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RESUMO GERAL

Para avaliar a diversidade genética e polimorfisdmo Gene do Horménio do
Crescimento GH-1) sobre o desempenho em tilapi@réochromis niloticus foram
realizados dois experimentos. No primeiro, indioglldas variedades GIFT (n=25) e
UFLA (n=20) do plantel da Universidade Federal derhs e das variedades Chitralada
(CHIT, n=26) e Red-Stirling (REDS, n=25) do planteimercial da Indlstria Brasileira
de Peixe Ltda. em ltupeva — SP foram amostradatoslemente para prospectar a
diversidade genética entre e dentre as variedaatesi@rcadores microssatéliteshprt
Tandem Reapts-STRA sequéncia d@&H1 depositada nd&eneBankfoi submetida a
triagem e prospeccao de fraguimentos de leiture@h@©RF’s) pelo programaandem
Reapets Finder Para caracterizagdo das variedades foram utilizatezloci STR
gendmicos e doikci STRfuncionais. Os parametros populacionais: nimeraléeles,
riqueza alélica, frequéncias alélicas e genotipicaterozigosidade observada e espera,
indices de fixacdo de indice Wright e de J®@sf) foram estimados na analise de
divergéncia. Doisloci STR nas posi¢cdes -693/-679 (regido do promotor, motivo
(ATTCT)8) e +140/+168 (regido do intron 1, motiv@T(GT)7) foram encontrados no
geneGHL As variedades UFLA e GIFT s&o menos divergenteeiicamentelest =
0,10) e possuem estruturagdo similar em relacamr@sdades CHIT e REDDEst =
0,32 e 0,33; 0,45 e 0,47, respectivamente), sestis dltimas as mais distant&x4{r
=0,59). A variedade REDS foi o grupamento com mewmdndices de variabilidade
(heterozigosidade observada de 0,56 e riquezacalétiédia de 6,96). A variedade
UFLA mostrou ser um recurso genético distinto dasas variedades e que, por sua
origem e histéria, deve ser preservado para seemsorogramas de melhoramento. No
segundo experimento, um cruzamento absorvente antvariedades CHIT e REDS foi
realizado até a obtencdo da terceira geracdo e apigrem maturidade sexual os
animais foram acasalados concomitantemente (prapotgcmacho : 2 fémeas, n=90)
para obtencao de grupos de contemporaneos (parenit&HIT: REDS e reciprocos, %
F1: CHIT e reciprocos, e 7/8 F2:CHIT) os quais fio@valiados quanto ao desempenho
em tanques-rede. As caracteristicas estudadasafiaeade associagdo com $3Rno
geneGH1 foram: peso e medidas morfométrica (Comprimentagatadiltura e Largura
do corpo). A funcadmer ( )do pacotdme4do programa R foi utilizada para estimacao
dos efeitos aleatérios. Como fontes de variagasideraram-se os efeitos fixos: idade,
tanque-rede e sexo do animal; e aleatérios: grupmgenéticoSTRPromotor eSTR
intron. Osloci STRpromotor eSTRintron foram importantes fontes de variacdo para a
variaveis avaliadas independente do sexo e gruganmgenético. Os resultados sugerem
que osloci STRPromotor eSTRIntron no geneGH1 podem ser considerados como
QTL's para a taxa de crescimento em tilapia e, poseguinte, serem incorporados em
programas de melhoramento.

Palavras-chaveAnalise de associacd@HL Tilapia. Selecdo assistida por marcadores.
STR



GENERAL ABSTRACT

To assess the genetic diversity and growth horngeme (GH1) polymorphisms related
to tilapia performance two experiments were caroatl In the first one, GIFT (n=25)
and UFLA (n=20) strains from University Federal lafvras and, Chitralada (CHIT,
n=26) and Red Stirling strains fromdustria Brasileira do Peixdish farm located in
ltupeva, Sdo Paulo, were sampled randomly to pobdpe genetic diversity between
and within strains by microsatellite markers (Shbandem Reapts-STRIHL gene
GeneBank sequence was screened and STR loci weseeoted by the Tandem Reapets
Finder software. The strains genetic charactedmatiwere carried out by ten genomic
STR loci. Population parameters, such as allele bmumallelic rich, allelic and
genotypic frequencies, observed and expected lmgosity, fixation Wright andgst
indexes were estimated in the analysis of divergedavo STR loci, in -693/-679
(promoter region, motif (ATTCT)8) and +140/+168 tfon region, motif (CTGT)7)
GH1 gene positions were found. UFLA and GIFT ssaine genetically less divergent
(Dest = 0.10) and showed a similar genetic differentatiwhen compared with
Chitralada and Red-Stirling strairBgst = 0.32 e 0.33; 0.45 e 0.47, respectively), which
were the most divergent ones. REDS strain showegrlovariability levels (observed
heterozigosity of 0.56 and average allelic rich6d#6). UFLA strain showed to be a
distinct genetic resource, because of its origid history, should be preserved to be
used in breeding programs. In second experimentcavded out recurrent crossings
between CHIT and REDS to achieving the third crugsgeneration. After sexual
maturation the animals were crossed (proportionalen®? females, n=90) to produce
contemporary groups (parental, ¥>2 CHIT : REDS andprecal, % F1: CHIT and
reciprocal, and 7/8 F2:CHIT) with will be tested performance in cages. The
performance traits evaluated in the associatioysisawith GH1 STRs polymorphism
were: weight and morphometric measurements (stdrdagth, body height and width).
The functionlmer () of the packagéme4 of R software were used to estimate the
random effects. As variation sources, we consid#redixed effects: sex, contemporary
group of age and the animal initial weight classd aandom: genetic groufsTR
Promoter and STR-Intron. STR-Promoter and STR-intioci showed important
variation related to the traits independently of, seitial weight class and genetic group
effects. The outcomes suggest that STR-PromoterSamtintron loci, found in GH1
gene can be regard as QTL'’s for growth rate in fiagntilapia and, therefore, they can
be incorporated into tilapia breeding programs.

Key-words: Association analysis. GHIilapia. Marker assisted selection. STR.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A aquacultura tem garantido cada vez mais a prasgm@eixe na mesa
do consumidor. Em 2012, a aquacultura contribuim é® % da producdo de
pesca para o consumo humano. Crescimento expresgiamdo comparado
com 0s 5 % em 1962 e 37 % em 2002, e uma taxaedeigrento médio anual
de 6,2 % no periodo 1992-2012 (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2014). A prodé@p aquicola
nacional de origem continental teve um incremenignificativo de
aproximadamente 38% de 2010 para 2011 demonstrandccrescimento
consistente desse setor da aquacultura (BRASIL2)201

A tilapia, Oreochromis sspé o0 segundo peixe mais cultivado do mundo
e segundo projecdes da Organizacdo das Nag¢BessUmidla Alimentagéo e
Agricultura (FAO) para 2030 tera um aumento de 36riguanto, por exemplo,
a producédo dos moluscos, camarfes e salmio auiaesgsara de 10% (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS,
2014). No Brasil, a tilapia foi introduzida na déaade 70 (LOVSHIN;
PEIXOTO; VASCONCELQS, 1976) e a partir de entdo puaducdo vem
ganhando espaco. Em 2011, ocupou mais uma vemeipilugar naanking
da producdo de pescado da aquacultura continentalegpécie, ao atingir
253.824,1 mil toneladas, representando 46,62 %rddupdo total (BRASIL,
2012).

Essa espécie esta adaptada as condicGes climdireadeiras e
apresenta diversas caracteristicas zootécnicasiadhes) ao cultivo, tais como:
facil manejo, resisténcia a doencgas, toleranciaaiaob teores de oxigénio,

onivora, rpido crescimento e auséncia de espintframusculares em forma de



“Y” (HILSDORF, 1995; POPMA; LOVSHIN, 1995; FREITA®t al., 2009;
BRASIL, 2012).

Com o potencial de mercado da Tilapicultura emaitrescente foram
produzidas, por processos de selecdo genética mancemtos, algumas
variedades deO. niloticus destacando a variedade GIFT Géhetic
Improvement of Farmed TilapiagEKNATH; ACOSTA, 1998), a variedade
Chitralada ou Tailandesa (ZIMMERMANN, 2000) e aigdade UFLA -
“Universidade Federal de Lavras”. Dentre as vadedavermelhas, a Red-
Stirling (REDS) caracteriza-se por apresentar lgarautossdmica dominante
sobre as variedades de coloracdo selvagem. Cordgsda,variedade apresenta
baixo desempenho produtivo quando comparada commasowariedades
produzidas comercialmente (FREITAS et al., 2009).

Para maximizar ganhos por geragéo, os programaeh®ramento tém
utilizado marcadores moleculares para selecioraygmitores de valor genético
extremo. Dentre os marcadores mais informativédess microssatélites, tendo
em vista sua expressao codominante e multialel@©@ONNELL; WRIGHT,
1997). Estes marcadores sdo amplamente utilizaad@entificacdo de estoques
geneticamente divergentes, monitorar os niveisndegamia nos plantéis e em
estudos de associagdo com desempenho produtiveecefeto, assim,
perspectivas promissoras ao melhoramento genéfieddo ao aumento da
intensidade e acuracia de selecdo (ROMANA-EGUIAIet2004; MELO et al.,
2008).

O gene Horménio do Crescimento, dentre os genedidzns ao
metabolismo do crescimento, direta ou indiretamente principal regulador de
crescimento somatico pés-natal, estimulando proseasabdlicos, tais como a
diviséo celular e o crescimento muscular (DE-SANTIERRY, 2007). Esse
gene foi duplicado durante a origem evolucionanmaaguns peixes (OHNO;
WOLF; ATKIN, 1968; KOREN et al., 1989). Na tilapia,evento de duplicacdo



do segundoGH pode ter ocorrido depois da separagdo evolutiva do
salmonideos e suas sequéncias estdo publicad&emeBank GH1 (BER;
DANIEL, 1992) eGH2 (BER; DANIEL, 1993). A alta homologia observada
entre os doi§&H da tilapia indica que a duplicacdo foi um evemtativamente
recente (BER; DANIEL, 1993).

Abordagens complementares de genética quantitatig@lecular sdo
escassas em organismos aquaticos. E, em razaopdatantia da tilapia na
producao nacional, foram avaliadas neste estudnoquariedades de tilapias de
maneira que esta contenha a méxima variagdo gengtica andlise de

associacao molecular com caracteristicas de deskmpe
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c)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho foi realizado com os objetiyomcipais de
caracterizar o polimorfismo do Gene do Horménio Glescimento-1 deD.
niloticus e avaliar a variabilidade genética de variedadestadespécie por

marcadores microssatélites.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos propostos no presentaltralforam:
Avaliar, in silico, a sequéncia do gefH1 depositada nGeneBanknumero de
acesso: M 97766-1) em relacdo a presenca de maes&idRde tilapia.
Prospectar modificacBes genéticas no gene do haésndim crescimento de
plantéis comerciais de tilapia GIFT, UFLA, Chitddéae Red-Stirling, por
marcadores microssatélites.
Avaliar a variabilidade genética intra e interp@mitnal de plantéis comerciais
de tilapia GIFT, UFLA, Chitralada e Red-Stirling, orp marcadores
microssatélites.
Avaliar a variabilidade genética em um esquemargeacnento absorvente entre
as variedades de tilapia Chitralada e Red-Stirliqgpr marcadores
microssatélites no gereH1
Estudar a associacdo entre os polimorfisBibRdo GH1 e as caracteristicas de
desempenho mensuradas em um esquema de cruzarbeotueate entre as

variedades de tilapia Chitralada e Red-Stirling,parcadores microssatélites.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Producéo e Melhoramento Genético de tilapias

Um conjunto de espécies de peixes do gé@eemchromis comumente
denominados tilapias, tém sido amplamente utiligagdaro o cultivo. Estes
peixes alimentam-se da base da cadeia troficapateima variedade grande de
alimentos e apresentam uma resposta positiva iizéefio dos viveiros. Sao
bastante resistentes a doencas, ao superpovoaraeatobaixos niveis de
oxigénio dissolvido, sendo, assim, a espécie mdisada a criagdo em tanques-
rede. Além disso, possuem boas caracteristicasa#gaicas, tais como, carne
saborosa, baixo teor de gordura e auséncia dehaspintramusculares em
forma de “Y” (miosseptos) (HILSFORD, 1995).

Acredita-se que as tilapias ja tenham sido culégatb Egito, 2000 anos
antes de Cristo, mas sua exploragéo tem o primegistro de cultivo no Quénia
em 1924, sendo, a partir deste momento, dissemipa@oo resto do continente
(LOPES-FANJUL; TORO, 1990; WAGNER, 2002). Sé&o pdas,
principalmente, na China, nas Filipinas, na Taildnda Indonésia e no Egito
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2014).

No Brasil, a producdo de tilapia, apresentou unsaimeento de 63%
entre os anos de 2010 e 2011, com producdo de225B.8oneladas o que
representa 46,62% da producdo total de pescadegm#cie proveniente da
piscicultura continental. Considerando este aumewtaproducao, incentivos
governamentais e a constante intensificacdo dtergs de cultivo, pesquisas
sd0 necessarias para tornar a cadeia produtiva wezlamais eficiente e
sustentavel, incluindo a busca por variedades dengigenho superior (COSTA
et al., 2009).



Uma das maiores dificuldades no desenvolvimentgprgramas de
melhoramento genético na aquacultura € a marcagdividual dos peixes
(WORLD FISH CENTER, 2004). A marcacdo por microshigxige que os
peixes atinjam um tamanho suficiente, em torno GegBmas, além de
demandarem muito trabalho e recursos financeiran Wrtude dessas
dificuldades, os poucos programas de melhoramesteates no Brasil foram
baseados em sele¢cdo massal (TURRA et al.,, 20185anmle que 0S custos
adicionais fossem mais que compensados pelo gamhsetecdo (GALL;
BAKAR, 2002).

Em peixes, o desenvolvimento de programas de nsathemto genético,
baseados em informacdes individuais e de pareiniegmu na década de 1970
com salmdes e trutas (GALL; CROSS, 1978; REFSTHB01 KINGHORN,
1983; GJERDE; GJEDREM, 1984; GJEREN; BENTSEN, 199Mtendo
resultados, em termos de ganho genético, simikwsesde culturas tradicionais
como, por exemplo, a variedade melhorada de satmidgegués, com producao
aumentada em mais de 60% e reducédo do custo mégicoducdo em mais de
65% de 1985 a 1995.

Para peixes tropicais, os programas de tilapiasmas sdo considerados
referéncia, o mais conhecido é a metodologia decdelpara tilapias do Nilo
(O. niloticug coordenado peldNorldFisch Centerem 1990. Experiéncias
mostram que o melhoramento genético pode propaciganhos iniciais de
15% por geracgédo (caracteristica ganho em pesopregnamas bem conduzidos
(EKNATH et al., 1993; PONZONI et al., 2005; PONZzO&atlal., 2007), sendo o
intervalo de geracéo fator determinante nos incnémseanuais, dado o tempo

gasto pelas espécies para alcan¢ar a maturidagial.sex



3.2 Caracterizacdo das variedades de tilapia estada

Algumas variedades de tilapi®. niloticus foram produzidas por
processos de selecdo genética e cruzamentos.agénhGIFT (Fifura 1 — (A) e
(B)) destaca-se por sua taxa de crescimento rapitiorendimento de filé e
resisténcia a doencas. Origindria das Filipinats EBshagem foi desenvolvida
pela organizacdo ndo governamentdlorldFish Center (anteriormente
ICLARM), como resultado da sele¢do e cruzamentoitelinhagens de tilapia:
quatro silvestres — do Egito, Gana, Quénia, Senegquatro cultivadas — das
Filipinas, Israel, Singapura e Tailandia. Os cruzaibs e a sele¢do dessas
linhagens foram realizados com o objetivo de auanemtvariabilidade genética
e a selecdo de caracteristicas desejadas (ROMANAKEGet al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2011). No Brasil, o programa Glfdve inicio em 2005 com
importacdo de 600 exemplares de 30 familias. Bsteepso foi realizado por
meio de um convénio firmado entre Universidade disth de Maringa, no
estado do Parana eWorldFish Centercom o apoio da Secretaria Especial de
Aquicultura e Pesca (SEAP), atual Ministério dacBes Aquicultura (MPA) e
Companhia de Desenvolvimento Agropecuario do Pat@d4VEIRA et al.,
2012).

A variedade “Universidade Federal de Lavras” (UFli&)originada de
2.000 alevinos deTilapia nilotica doadas pela Faculdade de Agricultura e
Ciéncias Veterinarias da UNESP, Campus Jaboticaballl de novembro de
1977 atendendo ao pedido do Professor Alvaro JodoAlmeida do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federdladras (DZO/UFLA)
(Figura 1- (D) e (E); Apéndices 1 e 2). Essa pagiiddfoi a primeira a povoar a
Estacdo de Piscicultura do DZO/UFLA quando inaugaram 1978 (Figura 2).
Em seguida, programas de melhoramento genéticeatta®em sele¢do massal,

para ganho em peso e forma do corpo, foram reakzddrante 25 anos. Dentre



as caracteristicas da variedade UFLA da-se destadgidura firme do filé e o

continuo consumo de racdo mesmo em temperatura® aleal8 °C.

Figura 1- Variedades de tilapia do Nilo: A e BGenetic Improvement of Farmed
Tilapia; C- Chitralada; D e E - Universidade Federal deras; e F- Red-
Stirling (Fonte: Antdnio Carlos S. Gongalves, 20&4 Marco Aurélio
Dessimoni Dias, 2014)

A variedade Chitralada ou Tailandesa (CHIT, Figdra- (C)) foi
desenvolvida no Japdo e melhorada no palacio edChitralada, Tailandia.
Esta variedade caracteriza-se por apresentar bosemgenho, rapido
crescimento e taxas de alimentacdo mais elevadad 996 essa variedade foi
introduzida no Brasil por meio de uma doacacAdean Institute of Tecnology
(AIT) e foi amplamente difundida na producdo naaslo(ZIMMERMANN,
2000).



Figura 2 A- Estacdo de Piscicultura do Departame@sataZootecnia da Universidade
Federal de Lavras e B- Placa de inauguracado daadtstde Piscicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federdlagiras (Fonte: Marco
Aurélio Dessimoni Dias, 2014).

