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RESUMO

Foram caracterizados geneticamente, utilizando-se cinco locos de microssatélites, 235 individuos de seis
plantéis de tilapia (Ceara, Chitralada, Israel, Nilotica, Taiwan e¢ Vermelha) da regido Sudeste do Brasil.
Verificou-se diferenca genética entre os seis plantéis, obtida pelo calculo do indice de fixacdo de alelos
(Fst=0,3263). De modo geral, esta ocorrendo perda de heterozigose nos plantéis, segundo mostrou a estimativa
do coeficiente de endogamia intrapopulacional (Fis=0,0486). Os plantéis Israel e Nilotica foram os mais
semelhantes geneticamente (Ig=0,6663). Os plantéis Chitralada e Taiwan foram os que menos apresentaram
genes em comum (Ig=0,2463). O plantel denominado Vermelha foi o mais distinto entre todos.
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ABSTRACT

Two hundred and thirty five individuals from six commercial stocks of tilapias (Ceara, Chitralada, Israel,
Nildtica, Taiwan and Red) from the Southeastern region of the country were genetically characterized
using five microsatellite loci. The results suggest large genetic difference among the stocks, estimated
through the fixation allele index (Fst = 0.3263), and a considerable loss of heterozigosity occurs in most
of the stocks, according to the population inbreeding coefficient (Fis=0.0486). The Israel and Nilotica
stocks were genetically similar (Ig=0.6663), while Chitralada and Taiwan showed less genes in common
(Ig=0.2463). The Red stock was the most distinct stock.
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INTRODUCAO em tanques teve inicio somente a partir de 1990
(Silva e Chammas, 1997). Dentre as espécies de
tilapias, apenas quatro conquistaram destaque na
aqiiicultura mundial: a tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), a tilapia azul de

Mogambique (Oreochromis aureus), a tilapia de

Tilapia ¢ o nome comum de aproximadamente
70 espécies de peixes taxonomicamente
classificadas, da familia Cichlidae, nativas da
Africa tropical (Fitzsimmons, 2000; Hilsdorf,

2002). Essas espécies estdo sendo criadas em
varios paises dos hemisférios norte, sul e
especialmente no Oriente Médio e Asia. No
Brasil, a tilapia vem sendo criada ha mais de
quatro décadas, no entanto, a cria¢do intensiva
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Mogambique (Oreochromis mossambicus) ¢ a
tilapia de Zamzibar (Oreochromis hornorum). A
essas espécies somam-se as suas variantes e
hibridos, genericamente chamados de tilapias
vermelhas (Lovshin, 1998). Atualmente, as
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tilapias sdo os peixes de cultivo mais importantes
das regides tropicais no mundo. S&o rusticos, de
crescimento rapido, ndo requerem tecnologia
sofisticada, possuem alta prolificidade, aceitam
uma grande variedade de alimentos, e tém boa
conversdo alimentar, sdo resistentes a muitas
doencas e desovam durante todo o ano, além de
possuirem excelente sabor e textura. Sua
importancia como fonte de proteina animal nos
paises  subdesenvolvidos ¢  amplamente
reconhecida (McConnell et al., 2000).

Na tentativa de identificagdo das espécies e
subespécies de tilapias, caracteristicas como
habito reprodutivo e alimentar, desenvolvimento
e caracteristicas morfologicas tém sido muito
utilizadas. No entanto, tais caracteres tém valor
restrito, devido a grande variago
intrapopulacional e diferencgas sutis entre plantéis
(Bardakci e Skibinski, 1994). Marcadores
moleculares tém permitido identificar espécies,
independente do estagio de vida do animal
(Fergunsom, 1995). Essa avaliagdo ¢ de extrema
importancia, pois a variabilidade genética ¢
fundamental para a implantagdo de programas de
criagdo seletiva comercial, que tenham como
objetivo a produgdo de peixes de crescimento
rapido, com melhores indices de conversdo
alimentar e resistentes a doencas.

