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Resumo — O objetivo desse trabalho foi avaliar a variabilidade genética de duas variedades de tildpia nilética
(Oreochromis niloticus), Chitralada e Red Stirling, e de suas progénies submetidas a programas de melhoramen-
to genético, em sistemas intensivos de cultivo por meio de marcadores microssatélites. Foram utilizados 30 ani-
mais de cada variedade parental, 30 animais hibridos (CH), provenientes do cruzamento entre as variedades
Chitralada e Red Stirling, e 30 animais (RR) provenientes do cruzamento entre os parentais da variedade Red
Stirling. Utilizaram-se cinco microssatélites: UNH104, UNH108, UNH118, UNH222 e UNH231. Observaram-se
baixos indices de endogamia, com valores de Fiq negativo para as duas variedades e seus cruzamentos. Verificou-
se diferenca genética entre as duas variedades, obtida pelo cdlculo do indice de fixacdo de alelos (Fy; = 0,131 e
R¢;r = 0,130). As variedades parentais Chitralada e Red Stirling apresentaram 24,4% de distancia genética, o que
se refletiu na presenga de vigor hibrido com 23,5% de incremento em rendimento no plantel CH.

Termos para indexagdo: Oreochromis niloticus, melhoramento genético, hibridos, endogamia.

Genetic variability of two Nile tilapia strains by microsatellites markers

Abstract — The objective of this work was to evaluate the genetic variability of two Nile tilapia strains (Oreochromis
niloticus), Chitralada and Red Stirling, as well as its offsprings submitted to genetic enhancement programs, in
intensive systems farming by microsatellites markers. Thirty individuals of each parental strain, 30 crossbred
(CH) individuals from Chitralada and Red Stirling strains, and 30 individuals from Red Stirling progeny (RR) were
used. Five microsatellites loci were utilized: UNH104, UNH108, UNH118, UNH222 e UNH231. Low values of
inbreeding were observed with a negative Fq in both strains and their crossings. Genetic differences between the
two strains were detected through Fg. = 0.131 and Ry = 0.130. The parental strains Chitralada and Red Stirling

presented 24.4% of genetic distance, which produced 23.5% of hybrid vigor in the CH stock.

Index terms: Oreochromis niloticus, genetic improvement, hybrids, inbreeding.

Introducao

As tildpias sdo peixes de dgua doce, pertencentes a
familia Cichlidae, origindrias da Africa (Appleyard et al.,
2001); atualmente, sao cultivadas em vérios paises do
mundo (Dey & Gupta, 2000). De acordo com Hilsdorf
(1995), as tildpias exibem vantagens que as tornam um
grupo de peixes de interesse mundial: alimentam-se da
base da cadeia tréfica, aceitam variedade de alimentos
e apresentam resposta positiva a fertilizagao em vivei-
ros. Sao bastante resistentes a doengas, ao
superpovoamento e a baixos niveis de oxigénio dissolvi-
do. Estao amplamente distribuidas pelo territdrio brasi-
leiro e sdo cultivadas nos mais diversos sistemas de pro-
ducdo.

A criacdo de tildpias no Brasil teve como marco inici-
al a introducdo de um plantel de Tilapia rendalli, na
década de 1950, seguida de uma nova introdugdo de
tildpia nilética em 1972. Nas tdltimas duas décadas, a
producio aqiiicola no Brasil cresceu de forma significa-
tiva; dados do Ibama (2005) revelam que a producdo
brasileira da aqiiicultura continental, nos anos de 2002 a
2004, teve incremento de 18.065 t, tendo aumentado de
162.665,5 para 180.730,5 t. No Brasil, a produgdo de
tildpia incrementou em 38,22% a producio total de pes-
cado oriunda do cultivo. Entre os peixes cultivados, é a
espécie que apresenta maior produgdo aqiiicola, segui-
da da carpa, Cyprinus carpio (24,99%), e do tambaqui,
Colossoma macropomum (13,98%).
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Embora cerca de 70 espécies de ciclideos recebam a
denominacio de tildpia, somente Oreochromis niloticus,
Oreochromis mossambicus, Oreochromis aureus,
Tilapia rendalli e seus hibridos apresentam importan-
cia para aqiiicultura mundial (Stickney, 1997).
Oreochromis niloticus destaca-se entre as demais por
exibir caracteristicas de interesse zootécnico, tais como:
crescimento rapido e rusticidade, carne de excelente
qualidade, com boa aceitacdo no mercado consumidor,
mais apropriada para a industria de filetagem, o que a
torna de grande interesse para a piscicultura.