J4, a tilapia vermelha é uma variante mutacioredcoberta na década
de 60 na Tailandia (HILSDORF, 1995) e pode seridensdo um marco para o
desenvolvimento da criacdo industrial de tilapia \&@mrios paises. Galbreath e
Barnes, em 1981, ja verificavam a preferéncia docat® consumidor pelas
tilapias vermelhas: suas pesquisas indicaram quetil@gias vermelhas
respondiam por 60% das vendas e as tilapias camepigacdo escura pelos 40%
restantes.

Uma variedade vermelha que, atualmente, é usadarciaimente com
éxito é a Red-Stirling (REDS, Figura 1 — (F)). Grgimente obtida de uma
populacéo d®. niloticusselvagem do Lago Manzala, no Egito, em 1979, e que
tem sido mantida pelo Instituto de Aquicultura daivdrsidade de Stirling,
Escéocia (MCANDREW; MAJUMDAR, 1983). A auséncia dégrpentagéo
escura, denominada neste projeto como coloracdoeles, € controlada por
heranca autossdmica dominante (HUSSAIN, 1994), alermtodo que os
gendtiposkRR e Rr correspondem a coloragéo vermellra @ coloragédo escura
ou selvagem. Contudo, um ponto negativo que deveossiderado, pois afeta a
aceitacdo do mercado, € o aparecimento de manchimioas escuras na
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progénie oriunda do cruzamento da variedade Relih§tcom variedades do
tipo selvagem. Para contornar o problema, prografoasamentados em
selecdo massal tém sido utilizados para obtencdmopelacdes de coloracao
vermelha homozigota dominante sem manchas (GARDUNGO; MUNOZ-
CORDOVA; OLVERA-NOVOA, 2004).

Estudos de variabilidade genética e de cresciméntosido realizados
comparando-se as variedades Red-Stirling, Chimakdhibridos vermelhos
(GANDUNO-LUGO et al., 2003; MOREIRA; MOREIRA; HILSDRF, 2005;
MOREIRA et al., 2007; ROMANA-EGUIA et al., 2010). pariedade Red-
Stirling apresenta menor crescimento e ganho em @asrelacdo a Chitralada.
Cruzamentos industriais entre variedades com desgmpsuperior (GIFT,
UFLA e CHIT) e a variedade vermelha de tilapia tii# podem ser usados no
sentido de se obter maiores ganhos com a hetevimg® (le hibrido), maior
velocidade crescimento, aumento da eficiéncia pghealue manutencdo da
coloracao vermelha. Moreira et al. (2007) mostrabairo indice de endogamia
e variabilidade genética suficiente para o desemmento de processos de
melhoramento por cruzamentos e selecdo em umaag@nética realizada com
0 germoplasma parental das variedades, Red-StelDiitralada.

3.3 Marcadores Moleculares

Um marcador molecular é definido como qualquer tipnémolecular
oriundo de um gene expresso, COmo No caso dagiswes) ou de um segmento
especifico de DNA, correspondentes a regifes esqsesu nao do genoma
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

O uso de marcadores moleculares permite que adselmja realizada
antes da idade reprodutiva, o que aumenta, coasmlarente, a eficiéncia de

um programa de melhoramento dado a reducéo neahede geracdes. Podem
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ser utilizados, em diferentes estudos de estinwmiileaestrutura populacional,
estabelecimento de relagbes filogenéticas (ideatifio de espécies e hibridos),
construcdo de mapas genéticos e definicdo de égtatde melhoramento
(FERGUSON; TAGGART; PRODHOL, 1995).

Dentre o0s marcadores moleculares mais eficientefio ens
microssatélites, também, conhecidos cor8hdit Tandem RepeatéSTR. Os
SRTséo elementos repetitivos, formados por arrargosefeticdes errandem
de dois a seis nucleotideos de comprimento e estdie osloci mais
polimérficos dos genomas (FERGUSON; TAGGART; PRODRKQ995;
MILACH, 1998; MATIOLI, 2001). O polimorfismo dessasarcadores baseia-
se na variacdo do numero de elementos repetidogav@imente, em razao de
erros da DNA polimerase, durante o processo deeag@o e reparo da molécula
de DNA (STUDART, 2001). A repeticdo dinucleotidi€A]n é uma das mais
abundantes familias de microssatélites nos gendmasertebrados, ocorrendo a
uma média de 15 a 30 kilobases (LEE; KOCHER, 1886REIRA, 1999). Os
microssatélites predominantes em peixes compregraténagora, repeticdes de
duas bases, usualmente (GT/CA)n ou (CT/CA)n (LEBCKIER, 1996). Lee e
Kocher (1996) isolaram 133 locos [CAJn e 7 locoAfAn de microssatélites
em Oreochromis niloticuse estabeleceram ogrimers para as sequéncias
flanqueadoras.

Comparando-se microssatélites com outros marcadm@sculares,
constata-se que estes apresentam uma série dgarmtobre os demais, isto €,
sdo abundantes, cobrem extensivamente 0 genomauepoes natureza
multialélica, necessitam de pequenas quantidad€¥\de para andlise, sdo de
facil deteccéo por Reacdo em Cadeia da PolimeRBR)( tém heranca do tipo
mendeliana e sdo expressos como alelos codominghid4d, 1998;
MOREIRA, 1999). Tém sido aplicados em diversos destuna area animal,

entre eles: estimativas de distancias genéticasitonamento de variedades
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endogamicas; testes de paternidade; comparacdeentgosicdo genética de
amostras recentes e antigas e analise da diveesgttica (RODRIGUEZ-

RODRIGUEZ et al., 2013). Podem, inclusive, indiaas criadores a ocorréncia
da reducdo da diversidade genética em virtude doregjo de um pequeno
namero de pais, por meio da comparacdo dos niweigadabilidade entre a
origem e o material derivado (efeito de afunilarnegenético). Também

auxiliam na identificacdo dos estoques mais diveege geneticamente, de
forma a maximizar a recuperacao da variabilidadettiga via cruzamento, bem
como para monitorar 0s niveis de endogamia no$giafMELO et al., 2006).

Variabilidade é um termo comumente usado na geng#a indicar
diferencas em valores qualitativos ou quantitatilesim carater entre individuos de
uma populacdo ou mesmo entre popula¢des. Quanthusas desta variabilidade
sdo de natureza genética, ela é denominada deamnignética (RAMALHO;
SANTOS; PINTO, 1990). A disponibilidade de variac@enética é uma
necessidade para programas de melhoramento gemi&iotodo que determinar o
guanto da variacdo existe dentro ou entre as prifgdase torna uma questao central
para os melhoristas ao selecionar caracteres deiseggn espécies comercialmente
importantes.

O estudo molecular da variacdo genética (principalencom o uso de
marcadores de DNA), envolvendo varias populac@esi®s genes, permite avaliar
a quantidade de variagcdo comum dentro e entre aladagbes (RAMALHO;
SANTOS; PINTO, 1990). Estas medidas de variacdaungnentre e dentro dos
grupos sao chamadas de distancias genéticas aqmarisualizar a relacéo entre
grupos de individuos. S&o analogas as distanamségecas, isto é, se a distancia é

zero ndo ha diferenca entre os grupos (NEI, 1972).
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3.4 Hormdnio do crescimento: funcao, polimorfisme@ sua associacdo as
caracteristicas de producéo

O Horménio do Cresciment&H) € um peptideo de, aproximadamente, 22
kDa produzido na regido anterior da hipéfise, semgancipal componente de um
complexo sistema do sistema endocrino. Sinais neiw0 neuroenddcrinos e
enddcrinos séo integrados no sistema nervoso tentra hipéfise para regular a
taxa de secrecdo de GH. Esses sinais podem relaaisnritmos enddgenos,
estimulos ambientais, bem como feed-back negatvpracessos fisioldégicos. Na
pratica, os niveis de GH sé@o dependentes da taxealecdo da hipofise, mas
também taxas e modos de remogao da circulacdo (B&D&., 2002).

O alvo central do GH é o figado (HIRANO, 1991), cestimula os
receptores com afinidade nanomolar. As células idadé ativadas pelo GH
produzem o fator de crescimento semelhante a masudb peixe que pode,
posteriormente, estimular o crescimento (DUAN; HNR2, 1990; SAKAMOTO;
HIRANO, 1991; GRAY; KELLEY, 1991; McCORMICK et al1,992).

De acordo com Gross e Nilsson (1999), em funcé&atdompactodo gene
GH na regulacdo do crescimento e por estar envolgitodiversas funcoes
metabdlicas, direta ou indiretamente, o géhké um alvo potencial para estudos de
variag&o genética e sua associacdo com caracteyigé crescimento de peixes.

A ocorréncia de polimorfismos para o geBEl ja foi descrita para muitas
outras espécies de peixes coBamo trutta(GROSS; NILSSON, 1995%almo
salar (PARK; MORAN; DIGHTMAN, 1995),0Oncorhynchus kisutcfFORBES et
al., 1994) Alburnus alburnugSCHLEE et al., 1996) Abramis bramgGROSS et
al.,, 1996). A maioria destes polimorfismos ocorseregido nao-codificadora do
gene GH conforme foi verificado por diversos autores (F@SBet al., 1994;
GROSS et al., 1996; SCHLEE et al., 1996; GROSSSSIDN, 1999; KANG et al.,

2002). A ocorréncia de polimorfismos em regido cddificadora nado significa,
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necessariamente, que esta variagcao seja estriamarita, uma vez que, conforme
revisdo de Marques-Resende et al. (2011), o centr@céo de genes podem ser
controlados por combinacdes de regides de DNAntita

Em peixes, alguns estudos de associacdo de pdaiimog em genes do
eixo GH com o peso ja tém sido relatados (DE-SANJERRY, 2007). Yue, Li e
Orban (2001) identificaram e caracterizaramS4R em Lates calcarifer
presentes nGH e nolGF-2. Almuly et al. (2005) identificaram e caracteriar
0 microssatélitessaGHpCA dinucleotidico (CA)n, foi na regido Hanking do
GH em S. auratae sugeriram que esseTR poderia ser utilizado com um
marcador importante para programas de selecadidagior marcadoreSAM.
Yue e Orban (2002) identificaram e verificaram pwlifismo em seiSTRnos
genes IGF-Il, GH2, prolactina-l e insulina de tilapia Mogambic®. (
mossambicyse tilapia do Nilo Q. niloticug por triagem de sequéncias de DNA
depositadas n@GeneBanke sugeriram que est83'Rs poderiam ser Uteis para
mapeamento de genes, mapeamento econdmictoalede caracteristicas
quantitativas@QTL) e para estudos de dindmica evolutiva)ded's.

Gross e Nilson (1999) estudaram a variacdo demtrand fragmento de
1825 pb do gen€H1 do salméo do Atlantico com a enzifreql e concluiram que,
de acordo com as frequéncias dos gendtipos e ipaglothouve indicios de
associacao de polimorfismos no g&tdl com o crescimento da progénie durante
0 primeiro ano de vida. Kang et al. (2002) reatimaseus estudos em progénies do
linguado, encontrando polimorfismos do tigBH-Sau3A e comprovaram
associacdo com crescimento. Sanchez-Ramos et @D6)(2investigaram
polimorfismos no gene GH da dourada (enziasllil e Hpall), e sua associacao
com 0 peso e a altura, encontrando correlacadisidivia entre as variaveis e 0s
genotipos. Blank et al. (2009), ao trabalhar concatnredsRFLP em linhagens de
tildpia GIFT e Chitralada, verificaram que o polifimo descrito para o intron 1,

do geneGH1, correlacionou-se significativamente com o comprimetotal,
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comprimento padréo, altura e largura corporalvenficado que o genotipstl+/-
estd associado ao melhor crescimento, independemienda linhagem. A
associacdo verificada pode ter ocorrido em razéefelto direto da regulacdo do
proprio genesH.
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RESUMO

As variedades UFLA, GIFT, Chitralada e Red-Stirlimp O. niloticus foram
selecionadas para prospec¢do de marcadores miétitesano Gene do Horménio do
Crescimento 1 GH1) e para avaliar a diversidade genética utilizamdarcadores
microssatélites §TR. Tamanhosconsensusno gene GH1 foram realizados pelo
programa Tandem Repeats Finder. Dois pares deadlies foram desenhados
flanqueando as regides do promotor e do intron-lgeoe GH1. Dez loci STR
gendmicos foram escolhidos para analise de divetsidOs parametros populacionais
calculados foram: frequéncias alélicas e genotspin@mero de alelos, estimativas de
riqgueza alélica A;), diversidade génica, frequéncia de alelos nuieserozigosidades
observadaH,) e esperada, probabilidade de equilibrio de Hav@yaberg, o contetdo
de informagédo polimérfica e os indices de diferac@od genétic®est € F. Doisloci
STR na sequéncia do gen8H1 depositada ndGeneBankforam encontrados nas
posicdes -693/-679 (regido do promotor, motivo (£T)8) e +140/+168 (regido do
intron, motivo (CTGT)7). Okci STRpromotor (6 alelos) 8TRintron (3 alelos) foram
polimérficos nas quatro variedades estudadas. Emsede heterozigozidade foram
observados paralocusSTRPromotor nas variedades UFLR;{-0.10) e CHIT Fig=-
0,22) e para docus STRintron na variedade Chitralad&¢=-0,11). Um total de 88
alelos com alto polimorfismo entre as variedaddsdeslas foram identificados pela
analise de detoci STR neutros, exceto para locus UNH-005 (com o alelo 159,
privativo nas variedades UFLA e GIFT) e pardoous UNH-866 (com o alelo 167
privativo na variedade Red-Stirling, e com os a@dl@l e 177 privativos nas variedades
UFLA e Chitralada, respectivamente). As variedad#d A e GIFT sdo menos
divergentes geneticament®gr = 0,10) e possuem estruturagdo similar em relaséo
variedades Chitralada e Red-Stirlingeér = 0,32 e 0,33; 0,45 e 0,47, respectivamente),
sendo estas Ultimas as mais distanrs(=0,59). A variedade Red-Stirling apresentou
menores indices médios de variabilidade £ 0,56 eA, = 6,96). A variedade UFLA foi
caracterizada geneticamente e apresenta-se comanpugante fonte de variabilidade
adaptada a regides com temperaturas amenas. Bassadesultados, cruzamentos entre
as variedades estudadas poderdo conduzir a garmmnoBeferose em programas de
melhoramento envolvendo estas variedades. Estueogaliiacdo e associagdo com
caracteristicas de desempenho dosi STRPromotor e STR-intron devem ser
realizados para confirmar o potencial detbescomo possiveis Lécus de Caracteristica
Quantitativa em Programas Sele¢éo Assistido poctires.

Palavras-chave: divergéncia genética. gene candidat@reochromis niloticus

polimorfismoGH1.
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ABSTRACT

UFLA, GIFT, Chitralada and Red-Stirlingd. niloticus strains were used for
microsatellite 8TR marker identification in the growth hormon@H1) gene as well as
to estimate the genetic diversity using genomic Si&kers. Consensus sizes in the
GH1 gene was performed by one Tandem Repeats Fprdgram. Two primer pairs
were designed flanking the GH1 promoter region iicbn-1. Ten STR genomic loci
were selected for diversity analysis. The calcalggepulational parameters were: allelic
and genomic frequencies, alleles number, estimstioh allelic rich A/), genetic
diversity, null alleles frequency, observét,) and expectedHe) heterozigosity, Hardy-
Weinberg equilibrium probability, the polymorphitféormation content, and the genetic
diferenciation ratePest andFs. Two microsatellite loci were found on tii&H1 gene
GeneBank sequence at the -693/-679 (promoter regmatif (ATTCT)8) and
+140/+186 (first intron, motif (CTGT)7) position¥he STR-Promoter (6 alleles) and
STR-Intron loci (3 alleles) were polymorphic in fostudied strains. We observed
heterozygosity excess for th8TRpromoter locus in the UFLA Hs=-0.10) and
Chitralada Fis=-0.22) strains as well as for the STR-intron locuthe ChitraladaK;s=-
0.11) strain. A total of 88 highly polymorphic d#s within the strains were identified
using 10STR neutral loci, except for UNH-005 loci (with akel59 private for UFLA
and GIFT strains) and for UNH-866 loci (with allelé7 private for Red-Stirling and
with alleles 171 and 177 private for UFLA and Chliada, respectively). UFLA and
GIFT strains are genetically less divergeDtdr = 0.10) and showed a similar genetic
differentation when compared with Chitralada andlf3¢rling strains Dest = 0.32 e
0.33; 0.45 e 0.47, respectively), which were thestnativergent onesDest =0,59). The
Red-Stirling strain showed the lower mean of genptirametersH, = 0.56 eA, =
6.96). UFLA strain was genetically characterized dtis shown as an important
variability source adapted the regions with mildnperatures. Based on the current
outcomes, crossings between studied strains cah ttedneterosis gains in breeding
programs involving these strains. Validation stedend association with farming
performanceof STR-promoter and STR-intron should be done weoito confirm the
potential of thise loci as possible QuantitativaiTt.oci in Breeding Programs Assisted
by Molecular Markers.

Keywords: candidate gene. growth hormo@reochromis nilolitusSTR.
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1 INTRODUCAO

A tilapia, Oreochromis sspé o segundo peixe mais cultivado no mundo
e, de acordo com projecbes da Organizacdo das $laghedas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) para 2030, tera wmmento de 30 %
enquanto, por exemplo, a producdo dos moluscos,aré@® e salmao
aumentaria cerca de 10% (FOOD AND AGRICULTURE ORGZ2ATION
OF THE UNITED NATIONS, 2014). Essa espécie estgptatta as condigbes
climéticas brasileiras e apresenta diversas caistitas zootécnicas adequadas
a criacdo, tais como: facil manejo, resisténcianandas, toleréncia a baixos
teores de oxigénio, onivora, rapido crescimento usélacia de espinhas
intramusculares em forma de “Y” (miosseptos) (HIICHRF, 1995; POPMA,
LOVSHIN, 1995; FREITAS et al., 2009; BRASIL, 2010 Brasil, em 2011, a
tilapia ocupou mais uma vez o primeiro lugar ramking da producédo de
pescado da aquicultura continental por espécieatamyir 253.824,1 mil
toneladas, representando 46,62 % da producaqBRASIL, 2012).

