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Resumo

Este trabalho apresenta os problemas relacionados a implantacdo de um programa de
melhoramento genético das tilapias-do-Nilo Oreochromis niloticus) a partir de linhagens
importadas para o Brasil, e uma contribuicdo no sentido de supera-los. Uma reviséo de
literatura é apresentada, onde sdo discutidos aspectos genéticos da formacéo dos estoques
nacionais e as dificuldades que este processos geram para o melhoramento genético, as
possibilidades oferecidas pela genética molecular para supera-las, os principios de
funcionamento da selecéo assistida por marcadores moleculares (MAS) de DNA e do uso
dos marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), para subsidiar uma
recomendacdo de procedimentos gerais para a formagéo de banco genético da espécie e
conducdo de programas de MAS com a espécie . Os dois capitulos seguintes apresentam
contribuicbes para este objetivo, na forma de artigo cientifico. A primeira delas tem objetivo
de investigar o potencial genético de quatro linhagens comerciais provenientes de diferentes
estoques cultivados no pais, para fins de formacéo de plantel hibrido intraespecifico a ser
utilizado em programa de melhoramento genético. O objetivo da segunda é investigar a
viabilidade técnica da utilizacdo de dois indices de forma do corpo, como fenotipos

correlacionados ao rendimento de filé para programa de melhoramento genético.



Abstract

This work presents the main problems related to the implantation of a genetic improvement
program of Nile tilapia Oreochromis niloticus) based on imported strains to Brazil and a
contribution in order to overcome them. An overview is provided on the formation of national
lineages, the difficulties brought by this process to genetic improvement, the possibilities
offered by molecular genetic to overcome them, the DNA markers assisted selection (MAS),
and the use of RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) markers in this process. A
series of recommendation of general procedures for the formation of genetic bank and
conduction of the MAS program for such species. The two following chapters present
contributions of these objectives in a scientific paper form. The first one intends to investigate
the genetic potential of four commercial strains proceeding from different stocks in Brazil in
order to form an intra-specific hybrid plantel used in a genetic improvement program. The
second one investigates the technical viability in the application of two body form indexes as

correlated phenotypes to the fillet and carcass yield in a genetic improvement program.
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1- Introducéo

As tilapias cultivadas no Brasil sdo animais exéticos, importados oficialmente de
diferentes locais do continente africano, em dois momentos. A primeira importacao oficial
aconteceu em 1971, proveniente de Bouaké, na Costa do Marfim (Nugent, 1988). A segunda
€ originaria da Alexandria, no Egito. Essa linhagem foi inicialmente introduzida no Japéo, de
la foi transferida para a Tailandia e, em 1996, foi trazida para o Brasil (Zimmermann, 1999).

Dos locais que receberam as importacdes, estes peixes foram introduzidos em
acudes, estacdes de piscicultura e piscigranjas particulares sem registros sistematicos ou
precaucfes uniformizadas para a preservacdo da variabilidade genética original da
populacdo importada. Existe evidéncia de que esta situacdo tenha causado estreitamento de
base genética e desvios de frequéncia de heterozigotos em relacdo as esperadas pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg em varios estoques (Moreira et al., 2000).

Este estreitamento de heterozigose diminui o potencial de cada uma das linhagens,
tomada em separado, para programas de selecdo genética. A resposta a selecao genética é
limitada pelo nivel de variagdo genética (Falconer & MacKay, 1996). Uma estratégia para
contornar este problema é a formagéo de estoques hibridos intraespecificos que recuperem
a perda de alelos pelas linhagens fundadoras em seus processos de deriva e selegéo
diferenciais.

A primeira providéncia a ser tomada na implantacdo de um programa de
melhoramento genético de tilapias no Brasil é verificar a variabilidade genética dos estoques
disponiveis, a fim de selecionar aqueles que efetivamente possam contribuir com a
formacdo de um estoque hibrido intraespecifico com base genética suficientemente ampla
para tal objetivo. Vandeputte (2003) aponta a variabiliade genotipica como pré-requisito para
um programa de selecéo efetivo. Este passo independe das caracteristicas de interesse
para as quais se deseja obter melhoramento. A partir desta escolha, uma série de

procedimentos deve ser tomada para a manutencgdo destes estoques como banco genético



para quaisquer subprogramas de melhoramento direcionados a uma ou mais caracteristicas
zootécnicas de interesse.

Também sdo fatores importantes para a eficiéncia do processo de selecao a
variabilidade da caracteristica fenotipica a ser melhorada (Gjf em & Bentsen, 1997). O
ganho genético potencial por geracao é proporcional a variabilidade da caracteristica e a
sua herdabilidade. De modo também importante, a caracteristica precisa exibir variacao
genética aditiva e ndo possuir correlacdo genética desvantajosa com outros fenétipos
importantes (Falconer & Mackay, 1996).

E necessario aferir, em um primeiro momento, a variabilidade da caracteristica
desejada dentro do banco genético disponivel. Se for detectada variacado consideravel entre
os individuos, um grupo de reprodutores € selecionado com base em seus fen6tipos e inicia-
se um teste de progénie, para aferir a herdabilidade deste fenétipo. Se o valor obtido de
herdabilidade for consideravel, significa que a caracteristica € majoritariamente controlada
geneticamente, e € possivel obter ganho genético por selecéo a cada geracéo.

Uma impotante ferramenta nos programas de selecdo genética sdo os marcadores
moleculares. Quando eles sao utilizados como fenétipos de escolha de reprodutores, a
selecdo € denominada MAS (Marker Assisted Selection). A aplicacgdo da MAS aos
programas de melhoramento genético requer associacdes entre genotipos, representados
por marcadores moleculares, e os correspondentes valores de fenotipos desejados. Essas
associagdes devem existir porque os loci marcadores séo ligados aos loci controladores das
caracteristicas quantitativas (QTLs) (Ferguson & Danzmann, 1999). Os individuos sé&o
escolhidos como reprodutores, uma vez que se detecte que os marcadores que eles
possuem estdo associados com desempenho superior relativo aos genétipos apresentados
por outros membros de sua linhagem.

Este trabalho é uma contribuicdo ao processo de implantacdo de estoque hibrido
intraespecifico de tilapias e de programas de melhoramento genético assistido por
marcadores moleculares, para aspectos morfométricos potencialmente relacionados ao

rendimento de filé e carcaca na espécie.



2- Objetivos

Os objetivos deste trabalho s&o: estabelecer os procedimentos gerais para a
implantacdo de programa de selecao genética assistida por marcadores moleculares a partir
de dados literarios; investigar o potencial genético de quatro linhagens comerciais
provenientes de diferentes estoques cultivados no pais para fins de formacédo de plantel
hibrido intraespecifico a ser utilizado em programa de melhoramento genético; e investigar a
viabilidade técnica da utilizacdo de dois indices de forma do corpo, como fenotipos

correlacionados ao rendimento de filé para programa de melhoramento genético.

3- Reviséo de literatura

As tilapias sdo peixes de habito léntico, que tendem a formar subpopulagbes em
lagoas, lagos e remansos de bacias hidrograficas onde ocorrem naturalmente. Isso contribui
para efeitos de deriva genética diferencial entre grupos relativamente isolados
reprodutivamente, ainda que geograficamente proximos entre si e ocorrentes na mesma
bacia hidrografica.

Hassanien et al. (2004) mostrou que a diferenciacdo genética se da entre populacdes
bastante proximas de peixes de mesma bacia. Eles utilizaram marcadores RAPD e
verificaram que O. niloticus de lagos do Delta do Nilo apresentaram menor variabilidade que
populacdes do préprio rio Nilo, ocorrentes mais a jusante do Delta (Cairo, Assuit e Qena).

Trewavas (1983) descreveu sete subespécies africanas de Oreochromis niloticus,
baseando-se em caracteristicas morfométricas. Fuerst et al. (2000) estudaram a
variabilidade genética de tilapias do complexo lacustre que compreende os lagos Vitoria,
Albert, Edward e Kyoga, no leste da Africa, onde varias introducbes de O. niloticus
ocorreram entre 1900 e 1960 de diferentes procedéncias. Os resultados obtidos com o uso
de 10 loci microssatélites corroboraram a estrutura genética ja investigada anteriormente

pelo uso de marcadores RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA (Fuerst et al., 1997



apud Fuerst et al., 2000), composta de vérias popula¢cfes diferenciadas ocorrentes em um
mesmo lago ou em lagos interligados.

A deriva genética acontece por fatores aleatérios, ndo ligados a vantagens
adaptativas dos animais. Quanto menor for o nimero de reprodutores, maior sera a
probabilidade de que a geracdo seguinte possua diferencas de frequéncia génica e/ou
ocorréncia de alelos em relacéo a anterior (Falconer & MacKay, 1996). Em ambiente natural,
pode ocorrer por segregacao reprodutiva etoldgica, separacdo fisica de populacdes por
fendmenos geomorfolégicos e/ou mortalidade massiva, causadas por condicdes ambientais
anormais agudas.

A deriva é provavelmente a causa da diferenciacdo genética entre populacdes que
originaram estoques fundadores de diferentes espécies para fins de cultivo em paises onde
essas nao sao nativas. Também pode ocorrer o fendmeno da deriva, se um numero
reduzido de individuos for capturado dos estoques originais para a exportacao, ou se houver
uma consideravel mortalidade no transporte ou durante o periodo de quarentena no pais de
destino. Este processo pode causar o decréscimo da diversidade genética por efeitos de
gargalo (Iguchi et al. 1999). Quanto menor for o nimero de individuos do estoque fundador,
maior € a probabilidade de que o(s) alelo(s) menos frequente(s) esteja(m) ausente(s) nos
individuos da amostra, reduzindo a variabilidade genética em relacdo a populagéo original.

A deriva também pode atuar dentro de um estoque ja estabelecido, quando as
praticas de manejo reprodutivo resultam na utilizacdo de poucos reprodutores por ciclo, ou a
utilizacdo continuada dos mesmos animais a cada ciclo reprodutivo, independentemente do
namero disponivel deles na piscicultura. Também sédo causas de deriva genética a
ocorréncia de mortalidade total em viveiro(s) de uma propriedade, eliminado do estoque
reprodutor em formacdo para o ciclo seguinte, as proles estocadas nesta(s) unidade(s)
produtiva(s). Entre as causas mais comuns de mortalidade total em um viveiro estdo os
acidentes ou falhas de manejo causadores de anoxia noturna, como erros de manejo

alimentar, de estratégias de administracdo de fertilizantes e cal e ocorréncia de blooms,



além de cortes prolongados de energia elétrica nas pisciculturas intensivas, dependentes de
aeracao mecanica.

Em varios paises onde as tilapias sdo animais exoticos introduzidos para fins de
cultivo comercial, os estoques foram estabelecidos ha poucas décadas com numeros
desconhecidos de exemplares. Esses estoques provém de diferentes populacdes e tém sido
cultivados em pisciculturas que utilizam diferentes praticas de manejo e niveis de
intensificagcdo. Os locais de cultivo apresentam diferencas climaticas pronunciadas entre si,
como a amplitude de variagdo térmica nictemeral e sazonal. Esta combinacéo de fatores
leva a selecéo de diferentes gendtipos, produzindo diferenciagéo entre linhagens cativas.

Kocher et al. (1998) consideram que o0s estoques comerciais de tilapias tém sido
manejados de maneira pouco apropriada e deficiente, por trés motivos principais. O primeiro
€ o efeito de gargalo (deriva genética). O segundo é a introgressdo de genes entre as
espécies utilizadas em programas de obtencdo de proles monosexuais por hibridacédo
(McAndrew, 1993 apud Kocher et al., 1998), e o terceiro motivo € a depressdo endogamica
encontrada na maioria dos estoques existentes (Eknath et al., 1993 apud Kocher et al.,
1993).

A selecdo genética € um fator que atua onde a populacdo enfrenta condicdes
limitrofes de tolerancia, as quais sobrevivem apenas aqueles animais cujo patriménio
genético Ihes confira mecanismos de adaptacao a condi¢bes adversas (Falconer & MacKay,
1996). Podem gerar selecdo genética as situacdes agudas que resultem em mortalidade
massiva, mas nao total, em unidades produtivas.

A migracdo é a contribuicdo de individuos de outras populagbes para 0 genoma
original, causando introgresséo genética (Falconer & MacKay, 1996). Ela pode acontecer
em pisciculturas comerciais quando ha novas introducdes de individuos a partir de outras
linhagens cultivadas ou de novas importagdes.

Em uma espécie qualquer, os fendmenos de deriva, sele¢do, migracdo, ocorréncia

de alelos nulos e acasalamentos ndo aleatdrios resultam em desvios das proporc¢des entre



alelos que seriam esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (Beaumont & Hoare, 2003).
Os alelos nulos néo influenciam de fato a frequiéncia génica, mas sim a sua aferigao.

Gongalves (1993) verificou a existéncia de comportamento de hierarquia de
dominancia reprodutiva entre tilapias do Nilo. Fémeas dominantes sdo cortejadas e
desovam antes das demais. Todavia, este padrédo social ndo impede as fémeas submissas
de desovar ap6és a(s) dominante(s). Os machos dominantes sédo os que nidificam, mas os
submissos também espermiam nas proximidades do ninho durante a desova. Estas sao
indicacdes de que, embora exista um comportamento de corte ndo aleatério, gametas de
reprodutores de qualquer nivel hierarquico contribuem para a geracdo subseqiente. Por
este motivo, para efeitos genéticos, os acasalamentos podem ser considerados como
aleatorios na espécie, restando como principais efeitos genéticos causadores de desvios da
propor¢ao de alelos entre linhagens de O. niloticus a deriva, a sele¢ao e a migragao.

A deriva genética atua diferencialmente sobre diferentes estoques agquicolas,
gerando linhagens que se apresentam como grupos genéticos distintos entre si. A selecéo
genética, por sua vez, gera plantéis mais adaptados a situacdes especificas de cultivo,
como a tolerancia a caracteristicas geocliméaticas regionais, o desempenho reprodutivo em
esquemas de manejo aquicola diferenciados, e/ou resisténcia a patdgenos de ocorréncia ou
viruléncia localmente diferenciadas. Deriva e sele¢éo resultam em restricdo da variabilidade
genética dentro das linhagens cultivadas. A migracao, por outro lado, pode funcionar como
um mecanismo de ampliacdo da variabilidade, quando os animais somados ao plantel
possuam patrimonio genético diferenciado dele (Vandeputte, 2003).

A variabilidade genética em organismos dipléides é a base da heterozigose e da
flexibilidade fisiologica individual devida a heterose. Em todos os organismos ela é a base
da diversidade genética e do potencial evolutivo (Borowsky, 2001). A variabilidade
intraespecifica, tanto entre diferentes linhagens quanto dentro de cada linhagem, tem se
tornado um aspecto chave em estudos de biologia populacional, ecologia e aquicultura.

Quando acgbes antrépicas ou fenbmenos geoclimaticos eliminam barreiras fisicas

entre duas ou mais linhagens, ocorre reproducéo entre individuos delas e os descendentes



gerados apresentam uma ampliacdo de variabilidade, pela combinacéo de alelos de pools
génicos distintos. Estes descendentes geralmente apresentam maior adaptabilidade e
freqientemente melhor desempenho zootécnico. A este fendmeno chamamos heterose
positiva ou vigor hibrido.

A heterose € provavelmente causada pelo aumento do numero de loci
direcionalmente dominantes e/ou por reducdo de homozigose em loci recessivos deletérios
(Falconer & MacKay, 1996). Esta relagéo é corroborada pela teoria de que um aumento da
heterozigose diminui a probabilidade de reducéo de caracteristicas relacionadas a aptidao
individual (fitness) e indica a importancia da heterozigose, que esta inversamente
relacionada ao coeficiente de endogamia e a depressao endogamica (Shikano & Taniguchi,
2002).

A resposta a selecao genética é limitada pelo nivel de variacdo genética (Falconer &
Mackay, 1996). Uma importante diferenca entre peixes e animais terrestres para 0
melhoramento genético € a de que 0s peixes tém maiores niveis de variacdo genética, e,
portanto mais alcance para selecdo do que a maioria dos mamiferos ou aves (Foresti,
2000). No entanto, a implantagdo de programas de melhoramento a partir de uma Unica
linhagem cativa pode ser prejudicada pela sua propria restricdo de variabilidade genética.
Uma estratégia para contornar este problema é a formacdo de estoques hibridos
intraespecificos que recuperem a perda de alelos pelas linhagens fundadoras em seus
processos diferenciais de deriva e selecao.

Shikano & Taniguchi (2002) demonstraram a importancia da hibridagéo
intraespecifica no desempenho zootécnico de populacdes cativas de peixes, utilizando como
modelo populacdes de guppies (Poecilia reticulata). Eles verificaram que os descendentes
gue apresentaram maior efeito heterético eram os produtos de cruzamento entre as
linhagens que demonstravam as maiores distancias e dissimilaridades genéticas entre si. A
andlise de regressdo mostrou um aumento de 5,3% no efeito heterético para cada 10% de

distancia genética e de 18,7% a cada 10% de aumento da dissimilaridade genética.



A implementacdo de métodos de identificagdo confiaveis e melhores técnicas de
manejo de reprodutores poderiam entdo ajudar a manter e aumentar a produtividade dos
estoques de tilapia. Isto poderia se obtido com o uso de marcadores genéticos, uma vez que
sejam conhecidos seus modos de transmissao (Appleyard & Mather, 2000). Neste sentido,
varios trabalhos ja tém sido realizados, com o0 uso de marcadores RAPD para a identificacao
de linhagens e espécies de tilapias (Bardacki & Skibinsky, 1994; Naish et al., 1995; Dinesh
et al., 1996).

A aplicacdo de um regime de selecdo organizado e intensivo a qualquer espécie
cultivavel de peixe deve produzir maiores ganhos que os obtidos na piscicultura tradicional
(Jackson et al., 2003). Tal regime de selecdo devera incorporar instrumental de MAS, que
ocorre quando se verifica correlacdo entre a ocorréncia de bandas especificas com uma
manifestacdo fenotipica de interesse. Esta ferramenta é particularmente atil quando a
caracteristica desejada € do tipo continuo ou quantitativo (QTL), dependente de mais de um
gene ou bloco de genes. Os reprodutores podem ser precocemente selecionados pela
presenca da(s) banda(s) ligada(s) a QTL's, independentemente de sua manifestacdo
fenotipica, em programas de melhoramento genético (Moore et al., 1999). Os marcadores
de DNA que demonstrarem ser geneticamente ligados a uma caracteristica de interesse,
podem ser também usados para a clonagem génica e diagnostico médico (Tanksley et al.,
1989; Wiliams et al., 1990). Na MAS se procura aumentar a freqiéncia génica de
marcadores que estejam ligados a genes ou bloco de genes responsaveis por
caracteristicas de interesse, utilizando-se da selecao de individuos portadores destes alelos.
Por outro lado, também ¢é possivel tentar eliminar do grupo selecionado os individuos
portadores de marcadores moleculares ligados a caracteristicas patologicas e/ou
indesejaveis por qualquer motivo. Como instrumental da MAS, os marcadores moleculares
podem ser utilizados tanto para a determinacdo de parentais (como requisito a atribuicdo de
efeitos maternais, paternais ou de interagdo de parentais pelos modelos matematicos),
como para a verificacdo de correlagdo entre sua ocorréncia e a de uma caracteristica

desejavel.



Os marcadores moleculares podem ser utilizados para quantificar a heterozigose
geral individual ou populacional, possibilitando a predicdo da média e variancia da heterose
advinda da combinacdo de linhagens (Shikano e Taniguchi, 2002). Embora a correlagéo
entre diversidade de marcadores moleculares anénimos nédo flanqueados por sequéncias
Unicas tenha sido recentemente questionada (Reed & Frankham, 2001), os proprios autores
guestionadores reconhecem haver uma correlacdo entre a diversidade molecular e a
variancia fenotipica (Jackson et al., 2003).

Operacionalmente, os marcadores oferecem a possibilidade de geracdo de padréo
individual de bandas obtidas a partir do DNA do espécime. Este padréo é utilizado em
estudos ecolégicos de marcacédo e recaptura, e possibilita delineamentos experimentais de
cultivo comunal de individuos de diferentes pools genéticos, excluindo os efeitos ambientais
como fonte de variacao.

Agrupando dados moleculares individuais por OTUs (Operational Taxonomic Units -
unidades taxon6micas operacionais: populacdes, espécies ou taxons superiores) € possivel
estabelecer marcadores OTU especificos, quantificar a variabilidade genética por OTU,
aferir distancias genéticas entre OTUs.

O tratamento estatistico dos dados obtidos com marcadores moleculares tem
instrumentado estudos de ecologia populacional e comportamental, indo da avaliacdo
genética de parentesco e sistemas de reproducdo a exploracdes profundas da histéria
filogeogréfica e demogréfica (Avise, 1994; Pearse et al., 2001); e de monitoramento de
endogamia em populagdes selvagens e estoques fundadores de reprodutores (Davis &
DeNise, 1998). Variacdes temporais de freqiéncia de marcadores moleculares de OTUs
fornecem dados para estudos de deriva genética populacional, que é o conjunto de
mudancas genéticas causadas por fendbmenos aleatorios ndo relacionados a selecdo
(Jonsson & Jonsson, 2001). E possivel inclusive estabelecer hipteses sobre diferencas
temporais de areas de ocorréncia e/ou verificar a existéncia de translocacfes de OTUs.

Wasko & Galetti Jr. (2002) puderam estabelecer, baseados em dados de RAPD, um

modelo de diferenciagdo genética causada por migracdo reprodutiva de populactes
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simpatricas de Brycon lundii do rio S&o Francisco em direcdo a afuentes distintos, sendo a
rota migratéria de um dos grupos interrompido pela hidrelétrica de Trés Marias.

Baseados em dados de RAPD, Oliveira et al. (2002) puderam confirmar o efeito da
construcao da barragem de Itaipu sobre a dispersao da espécie Steindachnerina insculpta,
antes ocorrente apenas a jusante de Sete Quedas. ApoOs a inundacdo deste obstaculo
natural, a espécie passou a ser capturada mais a montante da bacia do Parana, em
simpatria com as outras trés espécies do género.

