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El hombre encuentra a
Dios detrés de cada puerta
Que la ciencia logra abrir.

Albert Einstein (1879-1955)
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a variabilidade genética dos fundadores (GO) e
subseqiientes trés geragdes da linhagem GIFT (G1, G2, G3) pertencentes a um
programa de melhoramento genético da UEM-CODAPAR. Foram avaliados 90
individuos por cada geragdo, utilizando o marcador molecular microssatélites. Os cinco
loci microssatélites utilizados mostraram um total de 21 alelos, presentes em todas as
geracdes, com presenga de alelos de baixa frequéncia e alelos nulos nos loci UNH140 e
UNH163. A variabilidade genética foi similar em todas as geragdes, sendo que a G1
apresentou o menor valor médio de heterozigosidade observada (Ho=0,391)
possivelmente ao numero de familias formadoras dessa geragdo. As médias de
heterozigosidade observada e esperada (He), o desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) e a presenca de desequilibrio de ligagdo em alguns loci evidenciaram um
excesso de homozigotos. Ja o indice de endogamia esteve entre os valores 0,192 na GO
e 0,401 na Gl . No teste do efeito “Bottleneck™, todos os loci apresentaram
desequilibrio. Os resultados denotaram que o planejamento e desenvolvimento do
programa de melhoramento genético que estd implantado nas tilapias GIFT no Brasil,

nas primeiras quatro geracdes mantiveram a variabilidade genética.

Palavras chave: endogamia, melhoramento genético, tilapia GIFT, variabilidade

genética.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the genetic variability of the founder (G0O) and subsequent
three generations of GIFT strain (G1, G2, G3) belonging to a breeding program UEM-
CODAPAR. We evaluated 90 individuals per generation, using microsatellite molecular
markers. The five microsatellite loci used showed a total of 21 alleles, present in all
generations, with the presence of low frequency alleles and null alleles of the loci and
UNH140 UNH163. The genetic variability was similar in all generations, and the G1
had the lowest average observed heterozygosity (Ho = 0.391) possibly forming the
number of families of this generation. The average observed and expected
heterozygosity (He), the deviation in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and the
presence of linkage disequilibrium in some loci showed an excess of homozygotes,
since the rate of inbreeding was 0.192 between the values in GO and 0.401 in GI. In
effect test "Bottleneck" all loci showed disequilibrium. Results reflect the planning and
development of the breeding program that is implemented in GIFT tilapia in Brazil, the

first four generations have maintained genetic variability

Keywords: GIFT, inbreeding, genetic enhancement, genetic variability.



| - INTRODUCAO GERAL

As tilapias sdo cultivadas em varios paises da Asia, dos hemisférios norte e sul e
oriente médio. Atualmente se encontram entre os peixes de cultivo mais importantes nas
regides tropicais do mundo, devido a suas caracteristicas zootécnicas como sdo a boa
conversao alimentar, resisténcia a muitas doencas, rusticidade ¢ a desova durante todo o
ano. Possuem um bom sabor e textura, também ¢ vista como fonte de proteina animal
em paises subdesenvolvidos (McConnell et al., 2000; Melo et al., 2006,2008).

Na procura de produtos nutritivos ricos em proteinas, vitaminas, minerais e em
aminoacidos como lisina, a tilapia segundo (Fernandes, 2000), contém maior mundo ¢
marcante. As diferengas ocorrem entre continentes, paises ou mesmo entre regides,
dependendo do costume, disponibilidade e acesso do mercado consumidor ao produto
(Crepaldi,2006).

A caracterizacdo da variabilidade genética, em plantéis de tilapia, quantidade de
hidréxiprolina, glicina e prolina do que os animais marinhos, sendo recomendada por
possuir baixos teores de gordura que brindam beneficios na satide humana.

Segundo o relatorio da FAO (agéncia da ONU para a agricultura e a alimentagao),
o consumo mundial de peixe alcancou altos niveis, ao contabilizar um consumo médio
de 17 quilos por pessoa em 2010. A distribui¢do heterogénea no consumo de peixes no
Brasil, (!!!) ¢ uma etapa importante para o estabelecimento de um programa de
melhoramento genético dessa espécie (Mather, 2001). Marcadores microssatélites tém
sido utilizados para o monitoramento genético em peixes, tais como, sistema de
cruzamento, nivel de endogamia, variabilidade genetica e estrutura genética dos

estoques (Yue & Orban, 2002).



1.1 Tilapias

Tilapia ¢ o nome comum dado a aproximadamente 70 espécies de peixes da familia
ciclideos de agua doce (Fitzsimmons, 2000; Hilsdorf, 2002). As tilapias sdo naturais da
Africa (Appleyard, etal., 2001), Israel ¢ Jordania e devido a seu potencial para a
aqiiicultura, tiveram sua distribuicdo expandida nos ultimos cinquenta anos. Isto,pelo
fato de ser uma espécie apropriada para a piscicultura de subsisténcia, nos paises em
desenvolvimento (Lovshin, 1997).

Segundo Hilsdorf (1995), as tilapias exibem vantagens que as tornam um grupo de
peixes de interesse mundial: alimentam-se da base da cadeia trofica, aceitam variedade
de alimentos e apresentam resposta positiva a fertilizacdo em viveiros.

Séo a tilapia nilotica Oreochromis niloticus (figura 1), Oreochromis mossambicus,
Oreochromis aureus, Tilapia rendalli e seus hibridos as que apresentam maior

importancia para aqliicultura mundial (Stickney, 1997; Moreira, 2007).

Figura 1. Tilapia nilética (Oreochromis niloticus ) Fonte:
http://www.zoetecnocampo.com/Documentos/tilapia/tilapia.htm

Oreochromis niloticus demonstrou um alto potencial para aqiiicultura em varios
sistemas de criacdo no final dos anos 70 (Lazard&Rognon,1997) e destaca-se entre as
demais por exibir caracteristicas de interesse zootécnico, tais como: crescimento rapido
e rusticidade, carne de excelente qualidade, com boa aceitagdo no mercado consumidor,
mais apropriada para a industria de filetagem, o que a torna de grande interesse para a

piscicultura (Moreira et al., 2007).



