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RESUMO

O desenvolvimento de linhagens de tilapias melhoradas geneticamente foi um importante
passo na aquicultura mundial, considerando-se os indices de crescimento, reproducdo, ganho
de peso, rendimento de filé e maior rusticidade dos individuos selecionados. Adquirir
sementes melhoradas constitui o primeiro passo para diminuir o tempo de produgéo,
entretanto, o aquicultor deve prover condigdes e estrutura adequadas para obter o desempenho
méaximo idealizado. Em sistemas biféasicos de tilapicultura em viveiros escavados, € comum
que a fase de bercario ocorra em um local diferente da fase da engorda. Neste estudo de caso,
um produtor adquiriu alevinos melhorados de uma empresa de melhoramento genético de
tilapias “A” e os enviou a empresa “B” para que esta conduzisse a fase de bercario. Ocorre
que quando tal produtor recebeu o0s juvenis de tilapia de “B” e os engordou, estas ndo
apresentaram o desempenho zootécnico esperado. O objetivo desse estudo foi detectar se as
tilapias de “A” e de “B” possuiam uma mesma origem genética. Foram utilizados marcadores
genéticos como microssatélites e regido controle do DNA mitocondrial (D-loop). Foram
coletadas 79 amostras, sendo 40 oriundas de matrizes da empresa “A” e 39 provenientes de
“B”. As amostras tiveram seu DNA total extraido e foram genotipadas para os marcadores
microssatélites UNH104, UNH106, UNH160 e UNH208. Em seguida, as amostras tiveram os
haplotipos da regido controle identificados por sequenciamento. Foi analisada a diversidade
genética das microssatélites para atribuir corretamente que a origem de “B” advinda de “A”.
O alinhamento e edicdo do D-loop também revelaram uma rede de haplétipos com
participacdes equitativas de “A” e “B”, confirmando que o0s grupos pertenciam
majoritariamente a linhagem GIFT. As técnicas usadas mostram que o desempenho
zootécnico diferente do esperado deve estar associado a questdes ligadas ao manejo adotado
ou a densidade de estocagem durante a fase de bercério.

Palavras-chaves: marcadores moleculares, pedigree, GIFT.



ABSTRACT

The development of genetically improved tilapia strains was an important step in world
aquaculture, considering growth, reproduction, weight gain, fillet yield and greater rusticity of
the selected individuals. Acquiring improved seeds is the first step to shortening production
time, however, the fish farmer should provide adequate conditions and structure to achieve
optimal maximum performance. In biphasic tilapiculture systems in excavated nurseries, it is
common for the nursery phase to occur in a different location than the fattening phase. In this
case study, one producer purchased improved fingerlings from a tilapia breeding company
“A” and sent them to company “B” to conduct the nursery phase. However, when such the
producer received the “B” tilapia juveniles and fattened them, they did not show the expected
zootechnical performance. The objective of this study was to detect if the tilapia of "A" and
"B" had the same genetic origin. Were used genetic markers such as microsatellites and
mitochondrial DNA control region (D-loop). A total of 79 samples were collected, of which
40 were from “A” and 39 from “B”. The samples had their total DNA extracted and were
genotyped for the UNH104, UNH106, UNH160 and UNH208 microsatellite markers. Then,
the samples had the control region haplotypes identified by sequencing. The genetic diversity
of microsatellites was analyzed to correctly attribute that the origin of "B" came from "A".
The alignment and editing of the D-loop also revealed a haplotype network with equitable
stakes of "A" and "B" confirming that the groups belonged to the GIFT lineage. The
techniques used show that the different zootechnical performance should be associated with
issues related to the adopted management and stocking density during the nursery phase.

Keywords: molecular markers, pedigree, GIF
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda por recursos pesqueiros para consumo humano tem aumentado o
crescimento no setor aquicola. De acordo com a Organizacdo das Nagbes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2018) foram produzidos 171 milhdes de toneladas de
pescados, com a aquicultura representando 47% deste total. No Brasil, segundo dados do
IBGE (2017) a producéo nacional de pescado cultivado foi de 485,2 mil toneladas, sendo a
tildpia (Oreochromis niloticus) o peixe mais produzido pela piscicultura nacional,
representando 58,4% de toda a producao.

