UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE MESTRADO

ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DA ESPECIE
Rachycentron canadum, POR MEIO DE MARCADORES ISSR

LAIS FERREIRA NOVAES

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
ABRIL - 2015



ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DA ESPECIE
Rachycentron canadum, POR MEIO DE MARCADORES ISSR

LAIS FERREIRA NOVAES

Engenheira de Pesca
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia — Campus de Ciéncias Agrarias

Ambientais e Bioldgicas, 2012

Dissertacdo submetida ao Colegiado do Programa
de Pd6s-Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia, como requisito parcial
para obtencédo do Grau de Mestre em Ciéncia Animal.

Orientadora: Prof2. Dr2. Norma Suely Evangelista-Barreto

Coorientadora: Prof2. Dr2, Soraia Barreto Aguiar Fonteles

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
ABRIL - 2015



FICHA CATALOGRAFICA

N935e Novaes, Lais Ferteira
Estriturgenética de populagdes da espécie
Rachycentron canadum, por meio de marcadores ISSR /
Lais Ferreira Novaes._ Cruz das Almas, BA, 2015.
69f.; il.

OrientaagloNorma Suely Evangelista Barreto.
Coorietht@a: Soraia Barreto Aguiar Fonteles.

Dissedta¢(Mestrado) — Universidade Federal ¢lo
Reconcavo da Bahia, Centro de Ciéncias Agrar|as,
Ambientais e Biolégicas.

1.Bijupir&(Peixe) — Genética. 2.Bijupira
Diversidade biologica. 3.Marcadores genéticos -lidma
|.Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Ceetrp d
Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas. II.Titulo

CDD: 597.49135

Ficha elaborada pela Biblioteca Universitaria dezQtas Almas - UFRB.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE MESTRADO

COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTAGAO DE LAIS
FERREIRA NOVAES

JZ?W&@/% L
Prof®. Dré. Norma Suely Evangelista-Barreto

Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
(Orientador)

i

!

-

& a \\‘
Prof. Dr. Aldeney Andrade Soares Filho
Universidade Federal do Ceara

\ \/L/Q/\/\\
Prof. Dr. R

icardo Franco Cunha Moreira
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
ABRIL - 2015




A minha mde, Dinamar Ferreira, por ser o meu
alicerce e sequir junto a mim na realizacdo dos meus

sonhos.



AGRADECIMENTOS

Ao longo da minha caminhada foram muitos aqueles que contribuiram na
conquista dos meus objetivos e me ajudaram a superar os obstaculos que
surgiram. Portanto, € com muito orgulho que agradeco a realizacao deste trabalho
em forma de sonho.

Aos meus pais, em especial a minha mae, Dinamar Ferreira, meus olhos
quando ndo posso ver, meus ouvidos quando é dificil ouvir, meu exemplo de ser
humano honroso e integro, que esta sempre ao meu lado, nos momentos dificeis
e acima de tudo nas minhas conquistas.

A Universidade Federal do Recbncavo da Bahia e Curso de Poés-
Graduacao Ciéncia Animal por conceder a oportunidade de estudar e aprimorar
minha qualificagdo cientifica-profissional.

A CAPES, Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior,
pelo auxilio financeiro cedido.

A minha orientadora Prof2, Dr2. Norma Suely Evangelista-Barreto pelas
licdbes ao longo do meu percurso na formagao académica e disponibilidade em me
orientar e a minha coorientadora Prof2. Dr2. Soraia Barreto Aguiar Fonteles, por
sempre ter acreditado no meu potencial ao me estimular na realizacdo dos nossos
trabalhos.

Aos familiares préximos pelo apoio sempre que possivel.

A0S meus amigos que estiveram sempre presentes.

Aos colegas do Laboratorio de Ictiogenética pelo auxilio na realizacdo do
meu trabalho, incentivo na rotina diaria e pelos bons momentos de descontracao.

Ao MSc. José Luiz Sanches Junior e a instituicdo Bahia Pesca pelo apoio
ao ceder os peixes como parte das coletas realizadas.

Ao Prof. Dr. Ricardo Franco Cunha Moreira pela cooperacdo nas analises
realizadas no trabalho e aos pesquisadores Dr. Rodrigo Augusto Torres e MSc.
Emilly Anny Benevides de Abreu pela colaboracdo no desenvolvimento do
trabalho.

A Prof2. Dr2. Lurdes Foresti de Almeida Toledo do Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sao Paulo por abrir as portas do seu laboratério para a
realizacdo das analises moleculares.

O meu muito obrigada!



LISTA DE SIGLAS

AMOVA - Analyses of Molecular Variance — Analise de Variancia Molecular
DNA — Deoxyribonucleic Acid — Acido Desoxirribonucleico
EST — Expressed Sequence Tags — Etiquetas de Sequéncia Expressa

FAO — Food And Agriculture Organization of the United Nations — Organizagéo das
Nacdes Unidas para Alimentacéo e Agricultura

ISSR — Inter Simple Sequence Repeat —Sequéncias Simples Entre Repeticdes
PCR - Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia de Polimerase
SSR - Simple Sequence Repeat — Sequéncias Simples Repetidas

RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA — Polimorfismo de DNA Amplificado ao
Acaso

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism — Polimorfismo no Comprimento
dos Fragmentos de Restricao

SNP — Single Nucleotide Polymorphism — Polimorfismo de Nuceotidio Unico



Fst

GsTt

ha
Kg

mM
Nm
pb
ppm
ML

pm

LISTA DE SIMBOLOS

indice de fixacdo

Divergéncia genética entre populacdes
Diferenciacdo genética entre populacbes
Diversidade de Nei

Hectare

Quilogramas

indice de Shannon

Milimolar

Fluxo génico

Pares de base

Partes por milh&o

Microlitro

Micromolar

Unidade

Desvio padréo



LISTA DE FIGURAS
Péagina
ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DA ESPECIE Rachycentron canadum,

POR MEIO DE MARCADORES ISSR

Figura 1. Exemplar de Rachycentron canadum, em coleta realizada no cultivo da
Bahia Pesca, localizada no municipio de Itubera — Bahia.................cceevvvvvviiiinnnnns 4

Figura 2. Distribuicdo geografica mundial da espécie Rachycentron canadum indi-

cando sua presenca nos locais SOMbreados.............ooovvvviviiiiiiiiiiii i 5
CAPITULO |

MARCADORES ISSR NA CARACTERIZAQAO GENETICA DE POPULAQ()ES DA
ESPECIE RaChyCentron CaNA0UM...........cecveeeeieieeieeieeeceeeteeeestesseestssinsseeeeesessaeanas 27

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose utilizando o primer ISSR 3 na espécie Ra-
chycentron canadum identificado pelas popula¢des naturais do Piaui (humerados de
1 a 20), Ceara (numerados de 1 a 20) e Rio Grande do Norte (numerados de 1 a 16).
M = Marcador Ladder 100pb. As setas indicam a presenca do fragmento com 1200
0] o R TP PPPT PP 36

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose utilizando o primer ISSR 3 na espécie Ra-
chycentron canadum identificado pelas populacfes naturais do Rio Grande do Norte
(17 e 18), Paraiba (numerados de 1 a 14), Bahia (numerados de 1 a 20) e popula-
cOes cativas de Pernambuco (humerados de 1 a 13) e Rio de Janeiro (humerados de
1 a 5). M = Marcador Ladder 100pb. A seta indica a presenca do fragmento 1200
0] o PSS PPRPPPIN 36

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose utilizando o primer 3 na espécie Rachycen-
tron canadum identificado pelas popula¢des cativas do Rio de Janeiro (numerados
de 6 a 13), S&o Paulo (numerados de 1 a 20) e Bahia Pesca (numerados de 1 a 16).
M = Marcador Ladder 100 pb. As setas indicam a auséncia do fragmento com 1200
0] o PP PP 37

Figura 4. Dendrograma formado pelo método UPGMA (Método de ligacdo média en-
tre grupos) com as populacdes naturais de Rachycentron canadum da costa brasilei-
ra com base na distancia genética de Nei (Nei, 1972) ........cooovviiiiiiiiiiiiciiiiiiiee 40

Figura 5. Dendrograma formado pelo método UPGMA (Método de ligacdo média en-
tre grupos) com as populagdes cultivadas de Rachycentron canadum no Brasil com
base na distancia genética de Nei (Nei, 1972) ....ccccooveeiiiiiiiiiiiiie e 42



LISTA DE TABELAS

Pagina
CAPITULO | ) )
MARCADORES ISSR NA CARACTERIZACAO GENETICA DE POPULACOES DA
ESPECIE RachyCentron Cana0UM............cecvieeerieeieeieeereeeeesseesieessessessveseees e 27

Tabela 1. Individuos da espécie Rachycentron canadum coletados em diferentes
EStAd0S DraSIEINOS. .....cce e 32

Tabela 2. Primers utilizados para a amplificacdo de DNA da espécie Rachycentron
(o= 1 =T [ 1 o 1S PPRSRPPPPON 33

Tabela 3. Primers ISSR selecionados na andlise de variabilidade genética entre as
diferentes populacdes da espécie Rachycentron canadum e suas caracteristicas
L0 [Tt U F= T =2 35