Com ritmo crescente e potencial de mercado da iilipra, foram
produzidas, por processos de selecdo genética mancemtos, algumas
variedades d®. niloticuscom desempenho superior, destacando a variedade
GIFT - “Genetic Improvement of Farmed TilagiaEKNATH; ACOSTA,
1998), a variedade Chitralada ou Tailandesa (ZIMMERIN, 2000) e a
variedade UFLA - “Universidade Federal de LavraBéntre as variedades
vermelhas, a Red-Stirling (REDS) caracteriza-se pgresentar heranca
autossdmica dominante para coloracdo vermelha seabrevariedades de
coloracdo selvagem. Contudo, essa variedade, apredaixo desempenho
produtivo quando comparada com outras variedadehkipidas comercialmente
(FREITAS et al., 2009).
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A importancia da variabilidade genética para prog® de
melhoramento genético animal ja é bem conhecida, uso0 de marcadores
moleculares na determinacdo desta variabilidadma estratégia utilizada em
diversos animais de producdo com a finalidade dacterizar os plantéis e,
assim, direcionar acasalamentos (MELO et al., 200BREIRA et al., 2007,
BRINEZ; CARABALLO; SALAZAR, 2011; DAVIDS et al., 202). Dentre 0s
marcadores mais informativos estdo os microssdéldu Short Tandem
Repeats (STR), tendo em vista sua expressdo codominantelesado
polimorfismo (O'CONNELL; JONATHAN, 1997). Esses radores podem
auxiliar na identificacdo dos estoques divergegtseticamente, monitorar 0s
niveis de endogamia nos plantéis e ser utilizadogstudos de associacdo com
desempenho (ROMANA-EGUIA et al., 2004; MELO et aD08).

Dentre as aplicagbes d&83R abordagens sobre genes candidatos tém
sido realizadas sobre funcdes fisiologicas com ralilade de identificar
individuos de fendtipo extremo (DE-SANTIS; JERRYQ0Z; MOJEKWU;
ANUMUDU, 2013). Neste contexto, direcionar o mapeatno genético aos
genes candidatos e investigar sua associacdo gagtarésticas de desempenho
dentro ou entre populacbes passa a ser considezadoprogramas de
melhoramento (DAHM; GEISLER, 2006; MOJEKWU; ANUMUDRZ013).

O gene Hormonio do CrescimentdH) foi escolhido neste trabalho por
regular, direta ou indiretamente, o crescimentoamm pds-natal e processos
anabdlicos, tais como a divisdo celular e o cresgtomuscular (DE-SANTIS;
JERRY, 2007). Esse gene esta presente sob duassfa@m tilapias e suas
sequéncias estédo publicadas@GeneBankGH1 (BER; DANIEL, 1992) eGH2
(BER; DANIEL, 1993). Em peixes, polimorfism@&T Rforam relatados nGH
de Lates calcarife{YUE et al., 2001)Spaurus auratd ALMULY et al., 2005),
Diccentrarchus labrax(QUERE et al., 2010) e nGH2 de tilapias (YUE;
ORBAN, 2002).
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Considerando a importancia &H no metabolismo do crescimento e o
entendimento da variabilidade genética dos plardeigtilapia, neste estudo
objetivou-se: (1) Avaliar,in silico, a sequéncia do genéH1l de tilapia
depositada noGeneBankem relacdo a presenca de marcad@a® (2)
Prospectar polimorfismo de microssatélites naesgilo promotor e do intron -
1 do gendgGH1 nos planteis comerciais de tilapia GIFT, UFLA, CHl REDS;
(3) Caracterizar e avaliar a variabilidade genética plantéis de tilapia GIFT,

UFLA, CHIT e REDS, utilizando marcador83Rgendmicos e funcionais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Origem dos plantéis de tilapia nil6tica

Quatro variedades comerciais de tilapia foram adab neste estudo,
sendo: as variedadesGénetic Improvement of Farmed Tilagiagh=25) e
“Universidade Federal de Lavras” (n=20) pertenceni@o plantel da
Universidade Federal de Lavras e as variedadesalti (n=26) e Red-Stirling
(n=25) pertencentes ao plantel comercial da In@i8rasileira de Peix&tda
em ltupeva — SP.

2.2 Metodologias Moleculares

2.2.1 Prospeccaan silico, de polimorfismoSTR no geneGH1.

Inicialmente, uma triagem de tamanhos consens@qaésacia do gene

GH1 (nimero de acessGeneBank M97766-1) foi realizada pelo programa
Tandem Repeats FindBENSON, 1999).
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2.2.2 Desenho de iniciadores para amplificacdo di STRno GH1

Iniciadores que flanqueiam as regides do Promotdp dntron-1 do
geneGH1 foram desenhados pelo prograRramer3 Plus(UNTERGASSER et
al., 2007). Um alinhamento das sequéncias de duois escolhidos foram
realizados com os geneSH1 e GH2 de tilapia pelo programdEGAS5
(TAMURA et al., 2011)

2.2.3 Escolha dotoci STRgenémicos

Dezloci STRgendmicos (Tabela 1) foram escolhidos com baseapa
de ligacdo para tilapia, estabelecido por Lee ehEon¢1996), para andlise de
caracterizagdo das variedades estudadas. Osaxitériselecdo foram: uBTR
por grupo de ligacdo e motivos de repeticdo kas STR com ordem de

importancia: penta, tetra, tri e dinucleotidico.

2.2.4 Isolamento do DNA

O DNA genbmico foi extraido usando o procedimensmrfio de
extracdo de fenol-cloroférmio, a partir de tecidda nadadeira caudal
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). A qualidade e concerdiaglo DNA foram
avaliadas por eletroforese em gel de agarose 18qums foram aplicadosib
de solucdo de DNA gendmico e o marcador de pesddandNA / Hindlll
(Fermentas), e mensurados pelo NanoVue™ (GE HeadthcFinalmente, o
DNA foi diluido para 100 ngd e armazenado a —20 °C.
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Tabela 1 Descricao dos dez marcad&@€Rgendmicos (LEE; KOCHER, 1996).

NuUmero de acesso no

Locus pb'  Motivo de repeticéo GL GeneBank
UNH828 177 Tetra(atca) - G64098.1
UNH829 327 Tri(aag) - G64095.1
UNHOO05 145 Tri(caa) - G31343.1
UNHO009 242 Tri(caa) - G31347.1
UNH103 193 Di(ca) 17 G12256.1
UNH104 138 Di(ca) 1 G12257
UNH123 197 Di(ca) 12 G12276.1
UNH203 103 Di(ca) 14 G12354.1
UNH866 152 Di(ca) 20 G68198.1
GM672 187 Di(ca) 7 BVv005552.1

! = pares de baséz= grupo de ligacio

2.2.5 Amplificacdo porPCRe genotipagem dokoci STR

As condi¢bes de amplificacdo foram estabelecidad atwratério de
Genética de Organismos Aquaticos e Aquicultura divddsidade de Mogi das
Cruzes. A amplificacdo de DNA p&CR foi desempenhada no termociclador
Veriti™ Dx (Applied Biosystems®) para A0, contendo: 1(hg/puL de DNA;
0,5Ul deTaqDNA Polimerase(Fermentas); lbuffer (100mM Tris—HCL pH
8,8; 500mM KCL); 2 mMde MgC}; 2,5mM de dNTP; 1uM de cada iniciador
(Forward, Reversee Forward oligo-M13 de DNA, desenvolvido por Schuelke
(20000 e marcado com o fluoréforo: IRDye 700 (5-
/SIRD700/TGTAAAACGACGGCCAGT -3') e 4gua destiladgi@hizada.
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As amplificacdes dos delbci STR gendmicos procederam sob as
seguintes condi¢Bes: etapa 1 - 1x (aqueciment@lif@5°C/60 s); etapa 2 - 35x
(desnaturacdo (95°C/40 s); anelamento (variou dedaccom olocus/ 60 s);
extensdo (72 °C / 30 s)) e etapa 3 - 1x extens@ (i72 °C / 420 s). As
temperaturas de anelamento variaram como se se@dé@:(UNH 005, UNH
009, UNH 104, UNH 123); 56°C (UNH 103, UNH 203) 8°6 (UNH 828,
UNH 829, UNH 866; GM 672).

Eletroforese e genotipagem: produtoPdER foram lidos em gdWatrix
Plus de poliacrilamida desnaturante a 6.5% e detectamossequenciador
automatico DNA Analyser 430Q,i-Cor (IR2, Lincoln, Neb.). O marcador de
sequéncia de 50-350 pb de DNA, Sizing Standard #&3¥0, com igual
intensidade de bandas em solugdo de formamida @d%caezul de bromofenol
foi utilizado como marcador de referéncia para rdeteacdo do tamanho das
bandas doSTR As imagens dos géis e o tamanho das bandas fmpiuradas
e estimados usando o projeto de microssatéliteemgmtados no programa
Sag&" Client (Li-cor Biosciences, Lincoln, Nebraska).

2.3 Andlises estatisticas

As frequéncias alélicas e genotipicas, heterozigosis observad#d ()
e esperadaH;) e probabilidade de equilibrio de Hardy-Weinbdeg,( foram
estimadas polocus e variedade pelo programa HW Quick-check (kalinows
2006). O program&ervus3.0 (KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007)
foi utilizado para estimar a frequéncia de alelat® @An) e o conteddo de
informac&o polimorficaRIC).

O programa FSTAT (version 1.2; GOUDET, 1995) falizado para
calcular o numero de alelo®\)( estimativas de riqgueza alélicAr] e de

diversidade génicdh§) (NEI, 1987) polocuse variedade.
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O indice de diferenciacdo genétidasr (JOST, 2008) entre variedades
foi estimado pelo pacotdDEMEtics implementado no programa R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).

ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) foi utilida para
calcular o indice de diferenciacdo genéti€éa entre variedades (WEIR;
COCKERHAM, 1984), de acordo com o método de Ne¥ % para investigar
a estrutura genética populacional por analise deanaga molecular
(EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992).

3 RESULTADOS

3.1 Prospeccaan silico, de polimorfismo STRno geneGH1

A sequéncia completa d8H1 depositada ndseneBank(nimero de
acesso: M 97766-1; BER; DANIEL, 1993) possui 3.486 de DNA linear
estando presente o sitio promolkTA-box éxons 1-6, introns 1-5 e a cauda
polyA Inicialmente, vinte e duas sequéncias foram dradas e avaliadas de
acordo com os critériosnimero de copia, tamanho consenso e entropia. essa
sequéncias, dois microssatélites (Figura 3) fodantificados nas posicdes -693
[ -679 (regido do promotor, denomina8®RPromotor, motivo (ATTCT)8) e
+140/+168 (regido do intron-1, denomin&ftRintron, motivo (CTGT)7).
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Figura 3 Sequéncia parcial do gegbe-1 (GeneBankM97766-1; Ber; Daniel,1992). Em
destaqueloci STR(letras mailsculas vermelhas), éxons 1 e 2 (reafagelo) e
TATA-box(realce azul e letras mailsculas vermelhas).

3.2 Desenho de iniciadores para amplificacdo dtxci STRno GH1

As sequéncias dos iniciadores par&TRPromotor foram:Forward-

Promotor

com

cauda

(5 TGTAAAACGACGGCCAGTCCAGCATGTTTGCACTGAGTAS3))
Reversd?rromotor (5’'GCCTAGCCATGGACACATTTAS3) e para TR

intron:

Forward-intron

com

cauda

M13
e

M13
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(5 TGTAAAACGACGGCCAGTACTGATGCCAGCCATGAACT?3) e
Reversdntron (5AGAACAAACGCTGGCTGTCT3'). Os iniciadoresodSTR
Promotor tém especificidade apenas com @aiHé enquanto GSTRintron ndo
foi especifico podendo amplificar fragmentos noss dgenes doGH de O.

niloticus

[T MS: Alignment Explarer
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D% | =@ vV

DMA Sequences ITraﬂsIa{ed Protein Sequences |

Scecies/anbrv T T LT
1. Primer Reverse promotor |----

2. M37766.1 Gene GH1
3. M3I7765.1 Gene GHZ

pesies Abbzv (INERNNN NN NN NN NARNENRNNENNNNANNENEEN
L. Primes FEUSTES JObIOR f==== === e s e = e s e e s mm e —— s m—m e ——— ===
2. ¥97766.1 Gene GHL PR CET FETT AT Y F B BEANAEENEREAEREE EEENEEEREEN

3. 97765.1 Gene GHZ L e e e e e e e e

Figura 4 Alinhamento dos dois pares de iniciaddesenhados junto as sequéncias dos
genesGH-1 (M97766-1) e d&sH2 (M97765.1).

3.3 Amplificagdo porPCR genotipagem e prospeccédo polimorfism8TR
nas regides do promotor e do intron -1 do geri@H1 em plantéis comerciais

de tilapia

As condi¢des de amplificacdo desses iniciadoresrfas mesmas para
os dezoci STRgenbmicos, exceto em relacdo a temperatura daraeeto que
foi de 60°C para os dolsci.

Apb6s 1 hora e 30 minutos de corrida, imagens ddagam capturados
(Figura 5) e genotipados em projetos de microsesého programa SagaGT
Cliente (I-COR BiosciencesLincoln, Nebraska). Observa-se quelas STR
identificados nas regides do promot8R(Fpromotor) e do intron (denominada
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SRTFintron) da sequénci&H1 (GeneBankM97766-1; BER; DANIEL, 1992)

foram polimérficos.

STR.-Promotor

Ui'i' T Cir REDS
A
Utg° %ngéﬂﬁ Ui gt ooﬂisw 9309,,08@" o |0 i ﬂﬁm wlla 3%@@9
Wy o O Pt o el L io..
' WL (ol

Figura 5 Imagens capturadas nas corridaslacis STRPromotor eSTR—intron, nas
quatro variedades de tildpia: Universidade Fed#gdlavras (UFLA)Genetic
Improvement of Farmed Tilapia&SIFT), Chitralada (CHIT) e Red-Stirling
(REDS). Marcador: 50-350 bp DNA Sizing Standard y@®700

Perfis genéticos dos ddisci STRno geneGH1 das quatro variedades
de tilapia do Nilo podem ser visualizados nas Eguira 9 e Tabela 2.

A analise dos doikci STRdo GH1 apresentou um total de 9 alelos com
maior polimorfismo nas variedades UFLA, GIFT e CHHlelos privativos
foram observados nos ddixi (Figuras 6 e 8). A presenca do alelo 19153
Promotor foi identificada apenas nas variedadesAJEICHIT; e os alelos 186
e 206 nao foram observados na variedade REDS.rBosalelos encontrados no
STRintron, o alelo 198 s6 foi encontrado na varied@#dT (0,08%), estando
encoberto sobre a forma heterozigota. Gendtipogatpros nos doisloci
também foram observados (Figuras 7 e 9). A freqaéahe alelos nulos nestes

loci nao foi significativa.
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O PIC médio doSTRPromotor das variedades melhoradas (0,71) foi
superior em relacdo aos 0,35 da variedade REDS:(@&. J4 n&TRintron o
PIC médio total foi de 0,38 tendo uma variacdo memtreeas variedades
(Tabela 2).

A presenca de alelos privativos das variedadesiadais refletiu nos
indices de heterozigosidade observado e esperad®lél 2). Noocus STR
Promotor, as variedades UFLAH4=0,82) e GIFT K,=0,76) foram mais
polimérficas e ndocus STRintron a variedade CHITH,=0,58). OlocusSTR
Promotor estd em equilibrio de Hardy-Weinberg eagrevariedades estudadas,
exceto, na variedade CHIT, na qual um excesso @gdzégotos foi observado
(Fis=-0,22). J& olocus STRintron as variedades UFLA e GIFT nido se
comportaram em equilibrio de Hardy-Weinberg onde w@xcesso de
homozigotos foi observadoF{=0,71 e 0,42, respectivamente). Dentre as
variedades, em média, a variedade UFLA é mais émdicg Fs=0,30) seguida
das variedades GIFTF{=0,24) e REDS K=0,11). A variedade CHIT né&o
apresentou indices médios de endogamia paralesies
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Tabela 2 Descritiva dos dolsci STRdo geneGH1 em quatro variedades de tilapia:
namero de alelosA), riqueza alélica4;), estimativa de alelos nulog\{,
estimativa média de diversidade génica de Néiy tonteldo de informacéo
polimdérfica PIC), heterozigosidade observadd,), heterozigosidade esperada
(He); equilibrio de Hardy - Weinberd(); coeficiente de endogamig, )

Locus UFLA GIFT CHIT REDS
(= 20) 0 = 25) 0 = 26) 0 = 25)
STRPromotor
A 6 5 6 3
A 6,00 4,96 5,90 2,99
A, -0,07 -0,03 -0,14 0,08
he 0,82 0,76 0,60 0,40
PIC 0,77 0,70 0,56 0,35
Ho 0,82 0,76 0,73 0,32
He 0,90 0,72 0,60 0,39
Prw 0,26° 0,42 0,05** 0,2
Fis -0,10 0,05 -0,22 0,19
STRIntron
A 2 2 3 2
A 2 2 3 2
A, 0,54 0,25 -0,08 0,01
he 0,52 0,49 0,53 0,46
PIC 0,37 0,36 0,44 0,35
Ho 0,15 0,28 0,58 0,44
He 0,51 0,48 0,53 0,46
Paw 0,00** 0,08* 0,55 0,58°
Fis 0,71 0,42 -0,11 0,04
Média (dp)
A 4,00(2,82) 3,50(2,12) 4,50(2,12) 2,50(0,71)
A 4,00(2,82) 3,48(0,20) 4,45(2,05) 3,40(0,7)
he 0,67(0,21) 0,63(0,24) -0,57(0,05) 0,43(0,04)
Ho 0,48(0,47) 0,52(0,34) 0,66(0,10) 0,38(0,08)
He 0,75(0,27) 0,60(0,17) 0,56(0,05) 0,43(0,05)
Fis 0,30(0,57) 0,24(0,26) -0,17(0,07) 0,11(0,10)

**p<0,01; *p<0,05; "= ndo significativo; '= desvio padrdo; UFLA: variedade
Universidade Federal de Lavras; GIFT: varieda@eretic Improvement of Farmed
Tilapias”; CHIT: variedade Chitralada; REDS: variedade Redig).
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3.4 Amplificacédo porPCR genotipagemoci STRgenémicos em plantéis
comerciais de tilapia

Perfis genéticos dos déaci STRgendmicos das quatro variedades de
tilapia do Nilo podem ser visualizados nas Figd@s 29 e Tabela 3.

