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RESUMO

MORAES NETO, A. Variabilidade genética de um programa de repovoamento e de um
programa de melhoramento de tambaqui. 2017. Numero de folhas 44f. Tese
(Doutoramento) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2017.

Resumo — A priori, apresenta-se uma breve revisdo sobre o panorama da aquicultura no
Brasil enfatizando seu potencial, sua posi¢édo no ranking dos maiores produtores mundiais
de pescados e a piscicultura de peixes nativos no cendrio nacional destacando a
importancia do tambaqui e dos marcadores moleculares de DNA pra a produgéo de peixes
com qualidade genética. Em seguida, sdo relatados dois trabalhos realizados com o
objetivo de avaliar a variabilidade genética de dois estoques de reprodutores de tambaqui
de uma piscicultura de Ronddnia utilizados em programas de reprovoamento (artigo 1) e
avaliar a variabilidade genética de duas geracbes de tambaqui melhorados geneticamente
em uma piscicultura de Mato Grosso (artigo 2). No primeiro estudo (artigo 1) foram
obtidas amplificacBes nos quatro loci microssatélites investigados. Estes produziram 14
alelos no estoque de reprodutores A e 10 alelos no estoque de reprodutores B. No estoque
de reprodutores A foi observada baixa frequéncia de alelos nos loci Cm1A11, Cm1CS8,
CmlF4 e Cm1H8 enquanto o estoque de reprodutores B ndo apresentou locus nessas
condi¢des. Os loci Cm1All, Cm1C8 e Cml1H8 exibiram significativo défict de
heterozigotos em ambos 0s estoques de reprodutores, sugerindo alteragdo no equilibrio
de Hardy-Weinberg. O segundo estudo (artigo 2) apresentou 21 alelos para os dois loci
microssatélites amplificados. A geracdo zero exibiu 11 alelos enquanto a geracdo um
exibiu 10 alelos. Tanto o loci TB13 quanto o TB14 exibiram deficiéncia de heterozigotos

em ambas as geracgdes estudadas o que sugere a possibilidade de endogamia.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, cachama, conservacdo genética, peixe,

pescado, microssatélite.



ABSTRACT

MORAES NETO, A. Genetic variability between tambaqui brodstocks of reproduction
programs. 2017. Numero de folhas 44f. Tese (Doutoramento) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, MS, Campo
Grande, 2017.

Abstract — Firstly, a brief review is presented on the Braziliam aquaculture landscape
emphasizing its potential, its position in the world’s largest fish producers ranking and
the fish farming of native species in the national context highlighting the importance of
tambaqui and molecular markers for production of fish with genetic quality. Next, two
studies were carried out to evaluate the genetic variability of two stocks of tambaqui fish
from a fishery in Ronddnia state used in restocking programs (article 1) and the genetic
variability of two generations of tambaqui fish genetically improved from a fishery in
Mato Grosso state (article 2). In the first study (article 1) amplifications were obtained in
the four microsatellite loci investigated. These produced 14 alleles in the broodstock A
and 10 alleles in the broostock B. In broodstock A, low allele frequencies were observed
atloci Cm1All1, Cm1C8, Cm1F4 and Cm1H8 exhibited significant heterozygous deficits
in both broodstocks, suggesting Hardy-Weinberg equilibrium change. The second study
(article 2) presented 21 alleles for the two amplified microsatellite loci, TB13 and TB14.
The generation zero exhibited 11 alleles while generation one exhibited 10 alleles. Both
the analysed microsatellite loci exhibited heterozygous deficiency in both studied
generations which indicates the hypothesis of inbreeding.

Keywords: Colossoma macropomum, cachama, genetics conservation, capture fisheries,

microsatellite.
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1. INTRODUCAO

No ranking mundial dos paises produtores de pescado, publicado pela
Organizacdo das NacGes Unidas para alimentacédo e agricultura — FAO (2014), o Brasil
ndo se encontra em uma posicao de destaque e, mesmo se tratando do maior pais da
américa latina o qual abriga oito grandes bacias hidrogréaficas, esta atras de México, Peru
e Chile. Porém, dados do Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica — IBGE (2016)
revelam um crescimento expressivo na producdo de pescados nos Gltimos anos e um
crescimento estimado em 17% no setor de piscicultura continental durante o biénio 2013-
2014,

Dentre os organismos com significativa relevancia para o crescimento do setor
aquicola, segundo IBGE (2016), esta o tambaqui (Colossoma macropomum, CUVIER
1818), espécie nativa dulcicola mais cultivada na América do sul seguida,
respectivamente, por pacu (Piaractus mesopotamicus) e curimba (Prochilodus spp) ou,
nos paises de colonizacdo espanhola, sabalo, segundo FAO (2010). Esta organizagdo
informa ainda que o Brasil € o maior produtor de tambaqui desde 1995, ano em que este
registrou a primeira producdo desta espécie e assumiu 0 posto da Venezuela, e que a
superficie de cultivo total de tambaqui no Brasil em 2010 era cerca de 7.650ha, com
rendimento estimado em 4 toneladas/ha.

Em contraste com o exposto acima, dados de 2007 do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA (2009) revelam que a captura
do tambaqui como mercadoria da préatica extrativista caiu significativamente nas Gltimas
décadas devido a acdo do homem. PopulacGes de peixes submetidas a forte presséo de
reducdo de tamanho podem sofrer alteracbes em sua constituicdo genética que podem
comprometer 0s estoques pesqueiros, 0 que ressalta a importancia do monitoramento
genético de tais estoques. Além de representar um risco as populagdes locais e ao
desenvolvimento da piscicultura, ndo somente do tambaqui mas também de outras
especies endémicas.

O desafio da piscicultura brasileira nos Gltimos dez anos foi passar de uma
atividade incipiente para uma cadeia estruturada (Streit Jr et al., 2015). A produgéo de
peixes nativos no pais € uma das poucas atividades da producéo animal que ndo apresenta
programa de melhoramento genético consolidado, este é incipiente, ao contrario do que
ocorre, por ex., com a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Segundo Oliveira et al.
(2012), os programas de melhoramento genético de peixes sdo relevantes para atender a



demanda do setor produtivo pesqueiro por animais com maior rendimento e
padronizacéo, capazes de promover um maior retorno econdémico para a atividade.

Estudos genéticos de grupos de individuos em aquicultura, dirigidos a programas
de melhoramento genético ou preservacdo de espécies, tem contribuido para o controle
da endogamia, a manutencdo da variabilidade genética e identificacdo de individuos
geneticamente superiores (no caso de programas de melhoramento genético) e, dessa
forma, mostram-se eficazes para se trabalhar de forma apropriada na reproducdo de
estoques para obtencéo de peixes jovens com qualidade genética. Seja em um programa
de melhoramento genético ou de bioconservagdo, um descontrole sobre endogamia pode
comprometer de modo imprevisivel a qualidade das progénies.

Entre as ferramentas que permitem o monitoramento genético de lotes de
individuos ou populagdes estdo os marcadores moleculares de DNA, que permitem
acessar detalhes do genoma ligados a fenotipos de interesse. Entre os mais empregados
estdo os microssatélites os quais tem se destacado a medida que demonstram sua eficécia
na avaliacdo da variabilidade genética em projetos conservacao e melhoramento genético
de peixes (Povh et al., 2008).

O conhecimento acerca da variabilidade genética dentro de estoques de
reprodutores é essencial para o planejamento eficaz da piscicultura, seja de cunho
comercial ou conservacionista. Dessa forma, realizou-se este estudo com o objetivo de
avaliar a variabilidade genética de estoques de reprodutores de tambaqui de um programa

de repovoamento e de um programa de melhoramento genético.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cenéario da Aquicultura no Brasil

Conforme dados da FAO (2014) o setor de pesca de aquicultura encontra-se em
plena expanséo e a produgdo mundial pesqueira e aquicola no ano de 2013 foi estimada
em 191.063.087 toneladas (tabela 1), crescimento de 4,6% em relacdo ao ano anterior.
Desse montante, a China foi responsavel por 38,6% com 73.671.124 de toneladas e
continua sendo o maior produtor mundial, o qual lidera desde 1989 (Brasil, 2012b). De
acordo com informagdes da instituicdo financeira RABOBANK BRAZIL (2015) a
proteina animal que proporciona maior volume de comércio no mundo € a do pescado e,

neste cenario, a carne de peixe, em termos de valor, supera a carne de frango, suina e



bovina. O que denota a importancia do setor pesqueiro dentro do setor mundial de
producéo de carnes.