Tabela 4. Estimativas de identidade (diagonal superior) e distancia genética
(diagonal inferior) de Nei (1972) entre as populacdes naturais da espécie
Rachycentron canadum da costa brasileira.............ccccoviiiiiiiiiiiiecc e, 38

Tabela 5. Diversidade genética das populacdes naturais da espécie Rachycentron
canadum da COSEA DraSIl@Ira..........uuuuuruiiiiiiiiiie e 39

Tabela 6. Estimativa de diversidade genética, diferenciacdo populacional (Gst) €
fluxo génico (Nm) para as populacdes naturais da espécie Rachycentron canadum da
(000 1S3 = o] = 1S | 1= 1 - U 39

Tabela 7. Estimativas de identidade (diagonal superior) e distancia genética (diago-
nal inferior) de Nei (1972) entre as populacdes cultivadas da espécie Rachycentron
CANAAUM NO BIaSIl....uuuiiiiiiiiiiiiiie e 41

Tabela 8. Diversidade genética das popula¢des cultivadas da espécie Rachycentron
(or= L= o (U] g Lo T = = L | U SPR 41

Tabela 9. Estimativa da diversidade genética, diferenciagéo populacional (Gsr) e flu-
X0 génico (Nm) para as populacdes cultivadas da espécie Rachycentron canadum no
=] = T | SO OPOEPPPRPPRRPPI 42

Tabela 10. Andlise de variancia molecular dentro e entre populacdes da espécie Ra-
chycentron canadum dO Brasil............uoiiiiiiiiiiii e 43



SUMARIO

Pagina
RESUMO
ABSTRACT
L INTRODUGAOD. ..ottt ee et en et ae e aenen, 1
0] = | = 1 LY 1S TR 3
3 REVISAO DE LITERATURA . ......coiititieeeetetee ettt 4
4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooiiieeeeeeeeeteeeeeeeeee e 20

Capitulo 1
MARCADORES ISSR NA CARACTERIZACAO GENETICA DE POPULACOES DA
ESPECIE Rachycentron Canadum............c.covoueeueiueeuereereereereeeeeeeteeeeeeeseeereeseseenn, 27

5 CONSIDERACOES FINAIS. ..ottt ettt 58



ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DA ESPECIE Rachycentron
canadum, POR MEIO DE MARCADORES ISSR

Autora: Lais Ferreira Novaes

Orientadora: Norma Suely Evangelista-Barreto

RESUMO

Rachycentron canadum, conhecido como bijupird, € um peixe marinho com ampla
distribuicdo geografica e que tem despertado o interesse do setor aquicola, bem
como o seu conhecimento biolégico. O estudo genético em torno da estrutura de
populacbes € um alicerce relevante tanto para a implantagcdo de politicas
sustentaveis para a exploracdo dos recursos genéticos, quanto o melhoramento
de estoques de peixes na piscicultura. Este trabalho teve como objetivo verificar a
variacao genética entre individuos de populac¢des naturais do bijupira encontrados
na costa litoranea do Brasil e aqueles de populac¢des cultivadas, por meio de
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). Foram obtidas amostras de
155 individuos e utilizados 9 primers, que geraram 144 loci polimorficos. O
namero de alelos observados, diversidade genética esperada de Nei e indice de
Shannon variaram de 1,58, 0,1865 e 0,2855 para as populacdes nativas e 1,39,
0,1378 e 0,2054 para as populacdes cativas, respectivamente. O coeficiente de
diferenciacao (Gsr) revelou o valor de 0,1751 e fluxo génico (Nm) de 2,35 para as
populacdes selvagens, enquanto as populacdes cultivadas tiveram Gst=0,2966 e
Nm=1,1858. Os resultados da AMOVA mostraram que a diversidade genética
populacional foi mais elevada dentro das populagbes (61,54%) do que entre as
populacdes (38,46%). A partir do indice Fst € possivel classificar a estruturacao
populacional de R.canadum variando de moderada (0,19) a alta (0,38). Por meio
dos resultados obtidos observou-se que ha maior diferenciacdo genética nas
popula¢6es naturais quando comparadas as popula¢des cultivadas, o que sugere
aprimorar 0 monitoramento e manejo da espécie nos cultivos para que estas nao

percam o seu potencial genético ao longo do tempo.

Palavras-chave: aquicultura; bijupira; marcador molecular; populagées naturais.



THE GENETIC STRUCTURE OF THE Rachycentron canadum SPECIES
POPULATION USING ISSR MARKER

Autora: Lais Ferreira Novaes

Orientadora: Norma Suely Evangelista-Barreto

ABSTRACT

The species Rachycentron canadum, known as cobia, is a marine fish widely dis-
tributed and currently has increased the interest of the aquaculture sector and the
biological knowledge of the species. The fish population’s genetic structure study
is an important foundation for the implementation of sustainable policies for the
exploitation of genetic resources and the improvement of fish stocks in fish farm-
ing. This study aimed to characterize the genetic diversity between samples of co-
bia’s natural populations found in the Brazilian coasts and captive populations of
different cultures through ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) molecular marker.
There were used 155 samples and 9 primers, from which 144 polymorphic loci.
The number of observed alleles, expected genetic diversity of Nei and Shannon
index ranged from 1,58, 0,1865 and 0,2855 for the native populations and 1,39,
0,1378 and 0,2054 for captive populations, respectively. The coefficient of gene
differentiation (Gsrt) revealed the number of 0,1751 and the gene flow (Nm) of
2,3555 in wild populations, while Gst=0,2966 and Nm=1,1858 in captive popula-
tions. The AMOVA results showed that the genetic diversity in the global popula-
tion study was higher within populations (61.54%) than among populations
(38.46%). From the Fst index was possible to classify the populational structure of
R. canudum with moderate variation (0,19) and high structure (0,38). Through the
results obtained, it was observed that there is more genetic variation in natural
populations when compared to cultivated populations, suggesting the monitoring
and management of the species in crops needs improvement to not lose their ge-

netic potential over time.

Keywords: aquaculture; cobia; molecular marker; wild populations.



1 INTRODUCAO

Diante da crescente demanda por alimentos a atividade aquicola tem se
desenvolvido vigorosamente e conquistado destaque no cenario da pecuaria
nacional, considerando-se a sua consolidagéo ja existente no mercado mundial da
producao de peixes advindo da aquicultura. Este setor possui um potencial e ritmo
de crescimento que ultrapassa as mesmas possibilidades quando comparado as
outras atividades agropecuérias (FAO, 2010). Um dos fatores que contribuem
para essa realidade é a deficiéncia que 0s recursos pesqueiros atualmente
apresentam diante da sua capacidade de exploracdo por ndo conseguirem suprir
a necessidade de consumo esperada. Com isso, a aquicultura marinha surge

como uma alternativa sustentavel na obtencéo de proteina animal.

Dentre as inUmeras espécies de peixes aptas para serem domesticadas e
bem sucedidas na sua posterior producdo e comercializacdo encontra-se o R.
canadum, conhecido popularmente no Brasil como bijupira e que apresenta
caracteristicas essenciais que a torna propicia para o cultivo, tal como boa
qualidade da carne, taxa de crescimento rapido e elevada resisténcia a doencas
(SUN; CHEN, 2014). Apesar de ser uma espécie de peixe nativa, presente em
toda a costa brasileira, seu cultivo ainda estd em fase de desenvolvimento e
busca apoio por meio de investimentos politicos, interesses privados e projetos
experimentais para tornar a aquicultura marinha fonte efetiva de renda e obtencéao
de lucro para pequenos e grandes produtores. Por outro lado, o conhecimento
biolégico dos animais selecionados deve preceder o recrutamento de individuos
nativos para a formacéo do plantel de reprodutores e até mesmo a formacao de
todo o estoque de uma piscicultura, de modo que corresponda as expectativas
provenientes da espécie para a sua producdo. Phinchongsakuldit et al. (2013)
afirmaram que para o desenvolvimento da aquicultura e formulacdo de politicas

relacionadas a gestao e conservagao da
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pesca € necessario o conhecimento genético de populacdes selvagens, bem
como informacbes sobre a diversidade genética dessas populacbes como
componentes essenciais para o inicio de qualquer programa de melhoramento

genético no desenvolvimento de estoques domesticados para a aquicultura.

Sob a perspectiva do conhecimento em torno do genoma (toda constituicdo
genética de um organismo), total ou parcial, a utlizacdo de marcadores
moleculares tem sido aplicada em larga escala nos mais diversos tipos de
estudos que envolvem a producdo e aprimoramento de recursos genéticos
explorados pelo homem. O incremento de ferramentas para a analise de DNA que
tem ocorrido nas Ultimas décadas possibilitou a crescente capacidade de
determinar a variacdo genética dentro e entre as populacdes, no qual a
caracterizacdo tradicional, que era restringida por meio de atributos fenotipicos,
pode agora ser complementada pelo aumento do ndmero disponivel de
marcadores moleculares e o desenvolvimento de programas estatisticos para a
sua andlise (TORO et al., 2009).