Descartamos a possibilidade de erros de genotipagsnieZoci STR
genbmicos ao considerar que os programas de melbota genético das
variedades avaliadas sdo distint@s.valor médio geral de alelos nulos por
locus (An = 0,18) e por variedade (UFLA=0,11, GIFT=0,26, TD,08 e
REDS=0,06) foi baixo considerando o numero totalatidos (n=88).As
estimativas de alelos nulos nas variedadeslqmrs foram: UFLA, nosloci
UNH-829, UNH-103, UNH-104, UNH-123, e GM672 comiewttiva de alelos
nulos de 0,18; 0,11; 0,19; 0,28 e 0,41, respectvaey GIFT, nodoci UNH-
104, UNH-123, UNH-203, UNH-866 e GM672 com estimatde alelos nulos
de 0,38; 0,51; 0,26; 0,44 e 0,44, respectivameDi$T nosloci UNH-123,
UNH-203, UNH-866 e GM672 com estimativa de alelotos de 0,17; 0,38;
0,35; 0,28 e 0,05, respectivamente.lblusUNH-104 foram observados apenas
os alelos 147 e 153 na variedade REDS.
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Tabela 3Descritiva dos dezoci STRgendmicos em quatro variedades de tilapia:
namero de alelosA), riqueza alélicaA;), estimativa média de diversidade
génica de Nei's Ky, conteddo de informacdo polimérficaPIC),
heterozigosidade observadd,), heterozigosidade esperadd.), equilibrio
de Hardy - WeinberdgRyw); coeficiente de endogamig,§)

UFLA GIFT CHIT REDS
Locus (h =20) 0 =25) 0 = 26) 6 = 25)
UNH-828
A 7 9 10 4
A 7 8,59 9,65 3,8
he 0,80 0,83 0,82 0,63
PIC 0,75 0,79 0,79 0,55
Ho 0,95 0,72 0,89 0,60
He 0,80 0,83 0,89 0,63
Prw 0,06** 0,11* 0,25 0,47°
Fis -0,19, 0,13 -0,08 0,05
UNH-829
A 5 5 7 7
A 5 4,96 6,72 %,7
he 0,81 0,72 0,74 0,82
PIC 0,75 0,66 0,68 0,78
Ho 0,55 0,64 0,88 0,88
He 0,81 0,72 0,74 0,83
Prw 0,01* 0,2¥ 0,03** 0,3%
Fis 0,32 0,12 -0,20 -0,07
UNH-005
A 1 2 2
A 1 2 2
he 0,18 0,51
PIC 0,23 0,37
Ho 0,15 0,36
He 0,15 0,51
Prw 0,9% 0,14
Fis -0,06 0,29

Cont.,
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Tabela :, Cont.,
UNH-009
A 6 6 7 5
A 6 5,99 8,55 4,93
he 0,84 0,78 0,79 0,63
PIC 0,80 0,73 0,75 0,57
Ho 0,750 0,72 0,68 0,60
He 0,85 0,78 0,79 0,63
Prw 0,19° 0,29' 0,18 0,43°
Fis 0,12 0,08 0,14 0,05
UNH-103
A 11 11 10 6
A 11 10,36 9,02 5,96
he 0,89 0,88 0,76 0,68
PIC 0,85 0,85 0,72 0,63
Ho 0,70 0,92 0,65 0,56
He 0,86 0,88 0,76 0,67
Paw 0,01* 0,41° 0,11° 0,09**
Fis 0,21 -0,05 0,14 0,17
UNH-104
A 4 5 6 2
A 4 4,80 5,97 2
he 0,74 0,62 0,79 0,52
PIC 0,67 0,56 0,74 0,37
Ho 0,50 0,28 0,65 0,17
He 0,73 0,62 0,79 0,51
Paw 0,02%* 0,00%* 0,07* 0,00%*
Fis 0,32 0,55 0,18 0,67
UNH-123
A 10 7 11 6
A 10 6,72 10,47 5,60
he 0,82 0,71 0,89 0,67
PIC 0,76 0,64 0,85 0,60
Ho 0,45 0,24 0,63 0,60
He 0,81 0,70 0,88 0,67
Puw 0,00%* 0,00** 0,00%* 0,28
Fis 0,44 0,66 0,28 0,10

Cont.,
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Tabela :, Cont.,
UNH-203
A 8 4 11 3
A 8 4 10,59 2,96
he 0,81 0,62 0,91 0,55
PIC 0,76 0,56 0,87 0,43
Ho 0,65 0,36 0,40 0,36
He 0,80 0,62 0,90 0,54
Paw 0,06** 0,00** 0,00** 0,04**
Fis 0,19 0,42 0,56 0,34
UNH-866
A 2 2 4 1
A 2 1,99 3,85 1
he 0,14 0,12 0,22 -
PIC 0,13 0,11 0,21 -
Ho 0,15 0,04 0,12 -
He 0,14 0,12 0,22 -
Paw 0,9%° 0,06* 0,01** -
Fis -0,06 0,66 0,47 -
GM-672
A 5 6 7 3
A 5 5,93 6,94 3
he 0,72 0,74 0,82 0,58
PIC 0,65 0,67 0,77 0,49
Ho 0,30 0,28 0,73 0,52
He 0,71 0,73 0,82 0,58
Paw 0,00%* 0,00** 0,38 0,3%*
Fis 0,58 0,62 0,11 0,11
Média (dp)
A 5,5(3,21) 5,5(2,99) 7(3,03) ,5(2,02)
A 5,5(3,21) 5,45(2,80) 7,75(2,85) 3,4(1,93)
he 0,81(0,23) 0,72(0,22) 0,79(0,27) 0,63(0,10)
H,  0,65(0,25) 0,36(0,29) 0,65(0,27) 0,56(0,26)
He 0,80(0,24) 0,72(0,22) 0,79(0,27) 0,63(0,13)
Fi 0,27(0,20) 0,42(0,28) 0,14(0,23) 0,11(0,23)

S
**p<0,01; *p<0,05; "= ndo significativo; '= desvio padrdo; UFLA: variedade
Universidade Federal de Lavras; GIFT: varied&lenetic Improvement of Farmed
Tilapias CHIT: variedade Chitralada; REDS: variedade Radig).
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Um total de 88 alelos, com alto polimorfismo ent® variedades
estudadas, foi identificado pela analise dos ldezSTR exceto para docus
UNH-005 (com o alelo 159, fixado nas variedades NELGIFT) e para tocus
UNH-866 (com o alelo 167 fixado na variedade REB$om os alelos 171 e
177 privativos nas variedades UFLA e CHIT, respactiente).

Com relagdo a presenca de alelos privativos, aedade CHIT
apresentou a maior incidéncia com 9 alelos prieatidistribuidos em 7 dos 10
loci avaliados. Em seguida, as variedades UFLA coneBslprivativos (nos
loci UNH-103, UNH-123, UNH-203, GM-672) e REDS com Blas privativos
(nos loci UNH-828, UNH-829, UNH-005 e UNH-009). A variedad®dFT
apresentou alelo privativo apenasiocusUNH-123.

A variedade CHIT apresentou o maior nimero médialdms (n=7),
em seguida as variedades UFLA e GIFT (n=5,5) ecposeguinte, a variedade
REDS (n=3,5). O desvio da heterozigosidade espeemdaelacdo ao observado
na variedade GIFT (0,36), foi maior, demonstrantlo mivel de endogamia
(média Fs = 0,42). A variedade UFLA apresentou maior heigasidade
esperada média (0,80) enquanto a variedade REDharr(0,63).

Em relacdo aobci utilizados, o valor médio geral ddC foi de 0,68,
sendo considerado um ponto de truncamento ideastndos de diferenciagédo
genética valores dBIC acima de 0,50. Qocus com maiorPIC médio foi o
UNH-103 (0,79), seguidos em ordem decrescente: BRB{0,77); UNH-
009(0,74), UNH-829(0,72), UNH-203(0,71), UNH-12310), GM-672(0,66),
UNH-104(0,61) e, por ultimo, deci UNH-005(0,30) e UNH-866(0,13).

Dentre odoci STRgendmicos, apenaslacus UNH-009 ndo apresentou
desvio ao equilibrio de Hardy-Weinberg independeateariedade avaliada. Os
demais loci tiveram comportamentos variaveis entre as varieslads
variedades CHIT e REDS apresentarem maior incidéne loci fora do

equilibrio.
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Dentre as variedades, ao considerar o®&0STRgendmicos, ha uma
inversdo no nivel médio de endogamia sendo a \atedsIFT F=0,42)
considerada mais endogamia, seguida das varietiHeles (Fs=0,27) e CHIT
(Fis=0,14; anteriormente considerada ndo endogam@rajltimo, a variedade
REDS com a mesma estimativa de endogamia apreaembalbci STRdo GH1
(Fi=0,11).

3.5 Divergéncia genética entre as quatro variedadele tilapia

Niveis de comparacao entre as variedades estusadapresentados na
Tabela 4. Nao foi observada diferenciacdo entradedades UFLA e GIFT, ao
considerar apenas @xi STRpresentes nGH1, independente do indicE{ ou
Desy) utilizado na andlise de diferenciacdo genética. édtanto, esselci
foram capazes de detectar diferenciacdes entreragisl comparagdes. O indice
Dest de Jost (2008) foi mais efetivo, exceto na congiarantre CHIT e REDS
na qual o desempenho dos dois indices foi iguBJ0,

Ao se considerar apenas dgsci genbmicos, observa-se que as
populagdes UFLA e GIFT séo divergentés< 0,03 eDgs=0,09). Diferencas
nas demais comparacdes, também, foram significatzvaaumentaram em
intensidade com a utlizacdo do indi@sr em todas as comparacdes
subsequentes.

Em uma abordagem final, deci funcionais e gendmicos foram
utilizados juntos na andlise. Esta abordagem malhas estimativas de
divergéncia entre as variedades estudadas, demmhstfuncionalidade. As
variedades UFLA e GIFT foram menos divergentesyigag, em estruturacao,

pela variedade CHIT e, por ultimo, a variedade REDS
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Tabela 4 Diferenciacdo genética entre quatro vadesl de tilapia do Nilo. indices de
fixacdo:Fg (abaixo da diagonal) Best (acima da diagonal)

UFLA GIFT CHIT REDS
Apenas  UFLA - 0,00® 0,09** 0,40%*
Loci GIFT  0,000% - 0,16** 0,11*
STRdo CHIT  0,003* 0,084** - 0,13**
GH1 REDS 0,113** 0,078** 0,128** -
Apenas UFLA - 0,09** 0,28** 0,40**
Loci GIFT  0,03* - 0,30** 0,51**
STR CHIT  0,08* 0,10** - 0,51**
gendbmicos REDS 0,18** 0,20** 0,21%** -
UFLA - 0,10* 0,32** 0,44**
Juntos GIFT  0.03* - 0,33* 0,47*
CHIT  0,08* 0,10%* - 0,58**
REDS 0,18* 0,20** 0,21* -

**p<0,01; *p<0,05; V= n&o significativo; UFLA: variedade Universidadederal de
Lavras; GIFT: variedad&enetic Improvement of Farmed Tilapi@HIT: variedade
chitralada; REDS: variedade Red-Stirlig

A andlise hierarquica de variancia molecular (AMQWbnsiderando
0os dozeSTR esta apresentada na Tabela 5. Observa-se um baigb de
endogamia na populagdo bashr(=0,29819). As variacBes foram devidas a
diferenca dentre individuos (70,18%), seguido deagdo entre individuos
dentro de populacBes (16,16%) e, por Ultimo, daagao entre populacdes
(13,66%).



59

Tabela 5 Andlise Hierarquica de variancia molec(AdlOVA) entre e dentro das
guatro variedades de tilapia avaliadas

gl! Somade Componentes @-statistics (P)
Quadrados  Variancia

Entre 3 94,75 0,57 ®sr=0,18719 (0,0000)
Variedades ’ ' ST :
Entre
individuos _
dentre 92 394,03 0,68 @s=0,13656 (0,0000)
de variedades
dentro _
individuos 96 2815 2,93 @7 =0,2982 (0,0000)
Total 191 770,28 4,18

= gruas de liberdadé®s; é a correlacdo de diversidade molecular de haplsti

aleatdrios entre as variedades, em relacdo aos gareapl6tipos aleatérios totads €

a correlacdo de diversidade molecular de haplétgdeatédrios entre individuos, em
relacdo aos pares de haplétipos aleatorios retradomesma variedade; @; é a
correlacdo de diversidade molecular de haplétipest@ios dentro de individuos, em
relacdo aos pares de haplotipos aleatérios extaflds variedadesd? = testes de
significAncia (1.023 permutacdes).

4 DISCUSSAO

4.1 Presenca dSTRno GH1

Neste trabalho, em virtude da influéncia do ge®BEl sobre o
metabolismo do crescimento, atengdo foi concentred@entificacdo déoci
STRno gendGH1 e na identificacdo de polimorfismo entre variedadie tilapia.
Os loci STRPromotor eSTRintron encontrados no ger@H1 das variedades
estudadas podem ser considerados bons indicatvdesmpenho uma vez que
foram polimoérficos entre e dentre as variedadegufis 6 até 9 e Tabela 2).

As diferencas observadas nos parametros populésiatessesioci
podem ter sido ocasionadas por respostas correélagatecio quantitativa dos
programas de melhoramento genético, ao utilizareticés de selecao distintos,

mas com 0 mesmo objetivo: desempenho superiornhm®, validar essésci
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em estudos de associacdo com caracteristicas elmpksho é fundamental para
incorporar os mesmos com@TL’'s em programas de selecdo assistida por
marcadores.

Yue, Li e Orban (2001) identificaram qua®dR nos gene&H e IGF-
2, por triagem de sequéncias de DNA em Asian seabasss(calcarife). Dois
STRforam reportados em cada um dos genes. No @ehaim estava presente
no promotor ([CA], entre os sitios promotores TATA-box e CAAT-boxgugro
no intron-2 §TRimperfeito). E, no genksF-2 ambosSTRestavam no intron-2.
EstesSTR’sforam os primeiros marcadores de DNA gendmicoaaterizados
emL. calcarifer, assim, os autores sugeriram que estes poderiaatilszados
para selecionar animais em programas de melhoram@st autores, também,
realizaram um alinhamento com o DNA genémico deasuéspécieClyprinus
carpio L, Oreochromis mossambicu$etraodon nigroviridis Danio rerio e
Scleropages formos)e nao verificaram a presenca deSeR

Almuly et al. (2005) identificaram e caracterizaran$TRsaGHpCA
(dinucletidico [CA]n, na regido 5’-promotora) nongeGH em S. aurata Os
resultados demonstraram um possivel relacionanenite 0STRsaGHpCAe
peso corporal. Assim, 0s autores sugeriram q@&Rna regido do promotor
poderia ser considerado um marcador genético catadigara gestdo dos
reprodutores em programas de selecdo para cresoiem@$paurus aurata

Seis STRforam relatados por Yue e Orban (2002) nos gé@ésll,
GH2, prolactina-1 e insulina de tilapia Mocambic®( mossambicyse tilapia
do Nilo (O. niloticug. Uma genotipagem de 24 peixes de cada espéa@tuev
gue todos os seiSTRforam polimérficos em ambas as espécies. Na dilapi
Mogambica o nimero de alelos variou de 3 a 17 (@ddi 9,8), enquanto na
tilapia do Nilo a variacdo foi de 4-21 (média de5)0A variacdo deH. foi
similar entre as espécies: 0,44-0,95 (média de) @M tilapia Mogambica e
0,52-0,96 (média de 0,73) para tilapia do Nilo. €oimtam que esteSTR
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poderiam ser utilizados para mapeamentos de gemesQI¥L's importantes
economicamente e em estudos de dindmica evolutiva.

O STRencontrado por Yue e Orban (2002) &bi2 ([CTGT]; no
intron-1) foi o mesmo encontrado na regido do mfraloGH1 deste trabalho.
A variacdo total observada no ge@#2 (ndmero de acesso r@enBank
M97765) para as espécies de tildpias Mogambica Nildoforam: nimero de
alelos: 3 e 5H,: 0,44 e 0,55 &, 0,29 e 0,50, respectivamente.

Os iniciadores desenhados neste trabalho, paraoreigi intron-1, ndo
foram especificos para o ge@H1, e isto foi em decorréncia da homologia
desta regido ser maior que 99% com o g8hR2 da tilapia (BER; DANIEL,
1993). Fato que ndo reduz a importancia $BRIintron como fonte de
variabilidade entre populacdes (Tabela-2). A progfe dolocus STRintron
realizada acima confirma a homologia ergid1l e GH2, uma vez que néo foi
observada, em nenhum individuo, a presenca de 3 alelos durante a
genotipagem (Figura-5).

O STRPromotor ndo foi encontrado na sequéncidsth? pela analise

do programa Tandem Repeats Finder.

4.1 Diferenciagdo genética das variedades estudada

Segundo Li et al. (2006), a necessidade de melhayaalidade genética
da tilapia do Nilo é amplamente reconhecida e foratdal para assegurar o
futuro da Tilapicultura. Os resultados observadestanestudo permitiram obter
o perfil genético, por marcador&IR funcionais e gendmicos (neutros) das
quatro variedades estudadas.

A variedade “Universidade Federal de Lavras” fdiaddpor décadas de
sele¢cdo massal em uma regido com estacfes climatra definidas ao longo

do ano, e por seu germoplasma ser inédito, utillecdo assistida por
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marcadores em seu programa de melhoramento podeinser ferramenta
importante para manter e/ou aumentar a variab#éidgehética diminuindo os
niveis de endogamia encontrados (MOJEKWU; ANUMUOL3.