Dados obtidos com a utizagdo de marcadores moleculares demonstraram a
ocorréncia de fluxo génico entre populagbes de Astyanax altiparanae do Rio Iguacu e do
Alto Parana (Prioli et al., 2002). Como néo € concebivel que estes lambaris tenham migrado
rio acima por sobre as Cataratas do Iguacu, os autores puderam inferir que a espécie nao é
endémica e que muito provavelmente foi introduzida recentemente na bacia do rio Iguacu,
mantendo sua identidade genética ancestral.

Dergam et al. (2002) verificaram a existéncia de duas OTUs diferentes de trairas,
com o uso de marcadores RAPD, uma nos lagos Carioca e Dom Helvécio e outra nos rios e
outros lagos. Estes resultados estdo em concordancia com a situacdo geografica, que
consta de duas sub-bacias neste sistema lacustre.

Wasko et al (2004) utilizaram marcadores do tipo RAPD para comparar a variagdo
genética entre Brycon cephalus selvagens da amazbénia e descendentes cultivados por trés
geracBes em regime de cativeiro. Verificaram que as populacdes cultivadas apresentaram
variacao genética consideravelmente inferior que as selvagens. Este fato pdde ser atribuido
as praticas convencionais de manejo de reproducdo, onde um pequeno numero de
reprodutores é utilizado em cruzamentos de animais nao identificados.

Os marcadores RAPD e isoenzimaticos ndo tém sido utilizados em estudos de
flogenia e biogeografia tdo frequentemente quanto os microssatélites e sequéncias de
bases de segmentos de mtDNA, embora sejam muito empregados para verificagdo de
polimorfismos intraespecificos. Uma excecdo a esta regra é o trabalho de Almeida et al.

(2001), que construiram dendrograma genético para espécies de pimelodideos,
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Iheringichthys labrosus, Pimelodus maculatus e P. absconditus de quatro localidades
brasileiras (Sertaneja, Londrina, Saponema e Tibagi). P. maculatus, que é a Unica espécie
migradora das trés, foi a Unica que apresentou diferencas significativas entre populacdes de
diferentes localidades. Os autores verificaram que os perfis obtidos por RAPD e isozimas
apresentaram resultados conflitantes para P. absconditus e I. labrosus. E possivel que o
polimorfismo detectado por pelo menos um dos tipos de marcadores utilizados nédo
apresente taxa de evolugcdo estabelecida ao nivel de divergéncias entre as espécies em
guestao.

Ja existem varios marcadores moleculares disponiveis para o subsidio da MAS em
tilapias. Sete primers RAPD que demonstraram amplificar bandas polimorficas entre 200 e
1800 bp em estudo realizado por Appleyard, (1998) foram selecionados por Appleyard e
Mather (2000) para estudar a heranca de fragmentos em sete casais de tilapia (O.
mossambicus). Nao foram encontrados marcadores ndo parentais nas proles e a
segregacdo dos marcadores mostrou ser mendeliana, com evidéncia da existéncia de
parentais heterozigotos. Também nao se verificou nenhuma auséncia de bandas em proles
(10 a 15 individuos testados por prole e 55 ao todo), onde ambos os parentais
apresentavam o fenétipo. Os autores concluiram que marcadores do tipo RAPD podem ser
utilizados em programas de selecéo assistidos por marcadores.

Yue & Orban (2002) utilizaram dados depositados no GenBank e detectaram seis
microsatélies de O. mossambicus e O. niloticus, nos genes do IGF-Il, GH2, prolactina | e
insulina. Em experimento com estes primers, verificaram que os loci eram polimérficos nas
duas espécies, gerando 3 a 17 alelos por locus em O. niloticus e 4 a 21 em O.
mossambicus.

Lee & Kocher (1996) isolaram 140 microssatélites de O. niloticus. Trés deles
apresentavam unidades de repeticdo compostas por trés pares de bases e 133 eram
formados por unidades monoméricas de apenas dois pares de bases. Carleton et al. (2002)
verificaram que para esta espécie foram encontradas, em média, 20 alelos por locus de

microssatélites ricos em CA.
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Naish et al. (1995) construiram uma arvore filogenética envolvendo estoques
cultivados de O. niloticus das Filipinas, baseando-se em trés técnicas moleculares: RAPD,
DNA fingerprinting de microssatélites e RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
de fragmentos de RAPD. Os resultados obtidos pelas trés técnicas geraram diferentes
distancias genéticas, mas foram coerentes entre si. Estes autores verificaram que quatro
dos estoques analisados eram indistintos, e que o quinto grupo, bastante diferente, era
provavelmente originario de cruzamento interespecifico com O. mossambicus. Os autores
verificaram que embora todas as técnicas tenham sido Uteis, cada uma apresenta vantagens
especificas: RAPD é tecnicamente mais facil de ser aplicado e produziu resultados com
menor erro estatistico; o DNA fingerprinting de microssatélites produziu maior variabilidade,
sendo, portanto o melhor para estimar diversidade dentro de linhagens; e o RAPD/RFLP
permitiu o célculo do nivel de heterozigose dos estoques. Concluiram que, pelo fato das trés
técnicas mostraram marcadores linhagem-especificos, podem ser utilizadas para marcacao
individual e mapeamento genético.

Em algumas poucas espécies de peixes, a MAS ja vem sendo conduzida. Alegrucci
et al. (1995) verificaram correlagdo entre alguns marcadores RAPD e a sobrevivéncia de
Dicentrarchus labrax de diferentes estoques submetidos a aclimatagdo em agua doce,
indicando que estes marcadores estavam ligados a genes de tolerancia a aclimatacgéo.
Caccone et al. (1997) confirmaram esta hiptese, comparando 0os mesmos marcadores
entre populagdes naturais ocorrentes em agua salgada e em lagunas do mar Mediterraneo,
usando como grupos externos D. labrax do Atlantico e D. punctatus. Estes autores
verificaram a ocorréncia de correlacdo entre os marcadores e o0 tipo de ambiente,
independentemente da distribuicdo geografica das populagdes estudadas.

Volckaert & Hellemans (1999) conduziram experimento de selecdo simultanea para
varias caracteristicas de interesse, em estoques de bagre africano (Clarias gariepinus), com
individuos cultivados comunalmente, e puderam verificar as taxas de sobrevivéncia de cada
familia por periodo, utilizando amostragens periddicas para a verificacdo de paternidade e

dos efeitos parentais. Verificaram efeito maternal significativo sobre a sobrevivéncia nos
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estagios iniciais de vida e um crescimento gradual de intensidade de efeitos paternais e
familiares ao longo do crescimento.

Os autores salientam que a identificacdo de um numero suficiente de marcadores
moleculares é criticamente importante para 0 mapeamento genético, para a MAS e para
eventual clonagem de genes benéficos do bagre de canal (Liu et al., 1999), o que pode ser
estendido para varias outras espécies de recursos pesqueiros cultivaveis.

Fishback et al. (2000) verificaram, em populacdo cativa de trutas arco-iris, a
ocorréncia de dois grupos genéticos segregados por diferencas na época de reproducao,
gue puderam ser discriminados com base em polimorfismos gerados por microssatélites.
Estes marcadores viabilizaram a predi¢éo de época de reproducdo de fémeas, com base em
seus marcadores moleculares. Este resultado, além de demonstrar a utilizac&o pratica direta
do marcador para a separacao de grupos de reprodutores em cultivos comerciais, € também
importante para o aprofundamento de estudos de aspectos genéticos da reproducéo na
espécie. Uma vez que um gene ou genes determinantes de uma caracteristica desejavel
para a aquicultura seja flanqueado por microssatélites, as sondas poderdo ser utilizadas
para a localizacdo cromossdmica da regido. Desta forma, os genes poderao ser isolados por
clonagem posicional ou por microdisseccao (Phillips & Reed, 1996) e utilizados em
aplicagdes biotecnoldgicas, como a transgénese.

Na aquicultura, no entanto, programas de selecédo tém sido implementados apenas
para algumas poucas espécies. De fato, muitas das espécies exploradas economicamente
na aquicultura comercial sdo ainda essencialmente selvagens (Gjedrem, 2000).

Também é possivel atingir melhoramento pela aplicacéo de técnicas de manipulagéo
genética de gametas e embrides através da transgénese, onde 0s genes de interesse sé&o
diretamente acrescentados ao patrimoénio genético do individuo, com vantagens em termos
de rapidez do processo. No entanto, em muitos paises tem havido proposta de
regulamentacédo visando controlar a producdo e uso de animais transgénicos (Hallerman &
Kapuscinski, 1995). Estas leis vém causando atraso significativo na adocdo direta da

tecnologia de transferéncia de genes no cultivo de peixes, e, neste meio tempo, outras
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metodologias biotecnolégicas menos controversas podem ser utilizadas (Foresti, 2000),
como a MAS.

Além dos altos niveis de variabilidade genética, os peixes apresentam também
outras caracteristicas facilitadoras do processo de melhoramento e manipulacdo genética,
como a flexibilidade de acasalamentos fornecida pela possibilidade de fertilizacdo externa e
a tecnologia de criopreservacao de sémen (Harvey & Kelly, 1984; Chao et al., 1987).

Beier (1998) listou as vantagens do zebrafish (Danio rerio) como modelo de estudos
genéticos, que sdo extensiveis a maioria dos organismos aquaticos ovuliparos. A primeira
delas € a de produzir embrides transparentes em grande quantidade, que se desenvolvem
de forma sincrénica em poucos dias. Esta situacdo possibilita a pronta identificacdo dos
individuos portadores de anormalidades embrioldgicas, particularmente as que afetam a
formacdo de oOrgdos internos, para estudos de localizacdo e sequenciamento de genes
responsaveis por etapas determinadas da embriogénese, que ndao podem ser visualizadas
no modelo classico da Drosophila. A segunda vantagem é que estes animais podem ser
submetidos a uma grande variedade de manipulacfes genéticas que resultam em individuos
de nivel de ploidia variavel, clones ginogenéticos hapléides e dipléides, incluindo individuos
completamente ou parcialmente homozigotos. Dupont-Nivet et al. (2002) afirmam que a
possibilidade de obtencdo de proles em situacdo controlada e/ou manipulada viabiliza a
aplicacdo de delineamentos experimentais otimizados de inferéncia de parametros
genéticos.

Por motivos semelhantes, Thorgaard et al. (2002) consideram os salmonideos um
excelente modelo sob a 6tica da genética quantitativa, por apresentarem alta fecundidade e
fertilizacdo externa. Estas duas caracteristicas possibilitam uma grande flexibilidade de
delineamentos experimentais, pela separacdo de Ovulos em grupos fertilizados por
espermatozéides de diferentes reprodutores e vice-versa, 0 que, por sua vez, possibilita a
formacao de familias programadas em termos de nimero e parentais. Os autores apontam
ainda outras vantagens desta familia como modelo experimental e de producdo, como a

facilidade de manipulacdo de gametas, para a geracdo de proles manipuladas (gino e
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androgenéticas), e de manuseio dos embrides, que podem ser transportados para diferentes
ambientes de alevinagem e crescimento final; a possibilidade de obtencdo de proles ao
longo de todo o ano (através de manipulacdo de fotoperiodo), e a possibilidade de
criopreservagcdo de sémen, possibilitando o cruzamento de populagbes isoladas
reprodutivamente por diferencas de época de reproducéo e a formacédo de banco de sémen
de populacdes selvagens e linhagens economicamente importantes.

Quando as técnicas moleculares sdo conjugadas com as da citogenética, é possivel
verificar a localizagdo cromossomica das sequéncias de DNA estudadas e suas variagdes
entre OTUs. Oliveira (1999) verificou que as regides ricas em sequéncias satélites nos
cromossomos de O. niloticus localizam-se principalmente nos centrébmeros e regifes
pericentroméricas de todos 0s cromossomos, com excecao de regides intersticiais em dois
bracgos curtos de 2 pares de cromossomos.

Chew et al. (2002) verificaram que O. niloticus apresenta duas sequéncias
teloméricas intersticiais no cromossomo 1 (o maior), corroborando a hipétese de que tenha
havido a fusdo de trés pares de cromossomos em relacdo ao teledsteo ancestral com
2n=48, e confirmou que a sequéncia (T,AG3), é a sequéncia telomérica em O. niloticus,
como em outros vertebrados.

Martins et al. (2002) identificaram dois tipos de gene 5S rRNA de O. niloticus,
diferentes em elementos repetidos em tandem no espacador ndo transcrito, ocupando trés
diferentes localizacdes cromossémicas. O primeiro apresenta seqiéncia repetitiva de 1,4 kb
(tipo 1) e os outros dois 0,5 kb (tipo I). Estudos de sequiéncias de 5S rRNA entre espécies
de peixes tém identificado tipos variantes de sequiéncias repetidas em tandem nos NTS do
5S rDNA. Enquanto o gene 5S rDNA é conservado, mesmo entre taxons nao relacionados,
0 espacador ndo transcrito mostra extensiva variacdo de comprimento e sequéncia, o que
da um acentuado dinamismo aos genes 5S rRNA (Williams & Strobeck, 1985 apud Martins
et al., 2002).

Tanto a analise de cromossomos metafasicos, como a hibridacao interespecifica e

intergenérica e a eletroforese de proteinas mostram a proximidade de animais dos géneros
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Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia (Majumdar & McAndrew, 1983; Trewavas, 1983;
McAndrew & Majumdar, 1984). Frank et al. (1992) observaram padrdes de hibridagéo de
DNA satélite muito semelhantes entre Oreochromis e Sarotherodon, que sao, contudo,
indistintos para quatro espécies de Tilapia (Majumdar et al., 1997).

Os carittipos sdo similares entre varias espécies de tilapias, consistindo de 22
cromossomos metafasicos, com apenas 2 distintos dos demais pelo tamanho (Kocher et al.,
1998). Estudos citogenéticos tém enfocado o estudo da composicdo molecular dos
cromossomos de espécies desse grupo, principalmente de O. niloticus (Wright, 1989;
Oliveira & Wright, 1998; Oliveira et al. 1999). O genoma das tilapias apresenta de 0,84 a
1,21 pg (1pg = 10° mg) de DNA, provavelmente por causa da evolucdo de familias de DNA
repetitivo (Kocher et al.,, 1998). Pelo menos dois tipos de determinacdo sexual estdo
presentes no género Oreochromis, e Foresti et al. (1993) confirmaram o tipo de
cromossomos sexuais XX e XY para O. niloticus, pela técnica da visualizacdo do complexo
sinaptonémico.

A construcao de mapas de ligacao € realizada com base na ordem em que ocorrem
as seqiéncias (marcadores) nos cromossomos e nas distancias entre estes marcadores. O
processo envolve a verificacdo de ocorréncia dos marcadores nos 0rganismos e em Seus
descendentes, que podem ser proles diploides normais, proles hapléides ou hibridos. A
analise de segregacdo nos descendentes mostra, para cada par de marcadores, qual a
probabilidade de que eles sejam herdados pelo mesmo descendente, que é diretamente
proporcional a distancia entre eles. Com os dados de distancias entre cada um dos pares de
marcadores estabelecidos, € possivel construir grupos de ligacdo entre eles. Estes mapas
constituem as bases para o desenvolvimento de outras ferramentas mais refinadas, de uso
nos programas de melhoramento genético (Moore et al., 1999).

Liu et al. (1999) selecionaram 22 primers de RAPD em bagre de canal, que geraram
171 marcadores RAPD altamente reproduziveis, transmitidos aos hibridos F1 no “blue

catfish” e segregados de modo mendeliano nas progénies F2 e reciprocas. Verificaram
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também que marcadores séo utilizaveis no mapeamento rapido dessas espécies, devido a
fertilidade dos hibridos e as caracteristicas do marcador.

Postlethwait et al. (1994) usaram marcadores RAPD para construir mapa genético de
zebrafish (Danio rerio). Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
também ja foram utilizados no mapeamento genético de zebrafish (Vos et al., 1995).

Knapik et al. (1998), no entanto, contestam a utilizacdo deste tipo de marcadores
para a realizagdo de mapeamento, porgue ndo consideram ser adequado usar marcadores
RAPD para diferentes linhagens, sem té-los clonado e seqiienciado. Os autores construiram
outro mapa genético para a espécie, utilizando marcadores microssatélites.

Kocher et al. (1998) utilizaram a andlise de segregacdo em proles haploides de 62
marcadores microssatélites e 112 AFLP para construir o primeiro mapa de ligacdo de
Oreochromis niloticus. Obtiveram 30 grupos de ligagdo, 24 dos quais contendo pelo menos
um locus polimorfico microssatélite, cobrindo todos os 22 pares de cromossomos. A
estimativa obtida de comprimento do mapa é de 1000 a 1200 cM. A estratégia de utilizar
proles haploides € adequada para facilitar a interpretacdo dos dados de marcadores
dominantes, porque s6 ocorrem duas possibilidades, a presenca ou auséncia da banda no
anico alelo por locus do individuo hapléide, ao invés de ser contado como positivo o
individuo diploide homo ou heterozigoto dominante.

Agresti et al. (2000) criaram um centro artificial de origem, pelo cruzamento de
linhagens de Oreochromis niloticus selvagens e cultivadas, tilapia vermelha Oreochromis
spp.), O. aureus, O. mossambicus e Sarotherodon galilaeus, para realizar o mapeamento de
parentais e 0 aumento artificial de numero de alelos por locus, em hibridos de variabilidade
maximizada para programas de melhoramento. Nas proles hibridas, obtiveram 229
marcadores segregantes (62 microssatélites e 167 AFLPs), dos quais 60 microssatélites e
154 AFLPs estavam ligados em 24 grupos de ligacdo, cobrindo um total de 1632 cM.

McConnell et al. (2000) construiram mapa genético de O. aureus e verificaram
grupos de ligacdo muito semelhantes aos ja construidos para O. niloticus e O. mossambicus

nos estudos de Kocher et al. (1998) e Agresti et al. (2000).
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O marcador UNH 111 foi utilizado nos trés estudos citados anteriormente. Palti et al.
(2001), no entanto, demonstraram que este par de primers amplificou mais de uma banda
em individuos hapléides de O. aureus e O. niloticus, sugerindo que dois loci séo
amplificados com estes pares de primers. Como no trabalho de Kocher et al. (1998),
também com proles hapléides, isto nédo foi verificado, é provavel que diferentes linhagens
apresentem numeros diferentes de bci amplificados por este marcador. A duplicacdo de
diferentes loci microssatélites ja foi observada no genoma humano (Phillips et al., 1993 apud
Palti et al. 2001), e os autores recomendam cuidado na utilizacdo deste marcador em
analise de ligacéo de diferentes populacdes de tilapia.

Além dos avancos no mapeamento de ligacdo de tilapias, também o mapeamento
fisico comega a ser conduzido. Martins et al. (2004) langaram as bases do mapeamento
gendmico fisico de O. niloticus através da integracéo de dados de localizagdo cromossdmica
de seqliéncias repetitivas de DNA, satélites, teldbmeros, rDNAs 45S e 5S e elementos
nucleotidicos intercalados do DNA nuclear curtos (SINES) e longos (LINEs). O adensamento
destes mapas é uma das mais importantes ferramentas para estudos de malhoramnento

genético da espécie.

3.1- Fatores importantes para o sucesso de um programa de selecdo assistida por

marcadores moleculares

Herbinger et al. (1999) compararam crescimento inicial e sobrevivéncia de proles de
salméo do Atlantico em tanques distintos e no mesmo tanque. Identificaram os parentais
com quatro loci microssatélites e chegaram a interessantes conclusfes. A primeira delas foi
gue a correlacdo entre as taxas de crescimento de familias cultivadas comunalmente e
separadamente nédo foi significativa, evidenciando influéncia ambiental mais pronunciada
que a genética para esta caracteristica. A segunda concluséo foi a de que nem a taxa de
crescimento da familia em tanques individuais nem a de comunais estiveram fortemente

correlacionadas com crescimento subseqguente até o estagio de “smolt”, quando mudancas
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no sistema de osmoregulacdo dao inicio ao processo de migracdo para agua salgada.
Verificaram ainda que a sobrevivéncia de cada familia mostrou forte correlacdo entre as
familias cultivadas em tanques separados e em tanque comum, indicando, de um lado,
significativo efeito genético, e de outro, um grau insignificante de influéncia das variacdes
ambientais experimentadas pelos animais em relacdo a sobrevivéncia.

Este experimento demonstra varios aspectos importantes no planejamento e
conducdo de programas de melhoramento genético. O primeiro deles é relacionado a
“padronizacdo” ambiental e aos seus efeitos sobre as varidveis resposta. Embora as
condicdes estivessem suficientemente uniformizadas para que fosse possivel aferir efeitos
genéticos sobre a sobrevivéncia, elas influenciaram fortemente as afericbes da taxa de
crescimento. Outros autores, trabalhando com a mesma espécie, obtiveram resultados
significativos de selecéo sobre o crescimento. O Flynn et al. (1999) fizeram experimentos de
selecdo também com o salmao do Atlantico, sem a utilizacdo de marcadores moleculares,
cultivando as familias em unidades experimentais diferentes e verificaram efeitos de selecéo
familial de 880g por peixe (controle 3,51 x melhorado 4,39 kg). Thodesen et al. (2001)
verificaram efeitos genéticos para esta espécie na taxa de ingestao, crescimento e utilizacao
de alimentos que responderam por 31 a 32% da variacdo. A discrepancia entre 0s
resultados descritos nestes trabalhos tanto poderia ser explicada por problemas de
amostragem, como defendem os autores, como pelas diferencas ambientais associadas as
condicbes de cada experimento. E possivel que o ambiente tenha sido suficientemente
uniforme em termos de ocorréncia de organismos patdgenos e/ou oportunistas e também
nas flutuacdes de qualidade de agua potencialmente impactantes no sistema imunoldgico,
permitindo a afericdo de efeitos genéticos sobre a sobrevivéncia. Por outro lado, outros
fatores ambientais relacionados diretamente a taxa de conversao alimentar, podem nao ter
sido tdo uniformes quanto seria desejavel para que ndo se sobrepusessem aos potenciais
efeitos genéticos. Estes fatores incluem um imenso espectro de fatores ecoldgicos de dificil

manejo, que influenciam a produtividade de alimento natural nos tanques, o apetite, a
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localizacdo do alimento, a hierarquia de dominancia alimentar, a taxa de ingestdo, o gasto
energético em fungBes homeostaticas e a taxas de excrecdo, entre outros.