O marcador do tipo Inter Simple Sequence Repeat, que atua em conjunto
com a técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase, € aplicado nos estudos em
guestao, pois séo eficientes na producao de sequéncias polimorficas. De acordo
com Lv et al. (2012), o marcador apresenta algumas vantagens em relacdo aos
outros, como: o0s primers anelam diretamente nas repeticdes e as sequéncias alvo
sdo abundantes ao longo do genoma eucarioto, que evoluem rapidamente;
consequentemente os ISSRs podem revelar um ndamero muito maior de
fragmentos polimorficos. A busca de informacdes sobre R. canadum se torna
valida diante do possivel acesso direto ao DNA gendmico que possibilita observar
caracteristicas de diferenciacéo populacional da espécie, pois segundo Nguyen et
al. (2009), o uso de reprodutores sem conhecimento genético prévio leva a uma
segunda geracao restringida de diversidade genética. Contudo, preservar a
variabilidade contida nos recursos genéticos animais é uma etapa fundamental
para a permanente viabilidade das espécies a médio e longo prazo (HILSDORF,;
ORFAOQ, 2011).



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Comparagédo genético-populacional entre e dentro das populagdes naturais e
cultivadas da espécie Rachycentron canadum coletadas em diferentes estados e

cultivos no Brasil.

2.2 Objetivos especificos

e Formacado de um banco genético in-vitro de tecido da espécie R. canadum.

e Verificar a eficiéncia na aplicacdo do marcador molecular ISSR em estudos

genéticos para a espécie R. canadum.

e Inferir na estruturacdo genética das populacbes nativas da espécie R.

canadum presente no litoral brasileiro.

e Inferir a variabilidade genética das populacbes cativas da espécie R.

canadum presente em cultivos no Brasil.

e Comparar a diferenciacdo genética existente entre as populacées cativas e

nativas da espécie R. canadum.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A espécie - Rachycentron canadum

Os Perciformes caracterizam-se por ser a mais diversa ordem de peixes e
a maior do grupo dos vertebrados. Entre os peixes que a compde esta a espécie
Rachycentron canadum (Figura 1), Unica representante da familia
Rachycentridae. No Brasil a espécie € conhecida popularmente como bijupira,
beijupira e pirambiju (FIGUEIREDO; MENEZES, 1980).

Figura 1. Exemplar de Rachycentron canadum, em coleta realizada no cultivo da

Bahia Pesca, localizada no municipio de Itubera — Bahia.
Fonte: arquivo pessoal

Caracteriza-se por ser um peixe ndo formador de cardumes, possui habito
marinho epipelagico e migratorio, de grande distribuicdo geografica (Figura 2),
encontrado em todos os oceanos, exceto no leste do Pacifico, sazonalmente em
aguas quentes das regifes temperadas e em todo o litoral brasileiro (DITTY;
SHAW, 1992).
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Figura 2. Distribuicdo geografica mundial da espécie Rachycentron canadum

indicando sua presenca nos locais sombreados.
Fonte: (SHAFFER; NAKAMURA, 1989).

Externamente é caracterizado por possuir um corpo alongado e fusiforme,
que de forma geral apresenta coloracdo acinzentada, com listras laterais nas
cores branca e preta. Entre fémeas e machos ndo existe dimorfismo sexual
externo e quanto a maturidade sexual, as fémeas estdo aptas para reproducao
em torno do seu terceiro ano de vida, enquanto os machos requerem menor
tempo, por volta dos dois anos de idade. E um peixe estritamente carnivoro,
alimentando-se de crustaceos, alguns invertebrados bentbnicos e outros peixes.
Ambientes que proporcionam faixas de temperatura e salinidade entre 16,8 a 32,0
°C e 22,0 a 44,5 ppm, respectivamente, se tornam ideais para o desenvolvimento
natural da espécie (SHAFFER; NAKAMURA, 1989).

O bijupira é conhecido por ser um peixe com fins recreativos, como a pesca
esportiva, mas também costuma ter sua captura acidentalmente, tornando-se
fauna acompanhante (SHAFFER; NAKAMURA, 1989; DITTY; SHAW, 1992). No
entanto, houve uma transformagdo dessa realidade e a espécie se tornou
apreciada no mercado da producéo de pescado, seja de origem cativa ou da
pesca extrativa. A forma de captura extrativa do bijupira é realizada atraves de
linha-de-mé&o, covos, redes de emalhar e caca submarina (CAVALLI,
DOMINGUES; HAMILTON, 2011).
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Espécie promissora para a aquicultura marinha no sistema off-shore,
tanques escavados e gaiolas flutuantes, devido as suas caracteristicas
zootécnicas, se tornou um peixe requisitado por este setor pois apresenta alta
capacidade para ganho de peso em curto periodo (SUN;CHEN, 2006), tem
processo de desenvolvimento bem sucedido na larvicultura (HOLT, FAULK;
SCHAWARZ, 2007), reproduz-se naturalmente, sem inducdo a desova e alto
indice de fecundacdo (FRANKS et al., 2001; ARNOLD; KAISER; HOLT, 2002),
tem facil adaptagcdo as dietas disponiveis no mercado, boa aceitagdo aos
sistemas de cultivo no qual sdo submetidos e carne branca de altissima qualidade
(LIAO et al., 2004). Apds cerca de 10 a 12 meses de cultivo o seu peso pode
atingir cerca de 6 a 8 kg, tempo adequado para a despesca, onde todas as partes
do corpo podem ser utilizadas, tornando-se um produto de alto valor econémico
(HUANG; MIAO; HIEU, 2011).

Taiwan foi o primeiro pais a dar inicio ao cultivo da espécie nos anos de
1990 em gaiolas no mar (HUANG; MIAO; FAROK, 2008), seguido de paises como
a China, Vietna e outros no Sudeste da Asia. Recentemente a aquicultura voltada
ao R. canadum se tornou muito mais popular devido ao sucesso da tecnologia de

propagacao artificial e eficiéncia na producéo larval (HUANG et al., 2011).

Com todo o sucesso do bijupira na aquicultura mundial, o Brasil, pais que
detém extremo potencial para o desenvolvimento e solidificacdo da atividade
aquicola, deu inicio aos empreendimentos relacionados a espécie em questao,
mesmo gque a maioria destes esteja ainda sob fase experimental, pois atualmente
esta é considerada a espécie marinha que melhor apresenta condicdes para ser

produzida comercialmente.

Todas as informacdes e pesquisas geradas a partir do interesse inicial, em
relacdo ao cultivo do R. canadum, aprofunda os estudos sobre a espécie e tem
fundamental contribuicdo acerca do conhecimento de suas popula¢des naturais.

3.2 Aquicultura marinha no Brasil — Cultivo do bijupira

Ao seguir o ritmo da tendéncia mundial, a aquicultura brasileira tem crescido
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significativamente nos ultimos anos, em especial a maricultura (cultivo exclusivo
de organismos aquaticos marinhos ou aguas estuarinas), como suprimento da
demanda de pescado, onde num passado recente poderia ser suprida por meio
da pesca extrativa, mas no cenario atual ndo se torna possivel devido as
condicbes ambientais adversas e a critica situacédo dos estoques das populacdes

naturais de peixes que foram sobreexplotadas.

Segundo a FAO (2015a), a producdo mundial do bijupird, considerando
apenas a aquicultura, atingiu 41.774 toneladas em 2012, representando um
aumento de 63,1% em comparacdo a 2008 que obteve 26.386 toneladas, sendo
observado a rapida expansdo no mercado. No Brasil, até entdo sé existem dados
referentes a pesca por captura direcionada a espécie e esta ainda é considerada
de baixa producdo, com cerca de 930,4 toneladas em 2011, de acordo com o
boletim final divulgado pelo (BRASIL, 2014).

O Brasil melhorou o seu ranking global significativamente nos ultimos anos e
atualmente se encontra no 12° lugar dentre os principais produtores, totalizando
707.461 mil toneladas da sua producéo aquicola anual (FAO, 2014a; 2014b).

Mesmo dispondo de condicfes favoraveis e de um mercado consumidor em
potencial, o Brasil ndo ocupa uma posicdo de destague no panorama da
maricultura mundial, por falta de estrutura quanto aos meétodos utilizados no
cultivo, ainda que haja espaco para modernizacao e expansao do setor. Os dados
mais recentes divulgados sobre a maricultura, segundo o Ministério da Pesca e
Aquicultura (BRASIL, 2011), apontam que no Brasil foi produzido cerca de
84.214,3 toneladas de organismos aquaticos em 2011, porém esse numero
refere-se a carcinocultura e malacocultura, pois o cultivo de peixes marinhos
ainda € incipiente, apesar da sua caracteristica promissora, principalmente
quando relacionada ao bijupira, que possui dados mais significativos de

comercializagdo somente proveniente da pesca por captura.