Apesar da alta producdo, as praticas de manejo po-
dem levar a diminui¢do da variabilidade genética pre-
sente em reprodutores, seja por falta de planejamento
dos programas de selecdo genética, seja pelo uso de
numero reduzido de individuos como reprodutores, o que
aumenta a probabilidade de endocruzamentos (Hilsdorf
& Dergam, 1999).

A caracterizacdo da variabilidade genética, em plantéis
de tildpia nildtica, é uma etapa importante para o esta-
belecimento de um programa de melhoramento genéti-
co dessa espécie (Mather, 2001). Marcadores
microssatélites t€m sido utilizados para o monitoramento
genético em peixes, tais como, sistema de cruzamento,
fluxo génico e estrutura genética dos estoques (Yue &
Orban, 2002).

Esses marcadores também podem ser empregados
para estimativas dos coeficientes de endocruzamento e
parentesco. Possibilitam, ainda, o estudo de
acasalamento em espécies de populacdes naturais, cujo
comportamento reprodutivo é de dificil avaliacdo
(Colbourne et al., 1996), e podem ser utilizados para iden-
tificar possiveis relacdes genéticas entre a geracao
parental e progénie (Fessehaye et al., 2006). A utilizacdo
de marcadores moleculares, aliada a0 manejo reprodutivo
adequado, pode contribuir para a redu¢do da endogamia
em programas de melhoramento genético (Bentsen &
Olesen, 2002).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a variabilidade
genética de duas variedades de tildpia nildtica
(Oreochromis niloticus), Chitralada e Red Stirling, e
de suas progénies submetidas a programas de melhora-
mento genético, em sistemas intensivos de cultivo, por
meio de marcadores microssatélites.

Material e Métodos

Foram utilizados: 60 reprodutores de tildpia nil6tica;
30 animais da variedade Chitralada, conhecida por
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tailandesa, desenvolvida no Japao e melhorada no Pala-
cio Real de Chitral, na Tailandia, que foi introduzida no
Brasil em 1996, a partir de alevinos doados pelo Asian
Institute of Techonology (AIT) e, desde a tltima déca-
da, vem sendo submetida a processos de melhoramento
genético; 30 reprodutores da variedade Red Stirling, um
mutante de tildpia nilética sem pigmentacio, provenien-
te da Universidade de Stirling, Escécia (Hussain, 1994);
30 hibridos, provenientes do cruzamento Chitralada x
Red Stirling (CH); e 30 animais resultantes do cruza-
mento entre Red Stirling x Red Stirling (RR).

A amostragem foi realizada nos animais mantidos nas
Fazendas Santa Inés e Rio das Pedras, em Itupeva, SP,
Brasil. Os procedimentos moleculares de andlise do
DNA das amostras foram conduzidos no Laboratério
de Genética de Peixes e Aqiiicultura, da Universidade
de Mogi das Cruzes, SP.

Para a extragdo do DNA, utilizou-se cerca de 1 cm?
de tecido, proveniente da nadadeira caudal, conservado
em etanol 95% a 4°C. A extracdo de DNA total foi feita
conforme Taggart et al. (1992), modificado pelo uso de
tampao STE (NaCl 0,1 M, Tris-HCI 0,05 M e EDTA
0,001 M, pH 8). A integridade do DNA extraido foi
verificada em gel de agarose 0,8%, revelado com
0,7 Yag mL"! de brometo de etidio, e a eletroforese foi
conduzida em 84 V, por 50 min, em cuba horizontal, com
tampao TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M e EDTA 1 mM).