Dentre as espécies mais cultivadas mundialmente, a tilapia (Oreochromis niloticus)
destaca-se pela sua facilidade na reproducdo, altas taxas de crescimento e sobrevivéncia,
sendo a quarta espécie mais cultivada, ficando atras apenas das carpas capim
(Ctenopharyngodon idellus), prata (Hypophthalmichthys molitrix) e comum (Cyprinus
carpio) (FAO, 2018). Essas qualidades zootécnicas importantes para aquicultura levaram a
tilapia a ser alvo de varios programas de melhoramento genético.

Um grupo de pesquisadores do International Center for Living Aquatic Resources
Management (ICLARM) nas Filipinas entre os anos de 1988 e 1997 desenvolveram a
linhagem GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia), o resultado do cruzamento de oito
linhagens, sendo quatro linhagens africanas selvagens (de Gana, Egito, Quénia e Senegal) e
quatro linhagens domesticadas no Oriente Médio (de Israel) e Asia. (Filipinas, Singapura,
Taiwan e Tailandia). O melhoramento foi realizado com cruzamentos e sele¢cdes ao longo de
10 geracdes (ASIAN DEVELOPMENT BANK, 2005). Com o objetivo de melhorar a taxa de
crescimento, o rendimento de filé e a resisténcia a doengas (Oliveira et al., 2011).

Os 25 melhores desempenhos foram combinados para produzir a linhagem GIFT, que
resultou em um animal 60% mais pesado ao fim do cultivo em relacdo ao anteriormente ja
cultivados na Filipinas (EKNATH et al. 1993; GUPTA e ACOSTA, 2004). A GIFT teve um
ganho genético de 85%, podendo assim, alcancar mais de 800g em dez meses quando
cultivada em étimas condi¢des (BRUMMETT, 2008).

No Brasil, a primeira introdugdo de tilapia ocorreu no ano de 1952 com a tilapia
rendalli (Coptodon rendalli) (GODOY, 1959), em 1971 foi introduzida a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), principal espécie produzida no Brasil, juntamente com a tilapia de
Zanzibar (Oreochromis hornorum), ambas pelo Departamento Nacional de Obras Contra as
Secas (DNOCS), (SCHULTER e VIEIRA FILHO, 2017). No ano de 1996, foi a vez da tilapia
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Chitralada ser importada, com alevinos provenientes da Tailandia (ZIMMERMANN, 1999) e,
em 2002, a Tilapicultura Aquabel importou a Supreme — linhagem GST (GenoMar Supreme
Tilapia) (CYRINO et al., 2004)

No ano de 2005, o Brasil tornou-se o primeiro pais da América Latina a receber a
Genetically Improved Farmed Tilapia (GIFT), um projeto da Estagdo Experimental
Universidade Estadual do Maringd (UEM) em conjunto com WorldFish Center (antigo
International Center for Living Aquatic Resources Management - ICLARM) - e com 0 apoio
da Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca — SEAP (JUNIOR et al. 2008).

A aquisicdo de animais melhorados geneticamente é o primeiro passo para diminuir
0 tempo de cultivo e se obter um bom desempenho produtivo, entretanto, ter um animal
melhorado geneticamente ndo garante o sucesso da producdo. O aquicultor deve prover uma
alimentacdo balanceada que supra as necessidades nutricionais do animal, uma qualidade de
agua dentro dos padrfes aceitaveis para a espécie cultivada e condi¢des sanitéarias adequadas.

Na piscicultura é comum o cultivo em fases e, no caso da tilapia, isto envolve duas
fases: o bercéario e a engorda. Quando a area de cultivo é uma limitacdo, o aquicultor costuma
terceirizar a fase de bercario, a fim de aumentar a quantidade de ciclos por ano.