Em razdo da importancia do setor, tanto a nivel mundial e local, as
perspectivas de crescimento da aquicultura marinha brasileira tendem a explorar
todo o seu potencial. Segundo a FAO (2013), em um relatério divulgado no qual

foi avaliado o potencial da maricultura sob o ponto de vista espacial, o Brasil
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encontra-se entre os trés principais paises, incluindo China e india, que retinem
criterios fundamentais no sucesso de empreendimentos aquicolas do tipo
offshore: profundidade da &gua, velocidade de correntes maritimas e area
econbmica (custo/beneficio). O bijupira € uma das espécies que se encaixa
perfeitamente no sistema de cultivo offshore em gaiolas e/ou tanques-redes em

ambiente estuarino, tornando-se a principal espécie para este investimento.

No Brasil, Sampaio et al. (2011) relataram pela primeira vez a taxa de
crescimento do bijupira cultivados em gaiolas em um experimento realizado em
Angra dos Reis — RJ, no qual foi possivel observar resultados parecidos a estudos
realizados por paises que ja detém a tecnologia avancada no cultivo da espécie,
no qual apresentaram peso medio final de 4,2 kg apds 12 meses.

Tendo em vista as perspectivas para a producdo comercial de bijupiras no
Brasil, o pais apresenta condicdes ambientais e infraestrutura favoraveis,
incluindo dados com base na reproducdo em cativeiro que apresenta resultados
satisfatorios, embora as etapas de larvicultura e engorda ainda sejam instaveis e
consideradas como desafios a serem vencidos quando comparados a outros
paises (CAVALI et al., 2011).

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2014) o governo vem
estabelecendo estratégias para fomentar o cultivo do bijupira via iniciativas de
demarcacao de parques aquicolas direcionados a areas proprias para o cultivo
exclusivo da espécie. Os estudos de demarcacado desses locais, com o auxilio da
Bahia Pesca, estdo em fase de conclusdo no Estado da Bahia e abrange um total
com cerca de 15.600 ha de area compreendida favoravel. Ainda, inserido no
contexto sob o aspecto de areas destinadas ao cultivo da espécie é relevante
considerar a temperatura da agua como caracteristica determinante na atividade,
no qual uma maior produtividade esta diretamente ligada a sobrevivéncia, taxas
de crescimento e conversdo alimentar (CAVALLI; HAMILTON, 2009). Este fator
corresponde as acodes de incentivo das politicas publicas nas quais o governo tem
se empenhado para a implantacdo de projetos aquicolas em ambientes propicios
ao cultivo, localizados principalmente entre as regides Norte e Sudeste, o que

também favorece a consolidagéo da atividade (BRASIL, 2014).
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Além dos estudos de demarcacdo de areas, o governo, por meio do
Ministério da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2013), pelo meio de editais, tem
fornecido apoio financeiro em projetos de pesquisa cientificos e tecnoldgicos com
0 objetivo de legitimar e prosperar a atividade aquicola com base na exploracéo e
uso sustentavel dos recursos biolégicos que causem menor impacto ao ambiente.
Somado a essas iniciativas esta o incentivo a pesquisa no setor do conhecimento
e melhoramento genético, a fim de monitorar a estrutura das populacfes
selvagens e cultivadas da espécie que tende se tornar mais uma ferramenta de
estudo auxiliar para efetivar a aquicultura marinha como sustentavel.
Considerando-se 0 crescente aumento populacional global, a demanda por
alimento solicitada tende a atingir nimeros cada vez maiores, e este seguimento
baseado na utilizacdo de organismos vivos, tratando-se de um recurso genético
de uso potencial, tanto presente e quanto futuro, carente de atencdo e
direcionamento que conduza ao uso consciente, manejo e monitoramento da sua

exploragéo e conservagao.

A aquicultura brasileira encontra-se em um periodo de desenvolvimento
sendo uma poténcia competitiva para o mercado internacional, atraindo atencéo
para o investimento de empresas privadas e fortalecendo-se a partir da criagcao do
Ministério da Pesca e Aquicultura, que propicia a organizacdo do setor e
consequentemente resultara no aumento da producdo e geracdo de empregos
nos proximos anos (FAO, 2015b). Diante deste cenario a exigéncia no
fornecimento de peixes de melhor qualidade na piscicultura nacional tende a ser
um critério relevante para a producdo e consequentemente evidencia a
necessidade de intervencdo e aplicacdo de tecnologias genéticas (BRASIL,
2012).

3.3 Recursos genéticos - Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares tém essa definicdo, pois sdo ferramentas utilizadas
para detectar variacdbes no genoma, aumentando as possibilidades de analise
genética dos organismos (BOREM e CAXETA, 2009). Para Toro et al., (2009), um
dos primeiros marcadores utilizados voltados a producdo animal foram as

aloenzimas, porém elas apresentavam limitacdes, como o seu baixo nivel de
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polimorfismo, e por conta disso logo foram criadas ferramentas com marcadores
que tinham acesso direto ao DNA (em especial o DNA nuclear). A partir do
desenvolvimento das tecnologias com base nos marcadores moleculares foi
possivel quantificar de forma mais precisa a diferenca genética existente entre
populacdes e individuos, como também identificar e acessar as regibes do

genoma que continham essas informacoes (HILSFORF, 2011).

ApoOs a criacdo da técnica de Polymerase Chain Reactcion (PCR), descrita
por Karry Mullis em 1983, houve uma revolucdo no uso e progresso dos mais
diferenciados tipos de marcadores genéticos e este acontecimento possibilitou
posteriormente 0 sequenciamento dos genomas de diferentes espécies por
completo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Desde entdo, independente das
técnicas mais modernas utilizadas no sequenciamento total de genomas, que sao
aplicados nos laboratérios em diversos locais do mundo, os marcadores
moleculares ainda sdo os métodos mais empregados em estudos populacionais
(HILSDORF; ORFAOQ, 2011), com a premissa de estabelecer o tipo de marcador
disponivel que seja mais vantajoso e apropriado em resposta a pergunta biolégica
gue se busca esclarecer (FINGER; KLANK, 2010).

Dentre os marcadores mais utilizados atualmente é possivel citar: Random
Amplified Polymorphic DNA — RAPD, Restriction Fragment Lenght Polymorphism
— RFLP, Simple Sequence Repeat — SSR, Inter Simple Sequence Repeat — SSR,
Single Nucleotide Polymorphism — SNP, Expressed Sequence Tags — EST e os
marcadores de DNA mitocondrial. O conhecimento e as ferramentas geradas
devido ao progresso na genética molecular proporcionaram aprofundar estudos
filogenéticos e populacionais, identificar espécies, caracterizar a biodiversidade de
diferentes ecossistemas e avaliar a variabilidade genética existente dentro e entre
populacdes de animais de ambiente natural e aqueles de interesse zootécnico
(BRASIL, 2009).

3.4 Marcadores ISSR

Descrito inicialmente por Zietkiewicz et al. (1994) e Gupta et al. (1994), o

ISSR representa uma das classes de marcadores moleculares mais recente
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utilizados em estudos genéticos. A técnica utiliza iniciadores de repeticao di-, tri-
ou tetranucleotidica para amplificagdo do DNA em uma determinada por¢cdo do
genoma localizada entre dois microssatélites idénticos de orientagdo reversa a
cadeia de DNA, que estdo amplamente distribuidos no genoma e que néo

necessitam de conhecimento prévio da sequéncia do DNA (ROUX et al., 2007).

De carater dominante, o marcador apresenta vantagens quando comparada
ao emprego tradicional dos microssatélites, uma vez que sado utilizados primers
arbitrarios que reconhecem qualquer regido do genoma de interesse. A estratégia
aplicada com o ISSR é particularmente atrativa pois evita a necessidade de
clonagem e sequenciamento inicial quando baseado nos microssatélites,
tornando-a menos dispendiosa com relagdo aos custos e tempo (REDDY;
NAGARAJU; ABRAHAM, 1999).

A técnica tem sido amplamente utilizada com os mais diversos tipos de
organismos. Botanicos e zo6logos de espécies terrestres até autores de trabalhos
abrangendo invertebrados e vertebrados marinhos, ratificam que os estudos
realizados demonstraram a eficiéncia dessa ferramenta na avaliacdo da
variabilidade genética, discriminacdo de populacdes, espécies e subespécies,
chegando a obter marcadores ISSR espécie-especifico para peixes (CASU et al.,
2009).

Dentre as vantagens na aplicacao do ISSR afirma-se que ele € um método
com baixo custo, simples e rapido, que pode gerar diferentes perfis utilizando
apenas um primer para analise gendmica (CHIU et al., 2014), produz fragmentos
com grande reprodutibilidade, se comparados a outros marcadores com base em
PCR, ndo requerem grande infraestrutura com equipamentos de laboratério
(SOUZA et al., 2008).

Assim, o emprego dos marcadores moleculares ISSR nos udltimos anos
tornou-se altamente solicitado e aplicado para estudos de variacdo intra-
especifica em populacbes da fauna marinha, identificacdo de espécies de peixes,
avaliacdo de estrutura populacional, variacdo e diferenciagdo genética entre

populacdes do ambiente natural e cultivadas e relagdes filogenéticas (CHIU et al.,
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2012; CHIU et al., 2014;: KUMLA et al., 2012; XIAOXIAO et al., 2011; HANIFFA et
al., 2014).