De acordo com informac6es de Albert & Reis (2011) e Eschmeyer et al. (2014),
sdo cerca de 32.000 espécies de peixes descritas no mundo, destas, em torno de 7.000
espécies estdo na regional neotropical, onde esta incluida a América do sul. Albert & Reis
(2011), relatam também que espécies dulcicolas neotropicais representam cerca de um
quinto das espécies de peixes do mundo. Estima-se que aproximadamente 21% de todas
as espécies de peixes continentais existentes estejam em territorio brasileiro (Buckup et
al., 2007; Brasil, 2015), ou seja, aproximadamente 6.720 sdo endémicas da regiéo.
Tabela 1 — Ranking dos 25 maiores produtores mundiais de pescados no biénio 2012-2013 (Pos),

suas respectivas produgdes em toneladas, participacdes na producdo mundial (% Part. 2013) e evolucéo no
biénio (% Evol.).

Pos Pais 2012 2013 %Part 2013 %Evol.
10 China 70.368.028 73.671.124 38,6 4,7
20 Indonésia 15.422.366 19.267.434 10,1 24,9
30 india 9.086.109 9.199.291 4,8 1,2
4° Vietna 6.025.500 6.098.280 3,2 1,2
50 Peru 4,925.089 6.002.015 3,1 21,9
6° EUA 5.557.832 5.863.477 3,0 2,3
7° Japéo 4.823.790 4.769.145 2,5 -1,1
8° Myanmar 4.467.619 4.717.620 2,5 5,6
90 Filipinas 4.868.773 4.708.790 2,5 -3,3
10° Russia 4.484.450 4.506.749 2,4 0,5
11° Noruega 3.612.672 3.476.378 1,8 -3,8
12° Bangladesh  3.261.781 3.410.254 1,8 4,6
13° Chile 4.084.458 3.334.592 1,7 -18,4
14° Coréiado Sul 3.189.471 3.139.886 1,6 -1,6
15° Thailandia 2.991.728 2.900.691 1,5 -3
16° Malasia 2.116.237 2.023.490 11 -4,4
17° México 1.725.326 1.806.143 0,9 4,7
18° Egito 1.371.976 1.454.402 0,8 6,0
19° Islandia 1.384.106 1.390.895 0,7 0,5
20° Taiwan 1.256.223 1.273.240 0,7 1,4
21° Marrocos 1.168.140 1.260.728 0,7 7,9
22° Espanha 1.196.277 1.259.104 0,7 5,3
23° Brasil 1.323.867 1.239.446 0,6 -6,4
24° Canada 1.005.905 1.039.021 0,5 3,3
25° Nigéria 922.652 1.000.061 0,5 8,4
-- QOutros Paises 22.069.966 22.430.831 11,7 1,6

Total 182.710.341 191.063.087 100,00% 4,60%
Fonte: Adaptado de DERAL, 2015.

No que diz respeito ao setor pesqueiro e de aquicultura, Lopera-Barrero et al.
(2011) destacam que o Brasil apresenta um dos maiores potenciais do mundo por
apresentar clima predominantemente tropical e ser um dos maiores produtores de insumos
na area em questdo. Entre outros argumentos que evidenciam a potencialidade do Brasil
no setor pode-se citar: 63% dos 6.110.000km? de area total da bacia amazonica estdo
divididos entre os estados do Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Para, Rondénia e
Roraima (figura 1), segundo a Agéncia Nacional de Aguas — ANA (2016); o pais possui



a maior planicie inundavel interiorana do planeta — bioma pantanal — com area de
150.355km? (IBGE, 2004); o litoral brasileiro apresenta mais de 8.000 km de extensdo
(Tessler & Goya, 2005); 12% das reservas de agua doce do planeta estdo no pais (ANA,
2002).

A despeito de todo seu potencial, informagfes da FAO (2014) mostram que o
Brasil ocupou em 2012 a 20? posigédo no ranking mundial de producdo de pescados (que
considera tanto a forma extrativista quanto a de cultivo) com cerca de 1.323.867
toneladas, o equivalente a 0,72% da producdo mundial. Enquanto no ano de 2013,
conforme a mesma publicacédo, o pais ocupou a 232 posicdo com producgdo estimada em
1.239.446 toneladas, o que corresponde a 0,60% da producdo mundial (tabela 1). Dados
publicados pelo Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas — SEBRAE
(2015), demonstram que, ao contrario das exportacdes, as importacoes de pescados pelo
Brasil vém aumentando constantemente e que no ano de 2013 o pais importou um volume
de 383.391.965 toneladas, o que representa um aumento de 165% no volume de
importacdo em relacdo a 2003, quando o Brasil importou 144.489.260 toneladas.

Analisando-se a série histdrica de 1996 a 2013 da producdo brasileira de pescados,
do aumento populacional e do consumo por habitante no pais observa-se que embora o
crescimento populacional tenha sido constante e a producao pesqueira praticamente tenha
dobrado entre 1996 e 2011, o consumo de pescado per capita no Brasil apresentou queda
entre 1996 e 2006 mas encontra-se numa crescente desde entdo (tabela 2). Informacdes
de Brasil (2012a) e SEBRAE (2015), admitem que as importacfes de pescados
contribuiram com 323 mil toneladas entre 2005 e 2010, ou 50% do crescimento da
demanda brasileira no periodo e, com isso, a participagdo das compras externas no
consumo nacional passou de 25,9% para 34,2%. Entre 1996 e 2013, conforme 0s mesmos
autores, a producdo brasileira de pescados saltou de 693.172.500 toneladas para
1.239.446.000 toneladas, respectivamente.

Informacdes de Streit Jr. et al. (2015) relatam crescimento, entre 2003 e 2012, na
ordem de 16,% na criagdo de peixes e, entre 2011 e 2012, um crescimento de cerca de
6,9%. Informagdes publicadas pelo IBAMA em 2009 revelam que a producdo de peixes
nativos cultivados no pais aumentou cerca de 43,25% entre os anos de 2003 e 2007. Neste
sentido, em 2008 iniciou-se o primeiro programa de melhoramento de organismos
aquaticos nativos no Brasil, sendo o tambaqui uma das espécies escolhidas.

Na atual conjuntura de valorizacdo de artigos oriundos da pesca e aquicultura,

segundo o IBGE (2016), o tambaqui é o peixe nativo mais produzido no pais e é considerado



uma das espécies mais importantes para a producdo aquicola brasileira. Este peixe, de acordo
com 0 mesmo instituto, representa a segunda maior producdo aquicola nacional (atras
somente da espécie tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus), sendo criado em 25 dos 26
estados brasileiros (com destaque para as regides norte, nordeste e centro-oeste).

Tabela 2 — Crescimento populacional da produgdo de pescados em toneladas e do consumo per capita
aparente anual em quilograma por habitante ao ano (Kg/Hab/Ano).

Ano Populacdo producao Kg/Hab./Ano
2013  201.032.714 1.239.446.000 10,75
2012  193.946.886 1.323.867.000 10,63
2011 192.376.496 1.431.974.400 10,14
2010  190.732.694 1.264.764.913 9,75
2009  189.990.983 1.240.813.500 8,96
2008  187.885.996 1.156.364.000 8,28
2007  185.738.317 1.072.226.000 7,78
2006  183.554.255 1.050.808.000 7,16
2005  181.341.499 1.009.073.000 6,55
2004  179.113.540 1.015.914.000 6,60
2003  176.876.443 990.272.000 6,46
2002  174.632.960 1.006.869.000 6,76
2001  172.385.826 939.756.000 6,79
2000  170.143.121 843.376.500 6,71
1999  167.909.738 744.597.500 6,15
1998  165.687.517 710.703.500 6,77
1997  163.470.521 732.258.500 7,24
1996  161.247.046 693.172.500 7,62

Fonte: Adaptado de Brasil, 2012b.