O segundo ponto importante do experimento de Herbinger et al. (1999) para fins de
planejamento de MAS, é a falta de correlacdo detectada entre as taxas de crescimento
iniciais e posteriores. Esta € uma indicacdo de que diferentes genes vao controlar funcées
relacionadas ao crescimento em diferentes fases de vida, exigindo que os programas de
melhoramento genético para esta caracteristica constem de afericbes de fendtipo no(s)
periodo(s) comercialmente importante(s).

A verificagdo da proximidade entre o marcador e o bloco génico de interesse €
aferida indiretamente, pela probabilidade de ocorréncia conjunta dos dois, versus a de
ocorréncia em separado de cada um, ao invés de uma determinagdo direta de numero de
pares de bases entre os dois segmentos do genoma. Por conta disso, alguns cuidados para
evitar falsas inferéncias devem ser tomados.

Um importante aspecto deste processo é o tipo de marcador a ser escolhido, que
deve apresentar a maior probabilidade possivel de localizar-se proximo a regides
codificantes de genes responsaveis pelas QTLs desejadas.

Ferguson & Danzmann (1999) apontam também trés possiveis fontes de erro na
utilizacdo de marcadores de haplotipos de RFLP mitocondriais para fazer MAS: a) a selecdo
sera efetiva apenas se a variagdo associada com o haplotipo exceder aquela associada com
valores genéticos dos parentais individuais; b) a ocorréncia de falta de reprodutibilidade
entre estudos e ambientes limita a utilizacdo da MAS; c) um alelo em particular pode ser
associado tanto com uma baixa como com uma alta performance de um QTL em diferentes
familias, por causa da ocorréncia de recombinacdo e segregacdo; d) peixes com
desempenho superior podem possuir alelos comuns apenas por causa da origem comum.

Os marcadores do tipo RAPD, por serem distribuidos ao longo do DNA, sdo bastante
Uteis para este fim. Haley et al. (1993) utilizaram marcadores RAPD para mapeamento de
bloco genético de resisténcia de feijdao comum (Phaseolus vulgaris) a doenca causada pelo

fungo Uromyces appendiculatus. Verificaram uma banda a 2,15+/-1,5 cM do bloco génico



21

responsavel pela QTL e uma outra herdada em conjunto com ele em 100% das 97 plantas
examinadas (Haley et al., 1993).

Além da adequacéo do tipo de marcador, é preciso observar o numero efetivo de
reprodutores a ser utilizado a cada geracdo. A endogamia € inevitavel durante um programa
de selecdo (Su et al.,, 1996; Pante et al., 2001b) e h4 ampla evidéncia de depresséo
endogamica para peixes (Kinkaid, 1983; Eknath & Doyle, 1990; Su et al., 1996; Pante et al.,
2001a). Gall & Bakar (2002) afirmam que programas de selecdo de longo prazo devem
utilizar populagdes relativamente grandes, com 25 machos e 100 fémeas a cada geragéo,
sendo este o teto minimo razoavel para programas que visem um horizonte de 15 a 20
geracOes. Este numero deve ser ajustado para cada programa, levando em consideracéo
um percentual maximo admitido de perda de variabilidade genética por geragédo e o numero
de geragdes com o qual se projeta trabalhar.

Na conducdo dos programas, € preciso levar em conta o efeito da plasticidade
fenotipica. Jonsson & Jonsson (2001) definem plasticidade fenotipica como a expresséo de
uma caracteristica que é influenciada pelo ambiente, independentemente do genaotipo, e por
Morita & Suzuki (1999), como a habilidade de um anico genétipo em produzir mais de uma
forma alternativa de morfologia, estado fisiologico e/ou comportamento em resposta a
condigcbes ambientais (West-Eberhard, 1989). O tipo de plasticidade mais relatado para
caracteres quantitativos de peixes é a modulacéo fenotipica. Este processo geralmente
produz variacdo de fenétipos continuos e € descrito como um padréo de reacéo, que atribui
um valor de fendtipo produzido pelo gendtipo como uma funcdo das condigbes ambientais
(Swain & Foote, 1999).

Uma resposta de plasticidade fenotipica a uma condicdo experimentada
recentemente, pode ser seguida de mudancas genéticas nesta mesma direcdo, num
processo denominado assimilacdo genética (Chapman et al., 2000). Por outro lado, uma
diferenciacdo morfoldgica interpopulacional pode refletir tanto um processo de selegéo
genética quanto simplesmente uma inducdo ambiental (Swain & Foote, 1999). Seguem

alguns exemplos de modulagéo ambiental sobre caracteristicas de interesse em aquicultura.
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Algumas modificacdes patoldgicas de forma podem ser induzidas por condi¢cdes do
processo de larvicultura de peixes cultivados. Chatain (1994) observou que velocidade de
corrente maior que 20 cm/s nos tanques de incubacédo pode provocar lordose e vesiculas
vasosas nao funcionais em Dicentrarchus labrax e Sparus auratus. Ma formacao esquelética
na fase larval também pode ser induzida pela temperatura (Sfakianakis et al., 2004),
intensidade de luz e salinidade (Johnson & Katavic, 1984), pela acdo moduladora do estado
nutricional sobre a resisténcia a acao de patdogenos (Madsen & Dalsgaard, 1999), triploidia
induzida (Sadler et al., 2001), e deficiéncias nutricionais (Cahu et al., 2003).

Mesmo apos a fase de alevino ou jovem, as condi¢des de cultivo podem promover
crescimento alométrico nos animais. Sara et al. (1999) apontam fatores como a densidade
de estocagem, o volume da estrutura de cultivo, a quantidade, tipo e qualidade do alimento
como causadores de alteragdes no crescimento. Os autores compararam o crescimento de
Diplodus puntazzo durante oito meses em ambientes de gaiola submersa e de tanques, e
verificaram formas diferenciadas entre os grupos. Os animais cultivados em tanques
apresentaram formato mais largo na regido cefélica (‘goitred’) e achatados no dorso (‘dorsal
flat’), enquanto os de gaiolas mostraram maior frequéncia de animais de ventre saliente
(‘belly’).

Einen et al. (1998) verificaram que o tempo de jejum afetou a area de secdo
transversal, largura e altura em dois pontos do corpo para salmdo do Atlantico. Estas
modificacBes foram acompanhadas por decréscimo de peso corporal, com crescimento em
comprimento, indicando que o crescimento vertebral e o desenvolvimento muscular sdo dois
processos relativamente independentes entre si, em situacdo de restricdo alimentar. Estes
resultados indicam que os peixes podem utilizar suas reservas viscerais e musculares para
sustentar o crescimento vertebral.

Um programa de melhoramento corretamente conduzido buscara uniformizar ao
maximo as condi¢bes ambientais, para minimizar o efeito plastico sobre as manifestacdes

fenotipicas em regime de melhoramento.
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3.2- A utilizacdo de marcadores RAPD na selecdo assistida por marcadores

moleculares

A técnica de obtencdo desta classe de marcadores moleculares foi desenvolvida
independentemente por dois grupos de pesquisadores, que a publicaram simultaneamente
no mesmo periodico (Williams et al., 1990; Welsh & McClelland, 1990). Utiliza-se da
amplificacdo seletiva in vitro de por¢cdes de DNA gendmico menores que 4 kb (Ferreira &
Grattapaglia, 1998), que possuam em suas extremidades sequéncias complementares a um
mesmo primer e dispostas de forma invertida. Cada seqiéncia complementar fornece a
extremidade 3° livre para a acdo da enzima DNA polimerase (Glienke-Blanco, 1999), e a
repeticdo dos ciclos PCR (Polymerase Chain Reaction) resulta num padrdo individual de

bandas (fingerprinting) por eletroforese destes fragmentos.

Figura 1- Padréo de bandas geradas por RAPD. As linhas verticais da extermidade
representam uma mistura de fragmentos de DNA de comprimento conhecido e as interiores

mostram marcadores de individuos gerados com 0 mesmo primer




24

A obtencédo de marcadores do tipo RADP tém varias vantagens sobre outras técnicas
moleculares mais bem estabelecidas, porque proporciona um método rapido de obtencéo de
grande numero de polimorfismos (Asensio et al., 2001), possibilita a analise simultanea de
muitas amostras e com cobertura de grandes areas do genoma (Gomes et al., 1998), nao
utiliza equipamentos muito sofisticados ou radioisétopos (Glienke-Blanco, 1999), néo
necessita de conhecimento prévio sobre o DNA sob andlise (Gomes et al., 1998; Liu et al.,
1999), necessita de quantidades diminutas de tecido, proporcionando uma possibilidade de
coleta de amostra ndo invasiva e sem a necessidade de sacrificio do animal (Elo et al.,
1997) e ainda séo téo uteis quanto os RFLPs (Botstein et al., 1980), mas muito mais faceis e
baratos de se obter (Gomes et al., 1998).

Além disso, como a ocorréncia de sequéncias complementares ao primer utilizado
pode se dar tanto em regibes codificantes como em DNA repetitivo, 0 RAPD proporciona,
em tese, cobertura gendbmica mais ampla e bem distribuida que os microssatélites.

Devido a natureza de seu principio de funcionamento, estes marcadores sao
classificados como dominantes. Embora possa haver polimorfismo de comprimento em uma
regido genbmica entre dois sitios de anelamento do primer utilizado, gerando dois ou mais
alelos populacionais amplificados para uma mesma regido gendmica, ndo é possivel
verificar no padrdo de bandas quais dos fragmentos correspondem a uma mesma regiao do
DNA. Também pode acontecer de uma mutacéo individual ndo permitir a amplificacdo de
uma regido do DNA em alguns espécimens, por modificacdo no sitio de anelamento ou por
insercdes que causem falha no processo de amplificagcédo via PCR devido ao comprimento
do fragmento. Por se tratar de marcador do tipo dominante, cada banda RAPD passa a ser
considerada como um *“alelo” dominante de um locus de dois alelos. Considera-se
ocorréncia de “alelo” recessivo quando a banda esta ausente do fingerprinting de um
espécimen.

As principais aplicacbes do RAPD sdo o mapeamento genético, a classificacdo de
linhagens de uma espécie, a caracterizacdo molecular de populacbes e espécies, a

identificacdo de racas patogénicas, a identificacdo de marcadores ligados a genes de
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interesse, e estudos de genética de populagbes e epidemiologia (Glienke-Blanco, 1999).
Estes marcadores vém sendo utilizados para a deteccdo de variagdo genética em varias
espécies de peixes, para estudos filogenéticos em espécies e subespécies de peixes, para
identificacdo de peixes ginogenéticos e para mapeamento genético em peixes (Liu et al.,
1999 citam varias referéncias para cada aplicacao).

Caccone et al. (1997) consideram que o uso de padrées RAPD no estudo de
diferenciacdo genética € parcialmente prejudicada por dois problemas relacionados: a
variacao intrapopulacional é quase tdo alta quanto a interpopulacional e; acima de certo
patamar, as distancias ndo aumentam quando diferentes taxa sdo comparados. Liu et al.
(1999), no entanto, aplicaram andlise de marcadores RAPD para espécies de bagre e
verificaram que a maioria das bandas era espécie-especifica, embora tenham detectado
diferenciacao interpopulacional e interindividual.

Bessega et al. (2000) compararam o uso de marcadores RAPD e isozimas no
cOmputo de distancias genéticas para populacdes de duas espécies de algaroba norte-
americanas, constatando que o dendrograma construido a partir de dados de isozimas
refletiu melhor o status taxonémico que os indices baseados em RAPD. Uma possivel
explicacdo é a de que foram aferidas como homdlogas bandas com mesma velocidade de
migracao, correspondentes a fragmentos ndo homoélogos de DNA (verificavel por Southern
blot ou SSCP — Single Strand Comformational Polymorfism - de produtos RAPD). A outra
explicacdo deriva da natureza dos marcadores. Isozimas tém maior probabilidade de
responder a pressfes adaptativas que os RAPD, que sdo predominantemente neutros. Eles
mostraram maiores valores de variabilidade genética entre popula¢des coespecificas que as
isozimas e podem ser mais Uteis na avaliacdo de variabilidade genética intraespecifica
(Bessega et al., 2000 ).

Mapas genéticos de marcadores RAPD podem ser obtidos mais eficientemente e
com mais alta densidade que com RFLPs ou com métodos baseados em sequéncias-alvos
previamente determinadas para amplificagdo via PCR (Willams et al., 1990). O

mapeamento com marcadores RAPD provou ser extremamente Util para ancorar outros



26

marcadores baseados em PCR, que empreguem tanto polimorfismos de microssatélites
guanto polimorfismos SSCP (Beier, 1998).

O mapeamento genético com RAPDs tem vérias vantagens sobre outros métodos, e
segundo Williams et al. (1990), um conjunto universal de primers pode ser utilizado para
andlise genbmica numa ampla variedade de espécies; ndo requer nenhum trabalho
preliminar, como o isolamento de sondas clonadas de DNA, preparacdo de filtros de
hibridacdo ou seqguenciamento de nucleotidios; a determinacdo do gendtipo pode ser
automatizada; cada marcador RAPD é equivalente a um STS (sequenced tagged sites) o
gue pode simplificar a transferéncia de informacgdes entre programas de pesquisa.

Lynch & Milligan (1994) sistematizaram as premissas adotadas quando se utilizam
dados de marcadores dominantes do tipo RAPD, estabelecendo que dois alelos distintos
Nnao migram para a mesma posicdo no gel e que cada marcador representa um locus
mendeliano cujo alelo dominante (visivel) estd em equilibrio de Hardy-Weinberg com um
recessivo (nulo).

A primeira premissa de Lynch & Milligan (1994) é valida para todos os marcadores
baseados em polimorfismos de comprimento, independentemente de serem dominantes ou
codominantes. A segunda, inclui tanto a limitagdo imposta pela natureza dominante do
marcador (dois alelos sendo apenas o dominante amplificavel), quanto um outro pré-
requisito essencial para que a banda possa ser utilizada para se fazer inferéncias genéticas.
Para que um marcador molecular seja adicionalmente considerado um marcador genético, é
necessario que ele se comporte de acordo com as leis basicas de heranca de Mendel
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O procedimento de amplificagdo PCR-RAPD ¢ particularmente sensivel a mudancas
nas condicoes de reacdo, que podem afetar a reprodutibilidade dos produtos de
amplificacdo (Gomes et al., 1998). Existem muitas variaveis na reacao que contribuem para
iSS0, entre as quais o termociclador, a DNA polimerase, a concentracdo de DNA e primers, e
a composigao do tampdao sédo as mais freqientemente citadas (Quesada & Cenis, 1995). O

efeito destes fatores foi estudado por MacPherson et al. (1993 apud Quesada & Cenis,
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1995), que demonstraram que as corridas feitas no mesmo gel resultam em padrbes
idénticos e que aquelas feitas em diferentes corridas apresentam diferencas na intensidade
das bandas, podendo chegar a ponto de torna-las indetectaveis. Asensio et al. (2001)
consideram que a maior desvantagem do método € a possibilidade de nao haver
consisténcia entre resultados de repeticdes de analises de uma mesma amostra. Isto €
particularmente problematico quando se tenta integrar dados de mapeamento com o0s
mesmos primers obtidos em diferentes condigdes de reacdes (Beier, 1998).

Martins (1997) relatou que o namero, a reprodutividade e a intensidade das bandas
produzidas por RAPD com um primer especifico dependem das concentracdes do primer e
do DNA. Outros fatores importantes sdo as concentracdes de cloreto de magnésio e da
polimerase e as temperaturas de desnaturacdo do DNA e anelamento dos primers (Welsh &
McClelland, 1990).

Tedford et al. (1994 apud Glienke-Blanco, 1999) recomendam as seguintes
precaucdes para reduzir a ocorréncia de bandas artificiais: a) utilizar-se de solu¢des estoque
com concentracdo uniforme de DNA para cada isolado, para cada oligonucleotideo e para o
magnésio; b) utilizar o mesmo termociclador em todas as reacdes; ¢) analisar somente as
bandas visiveis que ocorrerem em pelo menos duas repeticbes; d) uma Unica pessoa
conduzir todas as reacoes.

Outras fontes de erro no método incluem os equivocos de interpretacdo dos dados
(deteccéo e afericdo de comprimento nos géis). Eles acontecem por migracdo de bandas
distintas, porém de tamanho similar, para a mesma posi¢cdo no gel, e também pela néo
contagem de banda existente, porém nao corretamente amplificada (Megnegnau et al., 1993
apud Glienke-Blanco, 1999). Como também ocorre com outros marcadores, alguns
polimorfismos sao claros e faceis de verificacdo, enquanto outros parecem ambiguos e ndo
sao Uteis como marcadores genéticos (Williams et al., 1990).

Além das condictes de reacao, também a escolha dos primers e 0 comprimento das
bandas amplificadas interferem na reprodutibilidade dos padrbes de bandas e/ou na sua

intensidade de coloracdo no gel.
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Para espécies de bagre, Liu et al. (1999) verificaram que bandas com mais de 1,6 kb
eram menos reproduziveis e pareciam “surgir” nas progénies, mas novo exame dos
parentais mostrou que elas existiam, ndo tendo sido previamente identificadas devido a
pequena quantidade de produtos de amplificacdo em PCR. Por conta disso, os autores
recomendam cuidado ao lidar com bandas de alto peso molecular (>2 kb). A faixa de 400 a
1500 pb mostrou ser a mais adequada para o mapeamento, com bandas reproduziveis e
herdadas de modo mendeliano.

Liu et al. (1999) utilizaram 100 primers para obter marcadores RAPD de Ictalurus
punctatus (bagre de canal) e I. furcatus (bragre azul) e verificaram que 42 forneciam perfis
claros e reproduziveis (com bandas na faixa de 200 a 1500 bp), com média de de 6,1
bandas por primer, que foram transmitidos em hibridos F1 e reciprocos F2 como
marcadores dominantes. Trinta e trés primers geraram marcadores de média qualidade e 25
primers resultaram em perfis monomarficos ou nédo reproduziveis.

Quesada e Cenis (1995) consideraram adequados 16 dos 80 primers testados em
DNA de leveduras, por fornecer bandas reproduziveis, geralmente entre 300 e 2500 bp. A
reprodutibilidade foi testada com 5 repeticbes de reacdo PCR no mesmo gel e mais cinco
em outro gel, feitas em dias diferentes e utilizando o mesmo protocolo. Para as reacdes no
mesmo dia, as mesmas bandas foram geradas. Para as repeticbes em dias diferentes, as
bandas mais intensamente coradas apresentaram boa repetibilidade, tendo ocorrido uma
banda de 1240 bp que néo foi detectada em trés de seis corridas.

Caccone et al. (1997) produziram DNA fingerprinting de “sea bass” com marcadores
RAPD e verificaram que as bandas que amplificaram consistentemente eram as que
apresentavam comprimentos entre 290 e 2800 bp. Koh et al. (1999) computaram apenas as
bandas entre 200 e 1500 bp em perfis de espécies e variedades de Symphisodon.

Gomes et al. (1998) utilizaram marcadores RAPD para estudar popula¢des de peixes
voadores Hirundichthys affinis e verificaram que os produtos de amplificacdo com todos os
primers e pares de primers foram consistentemente reproduziveis pelo periodo de um ano,

gue as leituras de comprimentos de bandas foram altamente consistentes entre trés leitores
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independentes e que as amplificacbes com pares de primers mostraram pelos menos
alguma independéncia de informacdes. Os perfis RAPD evidenciaram alto indice de
polimorfismo e revelaram marcadores diagnosticos de populagdes e de sub-regibes
geogréficas, com resultados inteiramente consistentes com os obtidos por RFLP para os
mesmos peixes (Gomes et al. 1996).

Vérios estudos demonstraram o modo de heranca mendeliana dos marcadores
RAPD (Williams et al., 1990; Welsh et al., 1991; Echt et al., 1992; Roy et al., 1992; Kazan et
al.,, 1993; Levitan & Grosberg, 1993; Rothuizen & Van Wolferen, 1994; Foo et al., 1995;
Vernon et al., 1995; Elo et al., 1997; Stott et al. 1997; Liu et al., 1999). No entanto, outros
estudos tém demonstrado que fragmentos RAPD nado sdo sempre amplificados em copias
suficientes para serem detectadas como bandas claras em géis, gerando resultados
equivocados onde bandas ndo parentais parecem ocorrer em proles (Karlson et al., 1991
apud Appleyard & Mather, 2000; Hunt & Page, 1992; Reidy et al., 1992 e de Reiter et al.,
1992).

Talvez a maior limitacdo da técnica seja a possibilidade de formacdo de
heteroduplexes entre produtos amplificados por PCR (Riedy et al., 1992 apud Elo et al.,
1997; Hunt & Page, 1992; Scott et al., 1992; Ayliffe et al., 1994), que geram o0 aparecimento
de bandas ndo parentais em proles. Em condigbes de baixa estringéncia, pode haver
pareamento de filamentos ndo homodlogos, formando heteroduplexes em lugar dos
homoduplexes esperados (Leoni et al., 2003). Estes fragmentos migram mais lentamente no
gel do que seria esperado para um homoduplex de mesmo comprimento (Turner et al.,
2002) e sdo equivocadamente computados como bandas adicionais, de comprimento maior
que os dos filamentos ndo homologos que o originaram.

Parentais de Salmo salar e S. trutta e suas proles (naturais e de hibridos reciprocos)
tiveram fendtipos analisados por RAPD fingerprintings (Elo et al., 1997). Nas proles,
nenhuma banda néo parental foi identificada e os marcadores mostraram modo de heranca
estritamente mendeliano e dominante em todos os cruzamentos. Bandas especificas

segregaram nos F1 mostrando a existéncia de parentais tanto homozigotos como
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heterozigotos para os marcadores (Elo et al., 1997). Das 3.413 bandas do estudo, nhenhuma
foi ndo parental, de modo que a frequiéncia maxima de ocorréncia de heteroduplexes nestas
espécies € menor que 1/3413 ou 0.03% com os primers utilizados. Estes resultados
contrastam com estudo de RAPD fingerprinting de mamiferos, no qual Ayliffe et al. (1994)
detectaram marcadores RAPD codominantes em mamiferos e heteroduplexes.