Este trabalho teve como objetivos caracterizar
geneticamente plantéis de tilapias criadas no
sudeste do Brasil com o auxilio de marcadores
microssatélites e gerar informacdes que possam
ser empregadas em programas de melhoramento
genético da espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 235 peixes, de seis plantéis
comerciais. Trés plantéis (Ceara, Taiwan e
Chitralada) foram provenientes da fazenda Agua
Fria, localizada em Esmeraldas-MG, dois
(Nilotica e Vermelha) foram provenientes de
criatorio em Jundiai-SP, e um plantel (Israel)
oriundo de fazenda no municipio de Paraiba do
Sul-RJ.  Os  peixes foram  escolhidos
aleatoriamente, ndo importando o sexo dos
mesmos. Os exemplares dos cinco primeiros
plantéis foram transportados vivos para
laboratorio de genética da Escola de Veterinaria
da UFMG, onde foram colhidas as amostras de
sangue, de figado e da nadadeira caudal. As
amostras dos peixes do plantel Isracl foram
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colhidas na propria fazenda. As de figado e da
nadadeira caudal foram conservadas em alcool
absoluto e mantidas em freezer até serem
processadas. As amostras de sangue, obtidas por
puncao cardiaca, foram conservadas em EDTA a
temperatura de 4°C.

A extracdo de DNA dos tecidos foi feita
utilizando-se o kit de extragio EZ DNA',
segundo instrugdes do fabricante. Depois de
extraido, o DNA foi armazenado em microtubos
e conservado a 4°C. As amostras de DNA foram
quantificadas utilizando espectrofotdmetro UV.

Para as reacdes de PCR, utilizaram-se: tampao
PCR 10%, dNTPs 0,2mM, primers 0,2mM, 5,0U
de Taq polimerase, 1,5mM de MgCL,, DNA
gendmico e H,O Milli-Q q.s.p 10ul. As
amplificagoes foram realizadas em
termociclador”. O programa de amplificacdo
padronizado consistiu das seguintes etapas: um
ciclo de desnaturagdo a 95°C por 5 minutos, 35
ciclos de um minuto a 94°C, um minuto a
temperatura de ligacdo especifica para cada
primer de microssatélite (UNH 104 = 52°C,
UNH 108 = 50,2 °C, UNH 136 = 52,4°C, UNH
160 = 50°C, UNH 169 = 50,5°C), um minuto a
72°C e o ultimo ciclo de extensdo a 72°C por
cinco minutos. O material amplificado foi
mantido a 4°C até a realizacdo das analises.

Foram utilizados os seguintes primers: UNH 104
- GenBank G12257, UNH 108 - GenBank
G12261, UNH 136 - GenBank G12288, UNH
160 - GenBank G12312 ¢ UNH 169 - GenBank
G12321.

Realizou-se  eletroforese, em gel de
poliacrilamida a 8%, do material amplificado.
Utilizaram-se 10ul de cada amostra, acrescidos
de 2ul de tampao de corrida. O padrdo de peso
molecular p-GEM G1741° foi incluido em cada
gel. A corrida foi realizada por duas horas a 120
volts. Apds a eletroforese, os géis foram corados
pelo método do nitrato de prata e fotografados
com camera digital. Para analise semi-automatica
das bandas observadas nos géis, utilizou-se o
programa Image Master - Totallab® versio 1.0.

! Biological Industries,USA.

2 MJ Research( PTC - 100™), USA
? Promega, Madison, USA

* Pharmacia, USA

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.58, n.1, p.87-93, 2006



Caracterizagdo genética...

O coeficiente de endogamia dos plantéis (Fis), o
coeficiente de endogamia entre os plantéis ou
indice de fixagdo de alelos (Fst), o nimero de
alelos observados (N), as freqiiéncias alélicas e o
equilibrio de Hardy-Weinberg foram calculados
utilizando o programa Genepop web v. 3.1°. Para
calcular a heterozigose observada e esperada, a
distancia e a identidade genética entre os plantéis
e construir o dendrograma (método: UPGMA,;
modificado de NEIGHBOR, procedimento de
PHYLIP versdo 3.5) foi utilizado o programa
PopGene 1,31 (Yeh et al., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trinta e nove alelos diferentes foram encontrados
para os cinco locos de microssatélites (Tab. 1).
Ao analisar os plantéis em conjunto,
considerando-se os cinco locos, podé-se observar
que esses foram diferentes entre si. Ndo houve
diferenca genética entre os plantéis, quando
analisados dois a dois. Esses resultados mostram
que os locos escolhidos foram informativos para
diferenciar os plantéis.