Diante dessas caracteristicas se torna possivel o uso do mesmo com a
espécie R. canadum a fim de caracterizar a diferenciacdo genética existente intra
e inter-especifica na costa brasileira, como também a relacédo entre as populacdes

cativas e nativas.

3.5 Estrutura genética de populacdes de peixes

A estrutura genética de uma determinada populacéo é estabelecida a partir
da formacédo de individuos da mesma espécie que raramente se distribuem de
forma homogénea no espaco e convivem numa area geografica de tamanho
suficientemente restrito, para que esses individuos tenham a oportunidade de
cruzar aleatoriamente com qualquer outro do sexo oposto da mesma espécie,
quase sempre formando populagbes, agregados, bandos, colénias ou outro tipo
de associacao (ALFENAS et al., 2006).

De acordo com Turchetto-Zolet et al. (2013), a constituicdo genética e
demografica das populacfes determina sua estrutura genética por meio de acdes
e interacbes de uma série de mecanismos evolutivos e ecoldgicos, onde a
particdo da variabilidade genética e os seus niveis dependem das forcas

evolutivas que estejam predominando no contexto ecolégico.

Diante da crescente demanda em estudos voltados para a conservacéo de
peixes (ALIABADI et al.,, 2008; CHIU et al.,, 2014; PRUETT et al., 2005), a
genética se tornou uma ferramenta importante para direcionar esses esforcos ao
analisar os diferentes parametros que podem alterar a constituicdo genética dos
individuos que formam uma populacéo, tais como deriva, fluxo génico, mutacao,

migracéo, efeito fundador, selecéo e consequentemente evolucéo.

Segundo Batista (2010), a conservacao de uma espécie ocorre por meio do
conhecimento da sua biologia e ciclo de vida que incluem movimentos de

dispersdo, comportamento reprodutivo e processos historicos aliados a fatores



13

ambientais, no qual o conjunto desses fatores sdo 0s maiores responsaveis para

manter a diversidade genética nas populacoes.

Na Ictiogenética, o uso de marcadores moleculares se tornou bastante
relevante na caracterizacdo da diversidade populacional de peixes nativos e
cativos, concentrando também sua aplicacdo nos estudos de variabilidade
genética e descrevendo como esta € distribuida entre e dentro das populacgées,
auxiliando na identificacdo de espécies, no entendimento da filogeografia,
aspectos evolutivos, manejo e reproducao. Sao iniameros os trabalhos realizados
voltados a estrutura de populacbes em peixes, tais como: Domingos et al., (2014);
Freitas, (2010); Galleti, (2009); Ribeiro, (2012); Rossini, (2010); Yang; Gao; Miao,
(2011). Conforme o interesse de estudo, diferentes abordagens metodolégicas na
deteccdo de dados genéticos, podem ser obtidas a partir de marcadores
moleculares disponiveis (FREITAS, 2010).

3.5.1 Anédlise da estrutura genética com marcadores moleculares

Utilizar frequéncias alélicas provenientes de diferentes marcas moleculares
(loci) se tornou comum ao quantificar distancias genéticas, medidas de
heterozigosidade, grau de fixagdo e correlacdo intergenotipica para avaliar o grau
de diversidade que expressa a similaridade e o distanciamento genético entre
populacdes (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2008).

Para Turchetto-Zolet et al. (2013), os métodos mais popularmente utilizados
para quantificar a diferenciacdo genética entre populacdes estdo baseados na
estatistica-F, introduzida primeiramente por Sewal Wright (1889-1988), que utiliza
os coeficientes de endocruzamento para dividir a variagdo genética dentro e entre
populacdes, sendo a quantidade de endocruzamento em uma populacdo devida a
diferenciacdo das populagdes (Fst) 0 mais conhecido. Esses indices de fixacéo
tém sido utilizados como indicadores da diferenciacdo genética entre populacdes
por meio do conceito de estrutura populacional que € gerada pela perda de
variacdo genética devido aos efeitos de deriva genética, apresentando como
resultado a diminuicdo da heterozigosidade nas subpopulagbes quando

comparada a heterozigosidade esperada a partir da populagdo original
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(HILSDORF, 2013). Em complemento a F, que parte do pressuposto na sua
andlise a existéncia de somente um par de alelos sem mutacdo, Nei (1973)
estendeu o indice para o caso de multiplos alelos denominando-o de coeficiente
de diferenciagdo génica (Gst), ou seja, a razdo da diversidade génica
interpopulacional esperada pela diversidade génica total esperada, onde o valor
de Gst pode ser estimado pelo uso das médias de diversidade génica para varios
locus (HILSDORF, 2013; SANCHEZ, 2008).

Medida também frequente em trabalhos baseados em marcadores molecula-
res, a estatistica H de Nei (1972) € comum em estudos genéticos. No que se refe-
re a medida de diversidade de Nei (H), o autor baseou-se no conceito de hetero-
zigosidade génica/alélica para quantificar a diversidade genética entre e dentro
das unidades experimentais, podendo ser aplicado a qualquer tipo de organismo,
desde que a frequéncia génica possa ser determinada (SANCHEZ, 2008). A pro-
babilidade que em um “loco”, dois alelos quaisquer, escolhidos ao acaso em uma
populacdo, sejam diferentes um do outro, a média encontrada de heterozigosida-
de em todos os locus é uma estimativa da extensdo da variabilidade genética em
uma populacdo (HILSDORF, 2013).

Outro tipo de analise a ser aplicada nestes casos é o indice de Shannon.
Sanchez (2008) afirma que a funcdo proposta por Shannon-Wiener mede a diver-
sidade ou rigueza de espécies em estudos ecoldgicos no qual adequa-se em ana-
lises em que as amostras sdo coletadas ao acaso, considerando a riqueza das
espécies a partir do calculo de diversidade genotipica ou fenotipica de uma de-
terminada populacdo. Segundo o autor, por meio do calculo de diversidade isola-
se 0 componente equabilidade e gera-se o quanto a diversidade encontrada para
um determinado local difere da diversidade hipotética maxima possivel para o

mesmo.

Diante das diferentes metodologias para inferir a diversidade genética dos
mais diversos organismos, a analise de variancia molecular (AMOVA) é o método
mais recente utilizado para determinar a variabilidade genética inter e intrapopula-
cional. Segundo Excoffier; Smouse; Quattro, (1992), a AMOVA produz estimativas

de componentes de variancia que sdo analogos a estatistica de F, refletindo a
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correlacdo da diversidade haplotipica em diferentes niveis de subdivisao hierar-
quica e que tem como objetivo testar hipéteses de estruturacdo populacional, ca-
racterizando-se por constituir uma representacdo coerente e flexivel para anélise
de dados moleculares. Os trés niveis hierarquicos de diferenciacdo populacional
calculados na AMOVA séo: entre grupos (Fcr), entre populagbes dentro de grupos
(Fst) e dentro das populacdes (Fsc), além de fornecer o coeficiente de endocru-
zamento especifico (Fis) (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).

Entretanto, Pessoni, (2007) alega que o método apresenta uma relacao dire-
ta com a estatistica de F, estando sujeito as mesmas limitacbes de pressuposi-
¢cbes, no qual assume-se que 0s acasalamentos entre os individuos que com-
pdem as popula¢cdes ocorram completamente ao acaso e que nao haja endoga-
mia. A AMOVA possui sua aplicacdo de forma facil que independe da situacao,
constituindo uma estrutura coerente e flexivel para a analise dos dados molecula-
res (Moreira, 2006).

Portanto, a andlise de variancia molecular se caracteriza por ser capaz de
estudar a diversidade entre populacdes a partir de dados moleculares (marcado-
res dominantes, co-dominates ou de sequéncia) e também testar hip6teses a res-

peito de tal diferenciagao.

3.6 Mecanismos de variabilidade genética em peixes

Se os fatores determinantes que envolvem a estrutura genético-populacional
dependem de forcas evolutivas e o tempo viavel para que esses fenbmenos
ocorram (CHAKRABORTY; LEIMAR, 1987), no caso dos peixes, que estabelecem
populacdes naturais, em especial no ambiente marinho, a sua variabilidade e
estruturacdo genética € influenciada principalmente pelo fluxo génico e disperséo
larval, ou seja, efeito migratorio de individuos e fixagdo dos genes em um
determinado habitat/populagcéo, respectivamente. Neste caso a distribuicdo de
uma determinada espécie estd associada a estrutura espacial das populacdes
conectadas pela troca de larvas entre as populacdes, tornando-se um parametro

central da estruturacéo dessas comunidades (ORICCHIO, 2013).
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Para os peixes que possuem sua reproducdo e desenvolvimento de forma
indireta, o periodo larval planctoénico e pelédgico (auséncia de movimentacao ativa)
pode se mostrar ausente ou variar de dias até um ano sob efeito de correntes
oceanicas e por meio desse comportamento é definido o periodo e extensdo da
dispersdo dos individuos que irdo constituir uma determinada populacdo. Por
muito tempo acreditou-se que a inexisténcia de barreiras fisicas no ambiente
marinho proporcionasse uma estruturacdo homogénea para as populacdes de
espécies marinhas, no entanto os estudos mais recentes contrapfem essa
condicdo (COWEN, 2006; GALETTI et al., 2008; KNUTSEN et al.,, 2011;
HENRIQUES et al.,, 2014). Em conjunto, os resultados que tém sido obtidos
fornecem evidéncias, ainda que n&do completamente esclarecidas, de que as
subpopulacdes de organismos marinhos podem estar isoladas em escalas

espaciais menores do que se pensava anteriormente.