Arnau et al. (1994) investigaram a hip6tese de que bandas RAPD geradas para o
DNA do fungo fitopatogénico Cladosporium fulvum representassem DNA repetitivo ou
representassem dois diferentes fragmentos de mesmo comprimento, 0 que as desabilitaria
para fins de mapeamento e alinhamento. Os autores purificaram fragmentos de cada banda
do gel e as utilizaram como gabarito em nova amplificacdo com os mesmos primers e nas
mesmas condigbes, seguindo de hibridacdo Southern Blot. Das 49 bandas utilizadas,
apenas uma nao gerou bandas adicionais apés a segunda amplificacdo. A falta de
hibridacdo indicou a bandas compostas por mais de um tipo de fragmento em alguns casos,
0 que pode induzir uma incorreta interpretacdo de marcadores RAPD. Os autores
recomendam entdo que s6 os marcadores RAPD previamente caracterizados sejam
utilizados para o estabelecimento de técnicas de mapeamento. O passo de reamplificacao
pode representar uma estratégia de economia de tempo na pesquisa de marcadores RAPD
para fins de mapeamento e andlise de ligagéo.

O RAPD é capaz de extrair informagdo consideravel sobre a variabilidade de
nucleotideos ao longo do genoma. Analisados prudentemente, estes dados podem facilitar
uma avaliagdo rapida da variabilidade genética e potencial evolucionario em espécies
ameacadas e certos taxa onde o tamanho amostral seja um fator limitante (Borowsky, 2001).

A caracteristica dominante pode fazer com que a diversidade genética seja
subestimada, quando os heterozigotos ndo sdo detectados, ou entdo superestimada,
guando a frequiéncia das bandas detectadas for menor que 50%. No entanto, 0 RAPD gera
estimativas Uteis de variacdo genética, quando a interpretagdo dos dados leva em

consideracao suas caracteristicas (Kimberling et al., 1996).
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N&o existe consenso sobre o tratamento estatistico de dados RAPD. A maioria dos
autores usa algum coeficiente de similaridade baseado na proporcao de bandas em comum
(Quesada & Cenis, 1995). O carater dominante da heranca dos marcadores impede 0 uso
de estimativas de fregiiéncia de alelos e o uso direto de parametros estatisticos bem
estabelecidos para a genética populacional, que se baseiam em propor¢des de alelos e/ou
de heterozigotos, como heterozigose, distancia genética e estatistica F (Elo et al., 1997).

Embora teoricamente a intensidade da banda de um exemplar homozigoto
dominante seja duas vezes maior que a de um heterozigoto (porque o dobro de copias do
fragmento deve resultar da sua amplificacéo), € muito dificil diferencia-la no gel (Williams et
al., 1990; Liu et al., 1999; Gomes et al., 1998). Isto ocorre devido as fontes de variacdo na
intensidade das bandas que ndo estejam relacionadas a quantidade inicial de seqiiéncias a
serem amplificadas no DNA sob analise. Por este motivo, cada banda é computada como
presente ou ausente, gerando uma matriz de base de dados com colunas correspondentes
a individuos e linhas correspondentes aos comprimentos de bandas da OTU. Para cada
comprimento de banda ocorrente na populacao, o individuo que a apresentar € classificado
como portador do alelo dominante e recebe o valor “1”, independentemente de ser
heterozigoto (+/-) ou homozigoto dominante (+/+). Da mesma forma, se ndo apresentar a
banda, o individuo recebe na linha correspondente a ela o valor “0” e é considerado
homozigoto recessivo (-/-) para aquele locus. Kimberling et al. (1996) organizaram matriz
nesses moldes, a partir de dados de RADP utilizando 14 primers que geraram 38 loci
polimoérficos. Esta matriz forneceu base Unica de dados para a analise de distancias
genéticas e para andlise de componentes principais para determinacdo de afinidades
genéticas entre populacdes de ras no sudoeste dos EUA.

Embora os individuos heterozigotos ndo possam ser detectados diretamente com o
RAPD, é possivel estimar, embora com menor poder estatistico que no sistema de
marcadores codominantes, a diversidade genética (Kimberling et al., 1996) e varios outros
indicadores genéticos, como o indice de heterogeneidade fenotipica, indice de similaridade,

a distancia genética, o indice de diversidade de Gini-Simpson, indice relativo de Weir e de
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indice de Cockerham. Também € possivel verificar a existéncia de ligacdo entre marcadores
RAPD e caracteristicas ecologicas ou QTLs através de testes de hipétese e andlise de
componentes principais.

A verificacdo de ocorréncia de ligacdo entre os fenétipos desejados e cada um dos
marcadores moleculares dos individuos, é feita por ferramentas estatisticas semelhantes as
utilizadas nas andlises de ligacdo de marcadores entre si, quando a caracteristica &
qualitativa. Para caracteristicas quantitativas, a analise é feita por correlacdo e/ou
regressdo, que podem ser seguidas da aplicacdo de modelos mistos, também denominados
modelos animais.

Os delineamentos experimentais devem ser cuidadosametne planejados, para a
obtencdo do maior numero possivel de informac¢éo, com 0 menor custo e no menor tempo
possivel. Dupont-Nivet et al. (2002) utilizaram simulacdo computacional para comparar trés
tipos de delineamentos de cruzamentos para a estimativa de herdabilidade de uma
caracteristica hipotética. Os tipos de delineamentos testados foram: a) fatorial completo n x
n (considerando todas as proles possiveis oriundas do cruzamento de cada um dos machos
com cada uma das fémeas em numero igual por sexo); b) fatorial com apenas duas fémeas
(considerando cada um dos machos em cruzamento com as mesmas duas fémeas; c)
delineamento proposto por Berg & Henryon (1998), onde cada macho produz proles com
duas fémeas do seguinte modo: macho 1 com fémeas 1 e 2; macho 2 com fémeas 2 e 3; e
assim por diante.

Verificaram que, para os delineamentos tipo “a”, a melhor precisdo é obtida com um
menor nimero de individuos, independentemente do nivel de herdabilidade da simulagéo.
No entanto, quando o niumero amostral € igual ou menor que 1000, o nimero de machos é
fator limitante neste tipo de delineamento, sendo preferivel a utilizacao do tipo “b”. Por outro
lado, o fatorial completo mostrou-se o delineamento que permite a melhor estimativa dos
efeitos maternais e de dominancia.

Os dados obtidos nos programas de melhoramento s&o organizados em matriz onde

cada observacdo ocupa uma linha e as colunas sédo compostas pelo valor fenotipico aferido
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para a QTL em questdo; das demais colunas constam valores zero ou um, que
correspondem respectivamente a presenga ou auséncia dos alelos cujos efeitos genéticos
se deseja testar a significancia (Fishback et al., 2000). Estes efeitos genéticos podem
compreender o maternal, paternal, do sexo, da populacdo que deu origem de cada parental,
ambiental, de numero de ordem da geracdo sob melhoramento, ocorréncia de bandas
especificas de marcadores moleculares ou outros, bem como todas as possiveis interacées
entre os efeitos considerados. Uma andlise de regressdo mudltipla é conduzida para
determinar os coeficientes e a sua significancia, na predi¢éo do valor fenotipico pelo método
dos minimos quadrados. Um modelo reduzido é entdo ajustado, utilizando apenas com as
variaveis que tenham produzido efeitos significativos no fenotipo analisado.

Bolivar & Newkirk (2002) e Gall & Bakar (2002) recomendam a constru¢cdo de um
segundo modelo, a partir da utilizacdo do modelo reduzido obtido, onde todos os efeitos
fixos e suas interagbes sdo combinados. O novo modelo leva em conta este efeito fixo e
efeitos aleatorios. Os autores utilizaram como efeitos aleatérios o “valor do reprodutor”, o
efeito genético direto maternal e interacdo dos parentais, para a predicdo de peso corporal
aos 98 dias em hibridos de tilapias. Esta andlise complementar permite a estimativa da
herdabilidade como a variancia aditiva de cada variavel animal. O método é conhecido com
o dos modelos mistos, ou modelo animal.

O estudo de Gall & Bakar (2002) demonstrou tanto a aplicacdo quanto a eficacia do
melhoramento genético usando métodos mistos para avaliar animais para selecdo. A
superioridade deste método sobre a selecdo fenotipica provém do aumento de acuracia na
estimativa dos valores de reprodutor obtidos pelo uso de relacdes conhecidas de parentesco
entre todos os animais (Cameron, 1997 apud Gall & Bakar, 2002; Mrode, 2000 apud Gall &
Bakar, 2002). O experimento de sele¢cdo mostrou claramente um rapido melhoramento no
peso corporal a cada idade especifica. A superioridade do modelo aumenta com o
decréscimo da herdabilidade (Blair & Pollack, 1984 apud Gall & Bakar, 2002; Sorensen &

Kennedy, 1984), como se espera da teoria genética quantitativa, uma vez que a correlacao
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entre o valor fenotipico e o mérito genético diminui com a diminuicdo da herdabilidade
(Falconer & Mackay, 1996).

A Unica desvantagem do método sobre a selecdo massal € a de necessitar de
conhecimento de pedigree das linhagens cultivadas, que pode ser obtido com o uso de

técnicas de marcacao genética (Gall & Bakar, 2002).

3.3- As linhagens de tilapias niléticas cultivadas no pais

A primeira importacao oficial de tilapias niloticas para o Brasil aconteceu em 1971,
proveniente de Bouaké, na Costa do Marfim (Nugent, 1988). A segunda € originaria da
Alexandria, no Egito (Delta do Nilo), inicialmente introduzida no Japéo, de la para a Tailandia
e, em 1996, para o Brasil (Zimmermann, 1999).

Agnése et al., (1997) verificaram trés agrupamentos gerados por RFLP de DNA
mitocondrial entre as populac¢des africanas, com niveis de polimorfismo diferenciados entre
0S grupos, constituidos por representantes da drenagem do oeste do continente, dos
canyons da Etiopia e das drenagens do rio Nilo (Figura 2). O grupo que colonizou os rios da
Costa do Marfim, onde a espécie nao € nativa, originou-se de estoques gerados pelo
cruzamento intraespecifico de linhagens do rio Nilo e do rio Volta (drenagem para o Oceano
indico).

Os individuos da primeira importacdo sdo, portanto, resultantes do cruzamento de
populagdes pertencentes aos grupos drenagem do oeste do continente africano e o das
drenagens do rio Nilo, seguida de introdugdo em ambientes de cultivo comercial e escapes
para o ambiente natural. A segunda importacdo originou-se do grupo dos canyons da
Etiopia, e foi cultivada por aproximadamente 30 anos antes de ser introduzida no Brasil.
Fenbémenos de deriva genética, hibridagdo com outras espécies e/ou a selecdo natural,
determinados por condicbes ambientais diferenciadas, provavelmente causaram
diferenciacdo genética entre as populacdes das duas importacdes oficiais, mesmo antes de

sua chegada ao pais.
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N&o se conhece o numero de exemplares da primeira importacdo oficial para
Pentecostes, no Ceara (03°47'34"S e 039°16°30"W), nem o dos que foram tranferidos de la

para os demais estados do pais. A segunda importacdo constou de 20.800 animais para 0

estado do Parana (Moreira, 1999).
Figura 2- Area de ocorréncia natural de Oreochromis niloticus. 1- grupo das drenagens do

rio Nilo; 2- grupo dos canyons da Etiopia e 3- grupo da drenagem do oeste do continente
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ApoOs o estabelecimento das linhagens em seus locais de cultivo, varios fatores
ambientais e de manejo devem ter contribuido para a deriva genética diferencial destas
linhagens. Contudo, € preciso ressaltar o efeito climatico entre eles. No Nordeste barasileiro,
a espécie reproduz-se ao longo de todo o ano. Estas condi¢gfes térmicas se aproximam das
do habitat natural original da espécie, minimizando a possibilidade de um reprodutor em
particular ndo contribuir para a geracao seguinte. J4 em latitudes mais elevadas, a amplitude
de variacdo térmica nictemeral e sazonal é mais pronunciada, inclusive inibindo a
reproducao e crescimento da espécie durante alguns meses por ano. Cada matriz reproduz-
se menos vezes por ano e as proles tém maior possibilidade de sofrer mortalidade massiva
em situacOes de alto variacdo térmica nictimeral, principalmente no final do outono e inicio
da primavera. Os animais mais jovens sdo particularmente sensiveis as mudancas térmicas
porque ocupam 0s estratos superiores e bordas dos viveiros nas fases iniciais de vida.
Nesta situacdo, aumenta a probabilidade de um reprodutor em particular deixar de contribuir
para a formacao da geragéo seguinte.

N&o ha registros sistematicos e confiaveis sobre processos eventuais de introducdo
de animais em pisciculturas comerciais no pais, mas ha evidéncias de endogamia nos
estoques. Moreira (1999) estudou polimorfismos de marcadores microssatélites para
determinar a variabiliade genética de sete estoques cativos de O. niloticus utilizados em
criacbes do sul do pais, sendo cinco provenientes da primeira importacéo oficial e dois da
segunda. As heterozigoses dos estoques da primeira importacdo variaram de 0,0 a 0,107,
enquanto que as da segunda importacdo, apresentaram valores de 0,58 a 0,606. Também
detectaram desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg entre as frequéncias de

alelos de loci microssatélites das linhagens da primeira importagéo oficial.

3.4- Subsidio a construcdo de um programa de selecdo assistida por marcadores

moleculares para as tilapias niléticas do Brasil



37

Um programa efetivo de selecéo genética asssitida por marcadores moleculares para
O. niloticus no Brasil deve ser conduzido em duas etapas principais. Inicialmente sera
necessario constituir e manter um banco genético adequado para este fim. Numa segunda
etapa, os varios programas de melhoramento para caracteristicas especificas deverao ser
conduzidos a partir deste plantel.

Diante das evidéncias de estreitamento da base genética de nossas linhagens, ja
relatadas nos itens anteriores, devera haver um estudo da variabilidade genética das
linhagens disponiveis, o que possibilitara a verificacdo da adequacao de uso cada um deles
para a formacdo de um estoque hibrido intraespecifico. Se duas das linhagens mostrarem
diferencas genéticas nao significativas ente si, apenas uma delas devera ser utilizada. Se as
linhagens nacionais mostrarem-se indistintas e/ou de pequena variabildade, isso indicara a
necessidade de nova(s) importagcédo(6es) de outras linhagens para a formagéo deste banco
genético.

Para tanto, deverdo ser obtidas linhagens que apresentem diferencas de historico de
fundacdo e manutencdo, preferencialmente de diferentes importacbes e cultivadas sob
diferentes condigbes ambientais e/ou de manejo. Este procedimento visa maximizar
distancia genética entre elas, visando o aumento da heterose potencial para varias
caracteristicas.

Deverdo ser realizadas bidpsias em individuos destas linhagens, para sua
caracterizacdo por marcadores moleculares de dois tipos. Os marcadores moleculares
dominantes deverao ser utilizados para aferir a variabilidade genética entre e dentro das
linhagens. Esta escolha se deve a maior cobertura gendmica dos marcadores RAPD e AFLP
em relagdo aos marcadores codominantes, que caracterizam apenas regides nao
codificantes do DNA.

Uma vez selecionadas as linhagens a serem utilizadas na composi¢cdo do banco
genético, sua manutencao devera ser feita considerando aspectos genéticos e de manejo
ambiental e alimentar, potencialmente influentes na variabilidade genética e na modulagéo

ambiental sobre fenoétipos plasticos.
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Os aspectos de manejo genético incluem a segregacdo fisica de linhagens, a
identificagéo individual dos reprodutores, o monitoramento da endogamia dentro de cada
uma das linhagens e o nuimero mimino de reprodutores efetivamente utilizados na
renovacao do plantel de cada uma delas. Cada linhagem devera ser mantida em separado,
porgue fendtipos zootecnicamente importantes podem apresentar efeitos significativos de
linhagem. Nestes casos, a selecdo de reprodutores para o subprograma de melhoramento
desta(s) caracteristicas(s) devera levar em conta também a sua linhagem de origem, e néao
apenas o seu fenotipo.

A identificacdo individual dos reprodutores € importante por dois motivos. O primeiro
€ registrar a linhagem de origem do individuo, para identificar possiveis escapes, equivocos
de manejo ou acidentes naturais resultantes em mistura de linhagens, de modo a poder
segrega-las novamente. O segundo € permitir a afericdo do sucesso reprodutivo do
individuo (Jackson et al. 2003) e o célculo da herdabilidade das caracteristicas em estudo
(Dupont-Nivet et al. 2002). Esta identificacdo devera ser feita de duas formas, fisicamente
com PIT taggs (Passive Integrated Tranponders) e por marcadores genéticos codominantes,
como os microssatélites (Volckaert & Hellemans, 1999). As marcas fisicas sdo utilizadas
para a identificacdo do reprodutor a campo, e as marcas genéticas sdo necessarias para
inferéncia de paternidade das proles geradas. O cruzamento das informac¢des das duas
marcas permite identificar que reprodutores selecionar em testes de progénie e qual o tagg
do peixe a ser selecionado a campo.

Os marcadores genéticos possibilitam delineamentos de selegcdo para melhor
identificacdo de parametros genéticos, em combinagcdo com ferramentas de selecao familial,
combinada ou do tipo BLUP (best linear uniased predictor), livre do vicio de efeitos
ambientais através do cultivo comunal (Vandeputte, 2003).

O monitoramento de endogamia podera ser feito utilizando-se os marcadores
dominantes, do tipo RAPD ou AFLP, para proporcionar uma cobertura genbémica 0 mais
ampla possivel. A afericao “a posteriori” de paternidade das sua proles por marcadores do

tipo codominante. O nimero minimo de individuos de cada uma das linhagens mantidas
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deverd inicialmente seguir as recomendacdes de Gall & Bakar (1999) para trutas, de 25
machos e 100 fémeas utilizadas para a formacao de nova geracdo de estoque de cada uma
das linhagens. O monitoramento da variabilidade genética geracao a geracao possibilitara o
ajuste deste nimero minimo para a espécie.

Os aspectos de manejo ambiental e alimentar devem levar em conta 0s
requerimentos especificos de O. niloticus. Sendo um peixe tropical, deve-se providenciar
para que a temperatura da agua nao ultrapasse os limites de conforto especifico em
nenhum dos sentidos. Isso pode ser obtido pela escolha de estacdo de manutengédo do
banco genético em regido de clima quente ou pelo uso de estufas em outras regiées. Sendo
animais planctéfagos, de habito Iéntico e comportamento gregério, estas tilapias devem ser
cultivadas comunalmente, em viveiros externos e ricos em plancton, dentro de gaiolas de
tela, preferencialmente posicionadas em um mesmo viveiro. Esta Ultima recomendacgédo tem
guatro motivos principais: diminui as diferencas ambientais entre as gaiolas (linhagens),
evita a entrada de predadores e competidores de didmetro maior que o da malha, dificulta o
escape de reprodutores e a entrada de coespecificos admitidos pelo sistema de
abastecimento d’agua, e possibilita a coleta freqiiente de ovos e embrides de forma facil,
rapida e pouco traumatica (Little et al., 2000). Além disso, permite a implantacdo de um
sistema de manejo reprodutivo em que as fémeas incubantes sejam transferidas para
gaiolas adjacentes para condicionamento pos-desova, aumentando sua produtividade (Little
et al., 2000).

A manutencdo das gaiolas devera ser feita de maneira a perturbar minimamente os
reprodutores. A rotina de colocagdo de outra gaiola externamente a de cultivo, e remocao
cuidadosa desta gaiola para limpeza, inspecao e eventuais consertos evita o entupimento da
malha com epibiontes, a consequente deterioracdo da qualidade de 4gua decorrente deste
entupimento e a maioria dos acidentes de escape por rompimentos progressivamente
ampliados da malha da rede.

O manejo alimentar deve incluir alimento seco como complemento alimentar ao

plancton natural, para evitar deficiéncias nutricionais. Bhujel et al. (2001) verificou que a
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fecundidade de fémeas de O. niloticus responde positivamente a oferta de alimento artificial
com fonte de proteina animal. Dois fatores sdao importantes no manejo alimentar de
reprodutores de tilapias em gaiolas: a uniformidade do manejo entre as gaiolas (linhagens) e
o tipo de processamento de alimento. As comparagbes de taxas de fecundidade,
crescimento e mortalidade entre linhagens sdo prejudicadas por desuniformidade de
manejo, quer ambiental, quer nutricional, de forma que os procedimentos devem ser
padronizados para todas as gaiolas e viveiros. A racdo utilizada devera ser extrusada para
possibilitar a visualizagdo de alimento ndo ingerido e facilitar o ajuste da taxa e freqiéncia
de disponibilizacdo de racao dos reprodutores.

As linhagens deveréo ser adaptadas por pelo menos uma geracdo as condicbes de
cultivo dos ambientes onde os testes ocorrerdo, de modo que os testes de progénie sejam
conduzidos com proles oriundas de reprodutores gerados, incubados e manejados até a
maturidade em condigbes de manejo ambiental e alimentar tdo semelhantes quanto
possivel.

Todo este conjunto de procedimentos de manejo das linhagens de reprodutores visa,
por um lado, evitar deriva e selecdo genética ndo intencionais, potencialmente resultantes
de condi¢des inadequadas de cultivo; e, por outro, minimizar a interferéncia da plasticidade

fenotipica sobre a afericdo de fendétipos de interesse nos reprodutores.

3.4.1- A selecao de caracteristicas para melhoramento e analise de ligacéo

Para a conducao de programas de melhoramento genético a partir do banco genético
formado, a primeira etapa € a selecao da(s) caracteristica(s) a ser(em) melhorada(s). Deve
se tratar de fendtipo desejavel do ponto de vista zootécnico, cujo melhoramento resulte em
lucros aos produtores que justifiguem o investimento no programa de melhoramento, mas
também é necessario que ele seja passivel de melhoramento genético por selecéo.

Para tanto, € essencial que ele apresente variabilidade fenotipica dentro do banco

genético disponivel, que nado seja ligado a fendtipos indesejaveis (como baixas taxas de
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crescimento, sobrevivéncia ou fecundidade), e que apresente herdabilidade
significativamente diferente de zero.

Idealmente, o fenétipo deve ser de afericdo facil, rapida e pouco traumatica. Em
algumas situacdes, os fenotipos ndo podem sequer ser aferidos sem o sacrificio do animal,
como é o exemplo do rendimento de filé e carcaca. Nestes casos, € necessario encontrar
fenotipo(s) relacionado(s) ao desejado, cuja afericdo possa ser realizada de forma ideal. No
nosso exemplo, a forma do corpo pode ser utilizada como fendtipo de selecdo indireta
(Cibert et al., 1999; Hockaday et al., 2000).