No presente estudo de caso, um pernambucano adquiriu alevinos de alto
desempenho de uma empresa de melhoramento genético de tilapias “A” e os enviou a
empresa “B” para que esta coordenasse a fase de bergario. Ocorre que quando tal produtor
recebeu os juvenis de tilapia de “B” e os engordou, estas ndo apresentaram o desempenho
zootécnico esperado.

Esse estudo teve por objetivo investigar se 0s animais de “A” e “B” possuem a
mesma origem genética. Para este caso foram utilizados marcadores microssatélites e

genotipagem da regido controle do D-loop.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas para o estudo amostras de tecidos dos peixes do plantel de
reprodutores da empresa fornecedora “A” e dos individuos da aquicultura “B” que realizou a
fase de bergério, sendo 40 individuos da “A” e 39 de “B”. As amostras foram acondicionadas

em alcool a 95% e encaminhadas ao laboratdrio para analise.

2.1. Extracédo do DNA
Para a extracdo de DNA, as amostras de tecido (50 mg) foram maceradas em
solugéo tampdo (100 mM de NaCl, 20 mM de Tris-HCI pH 7,5 e 100 mM de EDTA), com
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concentracgéo final de 0,05% de SDS e 100 pug/mL de proteinase K. Em seguida, as amostras
foram levadas ao banho maria para serem digeridas por duas horas a 50° C e, depois, a 37° C
por doze horas. Apés o periodo de digestdo, a fase aquosa foi extraida uma vez com fenol,
uma vez com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (PCI) e uma vez com cloroférmio. O DNA
foi precipitado com etanol absoluto e lavado com etanol a 70%. Em todos os passos as
amostras foram centrifugadas a 14000 rpm e transferidos e/ou descartados os sobrenadantes.
Depois de extraido, o DNA foi conservado a -20°C. As amostras foram quantificadas
utilizando o NanoVue Plus™ spectrophotometer e sua qualidade e integridade analisadas por

meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

2.2. Marcadores microssatélites
Para a andlise com microssatélite foram utilizados os seguintes primers: UNH 104 —

GenBank G12257, UNH 106 - GenBank G12259, UNH 160 — GenBank G12312 e UNH 208
- G12359). Os primers receberam a inser¢cdo da cauda MI13 (5’-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) na extremidade 5°. O protocolo de amplificacdo usado foi
0 de SCHUELKE (2000) modificado, com volume final de PCR de 10 pl, sendo 50 ng de
DNA, 10x PCR Buffer, 2,5 mM de MgCl> (UNH 104, UNH 106 e UNH 160) e 3,0 mM de
MgCL> (UNH 208), 0,8 uM do primer forward (UNH 106 e UNH 208) e 0,2 uM do primer
forward (UNH 104 e UNH 160), 8 uM do primer reverse, 8 uM da sonda M13
(Fluorescéncias FAM, NED e VIC usadas para os quatros marcadores), 200 uM de cada
dNTP e 1U de Taq DNA polimerase. A reacdes foram levadas ao termociclador nas seguintes
condicdes de amplificacdo: 94° C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94° C por 30
segundos, 60°C por 45 segundos e 72° C por 60 segundos sem a sonda M13, acrescidos de
mais oito ciclos de 94° C por 30 segundos, 53° C por 45 segundos e 72° C por 45 segundos,
acrescido de extensdo final a 72° C por 15 minutos para os primes UNH 104 e UNH 160. Para
os primers UNH 106 e UNH 208 as condig¢des foram: 94° C por 5 minutos, seguidos de 35
ciclos de 94° C por 30 segundos, 60°C por 45 segundos e 72° C por 60 segundos e uma
extensdo de 72°C por 10 minutos sem sonda M13. A reacdo era interrompida, as amostras
colocadas em um cooler acrescentada a sonda M13, dando continuidade a outra reacdo com
94° C por 2 minutos mais 27 ciclos de 94° C por 30 segundos, 53° C por 45 segundos e 72° C
por 45 segundos, acrescido de extensao final a 72° C por 30 minutos.

Os dois grupos foram submetidos a analise da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

para as quatro microssatélites, e a genotipagem ocorreu no ABI 3500 Genetic Analyzer
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(Applied Biosystems) para eletroforese capilar usando o GeneScan 600 LIZ v2.0 (Applied
Biosystems) como marcador de peso molecular.