Tabela 1. Ntimero, tamanho em pares de bases
(pb) e alelos mais freqiientes em seis plantéis de
tilapias da regido Sudeste do Brasil

Locos' N°de Tamanho dos  Alelos mais
alelo/loco alelos (pb) frequentes
UNH 104 9 121-215 145
UNH 108 6 121-165 135
UNH 136 7 148-200 164
UNH 160 11 131-233 181
UNH 169 6 122-190 130

"Locos microssatélites

As médias estimadas de heterozigosidade e
homozigosidade observadas e esperadas (Tab. 2)
indicaram a ocorréncia de endogamia nos
plantéis Ceara, Chitralada, Nil6tica e Vermelha o
que ndo ocorreu nos plantéis Israel e Taiwan. No
entanto, quando foram estimados o coeficiente
de endogamia intrapopulacional (Fis) e o
coeficiente de endogamia interpopulacional ou
indice de fixacdo de alelos (Fst), o que foi feito
para o conjunto dos plantéis, verificou-se que, de
modo geral, a endogamia ¢ alta dentro dos
plantéis (Fis= 0,0486).

Tabela 2. Numero de peixes analisados (N), médias de heterozigosidade observada (Hto) e
heterozigosidade esperada (Hte) em plantéis de tilapias da regido Sudeste do Brasil

Plantéis N Hto Hte Fis (total)*
Ceara 40 0,3850 0,4162 0,1171
Chitralada 40 0,6200 0,6770 0,1577
Israel 40 0,8150 0,6158 -0,3448
Nilotica 40 0,5150 0,5416 0,094
Taiwan 40 0,7350 0,6932 -0,06144
Vermelha 35 0,5950 0,6708 0,2539
*Valor negativo = perda de homozigose (Weir e Cockerham,1984)

Espécies de importancia comercial requerem
rigoroso manejo da exploragdo em relagdo a sua
estrutura de populagdes. Existe evidéncia
crescente de que muitos estoques baseados em
larvicultura (Relly et al., 1999) e outros estoques
estabelecidos para aumento de populagdes
naturais (Tessier et al., 1995) foram modificados
em sua estrutura e composicdo génica e t€m se
tornado endocruzados, seja pelas praticas de
larvicultura, seja pela sele¢ao intencional. O caso
de selegdo intencional pode ser evidenciado no
plantel Ceara, que foi fortemente selecionado

3 (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop)
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para coloragdo vermelha. Quando os peixes
chegaram a Fazenda Agua Fria, eram de
coloragdo vermelha amarelada, alaranjada e
cinza manchado. Atualmente, a coloragdo dos

peixes ¢ rosa claro, quase branca. O
endocruzamento originado pelas praticas de
larvicultura foi evidenciado nos plantéis

Chitralada, Nilotica e Vermelha, pois os alevinos
destinados a engorda eram produtos do
acasalamento de pais aparentados, mantidos em
um estoque existente no proprio criatorio.

&9



Melo et al.

A tendéncia de diminuicdo de variabilidade
genética nos plantéis, mostrada pelos niveis de
heterozigosidade e coeficiente de endogamia
pode estar ocorrendo devido ao desbalanco no
nimero de machos e fémeas usados para
reprodugdo, ou seja, poucos casais na obtencdo
de alevinos, também constatada por Norris et al.
(1999) ao estudar o salmdo do Atlantico. Isso
pode ocorrer quando ndo ha controle dos grupos
de acasalamento nesses estoques, impedindo o
acasalamento entre parentes. Outro agravante,
para esta situacdo, ¢ que ndo ha troca de
reprodutores entre as larviculturas para quebrar o
ciclo de consangiiinidade. Isso pode causar, a
médio prazo, efeitos adicionais, tais como
reduzir a capacidade que um estoque possui para
se adaptar a diferentes condicdes ambientais
como também causar a depressdo por
endogamia, o que limitaria, substancialmente, o
potencial de ganho genético em futuros trabalhos
de selecdo e melhoramento. O aumento no
nimero de alelos recessivos produz uma
tendéncia geral de diminuir a viabilidade, a
sobrevivéncia, o crescimento e a produgdo em
geral, além de incrementar a taxa de
anormalidades (Moreira, 1999). Assim, a
escolha dos reprodutores a serem usados na
formacdo do estoque ¢ um ponto muito
importante, pois determinara o conjunto génico
total disponivel para a larvicultura, bem como o
seu futuro potencial biologico. E desejavel que a
populagdo fornecedora de reprodutores para a
larvicultura ofereca variabilidade genética. Isso é
importante, pois a existéncia dessa variabilidade
¢ a condigdo essencial para o melhoramento
genético de qualquer organismo. Além disso, o
reconhecimento da variabilidade existente entre e
dentro de populagdes influenciara as estratégias a
serem empregadas nos programas de selecdo e