As variedades UFLA e GIFT foram mais similares gieaeente. Esse
resultado pode ser fruto de programas de selecdintds, mas com objetivo
final igual: desempenho superior. Para alcancarayetivo, a variedade UFLA
foi menos eficiente em relagdo ao tempo de selegamg vez que foi
estabelecida sele¢do massal considerando uma papyBouakgOreochromis
niloticus) em relacéo a variedade GIFT que passou por moaksselecdo entre
e dentro de familias oriundas de 8 populacdes tadeal por pertencerem a
grupos divergentes geneticamente (EKNATH et ab3)9

Compreender mecanismos adaptativos e identificarcassas de
variagdo entre populacbes é fundamental em progralmamelhoramento que
buscam novidades no mercado. Um estudo importamteadabilidade entre
populagbes d®©. niloticus“Spring (adaptadas a sobreviver em temperaturas
relativamente altas, de aproximadamente 36° C)vagens foi realizado por
Ndiwa, Nyingi e Agnese (2014). Esses pesquisaddiizaram 16loci STRno
estudo de divergéncia genética e encontraram pdlsnm suficiente para
agrupar em dois grupos distintos: um com as tr@sllpgdes Spring' (Bogaria
Hotel, Chebala e Turtle) e o outro as populacGdsagens Os autores
concluiram que acbes de protecdo dessas populapemd e a gestdo do
pantano Loboi seriam prioridade absoluta para evtgperda destes novos
recursos.

Para caracterizar populacbes da mesma espécieseexdizarloci em
grupos de ligacao distintos e nivel de polimorfisatto (KOCHER et al., 1998).
A utilizacdo deloci com polimorfismo menor deve ser considerada apemas
casos onde populagfes possuam alelos privativfigamlo (NDIWA; NYINGI,
AGNESE, 2014). Neste trabalho, optamos em utilimaloci UNH-005 e UNH-
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866 nas andlises de diferenciacdo genética japesentaram alelos privativos,
mesmo sendo menos polimérficos (Figuras 14 e 26).

Rutten et al. (2004), ao avaliarem quatro variedatke tilapia (CHIT,
GIFT, IDRC e GOTT) por ldoci STR,encontraram ndimeros médios de alelos
por locus similares aos aqui reportados, porém com maidag@o no nimero
de alelos pottocus (entre 5 e 20, com média de 11 alelos). J&, Moretral.
(2007), ao caracterizar as variedades CHIT, REBS reeciprocas por cindoci
STR,encontram variacbes de 7 a 8 aleloslpous

A variedade com menores indices de variabilidadé auresentada foi a
REDS, no entanto, em funcdo de sua vantagem cahéoloracdo vermelha),
realizar hibridizagdes com as demais variedadediades pode ser uma
alternativa interessante para empresas que cotiemiatilapias vermelhas,
aproveitando ganhos por heterose e alelos adaptadamdicbes ambientais
adversas (SHIKANO; TANIGUCHI, 2003).

Romana-Eguia et al. (2004), ao compararem grupodilald@as de
coloracao selvagens e hibridos de coloragédo veanelficontraram resultados
superiores em relacdo aos relatados acima. Foivalseuma diferenca de 2,5
alelos entre o grupo de variedade selvagem (UFLA|TCe CHIT) contra
REDS, enquanto, Romana-Eguia et al. (2004) relat&® alelos. A variedade
GIFT, utilizada nos dois trabalhos, teve um deswiédio de 4,5 alelos. Os
indices de heterozigosidade observada e espergaisase 0 mesmo raciocinio.
Uma explicacdo para essa discrepancia dos ressllfzalte ser em funcéo do
namero de marcadorésTR grupos de ligacdo e familias GIFT utilizados nao
terem sido os mesmos. Mesmo assim, nos dois t@bdhpossivel distinguir o
nivel de variabilidade entre as variedades, pratiog fundamental para
estabelecimento de programas de sele¢do bem sosedid

Rutten et al. (2004) observaram valores préximosi geas variedades
CHIT (0,62), GIFT (0,70), IDRC (0,71) e GOTT (0,7@®videnciando que
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processos de sele¢do, em variedades conhecidasac@or e GIFT, alteram
as proporcdes alélicas e genotipicas em funcdoudeero de fundadores e,
principalmente, pelo numero efetivo fundador.

Valores menores dél. para variedade CHIT (0,79) em relacdo as
variedades REDS e seus hibridos F1 reciprocos éné6i93) foram relatados
por Moreira et al. (2007), contrapondo aos valomsortados neste trabalho,
onde aH. da REDS foi a menor dentre as variedades estudadas

Tambasco et al. (2000)argumentaram que o0s indices de
heterozigosidade ndo devem ser considerados isodada em analises de
mapeamento genético e parentesco, pois em seuhtrabéocus BM1224
apresentou excesso de homozigotos e, também, dei maiorcontetdo de
informac&o polimoérficaPIC = 0,685. Neste trabalhdpi estimadoum valor
médio geral d€IC de 0,68, sendo considerado um ponto de truncanucdb
em estudos de diferenciacdo genética valores Ple acima de 0,50
(BONSTEIN et al., 1980)

Em relacdo as estimativas de diferenciacdo genétasatrés niveis de
comparacédo (Tabela 4) pode-se observar uma sugaderao utilizar o indice
Dest (Que levam em consideracéo as frequéncias aléaslsci) em relagdo ao
indice Fg (qQue levam em consideragdo os niveis de hetesidige dodoci).
Esta inferéncia de metodologias foi aplicada endioados valores calculados
com base na estatistica F de Wright, possivelmadie,refletirem o total da
estruturacdo genética por considerar apenas o nigeheterozigosidade entre
populacdes em seu calculo (WEIR; COCKERHAM, 19&4ST, 2008).

Em primeira instancia, okci STR do geneGH1 foram utilizados
independente dos$STR gendmicos dado a importancia do ge@éll no
metabolismo do crescimento muscular e para futapiisacfes em programas
de melhoramento (QUERE et al., 2010). N&o foi olzsta diferenciacéo entre
as variedades UFLA e GIFT independente do indidkzado. As demais
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comparacfes foram significativas e aumentaram aemsidade, ao utilizar o
indice Dest, apresentando variagfes de estruturacdo entrearsedades de
moderada (UFLAXCHIT; GIFTXREDS e CHITXREDS) a alt#-LAXREDS e
GIFTXCHIT).

Em seguida, um nivel de diferenciacédo levando emideracdo apenas
0os STR genbmicos foi calculado. Observando-se novamente ganho
consideravel ao utilizar o indié®-st em vez do indic&. Este ganho pode ter
sido ocasionado em funcéo dos alelos fixados afpros descritos acima. Neste
nivel foi possivel observar uma estruturacdo matterentre as variedades
UFLA e GIFT Dgs1=0.09) até entdo ndo observada pébos STRfuncionais.
As demais comparacOegriaram entre 0,28 (entre UFLAXCHIT) e 0,51
(GIFTXREDS e CHITXREDS).

E, por dltimo, as contribuicdes tleci STRfuncionais STRPromotor e
STRintron) e gendmicos (deSTR neutros) foram realizadas objetivando
aplicagbes em futuros programas de melhoramentmahnassistidos por
marcadores moleculares. Observa-se que o nivelfelerttiacdo genética das
variedades com a inclusdo dmei STRPromotor eSTRintron favoreceu a
discriminagcdo das variedades por causa dos alefvatipos discutidos
anteriormente, mesmo estando em regides funcioriésnonstra que as
variedades UFLA e GIFT sédo realmente menos divéegerDes=0,10),
inclusive, se considerarmos estas duas variedates um bloco em relacéo as
variedades CHITOgsr médio=0,325) e RED®¢sr médio =0,455). Neste nivel
da andlise, a variedade REDS ficou ainda mais rdestgeneticamente em
relacdo as demais variedades estudadas, tendodipididerenciacdo genética
com relacéo a variedade CHIDgst =0,58).

A justificativa plausivel da inser¢cdo désci STRdo geneGH1 foi
baseada na 2° lei de Mendel (Lei da segregacapéndente dos genes). Nao

saber a posicdo dess®¥Rno genoma significa no pior das hipéteses utilizar
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duas marcas por grupo de ligagdo. Sendo assinmpreensao da dindmica de
loci funcionais é essencial em programas de melhoramgehético que
utilizam QTL's em seus indices de selecao.

Quéré et al. (2010) analisaram a estruturacao igande 4 populacdes
de Sea bas®lcentrarchus labrakxpor 4loci funcionais (nos geneksF-1, GH
e somatolactinaindividualmente e juntos. Concluiram que a util&aconjunta
de tododoci melhorou a distin¢cao das populagées avaliadas.

A importancia da prospecc¢éo, conservagdo e usoedassos genéticos
em aquicultura € uma questao pivotal para o desgmenmto de programas de
melhoramento que aproveitam das adaptacdes locaia producdo de
variedades mais produtivas (BARTLEY et al., 2008%pecificamente para
tilapias, os recursos genéticos, ainda, ndo estidmente documentados e
aproveitados para seu uso na aquicultura e muitstesl recursos estdo
ameacados e irreversivelmente perdidos (EKNATH; KWODA, 2009;
HALLERMAN; HILSDORF, 2013). A prospeccdo da variidade genética
com o uso de marcadores em genes candidatos fitmsibévidenciar
polimorfismos no gen&H1 com potencial para ser inserido em programas de
selecdo, desde que este polimorfismo esteja adso@acaracteristicas de
desempenho. J4a, a caracterizacdo genética daslade® usadas p@TRs
gendmicos (neutros) mostrou ser eficiente e aindaonditil para se conhecer
diferencas genéticas no estabelecimento de pomsddigEises de um programa de
melhoramento. Um fato importante deste trabalhoc&acterizar a variedade
UFLA, demonstrando que esta variedade pode seridemada um recurso
genético de suma importancia, devendo ser presereadvaliado para sua
introducdo em programas de selecéo face sua ofdessendentes das tilapias
niléticas, conhecidas como Bouakéroduzidas no Brasil na década de 1970 e

gue ficaram isoladas sob sele¢cdo massal na UFLA).



67

5. CONCLUSOES

e Foram encontrados doisci STRno geneGH1, posicbes -693/-679
(regido do promotor, motivo (ATTCT)8) e +140/+168djdo do intron-

1, motivo (CTGT)7).

* O STRda regido do intron-1 no ge@H1 esta presente nos dois genes
GH1 e GH2.

+ Existe polimorfismo nodoci STRPromotor eSTR— intron e estes
foram importantes fontes de variacéo para as \atEslestudadas.

e Os alelos 186, 191 e 206 dacus STRPromotor foram encontrados
apenas nas variedades de coloracéo selvagem.

+ O alelo 198 ddocus STRintron foi encontrado apenas na variedade
CHIT.

» Loci STRfuncionais podem ser utilizados em analises dergéncia
genética.

* A variedade UFLA mostrou ser um recurso genétistirdd das outras
variedades e que, por sua origem e histéria, davereservado para seu
uso em programas de melhoramento.

* A variedade CHIT apresentou maiores indices médiéosliversidade
genética, seguida pelas variedades UFLA e GIFT og, (itimo, a
variedade REDS.

» Estudos de associagdo com caracteristicas de deskem@odoci STR
Promoter eSTR — intron devem ser realizados para confirmar o
potencial como possivel®TL's em programas selecao assistido por

marcadores.
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RESUMO

Cruzamentos absorventes entrevaisedades de tilapi®@. niloticus,Red-Stirling(GG1)

e Chitralada (GG2) foram realizados com objetivo @laliar a associacdo do
polimorfismo presente ndsci STRlocalizados no promotor e no intron-1 do gene do
Horménio de Crescimento 1 com caracteristicas deseho. Sete grupamentos
genéticos (parentais, Y2 chitralada e reciprocoschitralada e reciprocos, e 7/8
chitralada de mae chitralada) foram avaliados elac&e as caracteristicas peso,
comprimento padrdo, altura e largura do corpo eatrqunensuracoes. A funcéuer (

) do pacotédme4do programa R foi utilizada nesta analise paranagsfio dos efeitos do
modelo. Como fontes de variagdo consideraram -&feit®s fixos: sexo, idade e classe
de peso inicial do animal; e aleatérios: grupamegenético,STRPromotor eSTR
intron. Foram encontrados 6 alelos $BRPromotor dispostos em dezoito das vinte e
uma combinacdes genotipicas possiveis. Os alelbe 116 dasSTRPromotor somam
80% do total de alelos nos individuos avaliados.g@s6tipos 196/196, 191/196 e
196/201 foram os mais frequentes. SIBRIintron foram encontrados 3 alelos, dos quais
o alelo 198 nédo foi encontrado no grupamento G®lgendtipo homozigoto 198/198
estava presente apenas no grupamento 7/8 chitrdéanadie chitralada. Houve diferenca
no processo de hibridizacdo ao utilizar matrizesl@35G2. Ao avaliar a diversidade
molecular, em funcdo da estruturacdo dos grupamey@néticos, verificou-se que, em
média, 94,61% da variacao total sdo devidos agawiandividual, com nivel médio de
endogamia baixoFs = 0,021). Odoci STRPromotor eSTRIintron foram importantes
fontes de variagdo para as caracteristicas avali@@&eto peso e comprimento padréo
para 0STRintron) independente dos efeitos de sexo, idalisse de peso inicial e
grupamento genético. Paralacus STRPromotor, em média, os genoétipos 181/181,
181/191 e 196/206 apresentaram desempenhos s@ser@ros gendtipos 196/201,
201/201 e 191/196 os inferiores. Par@ausSTR-intron os gendtipos superiores foram
202/206 e 198/206, sendo observada uma tendénsiapaeioridade dos gendtipos com
o alelo 198. Os polimorfismos encontrados leas STRPromotor eSTRIintron do gene
GH1 de O. niloticusestao associados as caracteristicas de desempenfrequéncias
alélicasloci STRPromotor éSTRintron em machos e fémeas s&o similares. Alelos co
menor nimero de repeticdes tandemforam associados a desempenhos superiores. A
associagao observada sugere que os polimorfisnoamados podem ser considerados
marcadore§TL's e podem ser incorporados em programas de sedegditépias.

Palavras-chave: introgressao génishl. QTL Oreochromis nilolitus.
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ABSTRACT

Crossbreeding between tilapi@, niloticus Red-Stirling (GG1) and Chitralada (GG2)
strains were carried out aiming at assessing thecaion between microsatellit8 TR
polymorphism on the promoter and intron-1 of Growtbrmone gene (GH1) loci and
performance characteristics. Seven genetic groymefital, Y2 Chitralada and
reciprocal, ¥ Chitralada and reciprocal, and 7/Br&hda from Chitralada dam) were
evaluated by weight, standard length, body heightwidth. The functiotmer () of the
packagdme4 of R software were used to estimate the modekefféVe considered as
variation sources the fixed effects: sex, conterapogroup of age and the animal initial
weight class; and random: genetic groBpRPromoter an&TRIntron. Six alleles were
found in STRPromoter ranging from eighteen to twenty-one gaesigenotypic
combinations.The alleles 191 and 196 froBTRPromoter comprise 80% of the total
alleles in assessed individuals , whereas 196/198,196 and 196/201 genotypes were
found more often. Three alleles were observe8TRIntron, of which allele 198 were
not found in the GG1 group and the homozygote ggeol98/198 were present only in
the group 7/8 chitralada from chitralada dam. Rerénce differences were detected
during crossbreeding when using GG1 and GG2 as .dAssessing the molecular
diversity in function of the genetic groups struation, we found that on average
94,61% of total variation is due to the individwariation, with low average level of
inbreeding Fis = 0,021). TheSTRPromoter andSTRIntron loci were important
variation sources for evaluated characteristicscépk for weight in STRintron),
independently of sex, initial weight class and gengroup effects. FOSTRPromoter
locus on average the genotypes 181/181, 181/191 H6%i206 showed higher
performance, and the genotypes 196/201, 201/201180H4 96 the lower performance.
For STR-Intron locus, the highest performance genotypesew02/206 and 198/206,
with superiority bias towards genotypes havinglall98. The polymorphisms found in
STR-Promoter and STR-Intron of the GH1 geneQf niloticus are associated to
performance characteristics. The allelic frequenaé STR-Promoter and STR-Intron
loci in males and females are similar. Alleles wittwver number of tandem repetitions
were associated to higher performances. The olmemgsociation suggests that the
found polymorphisms can be considered QTL markes @an be incorporated into
tilapias selection programs.

Keywords: genetic introgressip@H; QTL; Oreochromis nilolitus.
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1 INTRODUCAO

Para peixes tropicais, os programas de tilapiasmas sdo considerados
referéncia, sendo a metodologia de selecdo entdenéro de familias da
variedade de tilapia Genetic Improvement of Farnfedoordenado pelo
WorldFish Centeem 1990 a mais conhecida (EKNATH et al., 1993; EONI
et al., 2005; PONZONI et al., 2007).

Com a globalizacdo e o mercado cada vez mais cdimped busca por
um diferencial de mercado € fundamental para ind8stmanterem-se
competitivas. Galbreath e Barnes (1981) ja venfiva a preferéncia de 60% do
mercado consumidor pelas tilapias vermelhas enquas tilapias com
pigmentacgdo escura pelos 40% restantes.

Dentre as tilapias vermelhas, a varied&dsl-Stirlingé uma variante
mutacional obtida em 1979 de uma populaca® deiloticusselvagem do Lago
Manzala - Egito, e que tem sido mantida pelo lmstitde Aquicultura da
Universidade de Stirling, Escocia (MCANDREW; MAJUMIR, 1983). A
auséncia de pigmentacdo escura, denominada negetopcomo coloracéo
vermelha, é controlada por heranca autossdmicandon, de tal modo que os
gendtiposkRR e Rr correspondem a coloragéo vermelha @& coloracédo escura
ou selvagem (HUSSAIN, 1994).

A variedade Chitralada ou Tailandesa, de colorag@lvagem, foi
desenvolvida no Japédo e melhorada na Tailandipaliio real de Chitralada.
Esta variedade caracteriza-se por apresentar aftentpenho. Em 1996 essa
variedade foi introduzida no Brasil por meio de wnacao désian Institute of
Tecnology (AIT) e foi amplamente difundida na produgdo naalon
(ZIMMERMANN, 2000).