2.3. Regido controle (D-loop)
Os grupos “A” ¢ “B” foram submetidas as anélises da regido controle do mtDNA com

os primers ORMT F: 5’-CTAACTCCCAAAGCTAGGAATTCT - 3 e ORMT R:
CTTATGCAAGCGCGATGAAA - 3, utilizados para identificacdo de espécies de tilapia
descritos por WU e YANG (2012). A reacéo final teve um volume de 10 pl, contendo 50 ng
de DNA, 10x PCR Buffer; 2,5 mM de MgCl,, 0,01 mM de cada primer, 10 mM de cada
dNTP e 1U de Tag DNA polimerase. As reacfes foram incubadas no termociclador a 94° C
por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 61°C por 1 minuto e 72°C por 90

segundos e extensao final de 10 minutos a 72°C.

Os amplicons foram submetidos a um processo de purificacdo, para remocdo de
dNTPs e primers ndo incorporados, com o kit EXOSAP composto de Exonuclease | (10U/pul)
e Fosfatase Alcalina de Camardo (SAP) (New England Biolabs). Os amplicons purificados
foram submetidos a uma nova amplificacdo com um volume final de 10 pl, contendo 10 ng do
produto do DNA amplificado, 0,5 pl de BigDye terminator v3.1, 1 pl do tampédo Save money
5X, 3,2 pmol/ul do primer forward. A amplificacdo seguiu as seguintes condigdes:
desnaturacdo inicial por 2 minutos a 94°C, acrescidos de 40 ciclos 94° C por 10 segundos,
55°C por 10 segundos e 4 minutos a 60°C. Os produtos desta reacdo foram novamente
purificados por meio de precipitacdo com NaOAC 3M pH 5,8, EDTA 125 mM pH 8 e etanol
absoluto. As amostras foram sequenciadas pelo sequenciador automatico ABI 3500 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems).

3.5. Anélises dos dados
3.5.1. Microssatélites

A genotipagem do quatros marcadores microssatélites foi conduzida utilizando-se o
software GeneMarker v2.6.3 para identificacdo dos alelos. Os genotipos foram analisados
pelo software GENEPOP v4.0 (RAYMOND e ROUSSET, 1995) para o célculo do nimero de
alelos, heterozigosidades esperada e observada, coeficiente de consanguinidade (Fis), o
coeficiente de diferenciagdo genética (Fst). A magnitude da variacdo devida a diferencas entre
as amostras foi avaliada por uma AMOVA no programa Arlequin v3.5.22 (EXCOFFIER et

al., 2005). Como método de diferenciacdo dos valores de Fst, foi utilizada a defini¢do de
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WRIGHT (1978), em que os valores de 0,00 a 0,05; 0,051 a 0,15; 0,151 a 0,25 e >0,25
indicaram pequena, moderada, alta e elevada diferenciacéo genética.

3.5.2. Regido controle (D-loop)
Os dados obtidos a partir do sequenciamento do D-loop foram alinhados e editados

pelo método clustalWw do MEGA v.7 (KUMAR et al., 2016), usando a sequéncia GU370126
do GenBank como referéncia. A fim de analisar a diversidade nucleotidica e haplotipica,
namero de hapldtipos, distribuicdo de individuos por haplétipo e diferencas nucleotidicas
dentre e entre amostras, foi utilizado o DnaSP v6.10.04 (ROZAS et al., 2017). No programa
Arlequin v3.5.22 (EXCOFFIER et al., 2005) foram realizadas a analise de variancia
molecular (AMOVA), total de sitios polimorficos e frequéncia por grupos, além do ®ST
encontrado pelo método de TAJIMA e NEI (1984), que é analogo a Fst de WRIGHT (1978) e
que indica a diferenciacdo genética entre amostras (SLATKIN, 1993). O software Network
v4.6.1.1 (BANDELT e DRESS, 1992) foi usado para a construcdo de uma rede de haplétipos
das sequéncias da regido controle baseado no método Median-Joining (BANDELT et al.,
1999).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Microssatélites
Do total de 43 alelos observados, os marcadores UNH 208 e UNH 106 apresentaram o

maior numero de alelos, 14 e 13, respectivamente. Os marcadores UNH 104 e UNH 160
apresentaram 7 e 9 alelos. A quantidade de alelo encontrado por loci é semelhante aos
encontrados por BAGGIO et al. (2016) com outro conjunto de microssatélites. Foram
observados varios alelos com baixa frequéncia (menor que 0,1000 - 10%) em todos os loci.