desenvolvimento de linhagens (Chalmers et al.,
1992 citado por Moreira, 1999).

Os plantéis Taiwan e Israel apresentaram os
menores indices de endogamia, provavelmente
devido a introdu¢do de exemplares de outros
plantéis. Houve um escape de peixes do plantel
Ceara, na fazenda onde sdo criados, e esses
foram misturados aos do grupo Taiwan. No
plantel Israel, foram introduzidos exemplares
hibridos Israel-Goiania.

Os dados obtidos mostraram que os marcadores
microssatélites podem ser utilizados para indicar
aos criadores a ocorréncia de redugdo da
diversidade genética devido ao emprego de um
pequeno numero de pais, por meio da
comparagdo dos niveis de variabilidade entre o
material original e o derivado. Esses marcadores
podem auxiliar na identificagdo dos estoques
mais divergentes geneticamente, de forma a
maximizar a recuperagdo da variabilidade
genética via cruzamento, bem como para
monitorar os niveis de endocruzamentos nos
plantéis. Entretanto, nos casos em que a
utilizagdo de marcadores moleculares nao for
possivel, a manutencao de registros e a utilizagdo
de algumas praticas de criacdo como: rodizio de
reprodutores, igual propor¢do de sexos,
renovagdo de reprodutores em periodos regulares
permitiriam a conservagdo dos niveis de
variabilidade genética existentes.

Os valores estimados de identidade genética (Ig)
e de distancia genética (Dg) entre os plantéis sdo
mostrados na Tab. 3. Esses valores indicaram
que os plantéis Israel e Nildtica eram os mais
semelhantes geneticamente (Ig=0,6663),
enquanto os plantéis Chitralada e Taiwan eram
os mais divergentes (Ig=0,2463).

Tabela 3. Identidade genética (Ig) e distancia genética (Dg) em plantéis de tilapias da regido Sudeste do

Brasil
Plantéis Ceara Chitralada Nilotica Taiwan Vermelha
Ceara Hkkk 0,5353 0,3769 0,3795 0,3421 0,3023
Chitralada 0,6249 Hkok 0,5286 0,3180 0,2463 0,3245
Israel 0,9757 0,6376 Hokkok 0,6663 0,4709 0,2553
Nilética 0,9689 1,1458 0,4060 ok kok 0,5255 0,2700
Taiwan 1,0725 1,4013 0,7530 0,6434 ok kok 0,4293
Vermelha 1,1964 1,1255 1,3651 1,3094 0,8456 HoAk

Identidade genética =valores acima da diagonal, distancia genética =valores abaixo da diagonal
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Os dados obtidos neste estudo permitiram a
confec¢do de um dendrograma (Fig. 1), baseado
no calculo da distancia genética de Nei (1978). O
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plantel Vermelha foi identificado como o mais
distante dos demais.

________________ Vermelha

Figura 1. Distancias genéticas entre plantéis de tilapias da regido Sudeste do Brasil

Segundo Lovshin (2000), ha relatos de trés
cruzamentos conhecidos que deram origem a
hibridos de tilapia vermelha: o primeiro entre
uma fémea mutante laranja-avermelhada de
Oreochromis mossambicus € um macho normal
(cinza) de Oreochromis niloticus, o segundo
entre uma fémea normal (cinza) de Oreochromis
hornorum e um macho de Oreochromis
mossambicus dourado-avermelhado e o terceiro
entre Oreochromis niloticus vermelha com um
tipo selvagem de Oreochromis aureus. Outros
hibridos de tilapia vermelha provavelmente
foram desenvolvidos, mas informagdes de suas
origens s3o desconhecidas. Os resultados
sugeriram que tal diversidade genética se
mantém nesse plantel. Como ndo foi possivel
obter informagdes referentes a origem de seus
estoques, tornou-se  dificil ampliar os
comentarios sobre o assunto.