Evidéncias de que a variedaRed-Stirlingapresenta menor crescimento

e ganho em peso em relacdo a Chitralada sédo etapad Moreira, Moreira e
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Hilsdorf (2005). O mesmo autor sugere que, paraocoar esse fator limitante,
poderiam ser realizados programas de melhoramantsglecdo massal e/ou
hibridizacdes com variedades de coloracdo selvagago (2014), ao estudar
curvas de crescimento entre estas variedades,utorglie a variedad®ed-
Stirling apresenta crescimento inferior em relacdo a vadedChitralada e os
demais hibridos. O autor, também, estimou as cdpdes geral e especifica
(CEC) de combinacdo em dados de desempenho, iddicgne os pais
contribuem de forma diferenciada para as caratiter$s peso corporal e
comprimento padrdo. Encontrou valores baixos paEL,Cmesmo assim,
observou ganhos superiores no hibrido RC1 atrilouiacheterose paterna e
sugeriu que estudos adicionais fossem realizadascpmpreender os efeitos de
heterose entre 0s sexos e como ela se manifetigib@nente.

Abordagens em genes candidatos ao crescimentddérestudadas em
peixes com a finalidade de identificar polimorfisrassociados ao desempenho
(KANG et al., 2002; YUE; ORBAN, 2002; ALMULY et al2005; PEREIRA et
al., 2005; QUERE et al., 2010). Dentre os geneslidatos ao metabolismo do
crescimento, o gene Hormdnio do Crescime@bl)( direta ou indiretamente, é
o principal regulador de crescimento somatico mistne estimula processos
anabdlicos, tais como a divisdo celular e o cresgtoimuscular (DE-SANTIS;
JERRY, 2007). Esse gene foi duplicado durante georievolucionaria em
alguns peixes (OHNO; WOLF; ATKIN, 1968; KOREN et, d989). Na tilapia,

0 evento de duplicacdo do segur@d pode ter ocorrido depois da separacéo
dos salmonideos e suas sequéncias estdo publivaGeneBankGH1 (BER;
DANIEL, 1992) eGH2 (BER; DANIEL, 1993).

Considerando a importancia econémica das variedasteselhas e no
entendimento da variabilidade genética do g8k dos plantéis de tilapia, o
presente estudo objetivou: (i) Avaliar a varialsitieé genética, por marcadores

microssatélites no ger@H1 e (ii) Avaliar a associa¢do dos polimorfismos do
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geneGH1 com caracteristicas de desempenho em um esquegrazianento

absorvente.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e obtencao dos grupamestgenéticos

O experimento foi realizado nas Fazendas Sants lgi&o das Pedras,
propriedades da Industria Brasileira do Peixe Lt{lBP), localizadas as
margens da Rodovia Dom Gabriel Bueno Paulino Cdumo7 3,5, Serra do Japi,
Jundiai, SP (latitude 23°20’ S, longitude 47°02'aitude média 695 m).

Para hibridizacdo intraespecifica, duas variedadeplantel comercial
da IBP, genotipicamente divergentes (MOREIRA et2007), foram definidas
para utilizacdo conforme caracteristicas apresastadeguir:

» Red-Stirling apresenta baixo desempenho, docilidade (menos

agressivas) e coloragcdo vermelha (maior valor deade); e

» Chitralada: apresenta alto desempenho e colorapZagem.

Inicialmente foram realizadas duas geracdes deacremto absorvente
para obtenc&do dos reprodutores. Desses reproduseteshapas de reproducéo
foram montadas em esquema dialélico parcial patengéo dos grupamentos
genéticos (Tabela 6 e Anexo B). A proporcéo seutiitada na reproducao foi
de 1 macho : 2 fémeas, sendo os reprodutores sinadms por duas semanas
para obtencdo de um maior nimero de pais por cdietlarvas (HAYLOR;
MUIR, 1998).

Os hapas foram verificados diariamente e, apé€pgesde nuvens, 800
larvas por grupamento genético foram coletadas rs@mante, em um total de
quatro coletas, considerados grupo de contempondaieoidade (GCI). Essas
larvas foram transferidas para estufa e mantidaaradamente sob crescimento
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restrito em hapas de alevinagem (Anexo C) instalagim dois tanques de

concreto (lado a lado, com 36e90 cm de profundidade).

Tabela 6 Grupamentos genéticos obtidos por cruzanadisorvente

Macho Fémea Grupamento recodificacédo
Genético

REDS REDS REDS GG1
CHIT CHIT CHIT GG2
CHIT REDS % CHIT:REDS GG3
REDS CHIT Y% REDS:CHIT GG4
GG4 CHIT ¥ (GG4):CHIT GG5
GG5 CHIT 7/8 (GG5):CHIT GG6
CHIT GG4 ¥ CHIT: GG4 GG7

REDS= variedade Red-Stirling; CHIT= variedade Gtitda

Ao atingirem o peso minimo de 1g, a primeira regéra dos GCI foi
realizada para uma densidade de estocagem de évdifiosl por hapa. Neste
manejo, nenhum animal de coloracdo tipo selvagein niantido nos
grupamentos GG3, GG4, GG5, GG6 e GG7. Com 90 diasuttivo, uma
repicagem final foi realizada, durante o manejo sg&agem dos juvenis,
mantendo-se aleatoriamente, 15 machos e 15 fénwa&Q@l. Esses juvenis
foram identificados por meio de micttps eletrdnicos e coletados nadadeira
caudal para compor a biblioteca gendmica.

2.2 Obtencdo de DNA e Polimorfismo d8TRno GH1 gene

O DNA gendmico foi extraido, usando o procedimegpanrdo fenol-
cloroférmio, a partir de tecidos da nadadeira ch(8§lAMBROOK; RUSSELL,
2001). A qualidade e concentracdo do DNA foramiastak por eletroforese em
gel de agarose 1%, no qual foram aplicaddsde solu¢do de DNA genbmico e

0 marcador de peso molecular DNA Lambda/HindllIr(kentas) e mensuracao
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com NanoVue™ (GE Healthcare). Finalmente, o DNA dduido para 100
ng/uL e estocado a —20 °C.

Dois pares de iniciadores foram desenhados, de@com a sequéncia
publicada por Ber e Daniel (1993), numero de acki&07/66 noGeneBank
para andlise de associacaolae STRcom caracteristicas de desempenho nos
grupamentos genéticos avaliados. As caracteristisagiuéncias dos iniciadores
escolhidos para realizacdo das analises de as@octagn desempenho estao
apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 Caracteristica e sequéncia dos iniciadtmgleci STR-Promotor &TRintron

Locus pb' Motivo Foward(5 — 3’) com cauda M13 Beversd3’ — 5)

STR 202 attct 5TGTAAAACGACGGCCAGTCCAGCATGTTTG
Promotor CACTGAGTAZ
5'GCCTAGCCATGGACACATTTAZ'
STR 206 ctgt 5TGTAAAACGACGGCCAGTACTGATGCCAGC
Intron CATGAACT3

5’AGAACAAACGCTGGCTGTCT3

" =pares de base

2.3 Amplificacdo dos marcadores microssatélites@enotipagem

As condicfes para amplificacdo foram estabeleaidakaboratério de
Genética de Organismos Aquaticos e Aquicultura divddsidade de Mogi das
Cruzes. As amplificacBes foram desenvolvidas nmaerclador Veriti™ Dx
(Applied Biosystems®) em 20 uL contendo 10 ng/uLOfA; 0,5 Ul de Taq
DNA Polimerase (Fermentas); 1x buffer (100 mM TH&L pH 8,8; 500 mM
KCL); 2 mM de MgC}; 2,5 mM de dNTP; 10 uM de cada iniciador (Forward,
Reverse e DNA oligo-M13 forward IRDye 700 (5'-
/SIRD700/TGTAAAACGACGGCCAGT -3") e agua esterildadeionizada.

Amplificagdo dos doidoci STRprocedeu sob as seguintes condicdes:

etapa 1 - 1x aquecimento inicial (95°C/60 s); et@pa 35x desnaturagdo
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(95°C/40 s); anelamento (60°C / 60 s); extensao°(@2 30 s) e etapa 3 - 1x
extensao final (72 °C / 420 s).

A eletroforese e a genotipagem dosi STR’sforam realizadas em um
gel Matrix Plus de poliacrilamida desnaturante 6,5% e detectado pe
sequenciador automatizad@NA Analyser4300, Li-Cor (IR2, Lincoln, Neb.).
Um marcador de peso molecular de 50 a 350 pb narcach o fluoréforo
IRDye®700 com iguais intensidades de bandas em 90% tHeéso de
formamida e azul de bromofenol foi utilizado paetedminacdo do tamanho das
bandas. Imagens do gel foram capturadas e as bfamdasestimadas usando o
projeto de microssatélites do programa Shgalient (Li-cor Biosciences,

Lincoln, Nebraska).

2.4 Analises Estatisticas Populacionais

Frequéncias alélicas e genotipicas foram estimgulars locus e
grupamento genético pelo programa HW-Quick-chedkL(KIOWSKI, 2006).

O software MICRO-CHECKER (OOSTERHOUT, 2004) foilimado para
inferir causas de algum desvio de Equilibrio dedyaieinberg HWE) em
razéo de alelos nulos.

Os parametros numero de alelod) (e riqueza alélica/;) foram
calculados poilocus e por grupamento genético usando o programa FSTAT
(version 1.2; GOUDET, 1995).

O indice de diferenciacdo genétibgsr (JOST, 2008) em termos de
comparacfes aos pares entre grupamentos gendtiaoerisurado pelo pacote
DEMEtics implementado no programa R (R DEVELOPMENT CORE MEA
2004).
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ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) foi usadoarp
investigar a estrutura genética populacional, usaadalise de variancia
molecular (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992).

2.5 Avaliacdo de desempenho: peso corporal e meggdmorfométricas

Apés a identificagdo individual por miaiips eletrdnicos, os animais
foram alocados em oito tanques-rede de’*4malha de 20 mm entrends, com
bercarios de 2ide volume atil e malha multifilamento de 5 mm entis
(Anexo D). Para explorar o maximo desempenho e rdiimidominéncia, os
juvenis foram classificados em quatro classes d® p®r sexo. Durante o
manejo da segunda mensuragdo, os bergarios fotiaauos.

Peso corporal e medidas morfométricas foram refdizeem quatro
mensuracdes com intervalos de 21 dias (Figura/@medidas morfométricas
foram tomadas com a utilizacdo de um ictibmetrarepaquimetro de acordo
Santos et al. (2007): comprimento padrdo (CP), xteemidade anterior da
cabeca ao menor perimetro do pedinculo caudakgyréae altura do corpo
tomadas nas regifes do 1° raio da nadadeira qbreah).

Figura 30 Medidas morfométricas e niloticus comprimento padrao (CP), a altura
(A) e largura (L) corporal. Peixe: ¥ de Chitralafade Red-Stirling (Fonte:
Marco Aurélio Dessimoni Dias, 2014)
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2.6 Estudo de associagdo das caracteristicas ds@fepenho avaliadas com
0 polimorfismo do GH1

As caracteristicas estudadas na andlise de asiBoaagn 0sSTRno
geneGH1 em quatro mensuracfes foram peso, compriment@paditura e
largura do corpo. Foi utilizado um modelo linearstmi univariado, em cada
mensuracao, considerando-se como efeitos fixogmogde contemporaneos de
idade, classe de peso inicial e sexo do animdéad@ios: grupamento genético,
STRPromotor éSTRintron.

Na forma matricial, 0 modelo correspondente é:

y= XIB + Zlg gg + ZzgSTR—Promotor + Z3gsTR—intron te

Em que:

y o vetor de observacdes das caracteristicas;

[ o vetor de efeitos fixos somados a média;

g, O vetor de efeito aleatério de grupamento genéticm
distribuicdo~N(@O,10,) e y, =0,/ 0y;

Ostreomoter © VEtOr de efeito efeito aleatorio @TRPromotor
com distribuicdo~N(0,10,,) e y, =0,/ Ostrpromotors

Jermio, O VEtor de efeito efeito aleatério @&TRintron com
distribuicdo~N(O,10,.) e 3 =0,/ Og1ninon:

e o vetor de erros com distribuicgdoN (0,10, ; )

X, Z,, Z, e Z,representam as matrizes de incidéncia para os

referidos efeitos, respectivamente.
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As funcgBesimer ( ) e ranef ( ) do pacotdme4 foram utilizadas para
estimagdo e predicdo dos efeitos aleatdrios do lmdaear misto descrito
acima (BATES et al.,, 2014). Para consisténcia dse bde dados, foram
realizadas analises visuais, sendo a fuligi@ox ( )do pacoteMASSutilizada
para corrigir problemas de normalidade, ao calcldarverossimilhanca
perfilhada, qgue maximiza o pardmetro lambda (BORXC1964).

Para as caracteristicas em que se observou efgiificativo dosloci
STRforam realizadas comparac¢des mdltiplas, por meiaplicacdo do Teste de
Scott & Knott (SCOTT; KNOTT, 1974), ao nivel de 5d% significancia.

O coeficiente de correla¢éo de Pearson foi caloudadre mensuragoes,
dentro das caracteristicas, para confirmar a filessiio final dos gendtipos,
utilizando o procediment®ROC CORRdo pacote computacion&tatistical
Analysis SystefSTATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 1999).

3 RESULTADOS

3.1 Dinémica dodoci STRdo geneGH1 nos Grupamentos Genéticos

Perfis genéticos dosocus STRPromotor, obtidos por cruzamento
absorvente entre as variedades de til&ged-Stirlinge Chitralada, podem ser
visualizados por grupamento genético e por sextralee grupamento genético
nas Figuras 31 e 32 e Tabela 8.

Erros de genotipagem tmcusSTRPromotorforam descartados pela
presenca de alelos nulos, uma vez que houve evédéte alelos nulos somente
nos grupamentos puRed-Stirling(GG1) e nos hibridos onde a méae possui
maior propor¢éo de alelos &ed-Stirling(GG3 e GG7). Esses grupamentos

apresentaram desvio ao equilibrio por excesso mh@rigotos.
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Figura 31 Histograma das frequéncicalélicas dolocus STRPromoto. (A) Por
Grupamento ‘enético: GG1: REDS; GG2: CHIT; GG3% CHIT:REDS;
GG4:% REDS:CHIT, GG5: % (GG4):CHIT; GG67/8 (GG5):CHIT, GGT:
¥ CHIT:(GG4,. (B) Machos. (C) Fémeas
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Figura 32 Histograma das frequéncias genotipicasodas STRPromotor. (A) Por
grupamento genético: GG1: REDS; GG2: CHIT; GG3: FtTCREDS; GG4:
% REDS:CHIT; GG5: % (GG4):CHIT; GG6: 7/8 (GG5):CHIGG7: %
CHIT:(GG4). (B) Machos. (C) FEmeas
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Tabela 8 Descritiva diocus STRPromotor obtido por cruzamento absorvente entre as
variedades de tilapiRed-Stirlinge Chitralada: nimero de alelod)( riqueza
alélica @,), estimativa de alelos nulog{), estimativa média de diversidade
génica de Nei's Ky, conteldo de informagdo polimorficaPIC),
heterozigosidade observadd,), heterozigosidade esperadb.) equilibrio de
Hardy - WeinbergRuw); coeficiente de endogamig,§)

GG1 GG2 GG3 GG4 GGS GG6 GG7 Meédia
A 5 6 5 4 5 6 5 5.14
A, 5 5.91 5 4 5 6 4,94 5,12
H, 0.42 0.47 0.18 0.44 0.50 0.79 0.30 0.44
H, 0.54 0.47 0.32 0.51 0.54 0.75 0.42 0.51
Pmy 0,00%%  0,51N5  0,00%* 0.02%* 0,117 0,15N8 0.00%* -
Fy 0,22 0 0.44 0.14 0.07 -0.05 0.29 0.16
Machos
A 4 5 4 4 5 5 5 4,57
A, 3.99 4,80 3,76 3,99 5 5 4,70 4,46
H, 0.44 0.45 0.19 0.38 0.51 0.82 0.25 0.43
H, 0.55 0.42 0.29 0.50 0.58 0,72 0.31 0.48
Pay  0.,06* 0.33N5 0,00 0.02* 0,09* 0,07* 0.06* -
Fy 0.20 -0.07 0.34 0,24 0.12 -0.14 0.19 0.13
Fémeas
A 5 6 5 4 5 6 4 5
A, 4,48 5.67 4,99 3.76 3 6 3,93 4,83
H, 0.41 0.49 0.18 0.49 0.49 0.76 0.35 0.45
H, 0.54 0.51 0.34 0.52 0.51 0.76 0.50 0.53
Py 0.01%% 04085 0,00%% 0,338 (43N5 (56N 0,00%* -
F; 0.24 0,04 0,47 0,06 0,04 0 0.30 0.16

**p<0,01; *p<0,05;"*= nao significativo;'= desvio padrédo; GG1: REDS; GG2: CHIT;
GG3: ¥ CHIT:REDS; GG4: ¥ REDS:CHIT; GG5: 3% (GG4)ITH GG6: 7/8
(GG5):CHIT; GG7: % CHIT: (GG4)

Foram encontrados seis alelos, dos quais a freguéos alelos 191 e
196 somam 80%, fato que refletiu na frequéncia gkrsdtipos. Dezoito das
vinte e uma combinac¢des genotipicas foram encadrads gendtipos 196/196,
191/196 e 196/201 foram mais frequentes.

Foi observada a presenca de alelos privativosSwBPromotor do
grupamento genético Chitralada (186 e 206), dosqmmnente o alelo 206 foi
observado nos hibridos (exceto GG4). O alelol86efmontrado tanto em

machos e quanto em fémeas do grupamento GG2 esapentémeas hibridas
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GG6. Os demais alelos estdo presentes de formbasienh machos e fémeas
independente de grupamento genético.

Os grupamentos Chitralada (GG2) e hibridos proveese de mées
Chitralada (exceto GG4) ndo apresentaram desviaedsgdo aoEHW. Ao
avaliar os hibridos GG4, GG5 e GG6, verifica-se @sge comportamento foi
oposto entre sexos. N&o foi observada diferenga sakos em relagédo &bW
nos demais hibridos (GG3 e GG7) provenientes de Réd-Stirling.

Exceto nos GG2 Fs=0,00) e GG6 Fs=-0,05), um excesso de
homozigotos foi observado dentro dos grupamerfgs=0,16), demonstrando
gue o processo de introgressao génica por cruzarmabsbrvente paralocus
STRPromotor é funcional.