As heterozigosidades médias observadas (Ho) e esperadas (He) tiveram uma pequena
variagdo, entre 0,7536 e 0,7914 e entre 0,5536 e 0,5456, respectivamente. Esses valores se
mostram semelhantes aos encontrados por BAGGIO et al. (2016) e MELO et al. (2006),
realizando identificagdo e caracterizacdo de plantéis de tilapias.

Quanto & consanguinidade média (Fis), 0S grupos “A” e “B” mostraram valores
médios muito proximos, 0,2791 e 0,3 (Tabela 1). PETERSEN et al. (2012) e
RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al. (2013) também encontram valores semelhantes (Fis

0,33 e Fis = 0,41, respectivamente) comparando a linhagem GIFT com uma vermelha e
acompanho geragGes da GIFT. O cruzamento entre individuos aparentados, combinado a

selecdo, é uma estratégia amplamente usada para aumentar a resposta da caracteristica que se
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deseja melhorar em programas de melhoramento genético, como aquele desenvolvido para a

GIFT.

Tabela 1 - Diversidade genética para quatro microssatélites estimados para tilapia do nilo

(Oreochromis niloticus).

Grupos UNH 160 UNH 104 UNH 208 UNH 106 Médias
wAP
N 31 31 33 29 31
Na 9 7 14 13 10,75
He 0,8418 0,7329 0,7314 0,7084 0,7536
Ho 0,6774 0,3870 0,3939 0,7241 0,5456
Fis 0,1980 0,4760 0,4653 -0,0226 0,2791
HWE ns * * ns -
«B”
N 31 34 38 37 35
Na 9 7 13 8 9,25
He 0,8244 0,7985 0,8663 0,6767 0,7914
Ho 0,4516 0,3529 0,8157 0,5945 0,5536
Fis 0,4563 0,5617 0,0591 0,1229 0,3
WHE * * ns * -

N ndmero de individuos, Na nimero de alelos, He heterozigosidade esperada, Ho heterozigosidade observada;
FIS, coeficiente de endogamia, HWE desvio do equilibrio de Hardy—Weinberg, ns néo significativo, * p <0,05,
ajustado pela correcdo de Bonferroni, k = 8

A distancia genética (Fst) calculada entre os dois grupos, usando-se as microssatélites,
mostrou-se significativa (0,029). Contudo, a AMOVA mostrou que a maior parte da variacao

observada é explicada pela variacdo existente dentro das amostras (97%) mais do que entre
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elas (3%). Ou seja, o compartilhamento das frequéncias genotipicas e alélicas entre os dois
grupos indicam uma proximidade genética, tipica de uma mesma linhagem. MCKINNA et al
(2010) confrontaram duas linhagens GIFTs introduzidas nas ilhas Fiji e observaram que a
distancia genética entre elas estimada por marcadores microssatélites foi de Fst = 0,02704.
RODRIGUES-RODRIGUES et al. (2013) em seu estudo de caracterizacdo de geracOes da
GIFT encontrou um valor de Fst = 0,03 entre as geragdes Go e Gi,semelhantes ao deste
trabalho.

Quando distintas linhagens sdo comparadas, o valor do Fsr calculado aumenta
sensivelmente. Seis populaces de tilapia vermelha hibridas foram investigadas quanto a
diversidade genética para um programa de melhoramento na Coldmbia por meio de
microssatélites e o Fst calculado para elas variou de 0,105 a 0,239 (BRINEZ et al. 2011).
BAGGIO et al (2016), comparando cinco linhagens de tilapia introduzidas no Brasil,

encontraram diferencas entre 0,063 e 0,496 entre a GIFT e as demais.