Informagdes do SEBRAE (2015) afirmam que a piscicultura brasileira é representada
em 83% por tilapias e pelo grupo dos peixes redondos, onde estdo incluidos tambaqui, pacu,
pirapitinga (Piaractus brachypomus) e seus hibridos (tambacu, tambatinga e patinga). Ainda
de acordo com esta instituicdo, apos a tilapia e o tambaqui, as principais espécies da
aquicultura brasileira sdo o camaréo, o tambacu e a tambatinga.

Com base nos anos de 2012 e 2013, a producédo de tambaqui alcan¢ou a quantia de
111.084,10 toneladas e com a insercdo de outros peixes redondos a producgdo chegou a
228.064,00 toneladas (IBGE, 2016). Atualmente, nota-se uma tendéncia no aumento do
numero de criadores de tambaqui no Brasil. Estatisticas da producdo desse peixe no pais
revelam um crescimento na producdo na ordem de 123% entre os anos de 2003 e de 2009,

com média anual estimada em 14% (Dairiki & Silva, 2011). Ja entre os anos de 2013 e 2014



0 aumento registrado na producdo de tambaquis foi de aproximadamente 36,27% (IBGE,
2016).

2.2 Tambaqui: caracterizagdo, importancia ecoldgica e econdémica

De nome cientifico Colossoma macropomum, o tambaqui (chamado de cachama
negra ou gamitama nos paises de colonizacdo espanhola), faz parte da ordem Characiforme,
familia Serrasalmidae e sub-familia Myleinae (Araujo-Lima & Goulding, 1998; Santos et
al., 2006). Trata-se de um peixe autoctone das bacias Amazonica (figura 1) e do Rio Orinoco
(figura 2), com frequéncia encontrado em lagos de varzea e, embora seja amplamente
encontrado em estacdes de piscicultura por toda a América do Sul, sua ocorréncia natural
abrange os seguintes paises: Venezuela, Peru, Colémbia, Guiana, Bolivia e Brasil (Aradjo-
Lima & Goulding, 1998; Gomes et al., 2003; Jégu, 2003). De acordo com a FAO (2010),
devido ao seu potencial o tambaqui foi introduzido também na Africa, sudeste da Asia, Costa

Rica, Estados Unidos, Guatemala, Honduras e Panama.
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Figura 1 — A Bacia Amazénica, de acordo ANA (2016), esta distribuida entre Venezuela (0,7%), Peru
(17%), Guiana (0,2%), Equador (2,2%), Colémbia (5,8%), Bolivia (11%) e Brasil (63%). Entre os estados
brasileiros a Bacia Amazonica distriui-se por Roraima/RR, Ronddnia/RO, Para/PA, Mato Grosso/MT,
Amazonas/AM, Amapa/AP e Acre/AC (Fonte: Prdpria autoria).
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Figura 2 — Bacia do Rio Orinoco, segundo Dominguez Ossa (2017), compreende uma area aproximada de
1.032.524 km? e esta distribuida em 388.101 km? (37,6%) do territorio colombiano e 644.423 km? (62,4%)
em territorio venezuelano (Fonte: adaptado de FAO 2006).

Esta espécie é considerada o segundo maior peixe de escamas da América do Sul,
em seu ambiente natural pode chegar a cerca de 100 cm de comprimento e 30 kg de peso
(Santos et al., 2013). O tambaqui exibe corpo alto, romboidal, labios grossos, dentes
molariformes, rastros branquiais longos, sem espinho pré-dorsal e nadadeira adiposa com
raios (Santos et al., 2006).

Este peixe é capaz de suportar concentracdes baixas de oxigénio dissolvido na
agua (Araujo-Lima & Gomes, 2010), e variac@es significativas de pH (Wood et al., 1998).
De forma geral, os rios amazonicos e adjacentes onde o tambaqui é encontrado podem
ser classificados em 3 categorias: aguas brancas, cujo o pH é estimado em 7,5 (Rios
Solimdes, Madeira, Purus e Amazonas); aguas pretas, com pH ao redor de 4 (Rio Negro);
e aguas claras as quais tém pH intermediario entre aguas brancas e pretas (Rios Xingu e
Tapajés), conforme dados de Queiroz et al. (2009).

Informacdes apresentadas por Araujo-Lima & Goulding (1998) e Santos et al.
(2006) descrevem o tambaqui como uma espécie migradora de maturidade sexual tardia,
guando comparada a outras espécies amazénicas. Quando adulto, o tambaqui tem a regido
ventral do seu corpo escurecida e a dorsal amarelada e, quando juvenil, este exibe corpo
amarelado, conforme as figuras 3 e 4, respectivamente.

Araudjo-Lima & Gomes (2010) relatam que os individuos dessa espécie estdo

maduros sexualmente com idade média de 3 a 4 anos (comumente quando alcangcam



aproximadamente 55 cm de comprimento), quando se juntam aos cardumes de adultos
que deixam a varzea na vazante e migram contra a corrente nos rios de aguas barrentas
(ricas em nutrientes). Os mesmos pesquisadores relatam gque a migracéo nao € continua e
cardumes da espécie sd@o encontrados em remansos nas proximidades as margens do rio,
onde se da a desova durante o inicio da enchente quando, posteriormente, as larvas séo
carreadas pela corrente d’4dgua até a varzea enquanto os individuos desovados se

dispersam pelo rio e, eventualmente, em direcéo as florestas inundaveis.

Figura 3 — Exemplar de tambaqui adulto com o ventre enegrecido e dorso amarelado padrdo da espécie
(Fonte: Prof. Dr. Jayme A. Povh/UFMS).

Figura 4 — Exemplar de tambaqui juvenil sem coloragdo tipica da espécie (Fonte: Prof. Dr. Jayme A.
Povh/UFMS).

A respeito da dieta natural das larvas de tambaqui, Aradjo-Lima & Gomes (2010)
colocam que esta abrange inicialmente componentes do zooplancton (particularmente
claddceros e copépodos) mudando rapidamente para invertebrados maiores (como

quironomideos) com uma semana de vida ou cerca de 9 mm. Estes pesquisadores afirmam



ainda que juvenis da espécie continuam predando invertebrados e que sua alimentacao
passa incorporar, gradualmente, pequenas sementes e frutas conforme a disponibilidade
destas.

Quando adulto, embora continue fazendo consumo de zooplancton e outros
invertebrados filtrados em seus rastros branquiais, alimenta-se preferencialmente de
frutos e sementes durante a enchente e a cheia, fato que torna o tambaqui uma espécie
chave no ecossistema amazonico, pois este & um grande dispersor de sementes de arvores
e arbustos de varzea nas planicies de inundacdo desse ecossistema (Goulding, 1980). O
tambaqui é um dos poucos peixes amazénicos de grande porte conhecidos que exibe em
conjunto rastros branquiais longos e dentes molariformes fortes, combinagdo anatdmica
singular esta que contribui com sua dieta onivora (Aradjo-Lima & Goulding, 1998;
Santos et al., 2006).

Durante a vazante e a seca, segundo informacGes de Araujo-Lima & Gomes
(2010), h& escassez de frutas, sementes e plancton nos rios e os tambaquis alimentam-se,
ocasionalmente, com folhas e animais. Entre as principais sementes ingeridas pelos
tambaquis, relatam os mesmos autores, estdo as da Hevea spruceana (seringa barriguda),
Astrocaryum jauari (jauri), e Tabebuia barbata (capitari).