1.2. Apresentacgdo da tilpia

Entre as Tilapias, Oreochromis niloticus ¢ a mais apropriada para a industria da
filetagem, por exibir caracteristicas de interesse zootécnico, carne branca de textura
firme, sabor delicado e facil filetagem, ndo tendo espinha em “Y” nem odor
desagradavel. Tem sido etiquetada como “novo pescado branco” (Vannuccini, 1999
Moreira et al., 2007)

Segundo Kubitza (2000), esta tilapia ¢ um dos produtos mais populares no mercado
de produtos aquaticos dos Estados Unidos, pela quantidade e diversidade de
apresentacao (tilapia eviscerada fresca e congelada, inteira e em filés). O fil¢ também ¢
comercializado com pele; no entanto, a porcentagem de comercializa¢do nessa forma de
processamento ¢ reduzida (Souza, 2002).

Segundo Castillo (2001), no ano 2000 os Estados Unidos, importaram 40.469
toneladas de tilapia, sendo 27.781 toneladas de peixe inteiro congelado, 5.185 de filé
congelado e 7.501 de filé fresco, sendo a tilépia inteira e congelada a mais importada
pelos norte-americanos com um porcentagem do 50% aproximadamente, no entanto o
crescimento da importagdo de filés congelados vem crescendo.

Os principais exportadores de tilapia inteira e filés congelados sdo os paises
asiaticos, como a Tailandia, Taiwan e Indonésia; e de filés frescos, paises latino-

americanos como a Costa Rica, o Equador e Honduras (Jory et al., 2000).

1.3. Comércio mundial de tilapias

A producdo de tilapias, nos anos 2002 e 2004 tiveram uma taxa de Crescimento
Anual Média 10,9% e s6 no periodo de 2004 a 2005, o crescimento foi de 6,7 %,
corroborando com os dados de novos empreendimentos com essa espécie em todo o
mundo. Os principais paises produtores sao China (48,3%), Egito (10,7%), Indonésia
(9,4%), Filipinas (8,0%), Tailandia (5,4%), Taiwan (4,1%), Brasil (3,3%), Malésia,
Honduras, Colémbia (1,4%), Equador (1,1%) e Laos (1,0%). A Asia aparece como o
maior continente produtor (78,5%), seguida pela Africa (12,1%), América do Sul
(6,0%) e América do Norte (3,4%) (Crepaldi, 2006, Chen et al, 2007).

Segundo Crepaldi (2006), a producao de tilapia Total ¢ principalmente de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus). Os novos paises a entrar em produgdo, preferem esta



espécie que ¢ de facil cultivo. O total de producgado de tilapia em 2010 pode ser previsto

em 3,5 milhdes de toneladas, sendo a maior parte proveniente da China.

1.3.1. Producdo e exportacao de Tilapia

Asia ¢ o principal produtor de tilapia e na década dos 90, teve um crescimento na
producdo de tilapia correspondendo a um percentual de 50% e atualmente esta producdo
se encontra em 63% da produgio total. No entanto, também a Africa e América do Sul
tiveram um aumento substancial na sua producdo de tilapia durante a ultima década
(FAO, 2007).

Na América Latina, os principais produtores sdo Equador, México, Panama, Costa
Rica e Brasil. Mais recentemente houve a expansdo do cultivo na Colombia, Peru e
Honduras. (Rojas, 2007)

China ¢ o maior produtor mundial de tilapia este pais ¢ responsavel por
aproximadamente 60% de toda a producdo mundial do peixe, porém grande parte da
produgdo ¢ consumida pelo mercado interno, e o restante ¢ exportado para outros paises.
Os filés produzidos da tilapia chinesa sao de baixa qualidade (FAO, 2007).

A China ainda ¢ responsavel por cerca de 70% da quantidade (47,6 milhdes de
toneladas em 2004), e mais da metade do valor total comercializado no mundo.
Contudo, a estatistica de captura e produgdo aquicola nesse pais parece estar
superestimada desde 1990, sendo assim, os dados divulgados em relatorios sobre a
producdo mundial de pescados tendem a avaliar o caso da China separadamente

(Crepaldi, 2006, Chen et al., 2007).

1.3.2. Importac0es de tilapia na America do norte

A tilapia é um peixe que tem boa aceitacdo no mercado americano, no entanto, no
ano 2003, agdes antidumping do departamento norte-americano proibiram as
importagdes do catfish proveniente do Vietna peixe importado e de elevado consumo,
fazendo com que os importadores procurem outra espécie alternativa como a tilapia.
(Kubitza, 2007, Rojas, 2007)

Entre os principais fornecedores de tilapia na forma congelada para o mercado
norte-americano, a China apresenta 52% de participacdo nas importagdes, seguido por

Taiwan e Equador segundo dados da Eurofish (Redmayne, 2000).



A América Latina ¢ o maior fornecedor de filés frescos para o mercado dos EUA e
uma das suas vantagens ¢ a proximidade geografica com relagdo aos exportadores
asiaticos. Os principais exportadores filés de frescos sdo Equador, Costa Rica e
Honduras, no entanto, a posi¢cdo do Equador como maior exportador pode mudar devido

a que muitos produtores estao retornando ao cultivo de camardes (Souza, 2002).

1.3.3. Importacdes de tilapia pela Unido Européia

O mercado europeu de tilapia é estimado em aproximadamente 10 mil toneladas
anuais. Mas ainda assim, o mercado para a tilapia ¢ reduzido, devido a competividade
do mercado com grande quantidade de catfish de qualidade e com baixos precos,
provenientes do Vietna. Os principais fornecedores de tildpias para o mercado europeu,
sdo Taiwan, Indonésia, Tailandia, China, Vietna, Malasia, USA, Costa Rica, Jamaica, €
mais recentemente, Zimbabwe ¢ Uganda. A América Latina praticamente nao exerce
nenhum papel nas importacdes de tilapia pelo mercado europeu sendo principalmente
de peixes inteiros e congelados, embora recentemente as importagdes de filés estejam
aumentando. (Kubitza, 2007)

As importacdes de tilapia congelada estdo basicamente estabilizadas na faixa de 7,8
mil toneladas em 2003, com Taiwan apresentando uma participagdo de 80% no

abastecimento deste mercado segundo a FAO (2007).