Aliado aos movimentos de dispersao, o fluxo génico também se destaca
como efeito da variacdo genética, pois ocorre por meio da movimentacao ativa
dos organismos (BENEVIDES, 2011). Conforme Gomide, (2008), a migracao € um
fator importante, ja que movimenta genes de uma populacdo para outra, que
geralmente afeta em proporgcbes maiores as pequenas populagcdes quando
comparado suas implicacbes as populacdes menores. Diante disso, a
variabilidade genética se comportara de forma proporcional quando submetida ao
fluxo génico, ou seja, quanto maior o numero de migrantes entre 0s grupos, maior

a integracao entre eles.

No ambiente marinho existem casos em que o fluxo génico e a formacéo de
populacdes praticamente panmiticas sdo favorecidas em razdo do seu habitat e
nesses exemplos ndo existem barreiras fisicas ou ecoldgicas que reduzam a
conectividade populacional, porém estima-se que grande parte da diversidade
marinha possa ser resultado de especia¢cdes simpatricas (ORICCHIO, 2013).
Tratando-se da espécie em estudo, o bijupird, € considerado um peixe migrador
de grandes distancias e/ou pode associar-se a outros animais marinhos
migratorios, este comportamento o ajudaria a manter uma maior conectividade
populacional (PHINCHONGSAKULDIT et al., 2013).



17

Diferente da abordagem voltada para 0s principais mecanismos de
variabilidade genética em populagdes naturais, ao analisar a variagdo genética na
aquicultura, os principais fatores que influenciam neste cenario sdo o efeito
fundador e selecao, ou seja, a formacdo de uma nova populacdo estabelecida a
partir de poucos individuos e a escolha nado intencional dos mesmos que sejam
aparentados e apresentem melhores caracteristicas fenotipicas ou reprodutivas,
respectivamente. Ao planejar o estoque fundador é necesséario haver uma
quantidade relevante de individuos que representem a verdadeira variabilidade
genética existente da espécie e se possivel que estes sejam capturados em
localidade diferentes para que se torne provavel ampliar a dissimilaridade
genética entre eles. Quando o numero efetivo € pequeno, baixa variacdo genética
e futuros cruzamentos endogamicos levam a diminuicdo da produtividade
(HILSDORF; ORFAOQ, 2011). Segundo 0os mesmos autores, a variabilidade é o
ponto de partida para mensurar as diferencas genéticas entre populacdes e iniciar

um processo de selecao, que deve ser monitorado pelo produtor.

De acordo com Dias (2012), o manejo inadequado ou erro inicial diante da
escolha do estoque doador, no caso os peixes que formardo o plantel de
reprodutores, ocasiona sérios problemas genéticos chegando até inviabilizar a
atividade a médio e longo prazo. Para evitar problemas direcionados a sele¢éo, o
gerenciamento zootécnico e manejo por meio da utilizacdo de “tags” pode ser um
grande aliado na identificacdo dos peixes, pois permite 0 monitoramento individual
de diversos parametros (peso, idade, tamanho, comportamento reprodutivo e etc)
e possibilita a escolha dos individuos para producéo e inicio de programas de
melhoramento (BRASIL, 2012).

3.7 Variabilidade genética na espécie Rachycentron canadum

Tratando-se de uma espécie de interesse comercial o R. canadum tem sido
objeto de estudo em pesquisas com distintos propdsitos e segmentos, em que
tem a genética como area de estudo contemplada e conta com o auxilio das

classes de diferentes marcadores moleculares.

Pruett et al., (2005), ao desenvolverem microssatélites utilizados em estudo



18

com a espeécie, proporcionaram instrumentos Uteis para pesquisas futuras a fim
de distinguir e identificar populagdes selvagens e cultivadas no intuito de garantir
a comercializacdo do bijupira e evitar futuros conflitos legais. Os microssatélites
sao indicados para esse estudo devido a sua heranca mendeliana, codominancia
e altos niveis de polimorfismo (PRUETT et al., 2005). Sob a mesma tendéncia,
Renshaw et al. (2006), em um relatdrio técnico, descreveram protocolos simples e
diretos para utilizar microssatélites em painéis multiplex com trés espécies de

peixes propicias para aquicultura, inclusive o bijupira.

Renshaw et al. (2006) relataram que nesta técnica hd uma maior capacidade
de genotipagem em uma Unica amplificacdo simultdnea e analise de varios loci, o
que reduz custos e o0 tempo na técnica quando comparado ao uso dos géis em
microssatélite individual. Atrelado ao método, a aplicacdo do multiplex elucida
questdes como identificacdo de hibridos e linhagens, graus de parentesco,
estimativa de diversidade genética, mapeamento de loci de caracteristicas

guantitativas e selecéo assistida por marcadores.

Com o subsidio dos trabalhos de Pruett et al. (2005) e Renshaw et al.
(2006), o estudo realizado por Aliabadi et al. (2008) acresceram informacdes
sobre niveis de polimorfismo genético entre populacdes naturais iranianas do R.
canadum na regido do Golfo Pérsico e Mar de Oman, com aplicacdo de
marcadores microssatélites. JA& Phinchongsakuldit et al. (2013) analisaram por
meio de marcadores SSR’s as populacdes de R. canadum das aguas tailandesas
com objetivo de observar sua estrutura populacional e promover o conhecimento
a respeito das populacdes naturais que estdo diretamente ligadas a exploracao da
pesca e aquicultura, e ao final no estudo mostraram niveis semelhantes de
diversidade genética com indices de diferenciacdo populacional baixa e em sua

maioria nao significativa.

O uso dos marcadores do tipo RAPD e ISSR foi empregado por Chiu et al.
(2012) em um estudo com o bijupira a fim de identificar os peixes de origem de
populacdes naturais e cultivadas, como também fornecer informacdes a respeito
da diversidade genética populacional para gestdo dos recursos naturais e manejo

dos estoques cultivados. Foram desenvolvidos e testados iniciadores RAPD e
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ISSR que comprovaram a sua eficacia proposta para o objetivo inicial. A utilizacéo
de marcadores moleculares de DNA nuclear, assim como os marcadores de DNA
mitocondrial, j& est4 presente em estudos para obter maior conhecimento da

espécie, principalmente em estudos filogenéticos e populacionais.

Nepomuceno et al., (2013) e Nepomuceno et al., (2014), por meio da técnica
de sequenciamento de bases da regido mitocondrial do citocromo B (CYT B) e do
gene mitocondrial ATP6, respectivamente, analisaram de forma comparativa a
diferenciacdo genética de populacdes selvagens e cativeiro de algumas regides
da costa brasileira com o intuito de fornecer subsidios para futuros programas de

melhoramento e conservacao do R. canadum no pais.
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CAPITULO 1

MARCADORES ISSR NA CARACTERIZACAO GENETICA DE POPULACOES
DA ESPECIE Rachycentron canadum

1Artigo a ser submetido ao comité editorial do periddico cientifico Neotropycal Ichytiology.



Marcadores ISSR na caracterizacdo genética de populacdes da espécie
Rachycentron canadum

LAIS F. NOVAES?, INORMA S. EVANGELISTA-BARRETO?, RICARDO F. C.
MOREIRA?, SORAIAB. A. FONTELES?

RESUMO - O Rachycentron canadum é um peixe marinho de alto valor comercial
e ampla distribuicdo geogréafica e carece de estudo genético para o conhecimento
da estrutura de suas populacdes, fator importante para estabelecer a gestédo dos
recursos genéticos e o melhoramento dos estoques na aquicultura marinha. O
objetivo do presente estudo foi verificar a diversidade genética de 155 individuos
provenientes de populacfes naturais localizadas na costa do litoral brasileiro e a
partir de popula¢gdes cultivadas, por meio do marcador molecular ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat). Foram aplicados nove primers que por sua vez
geraram 144 loci polimérficos. O ndmero de alelos observados, diversidade
genética esperada de Nei e indice de Shannon variaram de 1,58, 0,1865 e 0,2855
para as populacdes nativas e 1,39, 0,1378 e 0,2054 para as populagdes cativas,
respectivamente. Para ambas as populacdes o fluxo génico apresentou valores
de 2,3555 para as populacfes nativas e 1,1858 para as populacdes de cultivo. O
indice Fst constatou que existe de moderada (0,19) a alta estruturacdo (0,38)
entre as populacdes da espécie estudadas e analisadas. De acordo com a analise
de variancia molecular (AMOVA) observou-se que a diversidade genética
estudada de forma global apresentou nivel mais elevado dentro das populacdes
do que entre as populacdes com 61,54% e 38,46, respectivamente. Ao observar o
nivel de variacdo genética das popula¢gdes nativas e cativas, de acordo com 0s
resultados obtidos, € possivel afirmar que a maior variabilidade encontra-se na
composicdo das populacbes naturais quando comparado as populacdes