O fenotipo candidato a selegéo devera ser aferido em amostras de ambos 0s sexos
de cada uma das linhagens que compuser o banco genético, para a verificacdo de
existéncia de variabilidade significativa dentro e entre cada um deles. Estes resultados
definirdo se a selecdo devera levar em conta os aspectos de linhagem e/ou sexo (caso se
detecte efeitos significativos destas variaveis) ou se a sele¢éo sera feita levando em conta
apenas o valor individual do reprodutor e seus marcadores ligados a caracteristica.

Um teste de correlacdo entre os valores aferidos de fendtipos e os marcadores
moleculares disponiveis identificardo os marcadores candidatos a analise de ligacdo nos
testes de progénie.

A analise de segregacédo de marcadores e fendtipos € a ferramenta classica para
investigar a hipotese de ligagédo entre marcadores de DNA e QTL’s, e os modelos mistos de
relacionamento unigeracional entre marcadores e fenétipos podem dar apenas indicactes
neste sentido. Além disso, pode haver migracdo de bandas distintas para uma mesma
posicao no gel, resultando na atribuicdo a um Unico marcador de um coeficiente que deveria
estar sendo calculado independentemente para cada um dos fragmentos de mesmo
comprimento. Para testar esta hipotese, se deve utilizar a técnica SCAR-RAPD — Sequence
Characterized Amplified Region RAPD (Bardacki & Skibinski, 1999), para obter marcadores
codominantes a partir destes fragmentos e conduzir uma analise de segregacéo

multigeracional.
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3.4.2- A conducéo dos programas de selecdo para caracteristicas especificas

Para cada subprograma de melhoramento de uma caracteristica especifica, o
fenotipo dos reprodutores deve ser aferido e a selecdo deve ser feita de acordo com
metodologia e critérios iguais entre linhagens, para evitar a confusdao entre efeitos de
linhagem e de método de afericao de fendtipo.

Para os testes de progénie, também é necesséario adotar procedimentos de
uniformizacdo semelhantes aos dos reprodutores e com 0 mesmo objetivo, que é o de
controlar os efeitos ndo genéticos sobre as caracteristicas sob selecédo. As diferencas entre
0 manejo de reprodutores e o de suas proles estdo relacionadas ao papel de cada um dos
grupos no programa de selecdo. Enquanto os reprodutores tém seu valor fenotipico e
marcadores genéticos aferidos para informar sobre seu valor como reprodutor em
cruzamentos futuros, as proles sao utilizadas apenas para aferir este valor genético de seus
parentais, através da herdabilidade das caracteristicas sob selecdo, que é calculada com as
informacdes sobre seu fendtipo e identificacdo de seus parentais.

Isso determina, em Utima instancia, as condicbes em que devem ser cultivadas as
proles. Um subprograma direcionado para sobrevivéncia diante de caracteristicas
ambientais especificas ou de desafio por agentes patogénicos bidticos, por exemplo,
necessita de condi¢cdes de cultivo propositalmente limitrofes. Os que se direcionam para
caracteristicas zootécnicas de animais cultivados em condi¢cdes padrdo de piscicultura
devem prever ambiente manejado para que nenhum dos requerimentos ambientais deixe de
ser atendido a cada momento do crescimento dos animais.

Levando em conta os aspectos levantados de variaveis potencialmente interferentes
em programas de melhoramento genético, € possivel listar um conjunto de procedimentos
de delineamento destes programas, para minimizar a interferéncia da plasticidade fenotipica
sobre a afericdo de ganhos genéticos.

Os testes de progénie devem ser conduzidos em lotes de idade e condicbes de

manejo tdo semelhantes quanto possivel, para minimizar o efeito da plasticidade fenotipica
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sobre o fendétipo. Isto garante que todos os animais de um mesmo lote sejam expostos a
uma mesma variacao nictemeral e sazonal de variaveis de qualidade de agua, de taxa de
renovacdo, de velocidade de corrente, de qualidade e quantidade de patdgenos
oportunistas, de tipo de manejo ambiental e alimentar, e de quaisquer outros fatores
ambientais interferentes no fenotipo. Um monitoramento ambiental das unidades de cultivo
comunal de cada lote gera uma base de dados cujas variaveis devem ser incluidas em
modelo comum de afericdo de efeitos genéticos e da sua modulacdo ambiental sobre o
fendtipo. Desta andlise, € possivel separar efeitos de fato genéticos, que devem ser
utilizados na selecao de reprodutores, dagueles resultantes de efeitos ambientais e de suas
interacBes com o gendtipo. O modelo de predi¢cdo dos fendtipos deve incluir estas variaveis,
para quantificar em separado os seus efeitos e os efeitos genéticos sobre a variavel
resposta (Gall & Bakar, 2002).

Atualmente é possivel diminuir a desuniformidade de condigbes ambientais dentro de

“

um lote com a utilizacdo de marcadores moleculares dominantes para diferenciar “a
posteriori” os individuos de varias proles cultivadas comunalmente (Garcia de Leon et al.,
1998). Este procedimento proporciona uma atribuicdo inequivoca de parentais aos
individuos cultivados desde os primeiros estagios de vida, sem a necessidade de marcacao
fisica.

Um outro fator importante no melhoramento por selecdo genética é a possibilidade
de ligacdo entre caracteristicas fenotipicas zootécnicas distintas. Se houver correlagédo
suficientemente forte entre dois fendtipos, a selecdo para um deles resultara em selecao
também para o outro (Kause et al., 2003). Além da taxa de crescimento em peso, outros
fenotipos devem ser considerados na condugdo de um programa de melhoramento, para
que este nao resulte apenas em peixes com maior rendimento de carcaca e filé, mas em
animais que efetivamente apresentem vantagens sobre o0s demais, em termos de
lucratividade da atividade e aceitacdo do consumidor. Sdo exemplos destes fendtipos as

taxas de sobrevivéncia e de fecundidade e o teor de gordura da musculatura dorso-lateral

dos animais selecionados.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial de linhagens cultivadas de tilapias
(Oreochromis niloticus), visando a obtencdo de hibridos intraespecificos, para uso em
programas de melhoramento genético desta espécie. A variabilidade genética entre e dentro
de quatro linhagens comerciais foi verificada utilizando-se o indice de similaridade e as
distancias genéticas, verificados a partir de dados de bandas obtidas por RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA). Trés primers foram utilizados, gerando 42 bandas, sendo 40
delas polimorficas. As estimativas de heterozigoses nao viciadas variaram de 0,29 a 0,32
entre as linhagens, apresentando diferenca ndo significativa (P>0,90). As dissimilaridades
dentro das linhagens variaram de 0,77 a 0,82 e entre as linhagens, de 0,74 a 0,79. Os
valores de dissimilaridades corrigidas entre linhagens foram estatisticamente diferentes
(P<0,05). Foi verificado que a dissimilaridade mostrou-se mais adequada a afericdo de
variabilidade genética dentro de linhagens cultivadas de peixes exéticos que a heterozigose
para este tipo de marcador molecular. Os fenogramas obtidos a partir das distancias e das
dissimilaridades entre linhagens, apresentaram resultados coerentes entre si e evidenciaram
a adequacédo da utilizacdo de todas as linhagens em estudo para hibridagcdo visando a
obtencéo de efeitos heteréticos e 0 aumento de variablidade genética intraespecifica. Foram
obtidas indicacbes de marcadores possivelmente ligados a tolerancia as condicbes de

cultivo em regides temperadas.
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Introducéo

A resposta a selecao genética é limitada pelo nivel de variacdo genética (Falconer &
Mackay, 1996). Uma importante diferenca entre peixes e animais terrestres para o0
melhoramento genético € a de que 0s peixes tém maiores niveis de variacdo genética, e,
portanto mais alcance para selecdo do que a maioria dos mamiferos ou aves (Foresti,
2000). No entanto, a implantagdo de programas de melhoramento a partir de uma Unica
linhagem cativa pode ser prejudicada pela sua propria restricdo de variabilidade genética.
Uma estratégia para contornar este problema é a formacdo de estoques hibridos
intraespecificos que recuperem a perda de alelos pelas linhagens fundadoras em seus
processos de deriva e selecdo diferenciais.

Os polimorfismos de DNA, como os microssatélites, AFLP’s (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e RAPD’s (Random Amplified Polymorphic DNA) tém sido
amplamente utilizados para afericdo de diversidade genética em organismos aquaticos
(Shikano & Taniguchi 2002). Eles estdo presentes em todos os tipos de tecidos e
apresentam maior variacdo genética e maior sensibilidade e especificidade que outros
marcadores moleculares, como as isozimas (Asensio et al. 2001).

Como qualquer outro tipo de marcador molecular, 0 RAPD apresenta limitacdes e
vantagens, que resultam em aplicabilidade recomendada em casos especificos. A técnica
gera uma quantidade consideravel de dados em relacdo ao custo das analises. Por outro
lado, Kimberling et al. (1996) afirmam que a caracteristica dos marcadores dominantes pode
fazer com que a diversidade genética seja subestimada, quando os heterozigotos nao séao
detectados, ou entdo superestimada, quando a frequiéncia das bandas detectadas for menor
gue 50%. No entanto, consideram que o RAPD gera estimativas Uteis de variagdo genética
quando a interpretacdo dos dados leva em consideracdo suas caracteristicas.

Quesada & Cenis (1995) apontam trés niveis de interpretacéo para os polimorfismos
obtidos com marcadores RAPD: a) como ferramenta taxonOmica; b) para estudar o

relacionamento genético entre linhagens; c) para a identificacdo de linhagens. Esta
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versatilidade na identificacdo de variabilidade, tanto entre linhagens, quanto entre taxa mais
diferenciados, vem da amplitude da cobertura genémica deste tipo de marcador. Os loci ndo
codificantes sdo geralmente mais Uteis para a caracterizacao intraespecifica, enquanto que
polimorfismos em loci marcadores codificantes freqiientemente correspondem a padrdes
genéticos taxa-especificos.

Gomes et al. (1998) utilizaram marcadores RAPD para estudar populacdes de peixes
Hirundichthys affinis. Os perfis de bandas obtidos também evidenciaram alto indice de
polimorfismo intraespecifico, revelando inclusive marcadores diagnésticos de populacdes e
de sub-regides geogréficas. Estes resultados foram inteiramente consistentes com o0s
obtidos por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) para os mesmos peixes
(Gomes et al., 1996).

O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial genético de linhagens cultivadas
no Brasil para fins de formacéo de plantel hibrido intraespecifico a ser utilizado em programa
de melhoramento genético. Especificamente, utilizamos marcadores moleculares do tipo
RAPD para aferir a variabilidade intraespecifica dentro e entre quatro linhagens comerciais

provenientes de diferentes estoques cultivados no pais.

Materiais e Métodos

Foram utilizados representantes de quatro linhagens de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus): 1) SP, da Estacéo de Piscicultura de Barra Bonita (22°29°41"S; 048°33"29"W); 2)
PE, da Base de Piscicultura do Departamento de Pesca da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (08°03"14"S; 034°52'52"W); 3) SC, da Fundacdo 25 de Junho, em Joinville
(26°18°16"S; 048°50°44"W); e 4) PR, da ALEVINOPAR - Associacéo dos Alevinocultores do
Parand — (24°42°49°"S; 53°44°35"W). As trés primeiras linhagens citadas sdo provenientes
da primeira importacdo oficial de tildpias para o Brasil e a ultima linhagem da segunda
importacgéo oficial.

As linhagens foram mantidas separadas em tanques rigidos tipo raceway, de 50 m®,

na Fazenda Jurema, em Macatuba (SP) (22°30°08"S; 048°42°41"W). De cada linhagem,
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guinze exemplares maduros de cada sexo foram coletados ao acaso e anestesiados com
benzocaina para bidpsia da regido posterior da nadadeira caudal. Amostras de
aproximadamente 50 mg foram conservadas em alcool 95% por 3 dias, transferidas para
alcool comercial e mantidas sob refrigeracgéo.

A extracdo do DNA gendmico total foi feita com o Wizard Genomic DNA Purification
kit, comercializado pela Promega. O DNA extraido foi analisado em gel de agarose (1%) e
guantificado por espectrofotometria. Para a escolha dos primers a serem utilizados,
amostras de DNA de dois individuos (fémeas da linhagem PE) foram amplificados
independentemente com seis primers adquiridos da empresa Amersham Pharmacia Biotech.
Os primers utilizados foram denominados, por numero de ordem da amplificacdo, de 1 a 6 e
suas sequéncias de bases foram respectivamente: GGTGCGGGAA, GTTTCGCTCC,
GTAGACCCGT, AAGAGCCCGT, AACGCGCAAC e CCCGTCAGCA, da extremidade 5
para a 3. As reacbes de amplificacdo foram realizadas num ciclador térmico de PCR
(Polymerase Chain Reaction), utilizando-se 25ul de uma solucdo contendo 25 ng de DNA
gendmico, 25 pmol do primer, AmpliTag™ DNA polymerase e Stoffel fragment, 0,4 mM de
cada dNTPs, 2,5 mg BSA e 2,5 mL de tampéo (3 mM MgCl, 30 mM KCI e 10 mM Tris,
pH=8.3). Cada amplificacdo consistiu da denaturacdo inicial por 1 minuto a 95°C seguida de
45 ciclos de fases: 95°C por 1 min, 36°C por 1 min e 72°C por 2 min. Os produtos foram
separados em gel de agarose a 2%. Para a afericAio do comprimento das bandas
separadas, foi utilizada solucdo de fragmentos marcadores com comprimento de 100 a
12.000 pares de bases (pb) no mesmo gel. Os géis foram digitalizados e as bandas tiveram
seu comprimento estimado com o programa Kodak Digital Science 1D. O processo foi
repetido para o DNA genémico de todos os animais biopsiados, utilizando-se os trés primers
gue apresentaram maior numero de bandas polimorficas na amostra inicial.

De acordo com as recomendacgdes de Williams et al. (1990), nenhuma tentativa de
identificagcdo de heterozigotos pela intensidade de cor da banda foi feita, de modo que
individuos portadores da banda em um dos alelos (+/-) foram computados conjuntamente

com os homozigotos para o fragmento (+/+). Uma matriz foi construida com dados de cada
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individuo em uma linha e com colunas referentes a linhagem e a cada uma das bandas
individuais observadas.

Duas andlises comparativas foram conduzidas a fim de melhor elucidar os
resultados. A primeira utilizou o método de Nei (1978) para o calculo da heterozigose pela
frequiéncia de homozigotos recessivos (-/-) e correcdo para o viés de pequenas amostras.
As identidades genéticas e distancias genéticas entre cada par de linhagens foram
calculadas a partir destas heterozigoses nao viciadas por locus e a partir destas distancias
foi gerado um fenograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of
Averages). As diferencas entre os valores de heterozigose néo viciadas por locus entre
linhagens foram testadas pela analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis.

A segunda andlise utilizou o método de Lynch (1990), e constou do calculo da similaridade
média dentro das linhagens, a partir do coeficiente de similaridade entre cada par de
individuos.

O coeficiente de similaridade utilizado incorpora o menor vicio na similaridade de
organismos relacionados que os coeficientes de emparelhamento simples e o de Jaccard,
duas opc¢des de coeficientes de similaridade, (Lamboy, 1994).

Para cada linhagem, a similaridade média (Sy) foi calculada como a média das
similaridades entre os individuos dessa linhagem. Da mesma forma, as similaridades
medias entre duas linhagens (S,,) foram calculadas pela média das similaridades entre os
pares formados por um individuo de cada uma delas. As dissimilaridades genéticas dentro
de cada linhagem e entre cada par de linhagens foram calculadas segundo Caccone et al.
(1997).

Uma comparagéo foi feita entre os valores de dissimilaridade genética aferidos
dentro de cada linhagem e entre individuos de diferentes linhagens pelo teste de Kruskal-
Wallis (P<0,05).

As dissimilaridades médias entre linhagens foram corrigidas pelo método de Nei
(1987 apud Koh et al. 1999) para a construcdo de outro fenograma pelo método UPGMA,

para ser comparado ao construido com os valores de distancias genéticas.
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Resultados

A Tabela 1 mostra o numero de bandas amplificadas para cada primer testado para
amostras de DNA dos dois individuos escolhidos aleatoriamente. Pode-se observar que os
primers 2, 4 e 5 apresentaram maior polimorfismo, sendo portanto os escolhidos para as

analises posteriores.

Tabela 1. Numero de bandas amplificadas por primer para dois exemplares de Oreochromis

niloticus aleatoriamente escolhidos.

Primer namero de bandas amplificadas maximo
Peixe A Peixe B
1 4 9 9
2 12 9 12
3 9 8 9
4 11 11 11
5 12 9 12
6 7 9 9
Média +/- desvio padrao da média 10,3+/-1,5

A amplificacdo das amostras de DNA genémico total dos individuos com os primers
escolhidos resultou em 42 bandas amplificadas de comprimento inferior a 1.5 kb (quilobase).
As bandas geradas por primer, seus respectivos comprimentos e valores de heterozigose
nao viciada sao apresentadas na Tabela 2. Nenhuma diferenca significativa (P>0.95) foi
detectada entre os valores de heterozigose por linhagem.

Por erros assistematicos, um dos 120 animais ndo sofreu bidpsia. As amplificacdes
com os primers 2, 4 e 5, ndo geraram produtos de amplificacdo respectivamente para um,
treze e doze individuos. Duas amostras ndo geraram produtos de amplificacdo
simultaneamente para os primers 1 e 2. Devido a isso, nao foi possivel calcular o coeficiente
de similaridade entre 26 pares de animais, que representaram 0,36% do total pares de
dados possiveis. O nimero minimo de individuos utilizados para o calculo da heterozigose
ndo viciada por linhagem foi de 23 (para as bandas do primer 5 da linhagem SP),

representando 76,7% da amostra da linhagem.
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Tabela 2- Heterozigoses nado viciadas calculadas a partir da propor¢cdo de individuos

homozigotos (-/-) para quatro linhagens de Oreochromis niloticus.

Banda Heterozigose nao viciada
Comprimento  Primer Linhagens Linhagens
(bp) SP SC PE PR grupadas

1 220 5 0.3815 0.3167 o° 0.4087 0.4782
2 270 5 o° 0.3167 0.3077 0P 0.2391
3 300 5 0.3815 0.4972 0.4440 0.4804 0.4904
4 350 5 0.5057 0.3611 0.4315 0.3983 0.4245
5 400 5 0.5088 0.3167 0.3941 0.4574 0.4399
6 433 5 0.4970 0.5078 0.4440 0.4087 0.4725
7 483 5 0.5057 0.4037 0.5086 0.4574 0.4912
8 534 5 0.2830 0.1449 0.3139 0.1856 0.2311
9 556 5 0.3815 0.4107 0.3888 0.4939 0.4190
10 613 5 0.4717 0.5078 0.4933 0.4939 0.5019
11 650 5 0.5057 0.4854 0.4941 0.4087 0.5014
12 736 5 0.4101 0.4705 0.3941 0.5037 0.4950
13 882 5 0.5109 0.5078 0.3888 0.5090 0.4928
14 1000 5 0.4592 0.3868 0.3652 0.4804 0.4190
15 1115 5 0.1287 0.3053 0.1983 0.0388 0.1728
16 1350 5 0.3506 0.2122 0* 0.3983 0.2392
17 1450 5 0.0869 0.1790 0* 0* 0.0658
18 217 2 0.3988 o° 0.4715 0.4897 0.4689
19 300 2 0.3988 0.5028 0.4398 0.4897 0.4910
20 378 2 o° 0.3035 0.3035 0P 0.2291
21 483 2 0.4484 0.3035 0.4914 0.4788 0.4473
22 518 2 0.3121 o° 0.4403 0P 0.4626
23 650 2 0.3121 o° 0.3035 0P 0.2291
24 753 2 0.0714 0.1921 0.0666 0.1399 0.1173
25 800 2 0* 0.1307 0.1921 0.0714 0.1011
26 850 2 0.4788 0.4403 0.3047 0.4484 0.4842
27 936 2 0.4421 0.4715 0.4858 0.3121 0.5022
28 1000 2 0.4897 0.4914 0.5079 0.3988 0.4981
29 1163 2 0.3121 0.4398 0.3896 0P 0.3529
30 1371 2 0.2050 0.4403 0.4858 0® 0.3164
31 1464 2 0.0714 0.0666 0.1618 0.0360 0.0846
32 300 4 o° o° o° 0P 0P

33 325 4 0.4442 0.0689 0.1185 0.3156 0.2451
34 385 4 0.0769 0* 0.0799 0.2530 0.1014
35 450 4 o° o° o° 0P 0P

36 500 4 0.1856 0.0689 0.1562 0.0388 0.1103
37 550 4 o° o° o° 0.3215 0.1762
38 650 4 0.4861 0.5075 0.4621 0.5021 0.4937
39 690 4 0.4087 0.5046 0.4898 0.4574 0.4937
40 730 4 0.4442 0.4814 0.4140 0.4087 0.5023
41 850 4 0.4861 0.4941 0.4140 0.5021 0.4774
42 ~950 4 0.4087 0.4751 0.4898 0.5090 0.4963
Média 0,3155 0,3027 0.3151 0.2928 0.3442
Desvio padrao 0,1841 0,1911 0.1776 0.2057 0.1693
% bandas polimorficas 85,71 83,33 85.71 78.57 95.24

OBS: as letras “p” e “a” representam respectivamente bandas presentes e ausentes. SP =

Sao Paulo; SC = Santa Catarina; PE = Pernambuco, PR = Parana.
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A Tabela 3 apresenta os valores das dissimilaridades genéticas ndo corrigidas pelo
método de Nei (1987 apud Koh et al. 1999) dentro e entre as linhagens, com os resultados
da andlise de Kruskal-Wallis e comparacdes de dois a dois tratamentos para grandes

amostras (P<0.05).

Tabela 3- Dissimilaridades genéticas ndo corrigidas entre individuos dentro de cada

linhagens e entre individuos de linhagens diferentes de Oreochromis niloticus.