1.4. Comércio Brasileiro de Tilapias

A criagdo de tildpias no Brasil teve como marco inicial a introdugdo de um plantel
de Tilapia rendalli no ano de 1953. Essa espécie foi obtida no Congo (Africa) e foi
utilizada para povoamento da represa “Light”, em Sdo Paulo, ¢ do lago Paranod, em
Brasilia (Moreira, 1999). A introdugdo seguinte de peixes deste grupo foi feita com a
espécie Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo, fitoplant6faga), em Pentecostes, estado
do Ceara, no ano de 1971, linhagens da tilapia Nilotica e de tilapia Chitralada (1996),
(Zimmermann, 2003; Espindola,2007), mais recentemente, no ano 2005, a linhagem
GIFT pela Universidade Estadual de Maringa. Com esta ultima importagdo, o Brasil
tornou-se o primeiro pais da América Latina a receber tilapias oriundas de programas de

melhoramento genético.



O cultivo da tilapia se intensificou particularmente no Nordeste e Sudeste do pais.
O Brasil € hoje o 6° maior produtor de tilapia cultivada no mundo, com cerca de 980 mil
toneladas em 2005 (Kubitza, 2007).

O Brasil possui condi¢des favoraveis na piscicultura como o clima, disponibilidade
de areas, grandes safras de graos (soja, milho, trigo, entre outros que geram matérias
primas para ragdes animais) e recursos hidricos fazendo que este pais tenha um grande

potencial no mercado (Bozano, 2002, Kubitza, 2003).

1.5. Melhoramento genético em peixes tropicais

O aumento da produtividade em peixes € possivel pela utilizacdo de individuos
geneticamente superiores que apresentam em condigdes ambientais especificas um
elevado desempenho (Resende et al., 2010).

Dos peixes tropicais, as carpas e as tildpias sdo as espécies mais utilizadas em
programas de melhoramento genético. Alguns experimentos mostram que o
melhoramento genético na taxa de crescimento pode proporcionar ganhos de cerca de
15% por geracdo em programas bem conduzidos (Ponzoni et al., 2005, 2007, Eknath et
al., 1993), como a aplicagdo de métodos de selegdo para a tilapia nilotica (Oreochromis
niloticus) pelo World Fish Center (antigo ICLARM) em 1990.

Uma das tentativas de melhoramento genético foi desenvolvida pela Hungria o
Instituto de Pesca do Estado de Sdo Paulo e a CODEVASF. Onde utilizaram a
ginogénese para obtengao de carpas hiingaras altamente produtivas na década de 1980.

Segundo Ponzoni (2006), a implantagdo e desenvolvimento de programas de
melhoramento genético que conduzam a ganhos genéticos expressivos e duradouros sao
sugeridos na literatura cientifica, os seguintes critérios:

Descricdo ou desenvolvimento do sistema de producdo: o programa de
melhoramento deve ser conduzido em um ambiente semelhante com o sistema de
cultivo de producao.

Escolha da espécie, variedades e sistemas de cruzamento: aspectos relacionados
ao estoque de reprodutores disponivel, dominio das técnicas de producao e reproducao,
adequacdo ao sistema de produgdo e interesse do mercado consumidor, sdo
caracteristicas essenciais na escolha das espécies e variedades;

Formulacéo do objetivo de selecdo: definir o que se deseja melhorar no sentido

de atender o mercado consumidor.



Definicdo dos critérios de selecdo: eleger caracteristicas que serdo usadas para
definir o mérito genético dos animais.

Delineamento do sistema de avaliagdo genética: defini¢do da metodologia
empregada na determinagdo do mérito genético dos animais a partir dos dados
coletados.

Selecdo dos animais e definicdo do sistema de acasalamento: refere-se a escolha
de individuos que terdo prioridade de acasalamentos, levando-se em conta o aumento no
desempenho médio da nova populacdo, manuten¢do de variabilidade genética e dos
ganhos genéticos durante varias geragdes e controle do incremento de consaguinidade.

Desenho do sistema para expanséo e disseminagdo dos estoques melhorados:
deve permitir a chegada dos animais geneticamente superiores de forma rapida ao setor
produtivo, intensificando o fluxo génico entre os diferentes componentes do setor
produtivo (Nucleo, Multiplicadores e Produtores);

Monitoramento e comparagdo de programas alternativos: estabelecer um
sistema de avaliagdo do programa, de maneira que permita a checagem dos resultados,
conduzindo a mudangas nos rumos, se necessario.

E necessario escolher cuidadosamente as espécies, linhagens ou hibridos,
submetidos aos programas de melhoramento genético, com o objetivo de atender,
adequadamente, as demandas globais e/ou regionalizadas (Resende et al., 2010).

A utilizagdo de métodos quantitativos consolidados, com controle individual de
pedigree (Santos, 2009) é importante para verificar o potencial produtivo da espécie

(Ponzoni, 2006).

1.6. Melhoramento genético de tilapias no Brasil

No Brasil, a tilapia tem fundamental importancia na produgdo de peixes de agua
doce, participando no programa de avaliacdo genética do projeto “Melhoramento de
espécies aquicolas no Brasil”, componente da Rede Aquabrasil — Bases tecnologicas
para o desenvolvimento sustentdvel da aquicultura no Brasil, que tem o intuito de
promover o melhoramento genético de organismos aquaticos e disseminar animais
geneticamente superiores para os produtores (Resende et al., 2010).

