M13 adicionada aos primers para cada locus.

Locus GenBank Motivo Primers sequéncia 5" - 3'
UNH160 610310 (CA) F— ATTTAGCCATTGGCTCTTACATCT
¥ R-TGTAAAACGACGGCCAGTATTTCTGTAGTTATGGCTGCCTG
F - TGTAAAACGACGGCCAGTTCCGTCACACCTCCATCATC
UNH178 G12330 (CA2L & CAGTTGTTTGGTCGTGTAAGTGA
F - TGTAAAACGACGGCCAGTCCATCTCTCTCTCTCTAGCACACG
UNH222 G12373 (CAXT & CAAAAGGCTGATGTGTGTGGTC
F - TGTAAAACGACGGCCAGTTGAGCTGAGCAGATGGAGCAGAAG
ISP-MS01  AF038123 (CANT & ATGAACAGCCCTGTGAAGAGATGG
F - AGACGAAACCAACAAGGATCA
PRL-MS01 X92380 (TG)3 & 1GTAAAACGACGECCAGTACCTTGCTCGTCACACCTG
F - TGTAAAACGACGGCCAGTTCGTGTCTTGTGGGGAAACC
PRL-MS02  X92380 (CA)as

R - GAGGGGCTTTGAATGGATGC

Tabela 2. Marcadores moleculares, tamanho em pares de bases (pb), nimero de alelos (Na),
alelos mais frequentes e frequéncia alélica (entre paréntese), numero de alelos por
linhagem dentro de geracdo, numero de alelos privativos por locus (entre
paréntesis) nas linhagens Supreme tilapia, Premium Aquabel e Chitralada.

Supreme Tildpia ~ Premium Aquabel Chitralada
L Tamanho dos Alelos mais Geracdo Geragdo Geragdo Geracdo Geracdo Geragao
ocus Na . . L
alelos (pb) frequentes inicial Filial inicial Filial inicial Filial
UNH160 190 - 214 10  194(0,86) 7(1) 8(1) 4(0) 5(0) 7(2) 8(2)
UNH178 136 - 158 12 142(0,59)  10(2) 8(0) 7(1) 8(1) 8(2) 8(1)
UNH222 159 - 175 7 175(0,80) 2(0) 4(0) 3(0) 4(0) 6(3) 6(3)
ISP-MS01 224 - 242 8 232(0,65) 6(0) 5(0) 6(1) 6(2) 6(1) 6(1)
PRL-MSO1 342 - 382 11 364(0,86) 2(0) 4(2) 5(1) 5(1) 7(3) 8(4)
PRL-MS02 244 - 276 13 270(0,67) 2(0) 4(0) 6(1) 7(3) 9(5) 10(5)
Média 4,83 5,50 5,16 5,8 7,2 7,6
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Tabela 3. Heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), coeficiente de
endogamia (Fis) nas geragdes inicial (Go) e filial (F1) de til&pia do nilo, das
linhagens Supreme Tilapia (SP), Premium Aquabel (PA) e Chitralada (CHI).
Pvalue do Equilibrio de Hardy Weinberg.

Go Fl
SP PA  CHI P PA CHI
Ho 0177 0094 0128 0175 0,118 0,152
UNHL6O He 0750 0260 0746 0758 0272 0.792
Fis 0765 0640 0828 0769 0568 0.808
Pvale  0,000%% 0000% 0,000%% 0,000%%  0,000%* 0,000%*
Ho 0288 0433 0509 0298 0,436 0,516
UNHL78 He 0620 0626 0776 0676 0650 0,759
Fis 0535 0308 0345 0559 0330 0.320
Pvale  0,000%% 0000% 0,000%% 0,000%*  0,000%* 0,000
Ho 0000 0000 0259 0000 0,000 0,214
UNH222 He 0356 0379 0660 0691 0463 0,605
Fis 1000 1000 0607 1000 1000 0,646
Pvalie  0009%* 0000%* 0000%* 0000%*  0.000%* 0,000%*
Ho 0080 0025 0179 0074 0,053 0177
He 0733 0762 0541 0713 0,634 0,604
S Fis 0891 0967 0670 089 0917 0.708
Pvalue  0,000%* 0000%* 0000%* 0000%*  0,000%* 0,000%*
Ho 0000 0000 0226 0000 0,000 0,255
He 0200 0549 0566 0267 0405 0,449
PRL-MS01 Fie 1000 1000 0600 1000 1000 0,432
Pvalue  0,000%% 0000% 0,000%% 0000%*  0,000%* 0,006%*
Ho 0000 0055 0158 0000 0,053 0,105
He 0667 0623 0847 0700 0734 0,890
PRL-MS02 Fie 1000 0916 0814 1000 0928 0.882
Pvalie  0200% 0000% 0000 0016%* 0,000%* 0,000
Ho 0161 0162 0265 0155 0176 0,269
viédiadosgrupos 0660 0556 0668 0635 0,544 0,666
Fe 07309 07097 06037 0756 0676 0,597
Pvalue  0003** 0003** 0003** 0003**  0,003** 0,003**

Nivel de significancia 99% (Pvalue < 0,01)
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Tabela 4. Analise da diferenciagdo populacional Fst entre as linhagens Supreme Tilapia,
Premium Aquabel e Chitralada dentro de cada geragao

Diferenciagdo populacional entre linhagens da geracéo Inicial

Linhagem Supreme Premium Aquabel
Premium Aquabel 0.1029 -
Chitralada 0.1213 0.1661
Diferenciacdo populacional entre linhagens da geracdo filial

Linhagem Supreme Premium Aquabel
Premium Aquabel 0.1132 -
Chitralada 0.1004 0.1538

- valores inexistentes

Tabela 5. Analise da diferenciacdo populagdo (Fst) das linhagens Supreme Tilapia, Premium

Aquabel e Chitralada dentro da geracdo inicial (Go) e filial (F1)

Linhagem / Geracéo Linhagem / F1
Supreme Tilapia / Go 0,0128
Premium Aquabel / Go 0,0259

Chitralada / G 0,0052
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Figura 1. Processo de selecdo das linhagens Supreme Tilapia, Premium Aquabel e Chitralada
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0. Conclusao

Os resultados do estudo evidenciaram que as variacbes genéticas das
populacbes é acumulativa e pode interferir negativamente nas geracdes seguintes.
Os efeitos da selecdo massal sobre as frequéncias alélicas e variaveis da genética
de populacdes nao foi evidente, porém novos estudos devem ser realizados com
populacdes iniciais previamente analisadas para evitar efeitos acumulativos de
endogamia. A metodologia de melhoramento genético baseado na reproducéo
conjunta (desovas coletivas) pode ser usada sempre que a variabilidade genética e
indices de endogamia sejam confirmados na populacdo de reprodutores inicial, caso
contrario nenhuma metodologia sera exitosa. O monitoramento constante através de
marcadores poderd ser utilizado como ferramenta para orientar 0s grupos de

acasalamentos e evitar o acumulo de consanguinidade ao longo das geracoes.
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