Perfis genéticos dosocus STRintron obtidos por cruzamento
absorvente entre as variedades de tiléga-Stirlinge Chitralada podem ser
visualizados por grupamento genético e por sextraléle grupamento genético
nas Figuras 33 e 34 e Tabela 9.

N&o houve evidéncia de alelos nuloslocus STRintron em nenhum
grupamento genético. Foi genotipado um total de d@élos (198, 202 e 206),
dos quais o alelo 198 néo foi observado apenasruygamentoRed-Stirling
(GG1). O gendtipo homozigoto 198/198 foi encontradmente no grupamento
GG6. Os grupamentos GG5 (nas fémeas) e GG7 (anst&ex0s) apresentaram

desvio adEHW, nao sendo observado nos demais.
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Figura 33 Histograma das frequéncias alélicakdas STRintron. (A) Por grupamento
genético: GG1: REDS; GG2: CHIT; GG3: ¥ CHIT:REDSGS %
REDS:CHIT; GG5: ¥ (GG4):CHIT; GG6: 7/8 (GG5):CHITGG7: %
CHIT:(GG4). (B) Machos. (C) Fémeas
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Figura 34 Histograma das frequéncias genotipicaslodas STRintron. (A) Por
grupamento genético: GG1: REDS; GG2: CHIT; GG3: WITCREDS,;
GG4: Y2 REDS:CHIT; GG5: ¥ (GG4):CHIT; GG6: 7/8 (GGIIT; GGT:
¥ CHIT:(GG4). (B) Machos. (C) Fémeas
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Tabela 9 Descritiva ddocus STRintron obtido por cruzamento absorvente entre as
variedades de tilapiRed-Stirlinge Chitralada: nimero de alelds)(riqueza
alélica @), estimativa de alelos nulog), estimativa média de diversidade
génica de Nei's Ky, conteddo de informacdo polimérficaPIC),
heterozigosidade observadd,), heterozigosidade esperadd.), equilibrio
de Hardy - WeinbergRyw); coeficiente de endogamif,§)

GG1 GG2 GG3 GG4 GGS GGo GG7 Media

4 2 3 3 3 3 3 3 2.86
4, 2 3 3 3 3 3 3 2.86
H, 051 0.55 0.53 0.56 0.47 0.60 0.65 0.55
H, 0.46 0.54 0.51 0.55 0.45 0.55 0.52 0.51
Pew  0,14N5  045NS 0 38NS 043N8 0 31NS 0 11NS  (00** .
F; -0,11 -002 -004 -0,02 -005 -0,09 -0.25  -0.08

Machos
A 2 3 3 3 3 3 3 2.86
A 2 3 2,99 3 3 3 2.99 2.85
H, 0,52 0.54 0.52 0.58 0.41 0,56 0,62 0,54
H, 047 0,54 0,51 0,58 0.45 0,50 0,51 0.51
Pmw 029N 0,52N5  051¥ 052N 027N 0,20  0,06% =
F, -0.11 0 -0,02 0 0,09 -0.12 -0,22 -0.05
Fémeas
A 2 3 3 3 3 3 3 2.36
A 2 3 2,99 2,98 2,99 3 2.99 2.85
H, 051 0,57 0.53 0.54 0.53 0,63 0,68 0.57

H, 046 0.55 0.51 0.53 0.45 0.58 0.53 0.52
Paov  0,28N5 041N 040N 045N  0,09% 0,208 001%* =
F; -004 -002 -0,18 -0,09 -028 -0,00 -028  -0.11

**p<0,01; *p<0,05;"*= no significativo;'= desvio padrdo; GG1: REDS; GG2: CHIT;

GG3: ¥ CHIT:REDS; GG4: % REDS:CHIT; GG5: % (GG4)iTH GG6: 7/8
(GGD5):CHIT; GG7: % CHIT: (GG4)

Comparacg@es entre os grupamentos genéticos podefisisaizados na
Tabela 10. N&o foi observada variacdo, entre opagnentos hibridos GG3 e
GG7, provenientes de fémdaed-Stirling(GG1). No entanto, ao se comparar 0s
hibridos provenientes de fémeas Chitralada (GG@)stata-se diferenciacao
durante a introgressdo génica (GG4 x GG5=0,074; $G&455=0,118 GG5 x
GG6=0,087). Ao comparar os grupamentos puros comitorédos, observa-se
gue o grupamento GG1 foi mais divergente (variadel0,060 a 0,151) do que o
GG2 (variando de 0,032 a 0,086).
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Tabela 10 Diferenciacdo genética entre sete grup@megenéticos, obtido por
cruzamento absorvente entre as variedades de atilRgd-Stirling e
Chitralada. Indices de fixac&:st (abaixo da diagonal) e valor-P (acima da

diagonal)

GG1 GG2 GG3 GG4 GG5 GG6 GG7
GGl - *% ** ** *% *% *%
GG2 01079 - *% *% *% *% *
GG3 0,067 0,011 - b o = 0,13
GG4 0,081 0,032 0,035 - ox *x o
GG5 0,060 0,016 0,027 0,074 - *x wox
GG6 0,151 0,086 0,150 0,118 0,087 - ok
GG7 0,076 0,005 0,003 0,003 0,029 0,115 -

**P<0,01; *P<0,05; "°= nio significativo; GG1: REDS; GG2: CHIT; GG3:
CHIT:REDS; GG4: Y2 REDS:CHIT; GG5: 3% (GG4):CHIT; GGH8 (GG5):CHIT,;
GG7: % CHIT:(GG4)

Andlise de variancia molecular, em trés niveis ideahquizacao, pode
ser visualizada na Tabela 11. Ao avaliar a dividaovariagdo molecular,
verifica-se que, independente da estruturacdo dgsamentos genéticos, em
média, 94,61% da variacdo total dimxi STR é em virtude da variacdo
individual. N&o houve diferenciacdo molecular erdexos dos peixes com
relacdo a grupamento genético e nem entre idadsspdixes dentro de
grupamenético genético. A endogamia média entrévichebs dentro de

grupamento genético foi baixaig = 0,021).
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Tabela 11 — Analise de variancia molecular (AMO\&R) trés niveis de hierarquizacao

Componentes Variancia @-statistics P)
(% explicagdo)

por Grupamento Genético (GG)

Entre GG 0,0276(5,31) ®s7= 0,052 (0,000)
Eg:ﬁggg iduos 0,0022(0,42) @ = 0,021 (0,155)
Dentro individuos 0,4910(94,28) @7 =0,72 (0,000)
por Sexo dentro de GG

Entre Sexos -0,0034(-0,66) @1 = 0,007 (0,000)
Entre GG

dentro de sexo 0,0270(5,21) @sc= 0,052 (0,408)
Eggtfo"gg duos 0,0025(0,49) @ = 0,006 (0,0058)
Dentro individuos 0,4910(94,96) @+ = 0,050 (0,830)

por GCI* entre Sexo dentro de GG

Entre GCI 0,020(3,81) @7 = 0,000 (0,000)
Entre GG

dentro de GCI 0,018(3,51) ®sc= 0,000 (0,000)
(Ijzg:lrt?ollgjg iduos -0,010(-1,94) ®s = 0,819 (0,014)
Dentro individuos 0,491(94,61) @1 = 0,002 (0,001)

*grupo de contemporéaneo de idaftes testes de significAncia (1.023 permutacdes)

3.2 Associacdo doleci STRdo geneGH1 com caracteristicas de

desempenho em tilapia

Os efeitos fixos de sexo, GCl e classe de pesoiainioram
significativos sendo, assim, mantidos no modelae®empenho de ganho em
peso (g) nas quatro mensuracdes dos machos (BRZ%; 124,46 e 213,77,
respectivamente) foram, em média, superior ao &asds (41,47; 59,06; 94,68
e 151,67; respectivamente). O mesmo comportameanitovdrificado nas
caracteristicas: comprimento padrdo (11,00; 1316423 e 17,55 cm x 10,54;
12,29; 14,10 e 15,91cm), altura (4,24; 4,73; 5,8162 cm x 4,01; 4,26; 4,77 e
5,79 cm) e largura (2,01; 2,24; 2,68 e 3,15 cmB89;12,09; 2,44 e 2,84 cm). No
entanto, essas diferencas fenotipicas ndo podemxpicadas somente pelos
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loci STRdo geneGH1, uma vez que ndo houve diferenciacdo genotipitta en
sexos (Tabela 11).

Neste estudo ndo foram feitas abordagens sobresemgenho direto
dos grupamentos genéticos. No entanto, seus efer® inseridos no modelo
para assegurar a hipétese de que o ordenamentocti &I Rsignificativos seja
corrigido pelos grupamentos genéticos avaliadoasumamento absorvente.

As andlises de associacao foram realizadas porunreed®. De maneira
geral, olocus STRRromotor foi associado as caracteristicas menssirdda
ordenamento das caracteristicas foi realizado semeas mensurac¢des cujos
efeitos dosSTRforam significativos (Tabelas 12 e 13).

Ao observarmos os quatro genotiposlattus STR2romotor de melhor
desempenho fenotipico, constata-se que os alelbg 11®6 estdo presentes na
mesma proporc¢do. Contrapondo, os alelos 191 e 26& em maior frequéncia
nos gendtipos de pior desempenho, sendo o alelop@@dtivo da variedade
Red-Stirling Foi observada segregacdo do alelo 201 entre w@sagyentos
genéticos hibridos (Figura 31) resultando em desahmpfenotipico inferior em
relacdo ao grupamento Chitralada.

Dentre os gendtipos encontradosSmRPromotor (Figura 32), os com
melhores desempenhos considerando todas as citacdsr em todas as
mensuracdes foram 181/181, 181/191, 196/206 e 986/¥erifica-se uma
constancia no ordenamento entre 0s quatro melheras quatro piores
independente da caracteristica.



Tabela 12 Ordenamento tlcus STRPromotor (valores fenotipicd
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Tero de peixes

~°sobre

a caracteristica peso (g) e comprimento padrao, (@btidos em um esquema de
cruzamento absorvente entre as variedades deti@gi-Stirlinge Chitralada

Mensuragao
Genotipos* 1° 2° 3° 4°
PESO
181/181 2(49,713"  2(69,78)™  3(117,00  3(202,00%*F
181/186 7(64,00°  11(86,00  11(143,00¥ -
181/191 1(49,77%  4(70,723"%  6(121,61  2(202,52)"
181/196 3(46,679  6(66,71)" 15(110,07F 5(179,64)¢
181/201 13(39,57§' 5(59,29}" 4(97,14¥ 7(158,00%
181/206 5(47,17% 7(67,33°  10(107,33F  13(163,00)"
186/191 10(38,00}°  14(49,50  14( 70,008  12(145,00)
186/196 4(44,00§°  10(62,57f 8(102,71) 4(166,00%
186/201 12(30,00)" 2(46,00¢  12( 73,008 12(129,00)
191/191 6(44,03§  8(64,03  5(111,09* 11(185,00°
191/196 14(45,76)° 18(66,56)" 18(117,40)°  6(195,14)"
191/201 16(42,55)*  13(61,91)'  13(104,50)¢ 14(171,50)*
191/206 15(48,57)F  15(68,00)" 9(111,67F 9(175,00%
196/196 11(44,48§*  1(64,70y" 1(112,315°  10(187,80%"
196/201 18(41,205*  17(56,44)  17(92,04)*  16(154,70¥¢
196/206 9(44,61)*  3(68,11*  2(130,37  1(222,12)*
201/201 17(42,00* 16(50,17)"" 16(70,55)*  17(112,80)*
206/206 8(42,00) 9(61,00§°  7(100,00) 8(159,00Y)"
COMPRIMENTO PADRAO
181/181 411,035  2(13,09)" 4(14,95)" 417,195
181/186 9(12,20f  10(11,41)  12(16,20¥ -
181/191 2(11,04%  4(13,17%¢  11(15,09%  3(17,30§"
181/196 15(10,855"  6(12,78*  10(14,73)™ 6(16,665°
181/201 5(10,48J" 5(12,40%° 3(14,27%F  11(16,00¥
181/206 13(10,78y"  13(13,05f  14(14,71)  13(16,40%
186/191 10(10,30}"  14(11,65%" 15(12,609  14(15,10%°
186/196 7(10,79%* 9(12,61}° 5(14,69% 2(16,595°
186/201 11( 9,60} 11(11,40)" 13(13,20%  12(15,30)'
191/191 14(10,68}™ 7(12,623° 8(14,615*  5(16,87F
191/196 18(10,89)°* 18(12,85y°  16(14,98)  9(17,08)"
191/201 17(10,54)  13(12,35)™ 9(14,63)  15(16,37)™
191/206 12(11,11%" 15(12,90¥ 7(15,075¢  10(16,77%
196/196 1(10,789*"*  1(12,73}'" 114,799  8(16,88]%"
196/201 6(10,53y*  17(12,11"* 17(13,78)° 16(15,78)*
196/206 3(10,873* 3(12,92)%* 2(15,37%%  1(17,74¥%
201/201 16(10,36)*  16(11,38)*  18(12,74)" 17(14,14)"
206/206 8(10,60)° 8(12,60)" 6(14,40° 7(16,50j°

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nacedif@elo Teste de Scott & Knott

(P>0,05)
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Tabela 13 Ordenamento tlicus STRPromotor (valores fenotipicoj"™ % Pe*essopre
as caracteristicas altura e largura do corpo enesmuema de cruzamento
absorvente entre as variedades de tilRad-Stirlinge Chitralada

Mensuragao
Genotipos* 1° 2° 3° 4°
ALTURA (cm)
181/181 2(4,33j® - 3(5,23)" 2(6,525"
181/186 9(4’71%; - 10(5,12%8 - y
181/191 1(4,36 - 5(5,28)® 6(5,53§"
181/196 11(4,18§% - 14(5,03)® 14(6,13)°
181/201 8(3,91)° - 6(4,78)° 5(5,88)¢
181/206 5(4,25Y° - 15(4,565° 13(5,96Y°
186/191 6(3,99}° - 8(4,79% 7(5,84}°
186/196 13(4,015° - 13(4,90%° 8(5,98}¢
186/201 1023’41%;1 - 1224’34%; 1125’52%;
191/191 3(4,12 - 4(5,11 4(6,27
191/196 18(4,18§° - 17(5,19§% 16(6,34§"
191/201 14(4,22}* - 7(4,99)® 10(6,08§™
191/206 16(4,25)° - 11(5,06%° 12(6,115°
196/196 4(4,12§* - 2(5,095°® 3(6,287%
196/201 12(4,013* - 18(4,72§* 17(5,81%*
196/206 15(4,115* - 1(5,36)® 1(6,62)%
201/201 17(4,01;3e - 16(4,39%:* 15(5,24%2T
206/206 7(4,06}° - 9(4,80 9(5,85
LARGURA (cm)

181/181 - - 8(2,60)™ 5(3,275
181/186 - - 7(2,91¥F -
181/191 - - 42,715 2(3,15"
181/196 - - 10(2,53)* 6(2,98™
181/201 - - 9(2,47¥" 7(3,06)°
181/206 - - 2(2,67% 15(2,86Y"
186/191 - - 16(2,23¥° 9(2,89}"
186/196 - - 3(2,56}" 4(2,93§°
186/201 - - 15(2,15) 11(2,65°
191/191 - - 12(2,59%* 3(3,075*
191/196 - - 13(2,66§* 14(3,03§™
191/201 - - 6(2,55)™ 12(2,945™
191/206 - - 5(2,57¥ 8(3,01}"
196/196 - - 14(2,567°°  13(3,007™
196/201 - - 17(2,43%* 16(2,85§*
196/206 - - 1(2,78)® 1(3,245%
201/201 - - 18(2,21)* 17(2,555"
206/206 - - 7(2,51)" 10(2,87}°

*Médias seguidas da mesma letra na coluna naoedifgrelo Teste de Scott & Knott

(P>0,05)
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O gendtipo 181/186 nao foi verificado na 4° meng@ia assim, sua
classificacdo final foi subestimada nesta mensora§lia classificagdo nas
mensuracoes significativas ficou entre 7-8° lugas. demais gendtipos foram
constantes.

Os coeficientes da correlagdo de Pearson e oddvelnificancia entre
os ordenamentos dos genoétipodatus STRPromotor em cada mensuragao por

caracteristica podem ser visualizados na tabela 14.

Tabela 14 Correlacdo de Pearson (abaixo da didgemalel de significancia (acima da
diagonal) entre os ordenamentos genotipicos latus STRPromotor em cada
caracteristica avaliada por mesurardo

1° 2° 3° 4° 1° 20  3° 4°
PESO (G) ALTURA (CM)
1° - 0,00 0,06 0,00~ - - 0,02% 0,01*
2° 0,67 - 0,01% - - - -
3° 045 0,85 - 0,03** 053 - - 0,00%
4° 066 0,59 0,52 - 055 - 095 -
COMPRIMENTO PADRAO (CM) LARGURA (CM)

1° - 0,00 0,01* 0,06 - - - -
2° 0,68 - 0,00%  0,00% - - - -
3° 058 0,80 - 0,00% - - - 0,02%
4° 046 072 0,65 - - - 055 -

**P<0,01; *P<0,05°= n&o significativo

Os indices observados de correlacdo da classifiadgd gendtipos nas
caracteristicas entre as mensuracfes foram de neédidto, refletindo a
estabilidade do desempenho fenotipico observado ordenamento dos
genotipos ddocusSTRPromotor dentre as caracteristicas avaliadas.

Dentre as caracteristicas avaliadas, apenas atdaagura do corpo
foram associadas com o polimorfismo presentoas STRintron em distintas
mensuracdes. O ordenamento dos gendtipdsals STRntron, cujos efeitos
de associacdo com as caracteristicas avaliadam fsignificativos, estédo

dispostos na Tabela 15.
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O alelo 198, privativo da variedade Chitraladagapntou tendéncia de
superioridade uma vez que o genétipo homozigotobdeervado em apenas dois
peixes do grupamento genético GG6 com fenétipdOgee 11 cm comparados
ao desempenho médio de 9,83 cm do melhor genétii2@6 (n=306;
minimo= 7,6; maximo=12,60cm).