A disseminagdo, além da comercializagdo de reprodutores para alevinocultores,
estdo formando nucleos satélites em diferentes regides do Brasil, transferindo familias

de reprodutores para: Recife — PE, Santana do Acarangud, Santa Fé do Sul — SP, Sorriso



— MT e Camboriu — SC. Os nucleos satélites sao formados por um conjunto de oito a
quinze familias, com 100 representantes de cada familia, na mesma propor¢do de sexos,
oriundos do Nucleo Sele¢do do programa de melhoramento genético de tilapias do Nilo
em Maringd — PR (Resende et al., 2010).

De acordo com os mesmos autores, o manejo reprodutivo ¢ a forma de
acasalamento dos animais do nucleo satélite devem evitar a0 maximo a endogamia e
permitir 0 maximo de ganho genético nas diferentes geragdes. Estes nucleos satélites
servem como locais de geragdo e multiplicacao de individuos geneticamente superiores,
permitindo o abastecimento dos alevinocultores de material genético de qualidade,
atendendo as demandas locais com suas especificidades.

Estes autores ainda afirmam que, demandas especificas de mercado, as diferentes
condi¢des de produgdo e os investimentos em melhoramento genético poderdo conduzir
ao desenvolvimento de linhagens melhoradas de tilapias, gerando informagdes técnico-

cientificas que auxiliardo o sistema produtivo na tomada de decisoes.

1.7. Melhoramento genético de tilapia GIFT

Apesar da tilapia do Nilo ser utilizada na producao aquicola brasileira hd varias
décadas, recentemente, ndo existiam programas de melhoramento genético baseados na
informagdo individualizada e no uso de avaliagdo genética com base em metodologias
estatisticas ja aplicadas em bovinos, aves e suinos. (Resende et al., 2010).

No ano 2005, a Estacdo Experimental da Universidade Estadual de Maringa
(UEM-Codapar) recebeu tilapias representantes de 30 familias da linhagem GIFT
(Genetically Improved Farming Tilapia) (Figura 2 e 3) trabalhando como entidade
nucleadora, a partir de um projeto elaborado em conjunto com o WorldFish Center e
com o apoio da Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca -SEAP. Com esta
importacdo, o Brasil tornou-se o primeiro pais da América Latina a receber tilapias

oriundas de programas de melhoramento genético (Lupchinski, et al., 2008).



Figura 2 e 3. Estagao piscicola UEM-CODAPAR e Tilapia GIFT. Fonte: Nucleo
de pesquisa PEIXEGEN.

O foco do programa de melhoramento ¢ a sele¢do por taxa de crescimento, medida
a partir do ganho médio diario. Porém, outras caracteristicas, como medidas corporais e
mortalidade a idade comercial, t€m sido coletadas para incrementar o numero de
informagdes. Apos trés anos de acasalamentos, o programa de melhoramento iniciado
em Maringa-PR, tem apresentado resultados que apontam ganhos genéticos da ordem
de 6% dos animais produzidos no ano de 2008, em relacdo a geragdo anterior (Santos,
2009).

Os programas de escolha de animais destinados a reprodu¢ao devem considerar o
impacto de estratégias de selegdo sobre a resposta a selegdao no longo prazo, de maneira
que se procure priorizar o acasalamento de individuos geneticamente superiores,

conduzindo a ganhos genéticos elevados, com manutenc¢do da variabilidade genética e

niveis de endogamia baixos (Resende et al., 2010).

1.8. Marcadores Moleculares

Um marcador molecular ¢ qualquer fendtipo molecular provenientes de um gene
expresso ou segmento especifico de DNA (Matioli, 2001), que s3o herdados
geneticamente segundo as leis de heranga propostas por Mendel, conseguindo-se
diferenciar individuos e identificar uma regido ou local de um cromossomo (Milach,
1998). Quando se encontram associados a um gene, a uma regido cromossdmica ou a
um fendtipo, podem ser usados mesmo que ndo tenham sido mapeados, desde que
possam ser seguidos em geragdes subsequentes, comprovando sua natureza genética

(Milach, 1998).
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Os marcadores moleculares sao utilizados para estudos de populagdes, estimativas
do tamanho efetivo de uma populagdo, estudos de variabilidade genética, para
identificacdo de hibridos e espécies, determinagdo genética do impacto de introducio de
populacdes e peixes cultivados em determinada area, estabelecimento de relagdes
filogenéticas, identificagdo de populagdes-chave para conservacdo de recursos
genéticos, constru¢do de mapas genéticos, em programas de melhoramento os
marcadores sdo utilizados para fazer selecdo e novos cruzamentos em uma mesma
geracdo, aumentando assim a eficiéncia e definicdo de estratégias de melhoramento
(Ferguson et al., 1995).

Entre as caracteristicas que devem apresentar um bom marcador molecular estao:
apresentar um alto nivel de polimorfismo, estabilidade em diferentes ambientes,
detectar um grande nimero de locos ndo ligados e ser de heranga simples (Milach,

1998, Matioli, 2001, Melo, 2008).

1.9. Microssatelites

Os microssatélites, conhecidos como STR — (Repeti¢des Curtas em Tandem “Short
Tandem Repeats”) ou SSR — (“Sequencias Simples Repetidas”) sdao elementos
repetitivos, formados por arranjos de repeticdes em tandem, de dois a seis nucleotideos
de comprimento e estdo entre os locos mais polimorficos dos genomas (Ferguson et al.,
1995, Milach, 1998, Matioli, 2001), Devido & variagdo do numero dos elementos
repetidos, provavelmente conseqiiente dos erros da DNA polimerase durante o processo
de replicagdo e reparo da molécula de DNA (Studart, 2001). (Melo, 2008).

Os microssatélites apresentam algumas vantagens sobre outros marcadores
moleculares por serem codominantes, abundantes, ter natureza multialélica, cobrir
extensivamente o genoma, ser de heranca mendeliana, detectados facilmente por PCR e
necessitam de pequenas quantidades de DNA para andlise. (Lima, 1998; Moreira,
1999).