cultivadas.
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ISSR markers in the genetic characterization of Rachycentron canadum

species populations

ABSTRACT - Rachycentron canadum species is a marine fish of high commercial
value and wide geographic distribution in need of genetic studies for the future
knowledge of its populations structure, major factor to establish the management
of the genetic resources and the marine aquaculture stock’s improvement. The
objective of this study was characterizing the genetic diversity of 155 subjects
coming from natural populations located in the Brazilian litoral coast and from
reared populations, through ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) molecular
marker. Nine primers were applied and they generated 144 polymorphic loci. The
number of observed alleles, expected genetic diversity of Nei and Shannon index
ranged from 1,58, 0,1865 and 0,2855 for the native populations and 1,39, 0,1378
and 0,2054 for captive populations, respectively. To both populations, the genomic
flow was low, presenting Nm=2,3555 for native populations and Nm=1,858 for culti-
vated populations. The Fst index showed that it exists a moderate (0,19) to high
differentiation (0,38) between the studied and analyzed samples. According to the
results obtained through the analysis molecular variance (AMOVA), it was ob-
served that the genetic diversity studied global shown higher level inside the popu-
lations than between populations with respectively 61,54% and 38,46%. Observing
the level of genetic variation of the natural and captive populations, regarding the
obtained results, it is possible to say that a higher genetic variation relies in the

native populations structure when compared to captive populations.

Keywords: marine aquaculture; cobia; population connectivity; diversity;

molecular marker.
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Introducéo

A espécie Rachycentron canadum, pertence a ordem Perciformes,
caracteriza-se por ser um seu peixe marinho, pelagico, de habito alimentar
estritamente carnivoro e de ampla distribuicdo geografica, podendo ser
encontrado em todos 0s oceanos, exceto na costa Leste do Pacifico (Shaffer e
Nakamura, 1989). Por apresentar uma carne de excelente qualidade, em conjunto
com o0s aspetos zootécnicos favoraveis, torna-se um peixe bastante apreciado e
promissor para o0 desenvolvimento do seu cultivo na piscicultura marinha,
principalmente no Brasil. Os dados da FAO (2013) apontam que o cultivo da
espécie encontra-se em um estado de crescente expansdo, onde 0s paises
asiaticos como a China e Taiwan se destacam como 0s maiores produtores.

O desenvolvimento na producdo de juvenis da espécie em laboratério
permitiu o inicio da producdo em larga escala, e desde entdo tem tomado
propor¢des comerciais bastante significativas na industria da aquicultura (Benetti
et al., 2010). Mediante a disponibilidade atual no aprimoramento de tecnologias
para criacdo, crescimento em potencial e mercado das espécies de peixe nativas
do litoral brasileiro, hoje o bijupira reine as melhores condicbes para ser
produzido comercialmente (Cavalli et al., 2011; Huang et al., 2011).

O aumento do interesse no cultivo do bijupird tem promovido maior acéo de
captura dos individuos selvagens para serem adaptados a um novo ambiente em
projetos aquicolas, sendo necessario o acompanhamento de forma criteriosa
quanto ao manejo da espécie, tanto em cultivos quanto na natureza, de modo a
minimizar os impactos que a diversidade biolégica sofrerd, principalmente devido
a pouca informacéo em relacéo a sua estrutura populacional.

Nguyen et al.,, (2009) afirmam que ao considerar 0 uso dos recursos
genéticos para a producao sustentavel de alimentos € oportuno e imprescindivel
que essa pratica deva receber a atencdo e énfase que merece, ja que a
biodiversidade deve ser preservada obedecendo ao cumprimento das trés
diretrizes fundamentais estabelecidas pela Convencao da Diversidade Bioldgica —
CDB que envolvem: a promocgdo da conservacdo da biodiversidade, o uso
sustentavel de seus componentes e a partilha justa e equitativa dos beneficios
resultantes da utilizacdo desses recursos.

Estudar a diversidade genética das popula¢gfes naturais do bijupira visando
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a aquicultura é uma forma de aprimorar a producao dos individuos recrutados na
formagéo do plantel de reprodutores, auxiliando no melhoramento genético de
futuras geragbes dentro dos cultivos. Da mesma forma faz-se relevante o
conhecimento da variabilidade genética dos individuos que ja faz parte dos
projetos de reproducédo e engorda na piscicultura marinha. Portando, € preciso
estabelecer informacgfes basicas sobre a base genética dos peixes que compde
os cultivos, ndo somente considerando os programas de melhoramento genético,
mas também com o intuito de proteger a diversidade genética dessas populacfes
naturais (Li et al., 2013).

O uso de marcadores moleculares, em especial o Inter Simple Sequence
Repeat — ISSR tem tido participacdo em diversos trabalhos que se propdem a
estudar a diversidade genética tanto entre populacdes selvagens, quanto na
comparacdo da diversidade existente entre populacbes nativas e de cultivo
(Xiaoxiao et al., 2011; Lv et al., 2012; Gasmi et al., 2014; Benevides et al., 2014).

Este marcador tem se mostrado eficiente e sido amplamente utilizado em
organismos dos mais variados taxons, peixes (Domingos et al., 2014), fungos
(Abadio et al., 2012) e plantas (Muthusamy et al., 2008). O método tem como
base os marcadores microssatélites, ndo requerendo conhecimento prévio sobre
o genoma. Os ISSR’s estdo ancorados em sequéncias de microssatélites,
geralmente com 16 a 25pb (pares de base) de comprimento, para amplificar as
sequéncias de diferentes tamanhos que estdo localizadas entre os mesmos,
utilizando apenas um iniciador por vez a cada amplificacdo (Domingos et al.,
2014). Estudos realizados indicam que a técnica ISSR produz bandas mais
confidveis e reprodutiveis quando comparado ao outro marcador, também
dominante, o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), devido a temperatura
de anelamento e acesso a maior quantidade de sequéncias (Yang et al., 2011),
além de ter menor custo e possibilitar analises com maior rapidez e eficiéncia.

Neste estudo foram utilizados marcadores ISSR com o objetivo de inferir
sobre a diversidade genética das populacdes de R. canadum ao longo da costa
do Brasil e nos locais onde estdo sendo cultivados com interesse na producao

aquicola.
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Material e Métodos

Amostras

As amostras de tecidos de R. canadum foram obtidas de 155 exemplares
procedentes de diferentes localidades brasileiras, divididas em populagbes
nativas, provenientes dos estados do Piaui (Pl), Ceara (CE), Rio Grande do Norte
(RN), Paraiba (PB) e Bahia (BA) e cultivadas, dos estados de Pernambuco (PE),
Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo (SP) e Bahia (BA) (Tabela 1). O tecido obtido da
regido da nadadeira foi conservado em Etanol 96% e armazenado sob

refrigeracao.

Tabela 1. Individuos da espécie Rachycentron canadum coletados em diferentes
estados brasileiros.

Local Sigla N° de individuos

Populacdo Natural

Piaui Pl 20
Ceara CE 20
Rio Grande do Norte RN 17
Paraiba PB 14
Bahia BA 20

Populacdo Cultivo
Pernambuco PE 13
Rio de Janeiro RJ 13
Séo Paulo SP 20
Bahia BA 18
Total 155

Extracdo de DNA gendmico

As extracoes de DNA foram realizadas segundo protocolo de Fenol-
Cloroférmio descrito por Sambroock et al. (1989). Apds extragdo, os DNAs foram
submetidos a técnica de eletroforese em gel de agarose concentrado a 1%, 3 pL
do corante azul de bromofenol a fim de possibilitar a visualizagdo no gel e 1,5 pL

de brometo de etidio que tem como obijetivo de verificar a integridade e quantificar
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o material genético. Os géis foram registrados por meio do sistema de foto-

documentacéo L-PIX (Loccus Biotecnologia).

Amplificacdo ISSR-PCR

Um total de doze primers ISSR (Tabela 2) foram testados nas amostras de
DNA da espécie R. canadum, sendo nove selecionados por apresentarem boa
amplificacdo. A mistura de reacdo em cadeia de polimerase teve como
componentes 0s seguintes reagentes, totalizando 25 pL da mistura de reacéo
final: 2 — 5 ng DNA, 2,5 uL de solugdo tampéao (10x), 2,5 uL MgClI2 (50 mM), 5 uL
dNTPs (100 mM), 2.5 uL de primer (50 pM) e 1,5 U Taq Dna Polimerase. As
amplificacbes de PCR foram conduzidas em termociclador Veriti (Applied
Biosystems) e consistiram numa etapa inicial de desnaturagdo do DNA a 94 °C
por 1 minuto; seguido por 39 ciclos, cada um apresentando 1 minuto de
desnaturacdo a 94 °C; 1 minuto para o pareamento do iniciador a temperatura
especifica de cada primer (Tabela 2); 1 minuto de extensao do fragmento do DNA

a 72 °C; seguido de uma extensdo final por 7 minutos; e 14 °C.

Tabela 2. Primers utilizados para a amplificacdo de DNA da espécie Rachycentron
canadum.