Vaérios sdo 0s atributos zootécnicos favoraveis a piscicultura apresentados pelo
tambaqui e seus hibridos, como por ex.: facilidade de manejo; boa adaptabilidade ao
consumo de racbes, a criacdo e reproducdo em cativeiro; boa conversdo alimentar;
crescimento rapido; grande rusticidade (Araujo-Lima & Gomes, 2010; Lopera-Barrero et
al., 2011; Streit Jr et al., 2012). No que tange ao mercado consumidor interno e externo,
de acordo com FAO (2010), as costelas do tambaqui e seus hibridos tém excelente valor
comercial e grande aceitacdo, e no mercado interno, o tambaqui também é vendido inteiro
e eviscerado. O tambaqui proveniente de piscicultura chega a idade reprodutiva entre 4 e
5 anos com tamanho de 55cm, aproximadamente (Aradjo-Lima & Gomes, 2010).

N&o obstante, dados do IBAMA de 2007 admitem que a captura deste peixe como
produto extrativista diminuiu consideravelmente nas Gltimas décadas devido a destruicdo
de seu ambiente natural — poluicdo, sobrepesca, construcdo de hidroelétricas,
desmatamento das matas ciliares, atividade pecuaria proxima a rios e riachos, entre outros
fatores — prejudicando o mercado de pescados e culminando na entrada do tambaqui no
Livro Vermelho de Espécies Ameacadas de Extincdo (Rosa & Lima, 2008). Entre as
medidas tomadas para mitigar o impacto ambiental causado pelo homem nos rios destaca-

se 0 repovoamento de peixes e a criagdo de peixes em pisciculturas comerciais.
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Em decorréncia do crescente interesse pelo tambaqui, embora ainda incipientes
em comparagao com outros organismos aquaticos, pesquisas em diversas areas tém sido
conduzidas, incluindo analises genéticas (Almeida-Toledo et al., 1987; Toledo-filho et
al., 1994; Santos et al., 2009; Ribeiro et al., 2017); investigac6es fisioldgicas (Almeida-
Val et al., 1991; Wood et al., 1998; Inoue et al. 2011); estudos de manejo (Affonso et al.
2002; Silva et al., 2007; Gomes & Silva, 2009); efeitos da pesca (Silvano et al., 2009);
trabalhos nas areas de parasitologia e de reproducéo (Aradjo-Lima & Goulding, 1998;
Santos et al., 2013, Galo et al., 2015; Varela Junior et al., 2015).

2.3 A importancia da variabilidade alélica

Segundo Ramalho et al. (2012), a genética estuda dois fendmenos distintos: a
hereditariedade e a variacdo (ou variabilidade). A hereditariedade explica o fato dos
descendentes se assemelharem aos seus ascendentes, a variacdo relaciona-se a todas as
diferencas entre os organismos ligados pela descendéncia, tais diferengas podem estar
relacionadas a fatores ambientais ou a constituicdo genética do individuo. Ou seja, a
hereditariedade estd relacionada com as semelhancas entre os individuos parentes
enquanto a variacdo é exatamente o oposto. Ainda conforme tais autores, embora
antagdnicas sob essa 0Otica, a hereditariedade e a variagdo sao forcas que se completam no
ambito da adaptabilidade, pois, se por um lado a variagdo permite que existam diferencas
sobre as quais atua a selecdo natural possibilitando a evolucéo, por outro lado, o resultado
da selecdo so6 serd mantido se a variacdo sobre a qual ela atuou for herdavel.

Embora um individuo dipl6ide possa demonstrar apenas duas alternativas de
alelos para um mesmo locus génico em cromossomos homologos, uma populagdo pode
apresentar muitos alelos diferentes presentes (para esse mesmo locus) nos
gendtipos/individuos que a compde, isto é, toda variabilidade genética existente para o
tal locus de tal populacdo (Meffe & Carroll, 1994; Artoni & Shibatta, 2006). Logo, o
termo variabilidade genética refere-se a variagdo de genotipos diferentes presentes numa
determinada populagéo ou estoque.

Quando a presenca de diferentes formas de um gene (alelos) diminui numa
populacgéo, as possibilidades de combinac6es alélicas em potencial também decrescem.
A homogeneidade alélica numa populacdo restringe a possibilidade de provaveis
combinages entre diferentes alelos segundo o célculo: 2" € igual ao nimero de possiveis
combinagdes alélicas, tal que “2” ¢ igual ao numero de cromossomos homologos e a

variavel “n” ¢ igual ao namero de alelos diferentes presentes no pool génico.
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E a variabilidade genética que torna possivel a perpetuacio das espécies e 0
progresso das tecnologias de melhoramento genético, além de ser o elo entre programas
de melhoramento e de conservacdo da biodiversidade. A varialidade genética elevada
dentro de uma populacdo tem relacdo positiva com a adaptabilidade (Ronzelli Janior,
1996; Pereira, 2012; Artoni & Shibatta, 2006) e a importancia das variagdes num pool
génico vai desde as diversas possibilidades adaptativas das espécies selvagens, em
resposta as mudancas ambientais, até as diversas possibilidades de criacdo de gendtipos
mais produtivos, através de técnicas de melhoramento genético.

No Brasil, é crescente 0 nimero de pesquisas direcionadas a andlise de perfis
genéticos para auxiliar tanto projetos de cunho conservacionista quanto de melhoramento
genético envolvendo peixes e, nessa conjuntura, o uso de técnicas de biologia molecular
relacionadas a marcadores de DNA tem ganhado cada vez mais importancia,
proporcionando mais confiabilidade e rapidez na geragdo de resultados (Artoni &
Almeida, 2003; Porto-Foresti et al., 2004; Artoni & Shibatta, 2006; Jacometo et al., 2010;
Matoso et al., 2011; Moraes Neto et al., 2011; Povh et al., 2011; Lui et al., 2012; Lopera-
Barrero et al., 2015).

Como consequéncia do impacto ambiental causado pelo homem a variabilidade
genética intra e interpopulacional da ictiofauna diminui deixando muitas espécies e
populacdes selvagens sob o risco de extin¢do além de amecar o estoque pesqueiro dessas
espéecies. A reducdo do numero de individuos das populacbes selvagens favorece o
acasalamento entre parentes a medida em que esta vai diminuindo, que por sua vez
contribui com a extingdo de combinacgdes alélicas importantes e a manifestacdo de genes
letais (ou relacionados a problemas endogamicos) que comprometem a viabilidade da
progeénie.

Portanto, o monitoramento da variabilidade genética intra e interpopulacional é de
demasiada importancia para o planejamento e sucesso tanto de programas de
melhoramento genético quanto para projetos de conservacgéo da biodiversidade (Artoni &
Shibatta, 2006; Povh et al., 2008; Moraes Neto, 2009).

2.4 Marcadores microssatélites e seu uso em analises em peixes

A biologia molecular, argumentam Torres et al. (2004), tem disponibilizado nos
ultimos anos diversas ferramentas (como os marcadores moleculares, por ex.) capazes de
acessar as variagcoes geneéticas existentes nos peixes neotropicais e relacioné-las a fatores

ambientais e antrépicos. Povh et al. (2008) corroboram os argumentos de tais autores ao
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afirmar que os marcadores moleculares sdo utensilios relevantes para o estudo de
populagdes e lotes de peixes. Estes colocam ainda que o desenvolvimento de tecnologias
moleculares tem permitido analises do genoma e de variagdes existentes, tanto em regides
codificadoras de produtos génicos, como naquelas cujas fungdes continuam
desconhecidas.

Marcadores moleculares sdo quaisquer fendtipos moleculares herdaveis
provenientes de um gene expresso ou de um segmento de DNA polimorfico que possa
ser usado para diferenciar dois ou mais individuos em qualquer estagio de suas vidas
(Ferreira & Grattapaglia, 1998; Milach, 1998). Em outras palavras, sdo regides
polimérficas no DNA ou seus produtos (proteinas ou RNAS) que apresentam alguma
variabilidade que permita discriminar individuos ou populacdes (Avise, 2012; Matioli &
Fernandes, 2012).