Os microssatélites mais comuns sdo os dinucleotideos (repeticdes de duas bases),
seguidos pelos mononucleotideos e tetranucleotideos, sendo menos abundantes os
trinucleotideos. Quanto a sua estrutura, os microssatélites podem ser: perfeitos ou puros,
quando ndo apresentam nenhuma interrup¢do em sua seqiiéncia de repeticdo (ex.:
CACACACACACACA); interrompidos, quando possuem um par de bases ou uma

pequena seqliéncia interrompendo a série de repeticao (ex.:
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CACACACACATGCTCACACA); compostos, quando apresentam duas seqiiéncias de
repeti¢des distintas lado a lado (ex:CACACACACACAGAGAGAGAGA).

Em peixes os microssatélites mais comuns compreendem, repeti¢cdes de duas bases
geralmente (GT/CA)n ou (CT/CA)n (Lee & Kocher, 1996, Carleton et al., 2002). Lee &
Kocher, (1996) isolaram 133 locos [CA]n e 7 locos [AAC]n de microssatélites para
Oreochromis niloticus e estabeleceram os primeiros para as sequéncias flanqueadoras
(Melo et al,. 2008).

Algumas das aplicagdes de Microssatelites nos estudos na éarea animal sdo:
monitoramento de linhagens, estimativas de distdncias genéticas; endocruzadas; testes
de paternidade em diversas espécies animais; comparacdes de composi¢ao genética de
amostras recentes e antigas e analise da diversidade genética. (Melo, 2008).

A utiliza¢do de marcadores moleculares em programas de melhoramento genético,
ajudam o monitoramento, caracterizacdo da variabilidade genética, estimativas dos
coeficientes de endocruzamento e parentesco, estrutura genética dos estoques, € manejo
reprodutivo que podem contribuir para a redugdo da endogamia (Yue & Orban, 2002).

(Bentsen & Olesen, 2002, Melo, 2008).
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I11. OBJETIVO GERAL

. Avaliar a variabilidade genética de fundadores da linhagem GIFT (GO), e
subseqiientes trés geracdes (G1, G2, G3) pertencentes a um programa de melhoramento

genético da UEM-CODAPAR, através de marcadores moleculares microssatélites



111 — Caracterizagdo genética de diferentes geracgdes de tildpia GIFTdo programa

de melhoramento da universidade estadual de Maringa.

Resumo-O objetivo do trabalho foi avaliar a variabilidade genética de quatro
geragdes da linhagem GIFT (GO, G1, G2, G3) pertencentes a um programa de
melhoramento genético da UEM-CODAPAR. Os cinco loci microssatélites utilizados
mostraram um total de 21 alelos, presentes em todas as geragdes, com presenca de
alelos de baixa frequéncia e alelos nulos nos loci G12292 ¢ G12315. A variabilidade
genética foi similar em todas as geragdes, sendo que a G1 apresentou o menor valor
médio de heterozigosidade observada (Ho=0,391). As médias de heterozigosidade
observada e esperada (He), o desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) ¢ a
presenca de desequilibrio de ligacdo em alguns loci evidenciaram um excesso de
homozigotos, com presenca de endogamia (Fis=0,281). No teste do efeito “Bottleneck”
todos os loci apresentaram desequilibrio. Estes valores demonstram que existe excesso
de homozigotos o que ¢ esperado em programas de melhoramento genético, onde se

precisa a construgdo de linhagens isogénicas.

Termos para indexacdo: endogamia, geragoes, melhoramento genético, Tilapia GIFT,

variabilidade genética.
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Genetic evaluation of GIFT tilapia generations of improvement genetic program
using microsatellite markers

Abstract-The objective was to evaluate the genetic variability of four generations of
GIFT strain (GO, G1, G2, G3) belonging to an improvement genetic program UEM-
CODAPAR. The five microsatellite loci used showed a total of 21 alleles, present in all
generations, with the presence of low frequency alleles and null alleles of the loci

G12292 and GI12315. The genetic variability was similarin all generations,
and the G1 had the lowest average observed heterozygosity (Ho=0.391). The
averages of observed and expected heterozygosity (He), the deviationin Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) and the presence of linkage disequilibrium in some loci
showed an excess of homozygotes with the presence of inbreeding (Fis = 0.281).
In effect test Bottleneck all loci showed disequilibrium. These figures show that there is
na excess of homozygotes is expected in breeding programs, which states the

construction of isogenic strains.

Index terms : inbreeding, generations, improvement genetic, genetic variability, Tilapia

GIFT.
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Introducgéo

Nas regides tropicais as tilapias sdo o cultivo mais importante de peixes, devido as
caracteristicas zootécnicas e facil manejo, além de possuir um excelente sabor e textura.
E utilizada como fonte de proteina animal em paises subdesenvolvidos. McConnell et
al., 2000.; Melo et al., 2006)

No Brasil, as tilapias se encontram distribuidas em quase todo o pais, foram
introduzidas nos anos 50 e utilizada em cultivo desde 1990 (Silva & Chammas, 1997),
chegando a ser uma importante espécie no comércio como também objeto de pesquisa
em muitos paises tropicais e subtropicais.

Sao muitas as introdugdes de tilapias no Brasil destinadas a tilapicultura, sendo de
importancia Tilapia rendalli (1952), a tilapia do Nilo O. niloticus ¢ O. hornorum
(1971), linhagens da tilapia Nildtica e de tilapia Chitralada (1996),entre outras
(Zimmermann, 2003; Espindola, 2007), mas recentemente no 2005 foi introduzida a
linhagem GIFT.

A linhagem de tilapia GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapias)
desenvolvida na Maldsia ¢ composta por quatro linhagens comerciais de tilapias
cultivadas na Asia e outras quatro linhagens silvestres Africanas (Gupta & Acosta,
2004), motivo que faz com que a linhagem possua uma maior variabilidade genética e
resisténcia.