Tabela 2 - Anélise de variancia molecular (AMOVA) e Fst, nas amostras “A” e “B” de tilapia

do Nilo (Oreochromis niloticus).

Fonte de variagao Soma de Componentes Percentagem Fst
guadrados de variancia de variacao
Entre os grupos 4.608 0.04707 2.95195
Dentro dos grupos 201.079 1.54739 97.04805 0.02952*
Total 205.688 1.59446

*Nivel de significAncia de p = 0,05.

4.2. D-loop
O DNA mitocondrial (mtDNA) possui heranca exclusivamente materna, portanto, a

arvore filogenética construida a partir dele pode refletir diretamente a origem de ancestrais
maternos (CANN, STONEKING & WILSON, 1994). Com o sequenciamento da regido D-
loop do mtDNA, 10 hapl6tipos foram encontrados, os haplétipos H2, H4 e H5 englobaram
93% e 83% dos grupos “A” ¢ “B”, respectivamente (Tabela 3). Esses percentuais altos, bem
como a rede haplotipica (Figura 1) gerada pelo método median-joining ressaltam a enorme
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semelhanga entre as amostras, e suportam, mais uma vez, a provavel origem comum entre
elas.

Na tabela 3, € possivel observar que seis haploticos constam no grupo “B”, mas nao
em “A”. E possivel especular que alguma “adi¢do” (em torno de 17%) de exemplares de outra
origem, que ndo a GIFT, fizeram parte do grupo “B”, o que pode ter ocorrido em fungéo de

algum erro no manejo.

Tabela 3 - Numero de individuos por haplotipos encontrados do mtDNA para os grupos “A” e
“B’).

Haplotipos H1I H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11
A RE 24 1 4 3 - - - - - -

B RE 14 - 1 15 1 1 1 1 1 1

RE Sequencia de referéncia, H haplotipos.

A distancia genética (&st) encontrada de -1,10989 (P<0,05) indicou que a variagao
genética entre as amostras ndo é significativa, corroborando com os valores da AMOVA do

Fst encontrado.
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Figura 1 - Rede de hapl6tipos baseada no método de Median-Joining para exemplares de

tilapia dos grupos “A” e “B”.

40 2 2 ~ O

GrupoA @ GrupoB @  Referéncia @

Fonte: Autoral. Os diferentes circulos coloridos correspondem aos grupos amostrados, os tamanhos sao
proporcionais as frequéncias dos haplétipos e os nimeros em vermelho representam a quantidade de mutacGes

entre os haplotipos.

Uma das possiveis explicacfes para o baixo desempenho dos animais adquiridos pelo
aquicultor (amostra B) é a interacdo genética versus ambiente (G x E), relatada por
BRUMMETT (2008), que em sua abordagem conclui que genotipos melhorados em sistemas
de cultivos diferentes sob os quais foram criados ndo apresentam seu maximo desempenho.
Outra explicacdo para a baixa performance dos haplotipos restritos a alguns animais
encontrados nas amostras de “B” é a “adi¢ao” de cerca de 17% de tilapia de outra origem
durante a fase de bercario. Entretanto, de um modo geral, podemos dizer que mais de 83% da

amostra “B” advém de “A”.
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5. CONCLUSAO

Os marcadores microssatélites e a regido controle do mtDNA mostraram-se eficientes
para dirimir as davidas sobre a procedéncia genética neste estudo de caso, revelando que 83%
dos animais do grupo “B” advém do grupo “A”. O estudo também evidenciou que o
desempenho zootécnico diferente do esperado, a despeito de “B” ¢ “A” compartilharem a
mesma origem genética, deve-se a questdes ligadas ao manejo como alimentacédo, qualidade
de agua e densidade de estocagem durante a fase de bercario e também aos 17% dos peixes

que ndo advém do grupo “A”, logo ndo poderiam ter o mesmo desempenho dos demais.
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