O DNA apresenta regides com copias Unicas e regides com sequéncias repetidas
altamente variaveis que geram os padrées DNA fingerprinting usados, por ex., na area
forense (Torres et al., 2004). Entre as sequéncias repetidas estdo as Sequéncias Simples
Repetidas — SSR (do inglés, Simple Sequences Repeats) ou microssatélites, um tipo de
repeticdo curta in Tandem — STR (do inglés, Short Tandem Repeats), geralmente de 2 a
6 pares de base (pb) e que se repetem de 3 a 100 vezes numa regido do DNA (Borém &
Caixeta, 2009; Crawford & Beaty, 2013).

Borém & Caixeta (2009) estabelecem que as diferentes repeticdes de
microssatélites encontradas sdo divididas em: (a) repeticdes perfeitas, quando ndo tem
nenhuma interrupc¢éo; (b) repeticdes imperfeitas, quando sdo interrompidas por bases ndo
repetidas; e (c) repeticbes compostas, quando duas ou mais repeticdes (classes) de
microssatélites estdo dispostas de modo adjacente. Ainda afirmam que repeticGes
compostas podem ser perfeitas ou imperfeitas.

Os microssatélites estdo entre 0s marcadores mais convenientes para
investigacOes na area da genética de populacles, argumentam Ferreira & Grattapaglia
(1998), uma vez que esses marcadores mostram-se polialélicos e codominantes —
possibilitam diferenciar homozigotos de heterozigotos — e apresentam segregacao
mendeliana. Os mesmos autores relatam também que, quando um determinado locus de
microssatélite é analisado para um determinado ndmero de individuos, varios alelos
podem ser encontrados e a andalise de variabilidade genética pode ser verificada através

do namero alelos observados/esperados entre os individuos para o locus em questéo.
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Yue & Orban (2002) colocam que os microssatélites garantem uma anélise mais
especifica nas estruturas populacionais, visto que apresentam elevadas taxas de mutacoes
(hotspots) quando comparadas a outras partes do DNA e, consequentemente, sdo
excelentes para estudos de fluxo génico e de acasalamentos, possibilitando testes
confidveis de paternidade e de analise de endogamia. Com a introducgdo de sistemas de
amplificacdo simultanea — PCR multiplex — que permitem a obtencéo de informacdes de
varios loci numa Unica reacao, os estudos de microssatélites foram bastante simplificados
com a otimizacdo do tempo de estudo, da quantidade de DNA e dos reagentes (Crawford
& Beaty, 2013).

Outros pontos positivos dos microssatélites sdo: alta reprodutibilidade;
distribuem-se de forma generalizada no genoma eucariota e por ndo expressarem
proteinas sdo considerados seletivamente neutros; permitem a deteccdo de um elevado
grau de polimorfismo, colocando-se como marcadores muito informativos (Tautz &
Renz, 1984; Milach, 1998; Faleiro, 2007; Crawford & Beaty, 2013).

De acordo com Sousa et al. (2007) e Povh et al. (2008), os microssatélites estdo
entre os marcadores baseados em DNA mais usados em estudos envolvendo o grupo dos
peixes e varios sdo os trabalhos que podem ser citados com esse marcador. Lopera-
Barrero et al. (2010) avaliaram o perfil genético de populacBes naturais e estoques de um
programa de repovoamento de pacu utilizando microssatélites. Pohv et al. (2011)
avaliaram através desse marcador a diversidade genética de pacus usados em duas
estacOes de piscicultura utilizados em programas de repovoamento do rio Paranapanema.
Streit Jr et al. (2012) recomendam o uso de técnicas de biologia molecular, entre elas 0s
microssatélites, para que seja feito o monitoramento genético com a finalidade de otimizar
os indices reprodutivos do tambaqui criado em pisciculturas. Lopera-Barrero et al. (2014)
fizeram uso de microssatélites para avaliar a diversidade genética e a paternidade de
Brycon orbignyanus obtidas pelos sistemas reprodutivos por extrusdo e semi natural.
Varela et al. (2015) usaram microssatélites para estimar o parentesco genético em
reprodutores de tambaqui de uma piscicultura comercial, sem as informacdes de
procedéncia de pedigree.

Entretanto, ndo ha estudos no Brasil fazendo uso de marcadores moleculares para
se monitorar o comportamento da variabilidade genética através de geracOes de peixes
nativos melhorados, tendo em vista o pioneirismo do melhoramento genético nesse

contexto.
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4. DIVERSIDADE GENETICA DE ESTOQUES DE REPRODUTORES DE
TAMBAQUI UTILIZADOS EM PROGRAMAS DE REPOVOAMENTO

4.1 Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética de dois
estoques de reprodutores de tambaqui utilizados em programas de repovoamento. Foram
obtidas amplificacbes em quatro loci microssatélite, os quais produziram 14 alelos no
estoque de reprodutores A e 10 alelos no estoque de reprodutores B. No estoque de
reprodutores A foi observado alelos de baixa frequéncia nos loci Cm1A11l, Cm1Cs8,
CmlF4 e CmlH8. O estoque de reprodutores B ndo apresentou locus com baixa
frequéncia alélica. Os loci Cm1A11l, Cm1C8 e Cm1H8 exibiram significativo défict de
heterozigotos em ambos os estoques de reprodutores, indicando alteracdo no equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Termos para indexacao: Colossoma macropomum, conservagdo genética, marcadores
moleculares, microssatélite.

Genetic diversity of tambaqui from the broodstock of a

stock enhancement program

4.2 Abstract — The objective of this work was to assess the genetic variability of tambaqui
from the broodstocks used in stock enhancement program. Four microssatelite loci
amplifications were obtained and they produced 14 alleles in the the broodstock A and
10 alleles in the broodstock B. In the broodstock A was observed low allelic frequency at
loci Cm1Al1l, Cm1C8, Cm1F4 and Cm1H8. The broodstock B had no low allelic
frequency locus. Cm1A11, Cm1C8 and Cm1H8 loci exhibited significant heterozygotes
deficit in both broodstocks suggesting Hardy-Weinberg equilibrium change.

Index terms: Colossoma macropomum, genetics conservation, molecular markers,

microsattelite.
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4.3 Introducgéo

O Brasil apresenta a maior diversidade de peixes continentais e disponibilidade de
agua doce do mundo, apresenta clima favoravel para aquicultura e se caracteriza como
grande produtor de insumos do setor aquicola, caracteristicas que revelam o grande
potencial aquicola do pais (Lopera-Barrero et al., 2011). Todavia, a principal fonte de
pescado no Brasil € o extrativismo, o que tem levado a uma preocupante reducdo dos
estoques naturais.

O extrativismo diminuiu significativamente a populacdo natural do tambaqui
(Colossoma macropomum) nas uUltimas décadas devido as ac¢Oes antrdpicas (IBAMA,
2007). Diante do exposto, medidas para mitigar este impacto ambiental tém sido
adotadas, tais como o repovoamento de peixes e aumento da producdo piscicola. Sob tais
circunstancias, sdo fundamentais estudos genéticos em peixes, e 0s marcadores
moleculares tém se mostrado Uteis para este proposito (Jacomento et al., 2010; Rodriguez-
Rodriguez et al., 2010; Povh et al., 2011; Lopera-Barrero et al., 2015). Porém, faltam

informacGes de avaliacdes genéticas de programas de repovoamento de tambaqui.

4.4 Material e Métodos

Foram coletadas 65 amostras de nadadeira caudal de dois estoques de reprodutores
de tambaqui de uma piscicultura comercial do municipio de Pimenta Bueno, Ronddnia,
Regido Norte do Brasil (11°41°46 0,95”S e 61°13°47.50” W). Foram colhidas 33
amostras do estoque de reprodutores A e 32 amostras do estoque de reprodutores B.