No ano 2005, a Universidade Estadual de Maringé recebeu representantes de 30
familias da linhagem GIFT das quais vem fazendo-se melhoramento genético
(Lupchinski et al., 2008). Esta linhagem ¢ de importancia comercial e requer um
rigoroso manejo genético para manter as caracteristicas desejadas, pois, um manejo

inadequado pode gerar diversos problemas como altos niveis de endogamia, declinio da
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produtividade, baixo crescimento, baixo ganho em peso, ou a expressao de genes que
possam baixar o potencial desta linhagem.

Em todos os organismos, a variabilidade genética ¢ base da diversidade genética,
potencial evolutivo e capacidade adaptativa de uma espécie (Borowsky, 2001; Saura et
al., 2006). Para espécies mantidas em ambientes controlados como piscicolas, a
variabilidade genética diminui devido ao cruzamento entre individuos aparentados ja
que estes representam s6 uma pequena amostra da populagdo, resultando na diminui¢o
da variabilidade genética (Hallerman, 2003, Pineda & Santis, 2004).

Para uma linhagem destinada a programa de melhoramento como no caso da tilapia
GIFT, deve verificar-se a variabilidade genética das familias e a estrutura genética da
populacdo, a fim de selecionar aqueles individuos que efetivamente possam contribuir
na forma¢do de um lote com base genética suficientemente ampla para tais objetivos
(Lopera-Barrero et al.,2007). Para a analise ¢ monitoramento genético, sdo utilizados
marcadores moleculares que permitam que a selegdo e que novos cruzamentos sejam
realizados em uma mesma geragdo o que aumenta consideravelmente a eficiéncia de um
programa de melhoramento (Melo et al.,2008).

Um marcador molecular segundo Milach (1998) ¢ caracteristica de DNA que
diferencia individuos e é herdado geneticamente de acordo com as leis basicas de
heranca de Mendel e serve para identificar um local ou uma regido de um cromossomo.

Os microssatelites sdo marcadores codominantes que possuem caracteristicas ideais
e comparando-se com outros marcadores moleculares, constata-se que estes apresentam
uma série de vantagens sobre os outros (Lima, 1998; Moreira, 1999; Melo et al, 2008).

O objetivo deste trabalho foi estimar a variabilidade genética dos fundadores e suas

subseqiientes trés geragdes de tilapia GIFT do programa de melhoramento genético.
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Material e Métodos

Para avaliar a variabilidade genética dos fundadores e subseqiientes geragdes de
tilapia GIFT, foram utilizados 360 individuos, 90 por cada geragdo, A primeira geracao
(fundadores) GO foi constituida por individuos selecionados das 30 familias
provenientes da Malésia e as outras trés geracdes seguintes, submetidas a constante
selecdo por ganho em peso e foram constituidas por 32 familias na G1, 58 familias na
G2 e 78 familias na G3 .

Para extracdo de DNA, foi utilizada a metodologia descrita por Lopera-Barrero et
al., (2008). Em microtubos contendo as nadadeiras, foram adicionados 550 pL de
tampao de lise (50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS) e 7 uL de
proteinase K (200 pg mL-1). As amostras foram incubadas em banho-maria a 50 °C por
12 h. O DNA foi precipitado com 600 puL de solugdo de NaCl (5M) e centrifugado por
10 min a 12.000 rpm. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para novos
microtubos, precipitado com 700 pL. de alcool etilico absoluto e incubado por uma hora
a -20 °C. O DNA foi centrifugado, lavado com 700 pL de alcool etilico 70%,
ressuspendido em tampao TE - 10 mM Tris pH 8,0 e 1| mM EDTA (80 pL para
nadadeira e 35 pL para larva), e tratado com 7 uL. de RNAse (30 pg mL-1) em banho-
maria a 37 °C por uma hora, e em seguida estocado no freezer a -20°C.

A quantificagdo do DNA foi feita no espectrofotometro Shimadzu UV 1601- E.U.
(amplitude de onda 260 nm) e a amostras diluidas para uma concentragdo de 10 ng/ul.
A integridade do DNA foi verificada em eletroforese horizontal usando um gel de
agarose 1%, a 70 V por 120 minutos, e posteriormente se capturard a imagem no
sistema fotografico L-PIX (LOCCUS biotecnologia).

O DNA foi testado com diferentes temperaturas de anelamento para cinco

primeiros (Loci G12292, G12311, G12312, G12314 e G12315) e concentragdes de Mg
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e DNA, e posteriormente submetidas em gel de poliacrilamida 10% (acrilamida :
bisacrilamida - 29:1) e uréia 6 M, conduzidas em solugdo tampao TBE 1X (90 mM
Tris-Borato, 2 mM EDTA) a 180 V (250 mA) durante 10 horas.

Para a visualizagao dos alelos microssatélites, o gel foi corado com nitrato de prata
descrita por Bassam et al. (1991) com algumas modificacdes. O gel foi submetido a
uma solucdo de fixacdo (10% etanol, 0,5% acido acético) por 20 min, depois outra
solugdo contendo 6 mM de nitrato de prata por 30 min e posteriormente com uma prévia
lavagem com agua destilada, foi submersa numa solugao reveladora com 0,75 M NaOH,
0,22% e formol 40%. Cada gel foi fotografado com uma céamera digital X-785
OLIMPUS. O tamanho dos alelos foi calculado usando o marcador de peso molecular
100 pb e 10 pb (DNA ladder - Invitrogen®).

Os dados foram submetidos aos programas estatisticos computacionais. O numero
de alelos, a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), o indice de Shannon o
numero efetivo de alelos, o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram
calculados com o programa PopGene 1.31 (Yeh et al., 1999). A frequéncia alélica e o
coeficiente de endogamia (Fis) para cada loci foi calculado com o programa Genepop
1.2 (Raymond & Rousset, 1995). O desequilibrio de ligacdo foi determinado com o
programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005), pelo método da cadeia de Markov. Para
evidenciar a presenca de alelos nulos, foi utilizado o programa Micro-checker e
Bottleneck Version 1.2.02 para o teste de reducdo no tamanho efetivo populacional
“efeito gargalo de garrafa”.