Os loci utilizados foram escolhidos por seu nivel de
polimorfismo, de um painel de marcadores j4 estabele-
cidos (Kocher et al., 1998). Os primers utilizados e seus
respectivos nimeros de acesso no GenBank sdo:
UNH104 — G12257; UNH108 — G12261; UNH118 —
G12271; UNH222 — G12373 e UNH231 — G12382.

Para as reacdes de PCR, foram utilizados: 1 uL. de
tampao PCR 10x, 1 uL.de dNTPs 2,5 mM (dATP, dCTP,
dTTP dGTP), 0,5 uL de cada primer (1 pg L"), 0,2 uL
de Taq DNA polimerase, 2 uL. de DNA gendmico (apro-
ximadamente 25 ng), 0,4 uL. de MgCl, (2 mM), 13,9 uL.
de H,O Milli-Q, para um volume final de 20 yL.
(termociclador PTC-0200 DNA Engine). O programa
de amplificacdo consistiu nas seguintes condi¢des: um
ciclo de desnaturacdo a 94°C, por 3 min, 30 ciclos de
40 s a94°C; 1,5 min a temperatura de anelamento, para
cada primer microssatélite (UNH104: 57°C, UNH108 e
UNHI118: 56°C, UNH222: 54°C e UNH231: 58°C);
1,5 min a 72°C para a extensdo; e o ultimo ciclo de ex-
tensao por 10 min a 72°C.

A verificacdo da amplificacdo foi realizada por
eletroforese em agarose 1%, com tampao TAE 1x e
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0,7 ug mL-! de brometo de etidio. Os produtos da am-
plificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10%, corados com nitrato de prata (Blum
et al., 1987). O tamanho dos fragmentos foi calculado
com o programa Alpha Index 6.5, tendo-se utilizado como
marcadores 10 pb DNA Ladder e 100 pb DNA Ladder.

Testes para verificacdo da hipétese nula de aderén-
cia ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram con-
duzidos com o método de Monte Carlo (Guo &
Thompson, 1992), pelo uso do programa TFPGA 1.3
(Miller, 1997). Para cada alelo identificado, foram com-
putados os valores das estatisticas F de Wright
(Cockerham & Weir, 1993), com os respectivos testes
de permutacdo, a fim de se verificarem significancias,
por meio dos programas FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002)
e Arlequin ver. 3.01 (Excoffier et al., 2006).

A diversidade genética (Nei, 1973), freqiiéncias
alélicas, nimero de alelos por locus (Kocher et al., 1998),
heterozigosidade observada e a heterozigosidade espe-
rada (Weir & Cockerham, 1984) foram estimadas pelos
programas FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002), Arlequin
ver. 3.01 (Excoffier et al., 2006) e Genepop Software
ver. 3.3 (Raymond & Rousset, 1995). Os intervalos de
confianca foram calculados por meio de procedimentos
de reamostragem do tipo “bootstrap” sobre os loci, para
obtencdo da média, e por meio de “jackknifing” sobre
as amostras para cada locus.

Resultados e Discussao

A perda substancial da variabilidade genética é espe-
rada, em razdo das caracteristicas da reproducdo da
tildpia e do tamanho pequeno da populagdo, quando nao
h4d um manejo genético adequado do plantel de
reprodutores. Os niveis de variabilidade genética de uma
populagido natural ou mesmo de um plantel de
reprodutores pode ser medido nao somente pela
heterozigosidade observada (Ho), mas também pela sua
diversidade alélica.