O DNA foi extraido de amostras da nadadeira caudal, conforme o protocolo descrito
por Lopera-Barrero et al. (2008). Foram amplificados os loci Cm1Al1l (EU685307),
Cm1C8 (EU685308), Cm1F4 (EU685311) e Cm1H8 (EU685315) utilizando os primers
e a metodologia descritos por Santos et al. (2009). As reagdes foram amplificadas no

termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient.
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As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
10%, desnaturante (6 M de uréia), por 12 horas a 15 mA. Para a visualizacdo dos alelos
foi utilizado o protocolo de Bassam et al. (1991). O tamanho dos fragmentos foi estimado
por comparagdo com o padréo ladder 10, 50 e 100 pb (Invitrogen).

A heterozigosidade observada (Ho), a heterozigosidade esperada (He), 0 nimero
de migrantes (Nm), o coeficiente de endogamia (Fis) e o teste para equilibrio de Hardy-
Weinberg (PHW) foram analisados utilizando o programa estatistico GENEPOP 1.2. Os
valores de diferenciagdo genética (Fst) foram calculados pelo programa FSTAT 2.9.3. A

distancia e a similaridade genética foram calculados pelo programa POPGENE 1.31.

4.5 Resultados e Discussao

O estoque de reprodutores A e B apresentaram 14 e 10 alelos, respectivamente. O
estoque de reprodutores A exibiu cinco alelos para o locus Cm1A11 (230, 255, 260, 270
e 276 pb), trés alelos para Cm1C8 (239, 260 e 273 pb), dois alelos para Cm1F4 (211 e
245 pb) e quatro alelos para Cm1H8 (275, 290, 320 e 331 pb). Neste estoque de
reprodutores, dois alelos exclusivos foram encontrados para os loci Cm1A11 (alelos 270
e 276 pb) e Cm1H8 (alelos 275 e 331 pb). No estoque de reprodutores B foram observados
0s mesmos alelos do primeiro estoque, exceto os alelos 270 e 276 pb no locus Cm1All
e 275 e 331 pb no locus Cm1HS8, o que indica menor variabilidade genética neste estoque.

O numero de alelos observados nos dois estoques de reprodutores foi inferior ao
obtido por Santos et al. (2009), os quais observaram de 13 a 21 alelos para 0s mesmos
loci em uma amostragem de 25 individuos de uma populacdo selvagem de tambaqui.
Estes dados indicam que os dois estoques de reprodutores avaliados ndo apresentam
grande variabilidade genética.

No estoque de reprodutores A, observa-se baixa frequéncia (frequéncia < 0,1) de

alelos nos loci Cm1A11 (alelo 270 pb = 0,0667 e alelo 276 pb = 0,0667), Cm1C8 (alelo
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273 pb = 0,0645), Cm1F4 (alelo 211 pb = 0,0962), Cm1H8 (alelo 331 pb = 0,0962). Por
outro lado, o estoque de reprodutores B ndo apresentou alelos nesta condi¢do. Além disso,
apenas um dos alelos ausentes no estoque de reprodutores B ndo estava em baixa
frequéncia no estoque de reprodutores A (alelo 275 pb do locus Cm1H8 = 0,1923).

Alelos podem ser eliminados ao longo das geracdes devido a fatores como sele¢édo
(intencional ou ndo intencional) e nimero efetivo de reprodutores (Povh et al., 2011).
Assim, os alelos de baixa frequéncia no estoque de reprodutores A podem ser eliminados
nas proximas gerac6es dependendo do manejo reprodutivo adotado. Possivelmente, tais
fatores estdo atuando no dois estoques de reprodutores, tendo em vista que trés dos quatro
alelos exclusivos do estoque de reprodutores A séo de baixa frequéncia.

A auséncia de quatro alelos no estoque de reprodutores B pode pode estar
relacionada ao efeito fundador na formacéo deste. Ainda, considerando-se que 0 estoque
de reprodutores B ndo expds nenhum alelo em baixa frequéncia, pode-se sugerir a
hipbtese de um equilibrio na variabilidade genética dos dois estoques de reprodutores,
levando-se em conta 0 numero e a frequéncia dos alelos.

Os loci Cm1Al1l, Cm1C8 e CmlH8 exibiram deficiéncia de heterozigotos
significativa (PHW) em ambos os estoques de reprodutores (Tabela 03). Da mesma
forma, a média dos loci em questdo demonstraram 0 mesmo comportamento. O excesso
de heterozigotos observados no locus Cm1F4 ndo foi significativo, indicando que para tal
locus ambos os estoques estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. A analise dos demais
loci e a média dos loci, contudo, revelam que ambos os estoques de reprodutores nao
apresentam este equilibrio, uma vez que a média heterozigosidade observada (Ho) foi
menor do que a heterozigosidade observada (He). Todavia, os maiores valores de Ho

indicam uma maior variabilidade genética no estoque de reprodutores A.
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Tabela 3 — Heterozigose observada (HO), Heterozigose esperada (HE), Coeficiente de endogamia (FIS) e
teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (PHW) dos loci microssatélite obtidos para dois estoques de

reprodutores de tambaqui.

Locus Ho He Fis PHW
ESTOQUE A
CmlAll 0,5667 0,7452 0,2267 *x
Cm1C8 0,2903 0,4638 0,3637 *x
CmilF4 0,1923 0,1772 -0,1064 ns
Cm1H8 0,3846 0,6916 0,4329 *x
Meédia 0,3585 0,5194 0,2292 **
ESTOQUE B
0,4 0,5316 0,2349 *x

CmlAll

0,2188 0,4856 0,5424 *x
CmiC8

0,3226 0,275 -0,1923 ns
CmilF4

0,0741 0,3913 0,8071 *x
Cm1H8

0,2539 0,4209 0,348 *x
Meédia

A alteracdo do equilibrio de Hardy-Weinberg com déficit de heterozigotos sugere

que pode estar ocorrendo endogamia nos dois estoques de reprodutores, sendo esta maior

no estoque de reprodutores B. Dependendo do manejo reprodutivo adotado, tal situagéo

pode ocorrer nas pisciculturas, principalmente, em decorréncia de acasalamento entre

peixes aparentados, pequeno Ne e efeito fundador (Rodriguez-Rodriguez et al., 2010;

Lopera-Barrero et al., 2015).

A divergéncia genética foi de 0,1120 entre os estoques, enquanto a similaridade

genética foi de 0,894. Estes resultados revelam que os estoques de reprodutores estdo

geneticamente muito relacionados. Tais resultados séo corroborados pelo valor de Fsr

igual a 0,05, que indicam baixa diferenciacdo genética, segundo Wright (1978). O Nm
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igual a 3,93 indica fluxo génico entre os dois estoques de reprodutores, o que corrobora
esta afirmacéo.

Quando se trata do tambaqui a reproducdo induzida entre individuos aparentados
ndo é incomum, tendo em vista a alta prolificidade deste peixe, conforme observado por
Galo et al. (2015). O aumento da endogamia pode conduzir a eliminacdo de combinacdes
alélicas importantes como, por exemplo, as relacionadas a resisténcia a patdégenos e
adaptabilidade. Além disso, a endogamia pode favorecer a manifestacdo de genes letais
ou relacionados a deformidades ou outros problemas genéticos que comprometem a
viabilidade da progénie.

Em relacdo ao efeito fundador, este pode ser benéfico ou maléfico durante a
formacéo de estoques de reprodutores. Quando benéfico, o efeito fundador pode definir
uma boa constituicdo genética para um estoque de reprodutores, que pode proporcionar
uma boa variabilidade genética e um baixo nivel de endogamia nas geracdes seguintes se
0 manejo reprodutivo for adequado. Ao contrério, se o efeito fundador definir uma ma
constitui¢do genética inicial para um estoque de reprodutores os problemas relacionados
a baixa variabilidade genética e endogamia elevada tendem a aparecer nas geracoes

seguintes.