Resultados e Discussao

A analise dos cinco loci mostrou um total de 21 alelos. Os niveis de variabilidade
alélica, nas quatro geragdes, variaram entre o maximo de cinco alelos para os loci

G12311 e G12315, e o minimo de trés alelos para o locus G12314 (Tabela 1), com um
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tamanho minimo de 120pb nos locos G12312 e G12315 ¢ maximo de 370pb no loco
G12311.

Nos loci G12292 e G12314, o alelo B foi o que apresentou maiores frequéncias, ja
no locus G12312 os maiores valores foram para o alelo A, exceto da ultima geragdo.
Entretanto, no 16cus G12311, as maiores frequéncias estiveram no alelo B ¢ D para a GO
e G1 respectivamente ¢ o alelo E nas geragdes seguintes, por ultimo no alelo G12315 as
maiores frequéncias mudaram em todas as geracdes.

Tabela 1. Frequéncia dos alelos para os loci microssatélites analisados nas quatro
geracdes de Tilapia GIFT.

LOCUS T(pb)  ALELOS GO Gl G2 G3
A 0,233 0,173 0,272 0,156
61229 135-160 B 0,244 0,315 0,206 0,111
C 0,333 0,327 0,317 0,478
D 0,189 0,185 0,206 0,256
A 0,161 0,057 0,094 0,083
B 0,350 0,100 0,028 0,161
G12311 310-370 C 0,244 0,207 0,206 0,172
D 0,183 0,407 0,239 0,189
E 0,061 0,229 0,433 0,394
A 0,750 0,403 0,583 0,294
PP B 0,078 0,330 0,261 0,411
C 0,100 0,199 0,139 0,189
D 0,072 0,068 0,017 0,106
A 0,223 0,180 0,244 0,281
G12314  140-170 B 0,693 0,685 0,572 0,444
C 0,084 0,135 0,183 0,275
A 0,135 0,172 0,228 0,217
B 0,152 0,236 0,222 0,200
G12315 120-160 C 0,230 0,282 0,150 0,211
D 0,236 0,178 0,167 0,194
E 0,247 0,132 0,233 0,178

Nenhum alelo foi eliminado nas geragdes. Porém, foram observados varios alelos
com baixa frequéncia (menor que 0,1000 - 10%) no locus G12311 o alelo A nas
geragdes G1, G2, G3, o alelo B na G2 e alelo E na GO, outros alelos foram verificados

no locusG12312, o alelo B na GO ¢ o alelo D nas G1,G2,G3 onde os valores foram
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diminuindo ao longo das geragdes. No locus G12314, um ultimo alelo C de baixa
frequéncia foi apresentado na geracao GO.

Segundo Bengtsson et al., (1995), a baixa freqiiéncia dos alelos pode indicar um
processo de perda alélica, afirmagdo que seria pouco provavel ja que, segundo Van-
Rossum & Prentice (2004), para determinar este efeito sao necessarias pelo minimo 12
geragdes. Uma possivel causa destas mudangas de frequéncias e baixos valores alélicos
estdo associados a selecdo do programa de melhoramento genético, onde os individuos
formadores de familias das seguintes geragdes sdo selecionados para ganho em peso.
Também Romana-Eguia et al., (2005) observaram alelos de baixa frequéncia e
eliminagdo alélica, na formacao das geracdes de tilapias SEAFDEC-seleta no decorrer
da selecao direcional.

Os loci G12292 ¢ G12315 apresentaram alelos nulos, esses alelos sdo resultantes de
mutagoes ocorridas nas regides do DNA-alvo, as quais impossibilitam a amplificacao
desses alelos (Callen et al., 1993). Em microssatélites, ¢ possivel a presenca de alelos
nulos por amplificacdo preferencial de alelos curtos devido a qualidade ou quantidade
de DNA (Shinde et al.,2003; Benites, 2008). No entanto, estes alelos podem criar
homozigotos falsos (Carlsson, 2008) podendo alterar os resultados obtidos neste
trabalho nos valores de heterozigosidade, indice de endogamia, desvio no equilibrio
Hardy-Weinberg (Adams & Rosel, 2006).

A media da heterozigosidade observada (Ho), que representa o grau de diversidade
genética das geragOes, foram superiores para a G2 e G3, a geracdo GO apresentou
valores proximos a estes ¢ G1 teve o menor valor (Tabela 2). Segundo Yu et al., (1999)
quando se experimenta uma reducdo no tamanho efetivo se exibe uma redugdo da
heterozigosidade. O que pode ser explicado pelo numero de familias formadoras de

cada geragdo que foram 30 para GO, 32 na G1, 58 na G2 e 78 na G3.
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Tabela 2. Numero de alelos por locus (N.A), nimero efetivo de alelos (Ne),
heterozigose observada (Ho), heterozigose esperada (He), indice de fixacao (Fis) e teste
do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para as quatro geracdes GO, G1,G2 e G3.

Pop GO Gl G2 G3 Média
LOCUS N 90 90 90 90 360
N.A 4 4 4 4 —
Ho 0,578 0,432 0,544 0,467 0,505
G12292  He 0,743 0,734 0,745 0,674 0,724
Fis 0,224 0,413 0,271 0,308 0,304
EHW 0,000 0,000 0,000 0,000 -
N.A 5 5 5 5 -
Ho 0,678 0,400 0,633 0,644 0,589
G12311  He 0,759 0,731 0,707 0,75 0,737
Fis 0,107 0,455 0,105 0,142 0,202
EHW 0,000 0,000 0,104 0,000
N.A 4 4 4 4 -
Ho 0,378 0,443 0,233 0,289 0,336
G12312  He 0,419 0,688 0,575 0,701 0,596
Fis 0,098 0,358 0,596 0,590 0,410
EHW 0,117 0,000 0,000 0,000 -
N.A 3 3(1,92) 3 3 —
Ho 0,422 0,449 0,567 0,506 0,486
G12314  He 0,466 0,482 0,582 0,652 0,546
Fis 0,096 0,069 0,027 0,226 0,104
EHW 0,556 0,686 0,557 0,000 -
N.A 5 5 5 5 -
Ho 0,449 0,23 0,678 0,611 0,492
G12315  He 0,793 0,791 0,798 0,804 0,797
Fis 0,435 0,711 0,152 0,241 0,385
EHW 0,000 0,000 0,000 0,000
N.A 42 42 42 42 —
Ho 0,501 0,391 0,531 0,503 0,482
MEDIA  He 0,636 0,685 0,682 0,716 0,680
Fis 0,192 0,401 0,230 0,301 0,281
EHW 0,135 0,137 0,132 0,000 -