Essa tendéncia de superioridade do alelo 198SA&intron foi
confirmada nas caracteristicas altura (1° mensoja€d largura (1° e 2°
mensuracao), onde gendtipos com sua presenca (B98/298/202) tiveram
bons resultados. Os gendtipos homozigotos 202/206206 foram, em média,
associados aos piores desempenhos fenotipicos.

Os coeficientes da correlacdo de Pearson e oddvelgnificancia entre
os ordenamentos dos gendtiposlocus STRintron em cada mensuracdo por
caracteristica podem ser visualizados na tabela Mérificar que o
comportamento ddocus STRintron foi similar entre as caracteristicas com

correlacdo altas entre mensuracfes em cada céstcter
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)’Amero de peixes

Tabela 15 Ordenamento thlicus STRintron (valores fenotipico$ , sobre as
caracteristicas altura e largura do corpo em unuessg de cruzamento
absorvente entre as variedades de tilapia RedngtalChitralada

Mensuragao
Genotipos* 1° 2° 3° 4°
ALTURA (cm)
198/198 4(4,46% - - -
198/202 3(4,23)® - - 2(6,415%
198/206 2(4,215"™ - - 3(6,295®
202/202 6(4,09)* - - 4(6,20§"
202/206 1(4,145°< - - 1(6,225*
206/206 5(4,115% - - 5(6,221*®
LARGURA (cm)
198/198 3(2,07y° 3(2,35¥° - -
198/202 1(2,015* 2(2,27%% - -
198/206 5(1,967" 4(2,20§> - -
202/202 6(1,91y* 6(2,16)“ - -
202/206 2(1,96¥°¢ 1(2,165% - -
206/206 4(1,947%« 5(2,15°¢ - -

*Médias seguidas da mesma letra na coluna naoedifgrelo Teste de Scott & Knott
(P>0,05)

Tabela 16 Correlagdo de Pearson (abaixo da diggemavel de significancia (acima da
diagonal) entre os gendtipos thwus STRIntron nas mensuragdes nas quais
seus efeitos foram verificados

10 20 30 40 10 20 30 40
ALTURA (cm) LARGURA (cm)
1° - - - 0,03% - 0,02 - -
2° - - - - 089 - - -
4° 056 - - - - - - -

**p<0,01; *p<0,05;"°= n&o significativo
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4 DISCUSSAO

4.1 Potencial ddocusSTRno GH1 comoQTL's

Os resultados do presente trabalho estdo embasaddg escolha de
variedades contrastantes, (ii) aleatoriedade e rtamaamostral, (iii) no
monitoramento molecular em processos de hibridzggd loci STRpresente
nas regides do promotor e do intron 1 do gehd e (iv) andlise estatistica da
associacdo dessdsci com caracteristicas de desempenho fenotipico dos
grupamentos genéticos avaliados.

Dentre as variedades estudadas foi observada angeesle alelos
privativos, ou seja, ausentes na variedade coalr@stNolocus STRPromotor
0os alelos com menor nimero de expansao: 181 (finetast similares nos
grupamentos GG1 e GG2), 186 (privativo do GG2) k (18% a mais no GG2)
foram associados ao melhor desempenho e o alelo(f#dhtivo do GG1)
associado ao pior desempenho. Ao obsenlacus STR-intron, constata-se que
dentre os trés alelos, o alelo privativo 198 dgpgroento GG2 esta associado ao
melhor desempenho.

Estudos comprovando a associacdo de polimorfiSiigfuncionais e
definicdo dos melhores alelos e gendtipos sédo essakomatsu et al. (2011)
realizaram um estudo de associacdo entre cincon@dismos, tanto dSNPs
quanto deSTRS, no gene receptor de grelinaGHSR (growth hormone
secretagogue recepfocom caracteristicas de carcaca em bovinos Wdyis.
STRestavam presentes neste estudo, um no promofs),) (@ outro no intron-1
((GTTT),). Os autores encontraram efeito associativo apemaglacdo aSTR
do promotor e constataram qukentre os quatro alelos de maior frequéncia,
o menor alelo (T@) foi associado ao melhor desempenho para as

caracteristicas peso de carcaca e ganho médic.dids hipbteses
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relacionadas a processos transcricionais e trams@us foram

levantadas pelos autores para justificar o mellesechpenho desséelo.
Para comprovar estas hipéteses, 0s autores reatizama simulagdo de
estruturas secundéarias doRNAs formados por individuos com a presenca dos
alelos (TG)g, (TG)z (TGha, (TGla (TG)g € (TG4, € com 0s haplétipos com
STRSNPs ((TGhgA e (TG)4-C). Verificaram que os niveis de atividade da
estrutura secundaria doRNAsao afetados pela presenca dos alelos 4T&5)
nao-(TG)you entre A e C. Assim, concluiram que o alelo (F@&)um potencial

e economicamente viavel marcador em bovinos Wagyu.

Em tilpias, um trabalho pioneiro foi desenvolvidor Streelman e
Kocher (2002) ao associar niveis de expressao mo g®lactina-1[rll) e STR
presentes no promotor deste gene ((CApsicdo -200 do gene). Os autores
realizaram um desequilibrio de ligacdo, enle mossambicugadaptada a
maiores concentra¢des salinaDe niloticus (ndo adaptada) e desafiaram os
gendtipos (CAgsxas (CA)asxia (CA)1aaa €M trés concentragdes salinas (0; 16 e 32
ppt). Verificou que fémeas cresceram mais que ngahas ndo diferiram em
relacéo a expressao @gdl; e que peixes com 0s gendtipos (GA)em agua
doce (0 ppt) expressaram, aproximadamente, duaseavezes maiprll que
individuos com os geno6tipos (CA)s e (CAksxss respectivamente. Propuseram
gue STRde comprimento variavel no promotor pode induminformacdes no
DNA que dificultariam a ligag&o de fatores trandomais.

Evidéncias das hip6teses mencionadas podem sapebddas par&8TR
presentes no intron dos genes e sao relatadasvatie® (LI et al., 2004; DE-
SANTIS; JERRY, 2007; MARQUES-RESENDE et al., 201Abordagens de
splicing de mRNAe silenciamento génico, também, sdo abordadogipeiral.
(2004) (Apéndice A).

Uma vez compreendida como as variacdes alélicaanpdaufluenciar as

variacBes fenotipicas, a dindmica dos alelos ngpositdo dos gendtipos dos
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loci STR do gene GH1 nos grupamentos genéticos passa a ter papel
preponderante para se iniciar um programa de se&ssistida por marcadores.

Pode-se observar que os grupamentos Chitraladal-StReng (GG1),
para olocus STRPromotor, comportaram-se de forma distinta emcégaao
EHW. Isso foi em razdo do menor nimero de alelos altdehomozigosidade
do GG1, independente de seXo=(4 e 5; eFs= 0,20 e 0,24, respectivamente,
para machos e fémeas).

Para olocus STRintron foi observado desvio de em relacioExtW
apenas nos hibridos GG5 (machos) e GG7 (ambos &es)seEsse
comportamento era esperado em todos hibridos etmd&irdo processo de
introgressao génica do alelo 198 presente na \afge@hitralada.

O processo de introgressdo génica geral, ldos STR do GH1,
demonstra uma superioridade da variedade Chitraladar utilizado como mée
por causa do aumento na probabilidade de encomledos privativos e
favoraveis ao incremento fenotipico na populacaméala (Tabela 10). Essa
superioridade estéa relacionada a relacéo repradintiplementada na conducao
experimental e na coleta aleatéria de reprodutoeglantel, uma vez que
94,61% da variacdo total désci STRé devida a variacdo individual (Tabela
11).

4.2 Estudo de associacdo dtsci STRdo GH1 com caracteristicas de

desempenho

No locus STRPromotor, uma reducéo drastica na frequéncia do al
201 foi observada, ao utilizar fémeas da variedietb Stirling na formacéo dos
grupamentos hibridos GG3 (2%) e GG7 (0%), em relacEmeas Chitralada
nos hibridos GG4 (9%), GG5 (5%); e, no grupament@t G8%), onde foi

encontrada a presenca do alelo 186 (4%), privaliwovariedade Chitralada
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(Figura 31). Essa dinamica pardoous STRintron favoreceu o incremento das
caracteristicas avaliadas pelo aumento da frequédd alelo 198 nos

grupamentos hibridos oriundos de fémea Chitralatilkgindo o apice de 15 %
no grupamento 7/8 de Chitralada (GG6), podendoobservado 2 peixes

homozigotos, um macho e uma fémea (Figura 33).sEsssultados foram

confirmados pelos indices de diferenciacdo gen&liggao considerar os dois
loci STRjuntos (Tabela 10).

Algumas comparacdes podem ser feitas para ilustsaperioridade dos
trés gendtipos extremos de cada caracteristicagf@afd&Promotor. Em média,
esse peixe “dominante” pesaria 54 g a mais emaelagum peixe “recessivo”,
fruto das proporces morfométricas mais vantajokagt cm no comprimento
padréo, 0,42 cm na altura e 0,35 cm na largura.

Ja para olocus STRintron, as diferengcas morfométricas entre os
extremos seriam 0,16 cm altura na e 0,09 cm nanar@omparagcfes que nao
dizem muito, ao considerarmos a superioridade fgicat dos peixes com
gendtipo 198/198, em relacdo aos peixes “recessi82 e 0,16,
respectivamente, para altura e largura.

Pela analise de variancia molecular, conclui-seajselecdo para peso
praticada em tilapia é funcional uma vez que 94,6%ariacdo total ddsci
STR s@o devidos a variagdo individual, independentesselxo, e que a
endogamia provocada no processo de hibridizac&umafea @s = 0,021 (Tabela
11).

Os resultados do presente estudo comprovaramppseiaira vez, uma
associacdo estatisticamente significativa entreesemmipenho de tilapias em
sistemas de criagdo intensiva e o polimorfiS$i®s encontrados no promotor e
no intron 1 ddGHL A busca de regifes gendmicas associadas ao deskeonp
conhecidas com®TLs tem sido o objetivo de varios melhoristas para o

desenvolvimento de programas de selecdo baseadtss rmegidesMarker-
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Assisted Selection - MASDEKKERS, 2004). Desta forma, a associacao
encontrada pode se transformar em uma ferramentaahele valor para ser
incluida em programas de sele¢do quantitativa geesampenho que atualmente
sao realizadas, principalmente, com a variedadd Q¥&o podemos deixar de
mencionar que os resultados encontrados deverébéta, ser corroborados por
estudos de expressao génica do gene do HormérGoedzimento seja p&T-
PCRou porRNASeq E importante salientar que tal associagéo erieisnde
expressao e polimorfismo &TRem prolactina foi observada por Streelman e
Kocher et al. (1998), o que sugere que 0s nivei§ldegpodem, também, ser
regulados pela presenca de expansdes ou cont@dg8dR'sno promotor e no
intron, contribuindo em maior ou menor grau no agEnho em de tilapias em

criagbes comerciais.
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5 CONCLUSOES

+ Os polimorfismos encontrados nosi STRPromotor eSTRintron do gene
GH1 de Oreochromis niloticusestdo associados as caracteristicas de
desempenho.

« As frequéncias alélicatoci STRPromotor eSTRintron em machos e
fémeas séo similares.

* Alelos com menor numero de repeticdes tmdemforam associados a
desempenhos superiores.

+ Os loci STRPromotor eSTRintron podem ser considerados marcadores
QTL's podendo ser incorporados em programas de meliemta em
tilapias.

» Estudos de expressédo génica ligados a configuesgiarial do gen€Hl e
do mRNAdo GH poderao contribuir para melhor compreenséiagéio dos
loci STRPromotore STRintron.
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ANEXO A Funcdes regulatérias &I Rdentro de éxons, 3' URT, 5’UTR, e

introns (Adaptado de lat al, 2004)

STR dentro de genes

Transcrigéo e/ou Genes ativos ou
translacdo de Gene inativos ou Splicing mRNA

proteina truncada

Gene
silenciado

Transcricao
slippage

N

fenotipicas J

Em humanos e animais: Eini bactarias:
Doencas neuronais e canceres variacio de fase e adaptacio
para patogenicidade e viruléncia

./”E\ .

Em plantas:
Mais estudos s&o necessarios




ANEXO B FASE DE REPRODUCAO

Croqui - fase de reprodugao

Grupamento Genético Pai Mae
GG1 REDS REDS
GG2 CHIT CHIT
GG3 CHIT REDS
GG4 REDS CHIT
GG5 GG4 CHIT
GG6 GG5 CHIT
GG7 CHIT GG4
Entrada de Agua

Saidade Agua

lm
1m 24 m?
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ANEXO C FASE DE ALEVINAGEM

Croqui - fase de alevinagem

Grupamento Genético Pai Mae
GGl REDS REDS
GG2 CHIT CHIT
GG3 CHIT REDS
GG4 REDS CHIT
GG5 GG4 CHIT
GG6 GG5 CHIT
GG7 CHIT GG4
GG4 GG5 GG6 GGl GG3 GG2 GG7
| X
GG3A || GGOA [| GGTA || GG2A || GG4A || GG5A || GG1A
GG6B || GGTB || GG3B || GG3B || GG1B || GG4B || GG2B
GG2C || GGIC || GG5C || GGTC || GGOC || GG3C || GG4C
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ANEXO D FASE DE DESEMPENHO

Croqui -fase de desempenho

Fémeas 1 2 3

j|» 105 peixes

Plataforma

Machos 1 2 3

115



116

APENDICES

APENDICE A Oficio de doag&o de alevinos ao DZO/UFLA

~ @R UNIVERSTORDE ESTADUAL "PAULTSTA™ ™Juliode Wesquta Filko™

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

Jaboticabal, 23 de movembro de 18977:

Prezado Colega,

Em atengdo ao vosso oficio DZO - 376 de 10 do
corrente mes, adiantamos que prazeirozamente oferecemos ao
Setor de Piscicultura da Co - irmd até 500 alevinos de Ti
lapia nilotica, podendo ser retiradas no final deste més ou
mesmo em qualquer dia Gfil de més de dezembro, no periodo das
7:00 &8s 11:00 horas e das 13:00 as 17:00 horas.

Sendo o gque se apresenta, de momento,

1
Fordialmen;e ¥

/_;di i ﬂy

Nwit= X1 f= /)

i ., /
Prof. Dr. Newtdn Eaéiignoidi

Resp. p/ Setor de Piscicultura - F.C.A.V.-UNESP-

Ilmo. Sr.

Prof. Marcioc da Costa Soares

DD. Chefe de DIC - ESAL

Escola Superior de Agricultura de Lavras.

LAVRAS - M.G.

WM
itz

T T T P
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APENDICE B Oficio de solicitagéo de transporte para b ,
ilapia Niloti usc
Tilapia Nilética porte p @HPevinos de

ESCOLA SUPERIOR DE AGRIOULTURA DE LAUYRAS
DEPARTAMENTO DE ZODTECNIA

1 Buxiliar de Ensing - Klvaro Joad L. Almeida
RO Sr. Chefe do DZO o
ASSUNTO: Sdlicitagho, faz

DATH : 9/11/77

Prezado Senhor,

Na dia 8 p.p.; recepemos & ¢isits oo Dr:. Jagues Bard, asse-

airr da EPAMIG na Area de Piscicultura. B contato cem o Dr. Berd Foi

bastants proveitoso para nas em faceg do seuy alto grau da conhscimep
tos na ares. WYisto gue o nosso Poste de Piscicultura gstd em condi-
goes de funciocnamento venho solicitar gue:

1- Sgja pedido junmtao so6S frgaocs competentas da ESAL, o For-

nacimento dao cafiifhas Mercedes pequeno, para uma viagem,
(atd o fim da mes de Houembro) B cidade de Jaboticabal
para buscar 2 QU0 aleyinos da Tildpies Nildtica.

- Construgao urgente da barragam na Zrea do DZIO pare dar '
gontinuldade ao trabalho: lagozs de estauillzaggo go =s- \////
terco de 3uincs. ConstrugAo do sistemas de gscoamentow *

am 2 das 3 lagoas j& existentes.

i

- Entrar am contato com o Dr. Furipedas Pacheco raspunsé -
wel pela aréa da Supestegac Experimaental de Lavras, para
saber de possibilidade d& fornecar as lagoas 1a @xistan-
tes para O sdtar de Pisgicultura.

Os itens pedides se jusiticam pov:

Item l: Iniciar imadiatamentsa tresbalhos d& pesquisa na arsa
de alimertagac de Tildpias com esterco de suiros & ns area ds aduba
gao. de tangues visgndo maior prnaugaa de pliancton.

Item 2: a- Coptlnuer o trabalho cuje supdrte finapceiro g
fornecido palo C.N.P.Q E & nescessidade de obtencac de resultados.
b~ Estudar a possibilidads da Friaqgn economica de’

Tilénias gm 2 das I represass

Itam Possibilidads de prnuugﬁo anual de atéd Z000kg de T
lipigs nos agudes, utilizando, somente astérco de suinos.

Certo de epntar com O vOsSs0O apoioc costumeiro,

ATENCIOSAMENTE,

Mué— o Joa méida E‘

elo Setor

Respcnséual
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APENDICE C Parecer favoravel da Comisséo de Etica no usoimais

& EUW A

comissdo de éticanousodeanimais

Titulo: Avaliagdo quantitativa e molecular do cruzamento entre as variedades de Oreochromis niloticus,

Red Stirling e Chitralada.
Protocolo: 004/2013

Natureza do Pedido: Pesquisa
Area de conhecimento: Genética
Professor responsdvel: Dr. Alexandre Wagner Silva Hilsdorf

Parecer

Segue abaixo parecer Relatério Parcial de Pesquisa por parte do professor responsavel Dr. Alexandre
Wagner Silva Hilsdorf.

1. Quanto ao pr hii dop lo: As informacgdes estdo corretas.

2. Conclusdes finais: Face ao apresentado, o Relatorio Parcial de Pesquisa foi considerado APROVADO.

Mogi das Cruzes, 27 de margo de 2014.

0 )2 0 e R
Prof?. Maria Santina de Castro Morini
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Universidade de Mogi das Cruzes - UMC

Av. Candido Xavier de Almeida Souza, 200 - Prédio Il - Sala 21-21 - CEP 08780-911 - Mogi das Cruzes - S3o Paulo - Brasil
Tel./Fax: (011) 4798-7085  e-mail: ceua@umec.br