4.6 Conclusao

A anélise dos resultados obtidos indica que ambos os estoques de reprodutores
ndo apresentam alta variabilidade genética. Além disso, os dois estoques de reprodutores
sdo geneticamente muito semelhantes. A analise genética prévia dos reprodutores,
marcacdo dos reprodutores, utilizacdo de um grande Ne e cruzamento entre individuos
geneticamente mais divergentes, sdo aconselhdveis para maximizar a variabilidade

genética e minimizar a endogamia na préxima geragdo. A introducdo de novo material
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genético, adicionando-se novos gendtipos aos estoques de reprodutores, também poderia

ser utilizada para tal proposito.
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5. AVALIACAO GENETICA DE DUAS GERACOES DE TAMBAQUI DE UM
PROGRAMA DE MELHORAMENTO GENETICO

5.1 Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética de duas
geracbes de tambaqui melhorados geneticamente provenientes de uma estacdo de
piscicultura do Mato Grosso. Foram obtidas amplificacbes nos dois loci microssatélite
estudados, os quais produziram um total de 21 alelos. A geracdo zero apresentou 11
alelos, sendo 5 para o locus TB13 e 6 para 0 locus TB14, enquanto a geracdo um
apresentou 10 alelos, 5 para o locus TB13 e 5 para o locus TB14. Foi observado um alelo
exclusivo na geracdo zero para o locus TB14. Ambos os loci investigados exibiram
deficiéncia de heterozigotos tanto na geracao zero quanto na geragao um o que sugere a
possibilidade de consanguindade entre os peixes das duas geracOes estudadas. A
heterozigosidade observada média na geracdo zero foi de 0,7764 e na geragdo um foi
0,75927.

Termos para indexagdo: Colossoma macropomum, conservacao genética, peixe,

pescado, microssatélite.

Genetic evaluation of three tambaqui fish generations of a
enhancement program

5.2 Abstract — The objetive of the present investigation was evaluate the genetic
variability of two generations of tambaqui fish genetically improved from fishery in Mato
Grosso. Were obtained 21 alleles for the two studied loci, TB13 and TB14. The generation
zero exhibited 11 alleles while generation one exhibited 10 alleles. In the generation zero
was found one exclusive allele. Both the analysed microsatellite loci exhibited
heterozygous deficiency in both studied generations which suggests the hypothesis of
inbreeding. The observed heterozygosity in generation zero was 0.7764 and in the
generation one it was 0.75927.

Index terms: Colossoma macropomum, genetics conservation, capture fisheries,

microsatellite.
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5.3 Introducéo

O tambaqui (Colossoma macropomum) € o segundo maior peixe de escamas da
América do Sul (Santos et al., 2013) e, embora seja encontrado naturalmente no Brasil,
Bolivia, Colébmbia, Guiana, Peru e Venezuela, € amplamente cultivado em estacdes de
piscicultura por toda América do sul (Jégu, 2003). Conforme Aradjo-Lima & Goulding
(1998), trata-se de um peixe endémico da bacia do rio Orinoco e da bacia Amazonica, a
qual apresenta 63% de sua area (6.110.000Km?) distribuida entre os estados do Acre,
Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Par4, Rondénia e Roraima (ANA, 2016).

Além de ser uma das espécies chaves para manutencao do ecossistema amaz6nico
por se tratar de um grande dispersor de sementes de arvores e arbustos de varzea
(Goulding, 1980), o tambaqui apresenta consideravel importancia econémica para o setor
de pesca comercial e piscicultura (Calcagnotto e Toledo-Filho, 2000; Queiroz et al.,
2016), sendo também fonte de subsisténcia para comunidades ribeirinhas (Santos et al.,
2013). Este é um peixe onivoro que apresenta boas taxas de crescimento e converséo
alimentar, e sua rusticidade o permite sobreviver em aguas com baixa concentracao de
oxigénio dissolvido e elevadas temperaturas (Freitas et al., 2014).

Em decorréncia do crescente interesse pelo tambaqui, embora ainda incipientes
em comparagao com outros organismos aquaticos, pesquisas em diversas areas tém sido
conduzidas, incluindo anélises genéticas (Santos et al., 2009; Lopera-Barrero et al., 2015;
Ribeiro et al., 2017), investigacOes fisiologicas (Almeida-Val et al., 1991; Wood et al.,
1998; Inoue et al., 2011), estudos de manejo (Affonso et al., 2002; Silva et al., 2007;
Gomes & Silva, 2009), efeitos da pesca (Silvano et al., 2009), parasitologia e reproducao
(Araujo-Lima & Goulding, 1998; Santos et al., 2013, Galo et al., 2015, Varela Junior et

al, 2015).



33

O desafio da piscicultura brasileira nos Gltimos dez anos foi passar de uma
atividade incipiente para uma cadeia estruturada (Streit Jr et al., 2015). A producéo de
peixes nativos brasileiros € uma das poucas atividades da producdo animal que nao
apresenta programa de melhoramento genético efetivo. Neste sentido, em 2008 houve
inicio do primeiro programa de melhoramento genético de organismos aquaticos nativos
no Brasil, sendo o tambaqui uma das espécies escolhidas.

O monitoramento genético de grupos de organismos em aquicultura, dirigidos a
programas de melhoramento ou de preservacdo, mostra-se essencial para se trabalhar de
forma apropriada na reproducdo de estoques para obtencdo de peixes jovens com
qualidade genética. Os marcadores moleculares sdo ferramentas eficazes para direcionar
e avaliar os programas de melhoramento genético (Povh et al., 2008).

O monitoramento da variabilidade genética mediante marcadores moleculares tem
sido cada vez mais empregado em anélises em populacdes e estoques de peixes nativos
relacionados a programas de conservacdo (Lopera-Barrero, 2008a; Lopera-Barrero et al.,
2010; Ramos et al., 2012; Rodriguez-Rodriguez et al., 2013; Lopera-Barrero et al., 2015).
Entretanto, ndo ha estudos no Brasil fazendo uso de marcadores moleculares para se
monitorar 0 comportamento da variabilidade genética através de geracOes de peixes
nativos melhorados, tendo em vista o pioneirismo do melhoramento genético. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética de trés geragdes de tambaqui

melhorados geneticamente.

5.4 Material e Métodos

Foram coletadas 56 amostras de fragmentos de nadadeira caudal (0,5 cm?) de trés
geragBes de tambaqui de um projeto de melhoramento genético para ganho de peso na
cidade de Sorriso/MT, Brasil (12° 51°56.40” S; 55° 50" 03.30” W). Foram colhidas 28

amostras da geracgéo zero (GO0) e 28 da geracdo 1 (G1).
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O DNA foi extraido de amostras de fragmentos da nadadeira caudal (0,5 cm?), foi
utilizado o protocolo descrito por Lopera-Barrero et al. (2008). As amostras foram
colocadas em microtubos de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 550 uL de tampéo de
lise (50 mM de Tris-HCI, 50 mM de EDTA, 100 mM de NaCl e 1% de SDS), e 7 uL de
proteinase K (200 ug/mL). As amostras foram mantidas em banho-maria a 50°C overnight
e, posteriormente, 0 DNA foi purificado com 400 uL de cloreto de sédio (5M) e
centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm, sendo em seguida precipitado com 700 pL de
etanol absoluto gelado. O DNA precipitado foi, entdo, lavado com etanol 70%,
ressuspenso em TE (10 mM de Trise 1 mM de EDTA) e tratado com 6 uL de RNAse (30
ug/mL) permanecendo em banho-maria a 37°C por 40 minutos.

O DNA foi quantificado em espectrofotometro (Shimadzu UV 1601, USA) com
absorbancia de 260 nm. Para conferir a qualidade do DNA, foi realizada uma eletroforese
em gel de agarose 1%, conduzida em tampéo TBE 1X (500 mM de Tris-HC1, 60 mM de
acido borico e 83 de mM EDTA) por 60 minutos a 70 volts. O gel foi visualizado sob
radiacdo ultra violeta, depois da sua exposicdo com brometo de etidio (0,5 pg/ml) por 60
minutos.