A andlise dos cinco loci mostrou um total de 37 alelos
com alto polimorfismo. Os niveis de variabilidade alélica,
nos quatro plantéis, variaram entre o miximo de oito
alelos para os loci UNH104 e UNH118, e 0 minimo de
sete alelos para os loci UNH108, UNH222 e UNH231
(Tabela 1). A maior diversidade alélica encontrada (0,81)
foi para o locus UNH222, e a menor diversidade alélica
(0,65) foi verificada no locus UNH118. O plantel de
reprodutores da variedade Chitralada apresentou maior
nimero de alelos, com média de 5,8, enquanto o menor
nimero de alelos encontrado foi no plantel RR (Red
Stirling x Red Stirling), com média de 4,8 alelos
(Tabela 2). Esses valores evidenciam diversidade alélica
semelhante, nas duas variedades parentais e no hibrido
(CH), o que indica que nio ocorreu perda significativa
de alelos na formacao do plantel de reprodutores.
Nos individuos RR, houve uma reducdo do nimero
médio de alelos, que pode ser explicada pelo

Tabela 1. Marcadores moleculares, tamanho em pares de bases (pb), nimero de alelos, freqiiéncia dos alelos e diversidade

alélica de Oreochromis niloticus.

Locus Tamanho dos Numero Freqiiéncia dos alelos Diversidade
alelos (pb) de alelos alélica (Ggr)
UNHI104 130-160 8 0,213;0,154; 0,021; 0,158; 0,108; 0,167; 0,129; 0,050 0,76
UNHI108 130-148 7 0,029; 0,067; 0,025; 0,092; 0,288; 0,129; 0,271 0,74
UNH118 153-195 8 0,021; 0,025; 0,133; 0,179; 0,413; 0,025; 0,038; 0,167 0,65
UNH222 162—-199 7 0,142; 0,108; 0,150; 0,117; 0,150; 0,213; 0,121 0,81
UNH231 170-183 7 0,117; 0,183; 0,092; 0,283; 0,213; 0,063; 0,050 0,76

Tabela 2. Marcadores microssatélites, grupo de ligacdo correspondente (Lg), niimero de alelos por locus no plantel, nimero de
alelos privativos por locus no plantel (entre parénteses) e niimero de animais genotipados por plantel (sobrescrito), das variedades
de Oreochromis niloticus Chitralada e Red Stirling e dos animais provenientes dos cruzamentos Chitralada x Red Stirling (CH) e Red

Stirling x Red Stirling (RR).
Locus Lg Chitralada Red Stirling CH RR Total
UNH104 1 6 (2)" 6 (2)" 6(2)* 42)% 8
UNH108 2 42)%* 5(1)% 4(2)% 42" 8
UNHI118 7 6(2)* 5(1)* 6 (0)*° 6 (0)* 7
UNH222 2 6 (0)*° 7(0)*° 7 (0)® 4 (0) 7
UNH231 6 5(1)F 5()F 6 (0)*° 6 (0)* 7
Média 5,8 (1,4) 5,6 (0,7) 5,6 (0,6) 4,8 (0,6) 7,4
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efeito fundador na formacao dos plantéis de reprodutores
da variedade Red Stirling.

Em populacdes naturais de tildpia nilética do Lago
Victoria, as variacdes encontradas no nimero de alelos
por locus foram de 3,8 a 7,6 (Fuerst et al., 2000). Melo
et al. (2006) trabalharam com plantéis comerciais de
tilipia e encontraram 39 alelos em cinco loci
microssatélites; para os loci UNH104 e UNH108, rela-
taram a ocorréncia de nove e seis alelos, respectiva-
mente. Rutten et al. (2004) avaliaram quatro varieda-
des de tildpia nildtica e obtiveram de 5 a 7,5 alelos por
locus microssatélite. Romana-Eguia et al. (2004) en-
contraram uma variacdo de 4,8 a 10 alelos por locus
microssatélite. Esses resultados foram similares aos
verificados no presente trabalho.