Linhagens Dissimilaridades
nao corrigidas
SP PR 0.26153 a*
PR SC 0.239567 b
PE PR 0.231942 b c
PR 0.230786 c d
SP PE 0.222565 c d e
SP SC 0.212477 d e f
PE SC 0.210024 e f
SP 0.205719 f
PE 0.195188 f
SC 0.176219

* Letras diferentes indicam dissimilaridades estatisticamente diferentes pelo teste de de
Kruskal-Wallis (P<0,05). SP = S&o Paulo; SC = Santa Catarina; PE = Pernambuco, PR =
Parana.

As Figuras 1 e 2 mostram os fenogramas de distancias genéticas e de
dissimilaridades genéticas corrigidas corrigidas pelo método de Nei (1987 apud Koh et al.

1999) entre as linhagens.
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Figura 1 — Fenograma de distancias genéticas entre as linhagens de Oreochromis niloticus.

SP = S&o Paulo; SC = Santa Catarina; PE = Pernambuco, PR = Parana.
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Figura 2 — Fenograma de dissimilaridades genéticas entre as linhagens de tilapia

(Oreochromis niloticus). SP = S&o Paulo; SC = Santa Catarina; PE = Pernambuco, PR =

Parana.
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Discusséao

Foi possivel observar um elevado nivel de polimorfismo, superior a 10 bandas por
primer na Tabela 1. Estes resultados corroboram as observagdes de Caccone et al. (1997),
que verificaram que o uso de padrées RAPD no estudo de diferenciacdo genética resulta em
variacao intrapopulacional quase téo alta quanto a interpopulacional.

Na Tabela 2, é possivel verificar que os valores do desvio padrdao da média das
heterozigoses nao viciadas se aproximam de dois ter¢os do valor da média. Apenas duas
bandas monomoérficas para os animais em estudo tém possibilidade de ser espécie-
especificas (4,8%), caso se confirme seu monomorfismo nas outras linhagens da espécie.

Além dos aspectos ligados a adequacdo do marcador para 0s niveis de
distanciamento genético entre os grupos em estudo, também € necessario considerar as
fontes de erro sistematico ligadas a técnica, que compreendem a possibilidade de formacéo
de heteroduplexes e de obtencdo de bandas eventualmente ndo detectadas, devido a
pequena quantidade de produtos de amplificacéo.

A formacdo de heteroduplexes entre produtos amplificados por PCR gera o
“aparecimento” de bandas n&o parentais em proles (Elo et al., 1997). Em condi¢des de baixa
estringéncia, pode haver pareamento de filamentos ndo homdlogos, formando
heteroduplexes em lugar dos homoduplexes esperados (Leoni et al., 2003). Estes
fragmentos migram mais lentamente no gel do que seria esperado para um homoduplex de
mesmo comprimento (Turner et al., 2002) e sdo equivocadamente computados como
bandas adicionais, de comprimento maior que os dos filamentos ndo homdlogos que o
originaram. Neste estudo, o anelamento ocorreu 4 C acima da temperatura ideal para o
anelamento dos primers (calculada com base em seu contetdo de bases), de forma que a
possibilidade de ocorréncia de heteroduplexes foi minimizada metodologicamente.

Seis bandas maiores que 1.5 kb foram excluidas da analise, de acordo com as
recomendacdes de Liu et al. (1999), que recomendam a utilizagdo de bandas na faixa de
400 a 1.500 pb (pares de bases), que mostraram ser mais reproduziveis e herdadas de

modo mendeliano.
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As heterozigoses médias nédo viciadas das linhagens em estudo estiveram entre 0.29
e 0.32, ndo apresentando diferencas significativas (P>0.95) entre si.

Estes resultados contrastam com os de Moreira et al. (2000), que utilizaram quatro
loci microssatélites para estudar linhagens de mesma origem que as linhagens SC e PR,
também utilizadas no presente estudo, e verificaram heterozigoses observadas
significativamente maiores das linhagens da segunda importacdo do que naquelas
derivadas da primeira importagdo. Por outro lado, a Tabela 3 mostra que os valores de
dissimilaridade genética dentro das linhagens apresentaram diferencas significativas entre si
(P<0.05), e coerentes com os resultados obtidos por Moreira et al. (2000). Tais resultados
aparentemente antagdnicos devem ser interpretados a luz das premissas adotadas de
acordo com cada um dos métodos utilizados.

Lynch & Milligan (1994) sistematizaram as premissas adotadas quando se utilizam
dados de marcadores dominantes para a estimativa de heterozigose, estabelecendo que
dois alelos distintos ndo migram para a mesma posi¢cdo no gel; e que cada marcador
representa um locus mendeliano, cujo alelo dominante (visivel) estd em equilibrio de Hardy-
Weinberg com um recessivo (nulo).

A primeira premissa é adotada para todos o0s marcadores baseados em
polimorfismos de comprimento, independentemente de serem de natureza dominante ou
codominante. Nenhum procedimento de analise de dados poderia vir a corrigir erros
resultantes da ocorréncia de comigracdo. A segunda premissa elimina do grupo de
possiveis fontes geradoras de polimorfismos, as insergbes e as delecbes em regides
genbmicas localizadas entre dois sitios de anelamento de primers. Estas alteracdes de
comprimento do segmento entre dois sitios de anelamento poderiam resultar na ocorréncia
de duas ou mais bandas RAPD positivas por locus. A segunda premissa também inclui o
pressuposto de que ndo ocorra nenhum dos fatores responsaveis por desvios do equilibrio
de Hardy-Weinberg na populagdo. Ja na andlise baseada em indice de similaridade, apenas
a primeira premissa é assumida. Desta forma, € possivel que as divergéncias entre os

resultados das duas analises tenham sido causadas pela ocorréncia de pelo menos um dos
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fatores de desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg. Esta parece uma hipotese razoavel para
explicar os resultados aparentemente antagbnicos encontrados, dadas as caracteristicas
especificas e o histdrico das linhagens em estudo.

A primeira importacao oficial de tilapias niléticas para o Brasil aconteceu em 1971,
proveniente de Bouaké, na Costa do Marfim (Nugent, 1988). A segunda € originaria da
Alexandria, no Egito, inicialmente introduzida no Japao, de |4 para a Tailandia e, em 1996,
para o Brasil (Zimmermann, 1999).

Agnése et al., (1997) verificaram trés agrupamentos gerados por RFLP de DNA
mitocondrial entre as populagdes africanas, com niveis de polimorfismo diferenciados entre
0S grupos, constituidos por representantes da drenagem do oeste do continente, dos
canyons da Etiépia e das drenagens do rio Nilo. O grupo que colonizou os rios da Costa do
Marfim, onde a espécie ndo é nativa, originou-se de estoques gerados pelo cruzamento
intraespecifico de linhagens do rio Nilo e do rio Volta.

Os individuos da primeira importacdo sdo, portanto, resultantes do cruzamento de
populacdes pertencentes aos grupos da drenagem do oeste do continente africano e o das
drenagens do rio Nilo, seguida de introdu¢cdo em ambientes de cultivo comercial e escapes
para o ambiente natural. A segunda importacdo originou-se do grupo dos canyons da
Etiopia, e foi cultivada por aproximadamente 30 anos antes de ser introduzida no Brasil.
Fendmenos de deriva genética, hibridagdo com outras espécies e/ou a selecdo natural,
determinados por condicbes ambientais diferenciadas, provavelmente causaram
diferenciacdo genética entre as populacdes das duas importacdes oficiais, mesmo antes de
sua chegada ao pais.

N&o se conhece o numero de exemplares da primeira importacdo oficial para
Pentecostes, nem o dos que foram tranferidos de la para Pernambuco (linhagem PE). Da
regido Nordeste, ocorreram introdugdes para a CESP (linhagem SP), e para os Estados do
Parana e Santa Catarina (linhagem SC). A segunda importacdo constou de 20,800 animais,

dos quais, aproximadamente 10,000 sobreviventes foram divididos em dois grupos de
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guarentena. Um destes grupos formou o estoque de Toledo (Moreira, 1999), que originou a
linhagem PR.

ApOs o estabelecimento das linhagens em seus locais de cultivo, varios fatores
ambientais e de manejo devem ter contribuido para a deriva genética diferencial dentro
destas linhagens. Contudo, € preciso ressaltar o efeito climatico entre eles. A linhagem PE é
mantida em regido tropical e litoranea, onde a média de temperatura anual do ar é 28° C e a
variacao diaria de temperatura € minimizada pelo efeito do mar. A amplitude de variacao
anual do fotoperiodo néo ultrapassa os 50 minutos, refletindo-se em pequenas diferencas
sazonais de temperatura. A linhagem reproduz-se ao longo de todo o ano, com frequéncia
média de trés a quatro vezes por ano por fémea. Estas condi¢bes térmicas se aproximam
das do habitat natural original da espécie, minimizando a possibilidade de um reprodutor em
particular ndo contribuir para a coorte seguinte.

As linhagens SP e SC sao cultivadas em latitudes mais elevadas. Nestes locais, a
regido € subtropical e a amplitude de variacdo térmica nictimeral e sazonal € mais
pronunciada, inclusive inibindo a reproducdo e crescimento da espécie durante alguns
meses por ano. Cada matriz reproduz-se menos vezes por ano e as proles tém maior
possibilidade de sofrer mortalidades massivas em situacdes de alto gradiente térmico
nictimeral, principalmente no final do outono e inicio da primavera. Os animais mais jovens
sao particularmente sensiveis as mudancas térmicas porque ocupam 0s estratos superiores
e bordas dos viveiros nas fases de vida mais precoces. Nesta situacdo, aumenta a
probabilidade de um reprodutor em particular ndo contribuir com gametas para a formacgéo
da coorte seguinte.

N&o ha registros sistematicos e confiaveis sobre processos eventuais de introducéo
de animais em pisciculturas comerciais no pais. Por este motivo, € muito dificil discutir os
efeitos da migracdo sobre a variabilidade genética dentro de cada uma das linhagens
testadas. Moreira et al. (2000) detectaram desvios significativos do equilibrio de Hardy-
Weinberg entre as frequéncias de alelos de loci microssatélites das linhagens da primeira

importacgéao oficial.
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A natureza dominante do marcador RAPD néo nos permitiu verificar esta hiptese no
presente estudo, mas o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg detectado por Moreira et al.
(2000) possivelmente também ocorre nas linhagens da primeira importacdo deste estudo,
cuja histoéria indica eventos potencialmente causadores de deriva e/ou selecdo genética.
Levando em conta o histérico das linhagens e os resultados descritos por Moreira et al.
(2000), pode-se supor que as linhagens PE, SP e SC tenham sofrido desvios significativos
da quantidade de heterozigotos em relacéo aos valores esperados pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg. Como o célculo de dissimilaridades ndo exige o comprimento desta premissa, as
dissimilaridades calculadas neste estudo constituem melhores indicadores para inferir
diferencas de variabilidade genética dentro de linhagens cativas do que o célculo de
heterozigose néo viciada.

Por outro lado, os fenogramas UPGMA obtidos para distancias e dissimilaridades
genéticas entre linhagens (Figs. 1 e 2) apresentam resultados compativeis pelas duas
técnicas de andlise de dados. Os diagramas apresentam varios pontos em comum, apesar
das duas técnicas de andlise diferirem nas premissas, no método de obtencdo e na
amplitude dos valores geradores dos fenogramas. O primeiro né (contando da esquerda
para a direita da figura) de ambos os diagramas diferencia a linhagem PR das demais. Isso
€ uma indicacdo de que linhagens de diferentes importacbes estdo mais distanciadas
geneticamente do que as linhagens da primeira importacédo entre si.

Os fenogramas diferem entre si quanto ao posicionamento da divergéncia entre as
populacdes da primeira importacdo. Pelo método da distancias genéticas, foram obtidos
valor de distancia menor entre as linhagens SP e PE do que entre cada uma delas e a
linhagem SC. Pelo método das dissimilaridades, as linhagens SP e SC estdo mais proximas
entre si do que da linhagem PE. Em ambos os fenogramas, o menor distanciamento entre
nés ocorre entre 0 segundo e o terceiro, onde os diagramas divergem ente si.

O resultado das comparacdes multiplas duas a duas de Kruskal-Wallis elucida esta
aparente contradicdo entre estes resultados (Tabela 3). Os valores de dissimilaridade entre

cada par de linhagens da primeira importacdo néo diferiram estatisticamente entre si (grupo
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“e” da Tabela). Desta forma, o agrupamento de apenas duas delas, tendo a terceira como
“grupo externo”, pode ser atribuida apenas a metodologia de construcdo do fenograma
UPGMA, e ndo a existéncia de valores significativamente diferenciados de dissimilaridades
aferidas entre populacdes da primeira importacao.

Estes resultados indicam que cada linhagem da primeira importagdo sofreu
diferenciacdo genética em uma “direcdo” durante os quarenta anos de cultivo no pais. Caso
fosse detectada dissimilaridade menor entre duas linhagens do que dentro de cada uma
delas, isso colocaria a interpretacdo dos resultados diante das possibilidades de que n&o
teria havido diferenciacdo genética entre elas apos a fundagéo de ambos os estoques, ou de
gue os processos de diferenciacdo das duas linhagens teriam resultado em populacdes
distintas da original, mas semelhantes entre si. Esta situacdo poderia levar a possibilidade
de descarte de uma das linhagens semelhantes do processo de formagédo de linhagem
hibrida para fins de melhoramento. Como este ndo foi o caso, nenhuma das linhagens
estudadas da primeira importacao devera ser descartada da formacéo do plantel hibrido.

Da mesma forma, as dissimilaridades envolvendo a linhagem PR e cada uma das
demais sao significativamente superiores (grupos “a” e “b” da Tabela) aquelas aferidas
dentro de quaisquer das linhagens (grupos “c”, “d” , “f” e “g”). Por estes motivos, propde-se
gue a linhagem PR também deva ser utilizada.

Os valores zero de heterozigose néo viciada (Tabela 2) em linhagens especificas
devem ser olhados com cautela, a luz do nimero de individuos sob analise. Se, por um
lado, eles podem significar alelos realmente fixados ou completamente ausentes nas
linhagens, por outro, podem também vir a refletir alelos ocorrentes em frequéncias proximas
a zero ou um. Em qualquer dos casos, no entanto, o monomorfismo detectado indica a
possibilidade de ocorréncia de efeitos de gargalo, deriva genética e/ou vantagens
adaptativas a condi¢des especificas de exposicao das linhagens.

Quando se comparam as bandas monomorficas da linhagem PR com as demais, de
uma forma grupada, verificam-se indicagbes de ocorréncia de variabilidade qualitativa entre

os grupos de diferentes importacdes. Na linhagem PR né&o foram detectadas as bandas 17 e
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30, enquanto que as bandas 2, 20 a 23 e 29 mostraram-se monomorficas. No entanto, em
pelo menos duas das linhagens provenientes da primeira importagcdo, essas bandas séo
polimérficas. Por outro lado, a banda 37 mostrou-se polimdrfica apenas para os individuos
amostrados da linhagem PR.

Quando se analisam as linhagens da primeira importacdo, verifica-se que 0s
individuos amostrados de cada uma delas apresentam trés bandas monomodrficas
linhagem-especificas. Também neste caso é preciso considerar pelo menos duas possiveis
fontes de variacdo de frequiéncias populacionais de alelos: a deriva genética e a vantagem
adaptativa de genes ligados a bandas amplificadas neste trabalho. Apesar da deriva
genética poder ter provocado sozinha o monomorfismo das bandas 18, 22 e 23 da linhagem
SC e das bandas 2, 20 e 25 da linhagem SP, existe também a possibilidade de que estes
segmentos de DNA estejam ligados a alelos que confiram vantagens adaptativas aos
individuos portadores. Neste caso, a aparente fixacao desses alelos poderia ter ocorrido por
selecdo genética as condi¢des de cultivo em faixa subtropical.

Fishback et al. (2000) verificaram em populacdo cativa de trutas arco-iris a
ocorréncia de dois grupos genéticos segregados por diferengas na época de reproducéo,
que puderam ser discriminados com base em seus marcadores moleculares. E possivel que
os marcadores aparentemente fixados nas linhagens SP e SC estejam ligados a genes
controladores da maturacdo sexual, que confiram a seus portadores a caracteristica de
desovar mais frequientemente em condicdes de alto verdo, onde a viabilidade das proles
seja mais elevada.

Outras hipoteses relacionadas a selecdo genética poderiam ser elaboradas neste
caso. Uma delas seria a da ligacado destes marcadores a regides codificantes de proteinas
responsaveis pela tolerancia a baixas temperaturas. Elas poderiam corresponder a fatores
fisiologicos relacionados a resisténcia a doencas oportunistas, caracteristicas de situacdes
de baixas temperaturas, a enzimas ou hormdnios atuantes em maior faixa de amplitude
térmica; ou a formacdo de vitelo de composi¢cdo ou quantidade mais apropriada para a

homeostase de embrides em situagcdo de hipotermia. Alternativamente, a sele¢do poderia
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resultar da exposi¢ado a outros fatores adversos, nao relacionados a temperatura, aos quais
os individuos da linhagem PE ndo seriam tao freqluientemente expostos quanto os das
demais. Um exemplo de ligacdo de marcadores RAPD a tolerancia diferenciada a condi¢bes
ambientais diferenciadas € o trabalho de Caccone et al. (1997), onde os autores detectaram
nove marcadores RAPD para o sea bass (Dicentrarchus labrax), de frequéncia
estatisticamente diferente entre as amostras marinhas e de lagoas adjacentes ao mar
Mediterraneo.

Estas hipéteses merecem ser investigadas para fins de melhoramento genético de
linhagens para cultivo em localidades de clima temperado. Como os marcadores RAPD néo
S80 necessariamente neutros, sao particularmente Uteis no melhoramento genético assistido
por marcadores moleculares (MAS). Para tanto, as bandas que hipoteticamente estariam
ligadas a capacidade de adaptacdo a caracteristicas ambientais particulares, deveriam ser
purificadas do gel e reamplificadas para a verificacdo de ocorréncia de polimorfismos SSCP
(Single Strand Conformational Polymorphism). Um polimorfismo nesta situacdo indicaria a
ocorréncia de comigracéo de pelos menos dois fragmentos. Cada um deles deveria ter suas
extremidades clonadas, para gerar pares de primers mais alongados que o primer RAPD
original. Estes pares de primers gerariam marcadores codominantes para amplificagéo
especifica de loci que tenham gerado a banda RAPD original.

Bardacki & Skibinski (1999) denominaram esta técnica de SCAR-RAPD (Sequence
Characterized Amplified Region), com a qual determinaram um par de primers que amplifica
de forma codominante um locus polimdrfico diagnéstico de espécies de tilapia. Orechromis
niloticus, O. aureus, O. spirulus e Tilapia mariae apresentaram polimorfismos espécie-
especificos e as linhagens de O. niloticus ndo apresentaram diferenciacdo entre si para este
locus. Kovacs et al. (2001) utilizaram a mesma técnica de obtencdo de primers, para
diagnostico prematuro de sexo em Clarias gariepinus.

Os pares de primers obtidos por esta técnica deveriam ser utilizados em

experimentos delineados para verificar a hipétese de detecgéo de ligacdo entre cada um dos
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alelos amplificados e caracteristicas fenotipicas relacionadas a resisténcia ao cultivo em
regides temperadas.

Em suma, em estudos de afericdo de variabilidade genética intraespecifica de O.
niloticus de linhagens cativas comerciais, sdo recomendados o uso de marcadores RAPD e
a afericdo de dissimilaridades genéticas para subsidiar a decisdo sobre a inclusdo de cada
uma delas na formacdo de plantel hibrido em programas de melhoramento genético, em
guaisquer paises onde ela seja espécie exética. A linhagem hibrida, obtida dos cruzamentos
entre linhagens eleitas, devera ser mantida em condi¢des ambientais tdo préximas quanto
possivel da faixa otima especifica, para minimizar efeitos de selecdo ou deriva genética
apo6s a sua formacao.

Para o caso das linhagens brasileiras estudadas, € recomendada a utilizacdo de
todas as quatro linhagens, cujo processo de hibridacdo intraespecifica devera gerar
linhagem Unica com maior variabilidade que qualquer uma das originarias. A verificacao da
ligacdo entre algumas das bandas obtidas e caracteristicas de adaptacdo ao cultivo na

regido temperada, pela técnica SCAR-RAPD, também é recomendada.



5 — Perspectivas para o Melhoramento de Tildpias (Oreochromis niloticus) a Partir da

Combinacéo de Linhagens. Il — Forma do corpo

Artigo a ser submetido ao Journal of the World Aquaculture Society
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi investigar a viabilidade técnica da utilizacdo de dois
indices de forma do corpo como fendtipos correlacionados ao rendimento de filé, para
programa de melhoramento genético a partir de quatro linhagens de tilapias niléticas
(Oreochromis niloticus) com comprovada dissimilaridade genética linhagem-especifica.
Foram estabelecidos indices morfométricos com medidas lineares externas e verificado o
efeito sobre seus modelos de predicdo do comprimento padréo, de linhagem, de sexo, da
interacdo entre linhagem e sexo e de marcadores moleculares RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). Os indices de largura maxima (MWI) e de altura maxima (MHI) foram
calculados respectivamente como o0s percentuais das duas medidas em relacdo ao
comprimento padrdo. Os resultados obtidos indicam que os indices utilizados s&o
adequados para uso conjunto na selecao indireta de caracteristicas de rendimento carcaca
e filé de O. niloticus, com base na posicao relativa em que altura e largura maxima foram
aferidas; na relativa independéncia entre os dois indices; na independéncia dos indices em
relacdo ao comprimento do animal; na facilidade de obtencdo das medidas externas
utilizadas na construcéo dos indices; nos valores de variabilidade fenotipica aferida; e ainda
por indicacdes do modelo utilizado de que estes fendtipos continuos sofrem determinacdo
genética. Foram verificados efeitos significantes de linhagem e de interacdo de linhagem
com sexo sobre o modelo de predi¢éo dos indices. Foram identificados marcadores RAPD

potencialmente ligados a variacdo de forma do corpo das linhagens em estudo.
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Introducéo

Tilapias e seus produtos derivados sé&o aceitos por mercados de todo o mundo
(Goddard, 1996). Sédo comercializados de vérias formas, incluindo peixe vivo, eviscerado
fresco ou congelado, filés frescos ou congelados, com ou sem espinhas e produtos
defumados (Engle, 1997). Exceto no caso do peixe inteiro, o rendimento do produto em
relacdo a matéria prima depende de propor¢cdes corporais em peso, como a de carcaca
(produto descabecado, eviscerado e sem pele) e de filé (musculatura dorso-lateral). Estas
propor¢des sdo duplamente impactantes no custo do processamento do pescado, afetando
tanto os custos de matéria-prima quanto aqueles referentes a transformacdo e/ou descarte
dos residuos, de acordo com a legislacdo ambiental local.