O DNA foi amplificado em um volume de reagcdo de 20 pL, no qual foi utilizado
tampéo 1X Tris-KCl, 2,0 mM de MgClz, 0,8 uM de cada primer (Forward e Reverse),
0,2 mM de cada dNTP, uma unidade de Platinun Tag DNA Polimerase e 20ng de DNA.
Foram amplificados os loci TB13 (JN020280) e TB14 (JN020281) utilizando primers
descritos por Santana et al. (2011). Inicialmente, no estagio 1, 0 DNA foi desnaturado a
94°C, por 1 minuto e, em seguida, no estagio 2, foram realizados 25 ciclos consecutivos,
constituidos por 20 segundos iniciais, a 94°C, 20 segundos de anelamento (que variou de
50°C no locus TB13 a 65°C no locus TB14) e 30 segundos de extensdo a 68°C. No estagio

3 foram realizados mais 25 ciclos com mais 20 segundos de desnaturacdo a 94°C, mais
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20 segundos de anelamento a 53°C e mais 30 segundos de extensdo a 68°C. Finalmente, o
estagio 4 termina com 10 segundos de extenséo final a 72°C. As reac¢Ges foram amplificadas
em termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient).

As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
(acrilamida:bisacrilamida — 29:1) desnaturante (6 M de ureia), por 12 horas, a 15 mA. Para a
visualizacao dos alelos foi utilizada a coloragdo com nitrato de prata (Bassam et al., 1991). O
gel foi submetido a trés tipos de solucdo: solucdo de fixacdo (10% de etanol e 0,5% de acido
acético) por 20 minutos; a solucdo de impregnacédo (corado (6 mM) de nitrato de prata) por
10 minutos; e solucéo de revelagdo (0,75 M de NaOH e 0,22% de formol - 40%). O tamanho
dos fragmentos foi estimado por comparagao com o padréo ladder 10, 50 e 100 pb (Invitrogen,
EUA).

A heterozigosidade observada (Ho), a heterozigosidade esperada (He) e o teste para
equilibrio de Hardy-Weinberg (PHW) foram analisados utilizando o programa ARLEQUIN

3.0 (Excoffier et al., 2005).

5.5 Resultados e Discusséo

A GO apresentou 11 alelos e a G1 10 alelos. A GO exibiu 5 alelos para o locus TB13
(301, 299, 297, 288 e 286 pb) e 6 alelos para o locus TB14 (209, 205, 203, 201, 197 e 194
pb). Na G1 foram observados 5 alelos para o locus TB13 (301, 299, 297, 288 e 286 pb) e 5
alelos para o locus TB14 (194, 197, 201, 203 e 205 pb). O nimero de alelos observados em
ambas a geracOes foi inferior ao obtido por Santana et al. (2011), os quais observaram 11
alelos para o locus TB13 e 24 alelos para o locus TB14 em uma amostragem de 30 individuos
de C. macropomum coletados em lagos em torno do rio Solimdes. Estes dados sugerem uma
baixa variabilidade genética nas geracdes estudadas.

Em relacdo ao locus TB13, os mesmos 5 alelos foram detectados tanto na GO quanto
na G1 (301, 299, 297, 288 e 286 pb), enquanto o locus TB14 apresentou somente 1 alelo

exclusivo na GO (o alelo com 209 pb). A presenca de um maior numero de alelos



36

exclusivos indica maior variabilidade no lote ou na populacéo e, portanto, a presenca de
somente um alelo exclusivo se torna insignificante no contexto. Alelos podem ser
eliminados ao longo de geracbes devido a fatores como selecdo (intencional ou nédo
intencional) e/ou numero efetivo de reprodutores (Povh et al., 2011).

Conforme a Tabela 1, ambos os loci TB13 e TB14 exibiram deficiéncia de
heterozigotos significativa (PHW) tanto na GO quanto na G1, assim como a média dos
loci em questdo, uma vez que a heterozigosidade observada (Ho) foi sempre menor que
a heterozigosidade esperada (He). A modificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg com
escassez de heterozigotos insinua que pode estar havendo consanguinidade em ambas as
geracOes estudadas. O cruzamento entre animais com algum grau de parentesco, pequeno
numero efetivo de reprodutores e efeito fundador podem causar esse tipo de problema
dependendo do manejo reprodutivo adotado nas pisciculturas. Todavia, faz-se necessario

um maior nimero de alelos para essa afirmacéo.

Tabela 4. Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He) e teste para o
equilibrio de Hardy-Weinberg (PHW) dos loci de microssatélites usados nas duas geracoes
de C. macropomum estudadas.

Estoque Locus Ho He PHW
TB13 0,7804 1,000 **
GO TB14 0,7724 1,000 **x
Média 0,7764 1,000 **
TB13 0,8919 1,0000 il
Gl TB14 0,7166 1,0000 **

Média 0,75927 1,0000 ol
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Tanto individuos aparentados, pequeno numero efetivo de reprodutores ou efeito
fundador tendem a restringir a diversidade alélica da progénie aumentando a endogamia
e, consequentemente, favorecendo a extin¢cdo de combinacdes alélicas relevantes e a
manifestacdo de genes letais ou relacionados a outros problemas genéticos que
comprometem a viabilidade da progénie. Quando a presenca de diferentes formas de um
gene (alelos) diminui numa populacdo, as possibilidades de combinacgdes alélicas em
potencial também decrescem. Basicamente, a homogeneidade alélica numa populacao
restringe a possibilidade de provaveis combinacGes entre diferentes alelos conforme o
calculo: 2" ¢é igual ao nimero de possiveis combinagdes alélicas, tal que “2” ¢é igual ao
nimero de cromossomos homodlogos e a variavel “n” ¢ igual ao nimero de alelos
diferentes presentes no pool génico.

Quando se trata do tambaqui a reproducdo de individuos aparentados ndo é
incomum, ja que a alta prolificidade deste peixe e a necessidade de um amplo espaco para
acomodacdo desses animais também se tornam transtornos, visto que, uma fémea de
tambaqui pode produzir entre 10 a 20% do peso vivo em ovAcitos, e que cada grama de
ovacito corresponde a cerca de 1.200 ovdcitos em média, entdo, uma fémea pode produzir

100 mil a 200 mil ovacitos para cada quilograma de seu peso (Galo et al., 2015).

5.6 Conclusao

Houve uma pequena reducdo na variabilidade genética da GO para a G1, fato
indicado pela média de Ho em ambas as geracBes e um menor nimero de alelos
observados na G1. Para uma analise mais confidvel seria interessante a utilizacdo de

maior numero de loci na andlise, assim como um maior niimero de individuos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil, embora ndo se destaque entre os maiores produtores mundiais de
pescados, demonstra grande potencial aquicola e sua producdo pesqueira tem crescido
nos ultimos anos juntamente com a demanda do mercado interno. Ocupando lugar de
destaque na aquicultura brasileira, o tambaqui, outros peixes redondos nativos e seus
hibridos estdo em segundo lugar entre os organismos aquaticos mais produzidos no pais,
conforme apresentado anteriormente. Tal cenério, por si s, justifica a preservagdo dos
habitats aquéticos e a necessidade de investimento em pesquisas envolvendo espécies de
peixes nativas, as quais muitas ndo apresentam estudos a respeito de seu potencial
zootécnico.

Além de ameacar as populagdes selvagens e prejudicar os estoques pesqueiros, a
destruicdo dos ambientes aquéaticos também afeta a incipiente area do melhoramento
genético de peixes nativos, uma vez que as populacbes selvagens sdo estoques de
variabilidade genética que podem ser usados em programas de melhoramento genético
destas espécies. A quantidade de individuos em uma populagdo selvagem é proporcional
a quantidade de variabilidade genética nela existente, logo, a dimuicdo do nimero de
individuos das populacdes nativas favorece a homogeneide alélica e a endogamia.

Nesse contexto, 0 monitoramento genético, para auxiliar a preservacdo da
ictiofauna e programas de melhoramento genético, mostra-se essencial para o

desenvolvimento do setor pesqueiro.