As medidas das heterozigosidades observadas (Ho),
que representam o grau de diversidade génica dos
plantéis, foram superiores para o parental Red Stirling
(0,763), quando comparado a variedade parental
Chitralada (0,724). Os valores de Ho apresentaram des-
vio significativo de He (Tabela 3). Esse desvio € espe-
rado em populagdes de cativeiro e também foi observa-
do por Romana-Eguia et al. (2004) e Rutten et al. (2004).

Os valores de Fis que representam uma medida do
desvio das freqiiéncias genotipicas, em relacdo as fre-
qiiéncias panmiticas, expressas em termos de deficién-
cia ou excesso de heterozigotos, e que também podem
ser interpretados como coeficiente de endogamia (f),
foram varidveis e significativamente diferentes de zero
(a0 =0,005), nas variedades e seus cruzamentos. Esses
valores indicaram a ocorréncia de excesso de
heterozigotos em todos os plantéis. Melo et al. (2006)
encontraram altos valores positivos de Fig, o que ex-
pressa niveis de endogamia dentro de seis plantéis co-
merciais de tildpia estudados. Rutten et al. (2004) tam-
bém encontraram valores de Fig varidveis e significati-
vamente diferentes de zero, em trés variedades comer-
ciais de tildpia nilética.

Tabela 3. Heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade
observada (Ho), indice de fixacdo (Fis) e significancia de Fig
das variedades de Oreochromis niloticus Chitralada e Red
Stirling e dos animais provenientes dos cruzamentos Chitralada
x Red Stirling (CH) e Red Stirling x Red Stirling (RR).

Variedade He Ho Fis P

Chitralada 0,794 0,724 -0,070 0,001
Red Stirling 0,937 0,763 -0,216 0,000
CH 0,909 0,746 -0,164 0,000
RR 0,953 0,712 -0,324 0,000
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Na variedade parental Red Stirling, essa retengdo de
heterozigosidade (-0,216) também pode ser explicada
pela relativa freqiiéncia dos alelos, que contribuem de
maneira mais predominante do que o nimero de alelos
em um locus (Beaumont & Hoare, 2003).

Quando o tamanho da populacdo efetiva (Ne) é pe-
queno, mesmo em cruzamentos totalmente ao acaso,
uma diminuicdo de heterozigose pode ocorrer.
No presente estudo, os dados indicam que na producao
de hibridos entre as duas variedades — e mesmo na pro-
ducgdo de alevinos de plantéis de Red Stirling — o au-
mento de endogamia ou decréscimo de Ne foi aparen-
temente evitado. Isto também foi verificado por Rutten
et al. (2004) na variedade GIFT. Os valores de Fig mos-
traram que o manejo genético-reprodutivo das varieda-
des foi apropriado, no que diz respeito a manutengdo da
variabilidade dos plantéis, pois ndo hd sinais de depres-
sdo por endogamia.

Segundo a AMOVA (Weir & Cockerham, 1984;
Excoffier et al., 1992) (Tabela4), grande parte da varia-
bilidade genética estd concentrada dentro dos plantéis
(87,25%), com menor porcentagem entre eles (12,75%).
As medidas do efeito da subdivisdo populacional, que
representa a reducio da heterozigosidade em uma
subpopulagdo em razdo do efeito da deriva genética, e
avalia a divergéncia genética total entre subpopulacdes,
foi calculada por meio de trés parametros: Fsy = 0,131
(Wright, 1965), Rgr = 0,130 (Slatkin, 1995) e a= 0,128
(Excoffier et al., 1992). Esses parametros apresenta-
ram valores significativamente diferentes de zero
(p<0,05) e, de acordo com Wright (1978), indicam de
moderada a alta separacdo genética entre as varieda-
des. Essa separacdo pode ser o resultado do histérico
diferencial de formacdo genética de ambas as varieda-
des ao longo dos anos. Rutten et al. (2004) encontra-
ram variacdo de moderada a alta na diferenciacdo ge-
nética entre as variedades AIT e GOTT e, para as vari-
edades GIFT e IDRC essa diferenciacdo foi relativa-
mente baixa, o que confirma uma ancestralidade gené-
tica comum.