O rendimento de filé depende do método de filetagem, da opc¢éo pela inclusdo da
musculatura da por¢éo ventral do animal e/ou costelas e da eficiéncia do filetador. Para a
tilapia nilética (Oreochromis niloticus), Souza & Macedo-Viegas (2000) apresentaram trés
opcdes de métodos de remocgédo de filés sem pele, que resultam em rendimentos de 26 a
37%. Clement & Lovell (1994) consideraram como filé apenas a musculatura epaxial e
obtiveram rendimento médio de 25,4% para a espécie. Rutten et al. (2004) incluiram a
musculatura hipaxial e costelas, e verificaram média de 35,7%, com efeito significante do
filetador.

O rendimento de carcaca e filé apresenta caracteristicas especificas e
procedimentos técnicos que ndo podem ser aferidos diretamente sem o sacrificio dos
animais. Esta é uma dificuldade para implantacdo de programas de melhoramento genético
destas caracteristicas fenotipicas. A selecdo do reprodutor pelo valor fenotipico deve ser
feita indiretamente, com a utlizacdo de dados obtidos a partir de outros fenotipos
correlacionados com o rendimento.

Cibert et al. (1999) verificaram a adequacéo da utilizacdo de medidas corporais
externas para predizer o rendimento de filé de carpas. Verificaram que os angulos com o

vértice na cabeca, medidos do eixo longitudinal do peixe em dire¢do a sua por¢éo dorsal
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sdo proporcionais ao percentual de filé dos animais, por estarem correlacionados a massa
muscular dorsal. Por outro lado, verificaram que os animais mais pesados em relacdo ao
comprimento, estdo geralmente relacionados com maiores medidas na parte ventral, que
ndo contribuem para o rendimento em filé. Para O. niloticus, Hockaday et al. (2000)
demonstraram a possibilidade de predizer o peso corporal a partir de equagfes baseadas
em afericbes de medidas externas, com 0.5% de erro.

Além de ser um fendétipo relacionado ao rendimento de filé, o formato do peixe
também faz parte dos critérios de escolha dos consumidores de produtos pesqueiros. A
morfologia geral de um peixe ou filé € a primeira impresséo do consumidor diante do produto
(Wille et al., 2002). Consumidores de salm&o do Atlantico elegeram a forma do corpo e o
teor de gordura como os dois mais importantes critérios de qualidade (Koteng, 1992 apud
Einen et al., 1998). A forma do corpo e a cor da pele de truta arco-iris cultivadas influencia a
aceitacdo dos consumidores, de forma que os atacadistas de peixes visitam pisciculturas
para inspecionar a qualidade interna e externa dos peixes (Kause et al., 2003).

O sucesso de um programa de selecdo genética € influenciado pelas propriedades
das caracteristicas eleitas dentro da populagéo disponivel. O ganho genético potencial por
geracao € proporcional a variabilidade da caracteristica e a sua herdabilidade. De modo
também importante, a caracteristica precisa exibir variacdo genética aditiva e ndo possuir
correlagdo genética desvantajosa com outros fendtipos importantes (Falconer & Mackay,
1996).

Elvingson & Johansson (1993) observaram variagdo genética entre dimensdes
relativas de trutas arco-iris. Kause et al. (2003) verificaram que a forma do corpo desta
espécie apresentou alta herdabilidade (0.46). Ankorion et al. (1992) aferiram valores de
herdabilidades de 0.33 a 0.47 em experimentos bidirecionais para proporcao entre a altura e
0 comprimento do corpo nesta espécie.

Estes resultados s&o encorajadores, mas ndo garantem que a forma do corpo ou 0
consequente rendimento de carcaca e filé possam ser significativamente melhorados para

guaisquer linhagens, destas e de outras espécies de peixes. Dentro de linhagens onde a
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variabilidade de forma € muito reduzida, as estimativas de herdabilidade tendem a ser muito
baixas. Volckaert & Hellemans (1999) ndo verificaram efeitos genéticos significativos para
crescimento em uma populagcdo de limitado background genético de bagre, embora a
literatura citada por eles indicasse a existéncia herdabilidade para esta caracteristica em
outras linhagens da espécie.

Este efeito endogamico sobre a variabilidade fenotipica pode ser compensado pela
heterose resultante do cruzamento de linhagens em um mesmo programa de melhoramento.
O montante de heterose de um cruzamento depende do quadrado da distancia genética
entre as linhagens (Falconer & MacKay, 1996).

O objetivo deste trabalho foi investigar a viabilidade técnica da utilizacdo de dois
indices de forma do corpo, como fenétipos correlacionados ao rendimento de filé para
programa de melhoramento genético, a partir de quatro linhagens cativas de tilapias niléticas
(Oreochromis niloticus) com comprovada dissimilaridade genética linhagem-especifica
(Walmsley et al., submetido). Especificamente, foram construidos indices morfométricos
com medidas lineares externas e verificados os efeitos do comprimento padrdo, da
linhagem, do sexo, da interag&o entre linhagem e sexo e de marcadores moleculares RAPD

sobre a sua predicao.

Materiais e Métodos

A origem e nomenclatura utilizada das linhagens em estudo, bem como as
metodologias de anestesia, biopsia, conservacdo de amostras, extracdo de DNA gendmico
total, amplificacdo de fragmentos, afericdo de comprimento e nomenclatura dos marcadores
de DNA obtidos constam de Walmsley et al. (submetido).

As afericbes de medidas lineares foram feitas durante o procedimento de bidpsia.
Um ictibmetro adaptado com peca em esquadro, contendo escala graduada em milimetros,
foi utilizado para a afericdo de trés medidas lineares: comprimento padrdo, altura maxima e
largura maxima. As medidas foram aproximadas para nimeros inteiros de milimetros mais

proximos.
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O instrumento de medidas dos exemplares consta de uma bandeja de
aproximadamente 50 x 30 cm, da qual duas laterais adjacentes sdo retiradas e uma escala
plastica milimetrada presa ao fundo da bandeja no sentido longitudinal. A peca movel, em
forma de “L”, possui escala em uma das partes perpendiculares. O peixe anestesiado é
posicionado na bandeja de forma a tocar o focinho na menor face vertical da bandeja e o
dorso na maior, com a nadadeira dorsal rebaixada. O comprimento padréo é lido na escala
fixa da bandeja. Para a afericdo de largura, a peca mével é posicionada com o lado néo
graduado horizontalmente sobre o peixe, na sua por¢gdo mais larga, com o lado graduado
posicionado verticalmente. A largura maxima € a medida vertical entre a parte interna da
peca (em contato com o peixe) e a base da bandeja. Para a afericdo de altura, posiciona-se
a extremidade néo graduada verticalmente, de forma que a sua parte interna toque o ventre
do animal na sua seg¢do mais alta e que a parte graduada fique na horizontal,
perpendicularmente a maior face vertical da bandeja. A altura maxima é a medida horizontal
entre a parte interna da peca (em contato com o peixe) e a maior face vertical da bandeja.

Dois indices morfométricos adimensionais foram construidos. Os indices de largura
maxima (MWI) e de altura maxima (MHI) foram calculados respectivamente como 0s
percentuais das duas medidas em relagdo ao comprimento padrao.

As analises estatisticas foram conduzidas no SAS Version 8 e software (SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA), utilizando o procedimento GLM. A hipétese de
correlacao linear entre os indices foi testada pelo modelo:

MHI = by + b; MWI
Onde: b, e b; séo respectivamente os coeficientes linear e angular da regressao;

MHI, e MWI séo os indices de altura maxima e de largura maxima do individuo i.

Uma matriz de 47 colunas foi construida com dados de cada peixe em uma linha,
com colunas referentes a linhagem, sexo, comprimento padrdo, MHI, MWI e cada uma das
42 bandas RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) selecionadas.

O modelo matematico utilizado para analise de cada um dos indices foi:

Yijk: m+ aSLi + Lj + Sk + (Sk* LJ) + blBl + ...+ ann + €ijk
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Onde Y; 4 é o valor observado do indice para o individuo i (i=1,2,...,119);

mé a média dos valores dos indices observados (intercepto do modelo);

a e o coeficiente do comprimento padrao;

SL; é o comprimento padrdo do individuo i;

L; é o efeito da linhagem j (j= PE, PR, SC, SP);

Sy é o efeito do sexo k (k = feminino, masculino);

Sik* L € o efeito da interag&o do sexo k com a linhagem j;

b, a b, sdo coeficientes para os valores zero ou um (presenca ou auséncia) das
bandas B, a B, do individuo i;

e € o efeito aleatorio do erro associado ao individuo i.

As variaveis CLASS do modelo foram sexo e linhagem, cujos efeitos sobre os indices
foram considerados fixo e aleatdrio, respectivamente. A opcdo CONTRAST foi utilizada para
verificagdo de diferencas entre os niveis de efeitos de linhagem e os denominadores dos
valores de F foram ajustados pelo desmembramento das esperancas de médias de
guadrados tipo lll, sendo os graus de liberdade destes denominadores determinados pela

formula de Satterthwaite (Littell et al., 1991).

Resultados

O conjunto de dados constou de 119 observacbes de medidas morfométricas,
resultantes de 15 peixes por sexo e linhagem, exceto para a linhagem SC, da qual se
amostrou apenas 14 fémeas, por causa de erro assistematico. O nimero de individuos para
0s quais ndo houve amplificacéo de fragmentos consta de Walmsley et al. (submetido).

A Tabela 1 apresenta médias e erros padrédo da média por linhagem para as medidas
aferidas. A altura maxima dos individuos localizou-se na porcao anterior corpo, um pouco
atras da insercdo da nadadeira dorsal, se¢do onde também se verificou a ocorréncia da

largura maxima dos animais.
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Tabela 1 — Médias e erros padrbes das médias para as medidas lineares aferidas por

linhagem de Oreochromis niloticus.

Linhagem
Medida linear SP (n = 30) PE (n= 30) PR (n = 30) SC (n=29)
comprimento 166,07+ 5,83 153,37+ 3,78 24550+ 5,70 233,31+ 8,68
largura 38,60 + 1,47 37,80+ 1,03 51,00 + 1,37 50,38 + 1,67
altura 75,23+ 2,99 71,23 £ 2,14 108.27 £ 3,12 105.03 + 4,04

A andlise do modelo de predicdo de MHI a partir de MWI utilizou as 119 observacdes
individuais dos indices e revelou correlacdo positiva significativa (P<0,0001) entre os dois
indices, como termo independente ndo significativamente diferente de zero (P = 0,1525). O
valor de R® para o modelo foi 0,14.

A andlises dos modelos de predicédo de cada indice, a partir das variaveis linhagens,
sexos, interacdo entre linhagens e sexos e marcadores moleculares utilizou 92 das 119
observacdes. Este numero correspondeu ao de individuos cujas amostras de tecido geraram
produtos de amplificacdo simultaneamente para os trés primers utilizados. Das 42 bandas
de menos de 1,5 kb obtidas, foram excluidas da andlise morfométrica de todas as linhagens
as duas bandas monomorficas. As bandas 23 e 37 também foram excluidas, porque todos
os individuos onde elas ndo foram detectadas foram excluidos da analise.

Os modelos lineares construidos para MWI e MLI apresentaram respectivamente R?
=0.79 e 0.64. A Tabela 2 mostra as médias de minimos quadrados obtidas pelos modelos e
0s respectivos intervalos de confianca (a = 0.05) para os indices MWI e MHI por linhagem.
Os contrastes entre as médias de populagbes de MWI ndo foram significativos, enquanto

gue a linhagem PR diferiu das demais por apresentar MHI menor (P<0.05).
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Tabela 2 — Médias de minimos quadrados e intervalos de confianca @ = 0.05) para os
indices MWI e MHI por linhagem de Oreochromis niloticus. SP = Sao Paulo; SC = Santa

Catarina; PE = Pernambuco, PR = Parana.

linhagem MWI MHI
Limite Média de Limite Limite Média de Limite
inferiordo minimos  superior do inferiordo  minimos  superior do
intervalo de quadrados * intervalo de intervalo de quadrados intervalo de

confianca (a confianga (a confianca (a confianca (a
= 0.05) = 0.05) = 0.05) = 0.05)
PE 22,17 28,87 a 35,57 41,82 50,08 a 58,35
SP 20,54 27,24 a 33,94 39,64 47,90 a 56,16
SC 15,18 21,88 a 28,58 37,77 46,03 a 54,29
PR 18,79 2549 a 32,19 35,76 44,02 b 52,28

* letras mindsculas iguais ap0s as médias indicam contrastes nao significativos entre

linhagens, com nivel de significancia a = 0.05.

A tabela 3 mostra os coeficientes do modelo de predicdo de MWI e seus respectivos
percentuais em relacdo a média geral do indice (intercepto do modelo). Apenas as bandas

com coeficientes significativos (P< 0.05) para o modelo foram incluidos na tabela.
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Tabela 3 — Resultados da analise do modelo linear de predicdo de MWI para linhagens de
Oreochromis niloticus. Apenas os marcadores com coeficientes significativos (P< 0.05) para
o modelo para foram incluidos na tabela. SP = S&o Paulo; SC = Santa Catarina; PE =

Pernambuco, PR = Parana.

Efeito F Coeficiente Contribuicéo do
do modelo coeficiente (% do
intercepto)

Intercepto 21,61
Comprimento 0,0200 ns 0,00174 0,00804
Sexo 0,03130 ns

Fémeas -2,18 -10,07

Machos 0 0
Linhagem 0,5686 ns

PE 3,38 15,64

SP 1,75 8,09

PR 0 0

SC -3,61 -16,71
Interacdo linhagem x sexo 6,7462 *

Fémeas SC 7,66 35,46

Fémeas SP 1,73 8,00

Fémeas PE 0,56 2,59

Fémeas PR 0 0
Marcadores

1 6,8015 * 2,30 10,63

4 5,9290 * -1,32 -6,12

21 4,8349 * -1,98 -9,18

27 6,8323 * -1,98 -9,15

O asterisco indica coeficientes de efeito significante e “ns” os coeficientes nao significantes

(P<0.05)

Os valores zero para os coeficientes do sexo masculino, das interagdes entre o0 sexo
masculino e as linhagens e da interacdo entre sexo feminino e linhagem PR, refletem
apenas o0 método de obtencdo de meédias de minimos quadrados utilizado. O sistema de
andlise escolhe, das infinitas solucdes possiveis para a operagcdo matricial com os dados
brutos, a que atribui valor nulo aleatoriamente a um dos niveis das variaveis classificatorias,
com coeficiente de intercepto igual ao valor da média geral dos indices (Littell et al., 1991).

E possivel verificar que os efeitos de linhagem e de sexo sobre o MWI, considerados

isoladamente, ndo foram significativos, mas a interagéo entre eles influenciou o indice. Isso
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se deu pela interacdo de sexo dentro da linhagem SC, onde as fémeas apresentam média
35.46% maior que a dos machos (aumento de 7.66 pontos percentuais no valor do indice).

Quatro bandas RAPD apresentaram efeito significativo no modelo, sendo trés delas
com coeficiente negativo (bandas 4, 21 e 27) e apenas uma (banda 1) com coeficiente
positivo, aumentando o MWI dos portadores dela em 2,3%. Isto representa um incremento
de 10,6% da média geral de MWI's.

A Tabela 4 mostra os valores encontrados para os coeficientes do modelo de
predicdo de MHI e seus respectivos percentuais, em relacdo a média geral do indice
(intercepto do modelo). Apenas as bandas com coeficientes significativos (P< 0.05) para o

modelo foram incluidos na tabela.

Tabela 4 - Resultados da andlise do modelo linear de predicdo de MHI para linhagens de
Oreochromis niloticus. Apenas os marcadores com coeficientes significativos (P< 0.05) para
o modelo para foram incluidos na tabela. SP = S&o Paulo; SC = Santa Catarina; PE =

Pernambuco, PR = Parana.

Efeito F Coeficiente Contribuicéo do
do modelo coeficiente (% do
intercepto)
Intercepto 35,92
Comprimento 2,2711ns 0,02468 0,0687
Sexo 0,0264 ns
Fémeas -0,94 -2,63
Machos 0 0
Linhagem 2,9358 ns
PE 6,06 16,88
SP 3,88 10,79
SC 2,01 5,59
PR 0 0
Interacao linhagem x sexo 0,5882 ns
Fémeas SC 2,55 7,11
Fémeas SP 2,07 5,75
Fémeas PE 0 0
Fémeas PR -0,20 -0,57
Marcadores
22 5,2749 * -3,37 -9,38
27 5,8092 * -2,43 -6,77

28 8,1944 * 3,98 11,08
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O asterisco indica coeficientes com efeito significante e “ns” os coeficientes néo significantes
(P<0.05)

Para este indice, nao foi verificado um efeito significativo (P<0.05) de linhagem, sexo
ou interacdo de sexo com linhagem no modelo linear, apesar dos contrastes da tabela 2
mostrarem que a linhagem PR apresentou MHI significativamente inferior aos demais. Duas
bandas apresentaram coeficientes significativos negativos (22 e 27) e uma banda (28)

apresentou coeficiente significativo positivo.

Discusséao

As posicdes relativas observadas da altura maxima e largura méaxima de O. niloticus
indicam que relagBes morfométricas construidas com ambas as medidas tém potencial de
expressar efeitos da distribuicdo de massa muscular dorso-lateral, que constituem a porgéo
do filé. A altura maxima foi encontrada na parte posterior ao ponto de inser¢do da nadadeira
dorsal, ainda na porcao anterior do corpo. Esta posicéo corresponde a da se¢éo transversal
gue resulta na maxima posta aberta do animal, que é a fatia de maiores dimensfes do
peixe, constando de por¢do comestivel (musculatura dorso-lateral), de ossos néo retirados
no posteamento (vértebras e costelas) e de por¢ao descartada para venda (pele, escamas,
peritbnio e visceras). A largura maxima foi encontrada sobre a se¢do de maior altura,
aproximadamente equidistante entre dorso e ventre, em posi¢cado correspondente a porcéao
dorsal da cavidade abdominal adjacente as costelas. Neste ponto, a espessura da
musculatura lateral e o angulo de abertura das costelas sdo fatores determinantes da
largura.

Este padrédo difere do de outras espécies, nas quais a maior largura ocorre na porgcao
ventral da cavidade abdominal, bem abaixo da insercdo das costelas. Nelas, esta forma
pode ser uma das adaptacdes a carnivoria, com estdmago e abdomem expansiveis, para
acomodar presas de porte consideravel em relacdo ao tamanho do predador, que s&o
engolidas praticamente inteiras. Também espécies de desova total anual podem sofrer

consideraveis expansdes abdominais pré-desova, para acomodar as génadas na cavidade
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abdominal, cujo indice gonadossomatico pode chegar a mais de 17% do peso corporal
(Shimizu, 2003). Nessas espécies, a largura maxima é fortemente influenciada pelo grau de
replecéo estomacal e/ou pelo diametro da gonada. Isso faz com que o efeito da distribuicdo
de musculatura dorso-lateral sobre a largura maxima confundam-se com flutuacbes
nictimerais e/ou sazonais de didmetro de estdbmago ou da gdnada, desaconselhando o uso
de relacbes desta medida como indices de sele¢do indireta para rendimento de carcaca ou
filé. Também a altura méaxima pode ser afetada por esta expansdo de acomodacdo de
estbmago e gonadas (Cibert et al., 1999), dependendo do padréo de expansao do abdome
ser lateral e/ou ventral.

A conformacéo do corpo encontrada em O. niloticus reflete aspectos de seu habito
alimentar e reprodutivo. O estdbmago pequeno formado por musculatura forte (Caceci et al.,
1997; Morrison & Wrigth Jr., 1999) é provavelmente uma adaptacéo a ingestdo continua de
plancton. O habito reprodutivo parcelado, com incubacao bucal, ndo permite a maturacao
simultdnea de ovocitos em volume maior do que o que pode efetivamente ser incubado na
cavidade orofaringeana, de modo que o indice gonadossomatico da espécie ndo ultrapassa
6% (Tacon et al., 1996).

Embora tenha sido detectado coeficiente angular significativo (P<0.05) no modelo de
predicdo de MHI a partir de MWI, o R® foi de apenas 0.14, indicando a existéncia de outras
fontes de variacdo independentes de MWI, que respondem majoritariamente pela expressao
do fenétipo de MHI. Além disso, as Tabelas 3 e 4 mostram outros fatores que indicam
independéncia entre os indices, ou seja, a significancia dos efeitos de linhagem e interacao
de linhagem com sexo séo diferentes para MWI e MHI; e os dois indices apresentam efeitos
significativos de diferentes bandas testadas, com exce¢do da 27, que influenciou
negativamente os dois.

Se dois indices fossem correlacionados tdo estreitamente, de modo que o valor de
um deles fosse suficiente para predizer o valor do outro, ndo haveria sentido pratico em
aferir ambos. Este ndo é o caso de MWI e MHI. Desta independéncia verificou-se que €

conveniente conduzir programas de selecdo para maior MWI e também para maior MHI
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nesta espécie. Neste caso, estes fenétipos quantitativos seriam dois fatores relativamente
independentes de selecéo indireta para formato dos filés, respectivamente mais altos e mais
largos para um mesmo comprimento longitudinal.

Reist (1985 e 1986) recomendam que as populacbes devem ser comparadas em
termos de variaveis de forma, construidas de forma independente da variagdo de tamanho,
para evitar a interferéncia deste na andlise. Por outro lado, Swain & Foote (1999) enfatizam
que a variacdo de comprimento € uma variavel biologicamente importante, que deve ser
considerada conjuntamente com a variagdo em forma.