Os plantéis Israel e Nilotica foram os mais
semelhantes entre si (Tab.3). Segundo Watanabe
et al. (2002), o plantel Israel originou-se do
cruzamento entre O. niloticus rosado e O. aureus
normal (cinza), e segundo Lahav e Haanan
(1997), a sua origem seria do cruzamento entre
O. niloticus, O. aureus e O. mossambicus. Como
o plantel Nilotica estava mais proximo do Israel
(Fig. 1), é provavel que o plantel Nilotica ndo
fosse mais um estoque puro, como preconizado;
genes de outra espécie podem ter sido
introduzidos hé véarias geracdes e fixados no
plantel.
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Verificou-se pela matriz de distdncia genética
que os plantéis Ceara e Chitralada estavam mais
proximos entre si (Dg=0,6249), quando foram
comparados aos demais plantéis. Segundo Lahav
e Haanan (1997), o plantel Ceara originou-se do
cruzamento entre O. niloticus e O. hornorum x
O. mossambicus e, segundo Aplleyard et al.,
(2003) a origem do Chitralada seria de O.
niloticus. Entdo, ¢é possivel que o plantel
Chitralada também ndo fosse puro apresentando
genes de O. hornorum e/ou O. mossambicus.
Outro fato a ser considerado na formacgdo dos
plantéis Nilotica e Chitralada é que ambos
seriam O. niloticus. No entanto, a distancia entre
os dois, mostrada no dendrograma (Fig. 1), pode
ser um indicativo de que os dois plantéis se
distanciaram devido a endogamia
intrapopulacional, que pode té-los diferenciado
geneticamente.

O plantel Taiwan teria se originado do
cruzamento de Nilotica com Ceara (O.niloticus,
O. hornorum x O. Mossambicus) (Lahav e
Haanan, 1997). De acordo com a analise desse
dado, mais o resultado obtido pelo dendrograma
e a matriz de distancia genética, percebe-se mais
uma contradi¢do, pois o plantel Taiwan deveria
estar mais proximo do plantel Ceara quando se
considera a sua origem. Novamente o manejo
dos criatérios pode ter levado a tal distingdo
entre plantéis.

Em fungdo do alto custo da importagdo de
matrizes no mercado internacional, da ordem de
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USS$ 25,00 a unidade, ¢ importante a conducdo
de trabalhos que visem a avaliagdo das linhagens
disponiveis no Brasil. Faz-se necessario conhecer
as linhagens dos principais sistemas de producao
adotados no pais, para, assim, poder avaliar a sua
variabilidade genética e verificar a possibilidade
de se iniciar um programa de melhoramento nos
plantéis. (Peixoto, 2003). Com os resultados
deste trabalho, foi possivel obter um perfil dos
plantéis comerciais de tilapia, caracterizando-os
geneticamente. Essa caracterizagdo ¢ de grande
importancia na piscicultura, uma vez que a base
genética dos plantéis é que vai determinar o
sucesso do produto final. Deve-se, também,
considerar a necessidade de mais assisténcia aos
criadores, para orientd-los quanto ao manejo
adequado dos reprodutores, de acordo com seus
objetivos, de modo a obterem o retorno
financeiro desejado.

CONCLUSOES

Ha diferenga genética entre os seis plantéis
estudados, sendo que entre alguns, os quais por
seu historico de formagdo deveriam ser mais
semelhantes, evidenciou-se grande
distanciamento genético, possivelmente
ocasionado pelo manejo reprodutivo dos
estoques. A reducdo da variabilidade genética
nos plantéis Ceard, Chitralada, Nilotica e
Vermelha pode estar relacionada ao uso de
poucos reprodutores para obtengdo de alevinos.
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