Tabela 4. Andlise molecular de varidncia (AMOVA), para os
plantéis das variedades parentais Chitralada e Red Stirling de
Oreochromis niloticus™.

Causas da variag@o GL SQ CV PV
Entre as variedades 1 499,494 5,822 12,78

Dentro das variedades 85 4.180,828 9,463 20,78
Total 86 4.680,322 15,286

(DBaseado em 1.023 permutagdes.
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Melo et al. (2006) encontraram baixa variabilidade
genética nos plantéis, possivelmente associada a pro-
porcao desigual de machos e de fémeas utilizados para
a reproducdo, ou seja, um pequeno nimero de casais
utilizados como estoque de reprodutores. Romana-Eguia
et al. (2004) também encontraram baixa diferenciacdo
genética entre os plantéis de tildpia nildtica.

O uso de apenas cinco loci microssatélites revelou a
presenca de alelos privativos que, apesar de sua baixa
freqiiéncia, contribuiram para assegurar distancia ge-
nética de 24,4% (Nei, 1972).

Esses resultados validam o estudo de Moreira et al.
(2005), que compararam o crescimento das variedades
parentais Red Stirling e Chitralada e seus hibridos. Nes-
se estudo, os dados de peso vivo médio dos parentais
Red Stirling e Chitralada, aos 120 dias de cultivo, fo-
ram de 330,58+10,42 e 143,68+8,59 g, respectivamen-
te. Os dados de peso vivo médio dos hibridos rever-
tidos, aos 130 dias de cultivo, foram de 299,22+6,74 g
(& Chitralada x @ Red Stirling) e 286,624+9,32 g
(& Red Stirling x @ Chitralada).

Com esses resultados, pode-se avaliar a ocorréncia
de um possivel efeito de vigor de hibrido (Tave, 1992).
O cdlculo de heterose para os dados de ganho de peso
foi de 23,5%, isto é H>0%, o que representa melhor
desempenho dos hibridos, em relacdo a geracao parental,
em razao de um efeito de heterose.

O grau de heterose produzido em um cruzamento entre
dois genitores depende da diferenca da freqiiéncia génica
entre eles, para os loci envolvidos na expressao de uma
determinada caracteristica (Falconer, 1987). Em til4pias,
a expressdo da heterose vem sendo documentada em
trabalhos com cruzamentos intra-especificos e
interespecificos (Romana-Eguia & Eguia, 1999; Dan &
Little, 2000). No presente estudo, a heterose foi obser-
vada em cruzamentos entre variedades de tildpia nil6tica
e corroborada pelos dados das anélises moleculares.

Os resultados deste trabalho mostraram que a técni-
ca de marcadores moleculares € uma ferramenta ttil
para avaliar plantéis de reprodutores em piscicultura.
A base de dados genéticos, gerada pelos microssatélites,
permite tomar decisdes importantes em relacdo ao ma-
nejo reprodutivo e a intensidade de selecao que se pode
aplicar sobre o plantel, e manter-se, com isto, niveis bai-
xos de endogamia nas progénies produzidas, evitando-
se a médio e longo prazos os efeitos negativos sobre a
producido decorrentes da depressdo por endogamia.

Conclusoes

1. A variabilidade genética das variedades avaliadas
¢ alta.

2. A melhoria de desempenho zootécnico da progé-
nie hibrida é resultado do vigor hibrido.

3. A manutenc¢do de baixos indices de endogamia na
progénie F, proveniente de cruzamentos entre Red
Stirling, mostra que o manejo reprodutivo adequado pode
evitar as conseqiliéncias negativas da depressdo por
endogamia.
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