Rutten et al. (2004) aferiram o efeito de altura, largura, comprimento e peso em
valores absolutos, sobre o rendimento de filé de O. niloticus e nenhuma das medidas
lineares apresentou efeito significativo. Os autores verificaram efeitos significantes de
linhagem, operador e peso corporal para a predi¢cdo de rendimento de filés. O coeficiente do
peso, no entanto, indicou um aumento de apenas 0,1% de rendimento a cada aumento de
100g no peso corporal, indicando que a estratégia de obter animais mais pesados, para
aumentar o rendimento, ndo era muito eficiente. Estes autores ainda consideraram que o
melhoramento de filé, utilizando medidas externas é dificil, e questionam se este modelo
poderia ser utilizado ou se seria necessario ou mesmo conveniente, tentar construir outros
modelos. Embora os indices MWI e MHI ndo tenham sido testados ainda como variaveis
preditoras do rendimento de filé, é possivel que sejam variaveis significantes para este
fendtipo.

Contudo, expressar altura e largura maximas simplesmente em percentuais do
comprimento padrdo (MHI e MWI respectivamente), ndo seria necessariamente suficiente
para gerar indices de forma independentes do tamanho do animal. Caso a espécie exibisse
crescimento alométrico para altura e/ou largura na faixa etaria dos animais amostrados, MHI
e MWI também variariam com o comprimento e seria necessario construir outros indices,
com expoentes da variavel comprimento baseados nas constantes de crescimento

alométrico especifico, para cada uma das medidas.
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A hipétese de crescimento alométrico em altura ou em largura foi testada pela
inclusdo da varidvel comprimento, nos modelos de predi¢cdo de cada um dos indices. Para
nenhum deles o coeficiente do comprimento foi significativo (P>0,71 e P>0,12 para MWI e
MHI respectivamente). Desta forma, pudemos inferir que a relagdo entre altura e
comprimento padrdo e a relacdo entre largura e comprimento padrdo sdo ambas
independentes do comprimento do animal e que MHI e MWI podem ser utilizadas como
variaveis de formato para O. niloticus de comprimento padrdo na faixa testada (114 a 322
mm de amplitude). Isto ndo garante, contudo, que ndo haja crescimento alométrico em
altura ou largura em fase anterior de vida. Como regra geral, os teleésteos mudam de forma
entre a fase de inicio da alimentacdo exdgena e a fase de alevinos ou jovens, onde ja
apresentam o habito alimentar especifico (Kirschbaum & Schugardt, 2002). No entanto, isto
nao invalidaria a utilizacéo dos indices utilizados para o melhoramento genético, porque este
processo visa caracteristicas fenotipicas expressas na fase de comercializacao.

O processo de obtencdo dos dados brutos para a construgéo dos indices € pratico e
exige investimentos minimos, podendo ser utilizado em qualquer estacdo de pesquisa ou
em piscicultura comercial, onde um programa de melhoramento esteja sendo eventualmente
conduzido. As trés medidas de um exemplar podem ser aferidas em menos de 30 segundos.
N&o foi possivel avaliar a mortalidade devida apenas ao manuseio das mensuracoes e
biopsia, porque os animais também foram submetidos a insercdo de PIT taggs (Passive
Integrated Transponders) na musculatura dorsal. Apenas dois de 119 animais manuseados
(1.7%) morreram nos dois dias seguintes.

Na Tabela 2 é possivel verificar que houve variabilidade fenotipica consideravel
dentro das linhagens. Pelos valores encontrados para os dois indices, verifica-se que ha
variabilidade fenotipica intrapopulacional consideravel a ser explorada e esta é uma
condicao necessaria para a conducao de programa de melhoramento de qualquer fendtipo.
O intervalo de confianca construido em torno das médias de MWI foi de 6,7% do indice, o0
que corresponde a 31% de sua média geral (intercepto do modelo). Devido a esta

variabilidade dentro das linhagens, ndo foram diagnosticados efeitos significantes de
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linhagem sobre o indice, mesmo diante de uma diferenca de sete pontos percentuais do
indice entre médias de minimos quadrados das linhagens PE e PR.

Para o indice de forma MHI, a linhagem PR, proveniente da segunda importacao,
apresentou meédia significativamente inferior as demais, e a variabilidade dentro de
linhagens resultou em intervalo de confianca de 8,23 pontos percentuais do indice. Este
valor corresponde a 23% do valor da média geral do indice, resultando em contrastes nao
significativos entre todas as linhagens da primeira importagao oficial para o Brasil, apesar da
diferenca maxima de 4 pontos percentuais do indice entre suas médias (linhagens PE e
SC).

Os modelos matematicos foram construidos com variaveis que representam efeitos
genéticos aditivos e foram capazes de predizer MWI e MHI com R? de 0.79 e 0.64
respectivamente. O Unico efeito ndo genético incluido no modelo foi o do comprimento
padrdo de animais de diferentes idades, e seu coeficiente ndo foi significativo. Por outro
lado, marcadores moleculares de DNA mostraram correlacdo significativa com cada um dos
indices e foram detectados efeitos significativos de linhagem e de interacdo linhagem x sexo
respectivamente para MHI e MWI.

Taniguchi et al. (1996) evidenciaram a contribuicdo da variabilidade genética
interindividual e para a forma de Plecoglossus altivelis, em um experimento com quatro
linhagens clonais mitoginogenéticas cultivadas comunalmente e identificadas com
marcadores de DNA microssatélites. Os autores verificaram diferencas significativas entre
linhagens em pelo menos trés das 16 caracteristicas meristicas e morfométricas aferidas. As
pequenas diferencas interclonais encontradas e os valores de herdabilidade destas
caracteristicas (valores entre 0,2 e 0,5 para largura e altura do corpo) indicam possibilidades
de ganho por selecdo massal dentro de linhagens.

A avaliacdo do quanto os fatores genéticos aditivos sdo responsaveis por uma
caracteristica quantitativa é feita pela sua herdabilidade (h?). A heterose é utilizada para
quantificar efeitos genéticos nao aditivos, quando se dispde de linhagens diferentes. Como o

presente trabalho considerou apenas uma geragdo, nenhum destes parametros pode ser
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calculado, ndo havendo ainda comprovacdo formal de que nenhum dos dois indices
utilizados seja geneticamente controlado. Caso estes sejam fendtipos integralmente
controlados por fatores ambientais e nutricionais, ndo haveria sentido em utiliza-los em
programa de melhoramento genético. No entanto, os resultados das analises dao indicacbes
da possibilidade de existéncia de efeitos aditivos, bem como da possibilidade de ocoréncia
de heterose para os dois fenétipos.

Walmsley et al. (submetido) detectaram dissimilaridades genéticas entre as
linhagens utilizadas no presente trabalho. A linhagem PR, proveniente da segunda
importacéo oficial, foi a que apresentou a maior dissimilaridade em relagéo as demais (da
primeira importacdo). Esta linhagem também apresentou contraste significativo de meédias
de minimos quadrados de MHI em relacdo as demais. Embora ndo seja possivel afirmar que
existe relacdo de causa e efeito entre os dois fatos, existe a possibilidade das linhagens de
diferentes importacbes apresentarem diferencas de freqiiéncia e/ou qualitativas entre os
alelos de genes responsaveis pela distribuicdo de tecido muscular dorsal.

Para MHI é possivel utilizar efeitos aditivos de linhagem para o melhoramento,
existindo a possibilidade de que cruzamentos hibridos intraespecificos possam gerar
animais de maior MWI e MHI que seus parentais, como efeito heterético resultante da
dissimilaridade entre as linhagens. A intensidade da heterose em um cruzamento é
dependente do quadrado das diferencas entre as frequéncias génicas entre populacdes
(Falconer & MacKay, 1996).

Existem evidéncias literarias de que a forma do corpo de peixes seja uma
caracteristica geneticamente determinada (Li et al., 1993; Schaarschmidt & Jurss, 2003;
Velasco et al., 1995).

A Tabela 3 mostra os resultados da anélise do modelo linear de predigdo de MWI. E
possivel verificar que os efeitos isolados de linhagem e sexo ndo foram significantes para o
modelo. No entanto, o efeito da interacéo entre eles foi. De acordo com o método de calculo,
o modelo atribuiu o valor zero para o efeito isolado do sexo masculino e as diferencas

sexuais de forma dentro da linhagem PR. A quantificacdo das diferencas entre sexos e de
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diferencas sexuais linhagem-especificas € feita pelos coeficientes exibidos nas tabelas. O
efeito do dimorfismo sexual dentro de cada linhagem é computado pela soma do coeficiente
do sexo com o coeficiente da interacdo entre a linhagem e o sexo. Este resultado € a
diferenca entre as médias de minimos quadrados de MWI entre machos e fémeas, dentro de
cada linhagem. Somando-se o coeficiente do sexo feminino (—2,18%), com cada um dos
coeficientes de interacdo de fémeas com linhagens, verifica-se que o Unico valor positivo
corresponde a da linhagem SC (5,49%). O significado disso é o de que, apenas dentro da
linhagem SC, as fémeas apresentam maior MWI que os machos. Nas demais linhagens, os
machos sdo, em média, mais largos do que as fémeas.

Neves & Monteiro (2003) relataram diferencas sexuais na intensidade da modulacéo
da forma pelo ambiente em Poecilia vivipara de lagoas do sudeste do Brasil. O dimorfismo
sexual em tilapias também é relatado por Brzeski & Doyle (1988), que discriminaram sexo
de tilapias vermelhas da Florida baseados em relagdes morfométricas contendo largura do
labio superior, distancia interorbital e distancia entre as insergdes anteriores das nadadeiras
dorsal e pélvica. Por outro lado, Elvingson & Johansson (1993), por outro lado, verificaram
nao haver efeitos significativos de sexo ou linhagem sobre a largura do abdome de
Oncorhynchus mykiss.

Considera-se a possibilidade de ter havido divergéncia entre as linhagens testadas
em termos de genes responsaveis pelos niveis circulantes de horménios sexuais e/ou nos
receptores musculares, resultando em efeito diferenciado no padrdo sexual de hipertrofia
muscular lateral. Alternativamente, um dimorfismo no padrdo esquelético também poderia
causar esta diferenca, como por exemplo, variagdo no angulo entre as inser¢cdes de
costelas. Dependendo da consequéncia morfofisiolégica causadora desta diferenca, este
fenotipo expresso no sexo feminino podera vir a influenciar pseudomachos de proles
sexualmente revertidas de O. niloticus. Esta possibilidade merece ser investigada em
delineamentos apropriados, com afericao de fenétipo de pseudomachos da linhagem. Estes

testes mostrariam se a diferenca de dimorfismo resulta em alargamento apenas em fémeas
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fenotipicas ou se também os pseudomachos, que sdo fémeas genotipicas, teriam o corpo
mais largo.

Existem evidéncias de que o formato do corpo dos peixes seja uma caracteristica
geneticamente controlada por meio do sistema neuroenddcrino. Os niveis fisiolégicos de
hormonios dependem da expressdo de genes responsaveis pela sua sintese, regulacéo e
aptidao de receptores especificos nas células-alvo. Na ontogenia, os hormonios tireoidianos
sao responsaveis pela metamorfose de larvas de varias espécies (Reddy & Lam, 1992; De
Jesus et al., 1990; Lam, 1980)._ Mesmo depois de adquirir formato de jovem, também ha
evidéncia de que mudancas de forma geneticamente controladas, como crescimento
alométrico de nadadeiras de peixes voadores (Dasilao et al., 2002; Tinti et al., 2003; Wille et
al., 2002; Ostenfeld et al., 1998).

E possivel que linhagens com diferentes padrdes de deposi¢cdo muscular tenham
diferencas genéticas quantitativas, relacionadas a atividade dos genes codificantes de
hormonios. Uma evidéncia nesta direcdo € o trabalho de Tiwary et al. (1999), que
detectaram diferenca suficiente na proporcao entre comprimento padréo e profundidade do
corpo para separar grupos de catfish indiano (Heteropneustes fossilis) dipléides de
tripldides, sem interseccdo na distribuicdo de frequéncia desta caracteristica.
Alternativamente, estas diferencas genéticas também podem ser qualitativas, em genes
responsaveis pelo controle dos niveis hormonais plasméaticos e/ou pela distribuicdo ou
eficiéncia de receptores hormonais de células glandulares ou musculares. Estas
possibilidades sdo animadoras, no sentido das perspectivas de ganho genético por geragao
em programas de melhoramento por selecgéo.

Nestes programas, é necessario levar em conta que o formato do corpo também é
suscetivel a fatores de interacdo gendtipo-ambiente, que se da pela plasticidade fenotipica
(Morita & Suzuki, 1999), definida como a habilidade de um Unico genétipo em produzir mais
de uma forma alternativa de morfologia, estado fisiolégico e/ou comportamento em resposta
a condicoes ambientais (West-Eberhard, 1989). O tipo de plasticidade mais relatado para

caracteres morfologicos de peixes € a modulacédo fenotipica. Este processo geralmente
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produz variacdo de fenétipos continuos e € descrito como um padréo de reacéo, que atribui
um valor de fendtipo produzido pelo gendtipo como uma fungdo das condicbes ambientais
(Swain & Foote, 1999). Uma diferenciacdo morfologica interpopulacional pode refletir tanto
um processo de selecdo genética quanto simplesmente uma inducdo ambiental (Swain &
Foote, 1999).

Algumas modificacdes patoldgicas de forma podem ser induzidas por condi¢cdes do
processo de larvicultura de peixes cultivados (Chatain, 1994; Sfakianakis et al., 2004
Johnson & Katavic, 1984; Madsen & Dalsgaard, 1999; Cahu et al., 2003). Mesmo apds a
fase de alevino ou jovem, as condi¢Ges de cultivo podem promover crescimento alométrico
nos animais. Sara et al. (1999) apontam fatores como a densidade de estocagem, o volume
da estrutura de cultivo, a quantidade, tipo e qualidade do alimento como causadores de
alteracdes no crescimento. Einen et al. (1998) verificaram que o tempo de jejum afetou a
area de secdo transversal, largura e altura em dois pontos do corpo para salmao do
Atlantico.

Atualmente é possivel diminuir a desuniformidade de condigbes ambientais dentro de
um lote com a utilizacdo de marcadores moleculares dominantes para diferenciar individuos
de varias proles cultivadas comunalmente (Garcia de Leon et al., 1998). Este procedimento
proporciona uma atribuicdo inequivoca de parentais aos individuos cultivados desde os
primeiros estagios de vida, sem a necessidade de marcacao fisica. Isto garante que todos
0s animais de um mesmo lote sejam expostos a uma mesma variacao nictimeral e sazonal
de varidveis de qualidade de &gua, de taxa de renovagdo, de velocidade de corrente, de
qualidade e quantidade de patégenos oportunistas, de tipo de manejo ambiental e alimentar,
e de quaisquer outros fatores ambientais interferentes no fenotipo. Um monitoramento
ambiental das unidades de cultivo comunal de cada lote gera uma base de dados cujas
variaveis devem ser incluidas em modelo comum de aferi¢cdo de efeitos genéticos e da sua
modulacdo ambiental sobre o fenétipo. Desta andlise, é possivel separar efeitos de fato
genéticos, que devem ser utilizados na selecdo de reprodutores, daqueles resultantes de

efeitos ambientais e de suas interagbes com o gendtipo.
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Além de possibilitar a determinacdo de paternidade, os marcadores moleculares
também podem ser Gteis na MAS (Marker Assisted Selection). Os marcadores do tipo RAPD
sdo bastante Uteis para este fim, por serem bem distribuidos ao longo do DNA. A ocorréncia
de sequéncias complementares ao primer utilizado pode se dar tanto em regides
codificantes como em DNA repetitivo, fazendo com que o RAPD proporcione cobertura
gendmica mais ampla e bem distribuida que os microssatélites.

Os resultados do presente trabalho, referentes aos marcadores que apresentaram
efeitos significativos sobre cada um dos indices (Tabelas 3 e 4), devem ser encarados com
cautela. A analise de segregacao de marcadores e fenotipos € a ferramenta classica para
investigar a hipotese de ligagédo entre marcadores de DNA e QTL’s, e os modelos mistos de
relacionamento unigeracional entre marcadores e fenétipos podem dar apenas indicagbes
neste sentido.

Foram identificadas ao todo cinco bandas candidatas a constru¢ao de marcadores
para analise de segregacdo. A banda 27 foi a Unica que esteve significativamente
correlacionada aos dois indices de forma utilizados e em ambos os casos, com coeficiente
negativo. Isso significa que os animais portadores dela sdo, em média, simultaneamente
mais estreitos e de menor altura que os demais. E possivel que este marcador esteja ligado
a alelos de genes que promovam menor desenvolvimento da musculatura, tanto dorsal
guanto lateral. Se a andlise de segregacdo confirmar isso, este marcador poderia ser
utilizado na MAS como critério de exclusdo de reprodutores. As bandas 4 e 21 estiveram
negativamente correlacionadas com o MWI, mas nédo influenciaram significativamente o
MHI. Contrariamente, a banda 22 influenciou negativamente apenas o MHI. Estes também
séo marcadores candidatos ao uso na MAS, para exclusdo de individuos portadores.

As bandas 1 e 28 foram as Unicas que apresentaram coeficientes significativos
positivos, respectivamente para MWI e MHI, sendo marcadores candidatos ao uso na MAS,
para inclusao de individuos portadores.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que os indices utilizados sao

adequados para selecdo indireta para rendimento carcaca e filé de O. niloticus, por
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diferentes motivos principais, relacionados a posi¢do relativa em que altura e largura
maxima foram aferidas; a relativa independéncia entre os dois indices; a independéncia dos
indices em relacdo ao comprimento do animal; a facilidade de obtencdo das medidas
externas utilizadas na construcéo dos indices; a variabilidade fenotipica aferida; e ainda as
indicagbes do modelo de que estes fendtipos continuos sofrem determinacdo genética. A
existéncia de marcadores RAPD potencialmente ligados a variacdo de forma, identificados
nas analises comparativas, aumentam as perspectivas da sua utilizacdo em futuros

programas de melhoramento, utilizando estas linhagens de tilapia.

6- Discusséao geral

No capitulo 2 deste trabalho, apresenta-se uma visdo geral dos fenémenos
responsaveis pela diferenciacdo e variacdo da diversidade genética de estoques aquicolas
de tilapias, das dificuldades que estes fendmenos trazem para a conducao de programas de
melhoramento genético, da contribuicdo que a genética molecular pode apresentar para
contornar estas dificuldades, do principio de funcionamento da sele¢éo genética assitida por
marcadores moleculares de DNA e das aplicagbes, limitacdes e potencialidades dos
marcadores tipo dominantes do tipo RAPD para estes fins. A combinacéo destes aspectos
com as especificidades biologicas e de manejo de O. niloticus, nos permitiu estabelecer os
principais passos para o estabelecimento e manutencdo de banco genético desta espécie
com variabilidade otimizada e para a condugao de programas de MAS a partir dele.

No capitulo 3, o passo inicial deste processo foi conduzido. Linhagens de diferentes
importacOes e localidades de cultivo foram utilizadas para aferir a variabilidade genética,
expressas em termos de dissimilaridades genéticas dentro e entre as linhagens. Foi possivel
verificar que as linhagens brasileiras da primeira importacdo apresentam-se ja diferenciadas
entre si, apresentando inclusive marcadores diagnosticos linhagem-especificos. Essas trés
linhagens apresentaram dissimilaridades dentro de linhagem significativamente menores

gue a linhagem da segunda importacdo. As quatro linhagens estudadas apresentam-se
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diferenciadas entre si, permitindo a inferéncia de que nenhuma delas devera ser excluida da
formacdo de estoque hibrido intraespecifico a ser utilizado como banco genético. Esta
conclusdo ndo exclui a possibilidade de ampliar ainda mais a variabilidade genética deste
banco pela inclusdo de mais linhagens, uma vez que se verifique que elas apresentam
diferencas significativas em relacdo as demais. A aparente contradicdo dos resultados de
dissimilaridas genéticas com os de distancia genética calculados a partir da mesma base de
dados parece indicar que ha desvios da propor¢éo de individuos heterozigotos em relagéo a
esperada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. Como o marcador utilizado é do tipo
dominante, ndo foi possivel verificar esta hipétese, mas existe evidéncia de que esse
fendmeno tenha ocorrido (Moreira, 2000 e Suganuma, 2004 em preparacao).

Especificamente para subprogramas de melhoramento genético para resisténcia as
condicdes climaticas em regido temperada, o capitulo 3 traz recomendacdes de
processamento das sequéncias nucleotidicas geradoras das bandas 2, 18, 20, 22 e 23 para
sua transformacé&o em marcadores genéticos do tipo dominantes e posterior utilizacdo em
andlise de ligacdo de cada um dos marcadores obtidos com taxa de sobrevivéncia de proles
a baixas temperaturas constantes e/ou altos gradientes térmicos nictimerais.

Para programas de melhoramento genético para rendimento de filé e carcaga, o
capitulo 4 apresenta dois fendtipos para selecéo indireta deste fenoétipo, o indice de altura
méaxima (MHI) como o de largura maxima (MWI). Os resultados obtidos a partir deste
trabalho permitem verificar que ambos sao fenétipos quantitativos adequados a selecao
asistida por marcadores moleculares para o rendimento de filé e carcaca de tilapias dentro
do banco genético formado pelas linhagens estudadas. Esta adequagdo vem da posi¢édo
relativa em que as medidas lineares que lhes compdem séo aferidas na espécie; da relativa
independéncia entre os dois indices; da independéncia deles em relacdo ao comprimento do
animal; da facilidade de sua obtencdo e as indicagbes de que estes fenotipos continuos
sofrem determinacdo genética. Recomenda-se a utilizagcdo dos fragmentos de DNA
geradores das bandas 1, 4, 21, 22, 27 e 28 em analise de ligacdo com a forma do corpo de

tilapias.
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7 — Conclusdes

Os procedimentos gerais para a conducéo de programas de melhoramento genético
a partir de linhagens cultivadas de O. niloticus do Brasil foram apresentados.

As quatro linhagens estudadas de tilapias devem ser incluidas em processo de
formacdo de banco genético para conducdo de programas de melhoramento assistido por
marcadores moleculares, para a ampliacao de variabilidade genética.

Foram encontrados marcadores moleculares potencialmente ligados a resisténcia a
condicdes de cultivo em regides temperadas.

Foram apresentados indices adequados para afericdo de herdabilidade, visando
subsidiar a selecdo indireta para rendimento de filé e carcaga na espécie.

Foram encontrados marcadores moleculares potencialmente ligados aos indices de

largura e altura maxima na espécie.
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