No estudo feito por Romana-Eguia et al. (2004), obtiveram valores médios de Ho

= 0,683 ¢ He= 0,813 em Tilapia GIFT, maiores aos encontrados no presente trabalho

para as geragdes de Tilapia GIFT GO (Ho: 0,5009; He: 0,6360), G1(Ho: 0,3909; He:

0,6854), G2(Ho: 0,5311; He: 0,6817), G3 (Ho: 0,5033; He: 0,7162). Entretanto, Rutten

et al., (2004) encontraram valores mais préximos a este trabalho, com valores médios

He=0.704 ¢ Ho=0.696 para tilapia GIFT da quinta geracdo provenientes

instituto Nacional de Aquicultura , Pesquisa e Genética de Tailandia.

do

Os baixos valores médios de Ho ¢ He observados nas geragdes analisadas no

presente trabalho podem ser ocasionados devido a presenga de alelos nulos que foram



28

evidenciados nos loci G12292 e G12315, ao sistema reprodutivo preferencial (Aho et
al., 2006) nas quatro geracdes de tilapia GIFT onde os acasalamentos foram
hierarquicos. A sele¢do que neste trabalho foi feita por ganho em peso, que pode ser
corroborado com os resultados obtidos por Romana-Eguia et al., (2005), onde os niveis
de heterozigosidade média esperada para uma linhagem seleta de tilapia do Nilo foi
reduzido significativamente no processo de sele¢do ou também a endogamia que ¢
esperada em estoques mantidos em cativeiro (Lopera Barrero et al., 2010) e que,
segundo Falconer & Mackay (1996) e Gall & Bakar (2002),. acumulo de endogamia é
uma conseqliéncia natural em populagdes sob sele¢io.

Os valores de Fis que podem ser interpretados como coeficiente de endogamia (),
indicam a ocorréncia de excesso de homozigotos que apresentaram valores médios e
que estiveram entre (0,192) na GO e (0,401) na G1, valores que foram superiores ao Fis
= 0,019 encontrados em Tilapia GIFT (Rutten et al., 2004), Os valores de Fis
encontrados neste trabalho podem evidenciar uma resposta genética a selecdo do
programa de melhoramento genético (Pante et al., 2001) onde a endogamia aumentou
comparando-se a primeira geracdo com as seguintes geracdes. No entanto, a possivel
formagao de linhagens homozigotas que ¢ esperado em programas de melhoramento
genético demonstra aumento no Fis (Moreira, 2001)

Houve desvios significativos no Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) nas
geragdes GO, G1, G2, que pode ser explicado pelo endocruzamento na formagdo das
geracdes (Cazerta, 2006) pelo excesso de homozigosis observados nos valores de Fis
(Romana-Eguia et al., 2005, Morelli, 2008) ¢ pela presenca de alelos nulos que foram
verificados em alguns loci (Beaumont & Hoare, 2003, Benites, 2008).

No teste de desequilibrio de ligagdo verificou-se que na geracdo GO os locus

(G12311 — G12314) e (G12312 — GI12315), na Gl os locus (G12292-G12311),
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(G12292-G12312) e (G12312- G12315), na G2 (G12312-G12315) e na G3 os locus
(G12292-G12312), (G12311-G12312) e (G12314-G12315) apresentaram desequilibrio
de ligacdo. Segundo Futuyma, (1992), este desequilibrio pode ocorrer entre loci devido
ao alto indice de homozigotos (excesso gamético) presente na populagdo € ndo porque
realmente estes loci estejam ligados no mesmo cromossomo. Também outro motivo seja
a presenga de loci em desequilibrio no EHW encontrados na maioria dos loci.

Com a andlise realizada no programa BOTTLENECK identificou-se um
desequilibrio entre a He= heterozigosidade esperada e Heq= He em equilibrio sob
equilibrio entre mutacdo e deriva, para as quatro geracdes. Isto sugere que
possivelmente pode estar ocorrendo uma redu¢do do tamanho efetivo nas geragdes
incrementando o nivel do desequilibrio de ligacao (Innes & Elliott, 2006). Segundo Lee
et al., (2002), o desequilibrio de ligagao pode estar associado a inclusdo de loci em
desequilibrio de Hardy-Weinberg, fazendo que populagdes sem ocorréncia de gargalos
populacionais paregam té-los experimentado recentemente o que pode explicar os
resultados de desequilibrio de ligagdo encontrados neste trabalho onde foi verificado
desequilibrio no EHW na maioria dos loci analisados, esperado numa populagdo
submetida a selecao.

Entretanto, os microssatelites mostraram que a variabilidade genética se manteve
ao longo das quatro geragdes submetidas a sele¢do o que ¢ bom em programas de
melhoramento genético ja que baixa variabilidade genética pode se manifestar em
termos de crescimento, viabilidade e sobrevivéncia e a presen¢a de anormalidades

(Lovshin, 2000; Pante, et al., 2001a).
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Conclusoes

1. Os resultados denotaram que o planejamento e desenvolvimento do programa de
melhoramento genético que estd implantado nas tilapias GIFT no Brasil, nas primeiras
quatro geragdes mantiveram a variabilidade genética, no entanto na geracdo Gl
apresentou uma valor baixo de (Ho=0,391), em comparacdo com a (He= 0,685)

possivelmente devido ao nimero de familias formadoras dessa geracao.
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Apéndice A. Anilise dos alelos de microssatélite produzidos a partir da amplificaco
com o loco G12314, separados em gel de poliacrilamida desnaturante (10%).