Nome dos primers Sequénciab' -3’ Temperatura de anelamento (°C)
ISSR 1 (AG) 8YC 52,8
ISSR 2 (AG)8YA 54,0
ISSR 3 (GA)8YT 52,8
ISSR 4 (GA)8YC 52,8
ISSR 5 (GA)8YG 54,0
ISSR 6 (CT)8RA 50,0
ISSR 7 (GGAC)3A 51,0
ISSR 8 (GGCA)3C 51,0
ISSR 9 (GGAC)4 51,0
ISSR 10 (GA)8C 52,8
ISSR 11 (CT)8G 52,0

ISSR 12 (AACC)4 51,0
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Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, submetido por 4 horas a 70 volts contendo solu¢do tampéao TBE
diluido 10x e o gel corado com 2 pL brometo de etidio. Os pocgos foram preenchi-
dos com 20 pL da reacao apds PCR, acrescido de 3 pL de corante azul de bromo-
fenol. Em cada gel foi utilizado o marcador DNA Ladder 100bp como padrdo mo-
lecular para auxiliar a estabelecer o tamanho das bandas. Em seguida os géis
eram fotodocumentados em transluminador sob luz ultravioleta do sistema de fo-

todocumentagédo L-PI1X Loccus Biotecnologia.

Analise estatistica dos dados

As bandas reprodutiveis do marcador dominante ISSR foram avaliadas
como ausentes (0) ou presentes (1) para cada um dos genotipos avaliados. Cal-
culou-se o numero total de bandas amplificadas e o numero de bandas polimorfi-
cas, com 0s nove primers selecionados para a andlise. A matriz de dados de pre-
senca/auséncia resultante foi analisada utilizando o programa POPGENE verséo
1.32 (YEH et al., 1997) para estimar o nivel de diversidade genética.

A andlise de variancia molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992) foi realiza-
da pelo pacote ARLEQUIN 3.01, para avaliar a variacdo significativa entre e den-
tro das populacdes de R. canadum.

Foram obtidos os seguintes parametros de diversidade genética dentro e
entre as populacdes, incluindo percentagem de bandas polimérficas (PPB), indice
de Shannon (l), e diversidade de gene de Nei (H).

A Estimativa de diversidade genética, diferenciacdo populacional (Gst) e
fluxo génico (Nm) foram inferidas pelo programa POPGENE versédo 1.32 (YEH et
al., 1997). Para analisar a relacdo genética, a distancia genética de Nei (1972)
também foi gerada pelo o programa POPGENE. O dendrograma foi construido a
partir da distancia genética de Nei (1978) com o método par a par de médias pon-
deradas (UPGMA), com 1000 permutacdes de bootstrapping utilizando MEGA
6.06 (Tamura et al., 2013).
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Resultados

Reacao ISSR-PCR

Os nove iniciadores escolhidos geraram um numero total de 114 fragmen-
tos polimorficos sem ter sido detectado nenhum fragmento monomoérfico, com ta-
manho de pares de base variando entre 300 e 2072 pb, conforme a Tabela 3 e as
Figuras 1, 2 e 3. Os fragmentos que possuiam o mesmo peso molecular foram
considerados como pertencentes ao mesmo loco. O numero total de loci variou
de acordo com os iniciadores, sendo o maior numero de loci produzidos pelo
ISSR 1 e 0 menor pelo ISSR 6.

Tabela 3. Primers ISSR selecionados na analise de variabilidade genética entre
as diferentes popula¢cdes da espécie Rachycentron canadum e suas caracteristi-
cas moleculares.

Tamanho esti-

Iniciadores Sequéncia 5’ - 3’ Ta* mado das ban- N° de loci poli-
ISSR das* (pb) moérficos
ISSR 1 (AG) 8YC 52,8°C 300 - 1500 15
ISSR 2 (AG)8YA 54,0°C 300 - 1800 13
ISSR 3 (GA)BYT 52,8°C 150 - 1200 14
ISSR 4 (GA)8YC 52,8°C 200 - 1500 16
ISSR 5 (GA)BYG 54,0°C 300 - 1400 14
ISSR 6 (CT)8RA 50,0° C 800 - 2072 7
ISSR 7 (GGAC)3A 51,0°C 400 - 2072 13
ISSR 8 (GGCA)3C 51,0°C 400 - 1800 13
ISSR 9 (GGAC)4 51,0°C 400 - 2072 9
Total 144

*ta=temperatura de anelamento
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose utilizando o primer ISSR 3 na espécie
Rachycentron canadum identificado pelas popula¢des naturais do Piaui (numera-
dos de 1 a 20), Ceara (numerados de 1 a 20) e Rio Grande do Norte (numerados

de 1 a 16). M = Marcador Ladder 100pb. As setas indicam a presenca do frag-
mento com 1200 pb.
Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose utilizando o primer ISSR 3 na espécie
Rachycentron canadum identificado pelas populages naturais do Rio Grande do
Norte (17 e 18), Paraiba (numerados de 1 a 14), Bahia (hnumerados de 1 a 20) e
populacdes cativas de Pernambuco (numerados de 1 a 13) e Rio de Janeiro (nu-

merados de 1 a 5). M = Marcador Ladder 100pb. A seta indica a presenca do fra-
gmento 1200 pb.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose utilizando o primer 3 na espécie Ra-
chycentron canadum identificado pelas populagbes cativas do Rio de Janeiro
(numerados de 6 a 13), Sdo Paulo (numerados de 1 a 20) e Bahia Pesca (nume-
rados de 1 a 16). M = Marcador Ladder 100 pb. As setas indicam a auséncia do

fragmento com 1200 pb.
Fonte: arquivo pessoal.
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Estrutura populacional e diversidade genética das populacdes

Populacdes Naturais

Os resultados encontrados para as populacdes naturais (PI, CE, RN, PB e
BA) mostraram que as medidas para a comparacao de identidade genética de Nei
(1972) variaram de 0,7990 a 0,9384 e as medidas para comparacdo de distancia
genética variaram de 0,0636 a 0,2244 (Tabela 4). O valor maximo estimado
(0,9384) da identidade genética de Nei ocorreu entre as popula¢gdes do Rio Gran-
de do Norte (RN) e Ceara (CE), e o valor minimo estimado (0,7990) entre as po-
pulacbes da Paraiba (PB) e Bahia (BA). Em contrapartida, o valor maximo obser-
vado (0,2244) da distancia genética esta entre as populacdes da Bahia (BA) e
Paraiba (PB) e o valor minimo observado (0,0636) entre as populacbes do Rio
Grande do Norte (RN) e Ceara (CE).
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Tabela 4. Estimativas de identidade (diagonal superior) e distancia genética (dia-
gonal inferior) de Nei (1972) entre as populacfes naturais da espécie Rachycen-
tron canadum da costa brasileira.

Populacao PI CE RN BA PB
Pl e 0,9365 0,9101 0,8294 0,9141
CE 0,0656 - 0,9384 0,8318 0,9247
RN 0,0942 0,0636 - 0,8401 0,8743
BA 0,1870 0,1842 0,1742 - 0,7990
PB 0,0898 0,0783 0,1343 0,2244 -

Conforme a Tabela 5, quando analisados os dados para o indice de Shan-
non (1) a diversidade genotipica variou entre as populag¢des de 0,1893 (0+0,2696)
na Paraiba a 0,3654 (0+0,2691) na Bahia. A respeito do numero de alelos obser-
vados, houve variagdo de 1,3663 (01£0.4842) a 1,7807 (0x0.4156). Quanto ao
numero de alelos efetivos, os valores ficaram entre 1,2161 (0+0,3422) e 1,4141
(0£0,3781). A média de diversidade genética de Nei (H) teve variagcado entre
0,1262 (010,1867) e 0,2418 (01£0,1953).

A média da diversidade genética total (Hr) para todas as populagdes foi de
0,2261 (o = 0,0381) e a média de diversidade esperada 0,1865 (o + 0,0192). A
diferenciacdo genética estimada pela média Gsrt resultou em 0,1751 e o nimero
de migrantes nas populacdes indicado pelo fluxo génico, resultou em Nm= 2.3555
(Tabela 6).

A estruturacdo da variabilidade genética das populacbes (Figura 4) apre-
sentou formacéo de dois principais grupos, sendo o grupo | constituido pelas po-
pulagdes do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte e Bahia, apresentando menor dis-
tancia genética de acordo com a comparacédo a pares. No grupo |l esta apenas a

populacdo da Paraiba.



Tabela 5. Diversidade genética das populagcdes naturais da espécie Rachycentron

canadum da costa brasileira.

N° de loci Percentual
Estado na ne H I polimérficos  de loci poli-
morficos
PI 1,5877 1,3218 0,1888 0,2849 67 58,77%
(0+0,4944) (0+0,3703) (010,1988) (0%0,2827)
CE 1,6228 1,3570 0,2087 0,3135 71 62,28%
(00,4868) (010,3766) (0+0,2002) (0+0,2837)
RN 1,5702 1,3055 0,1814 0,2744 65 57,02%
(0£0,4972) (0%0,3577) (010,1960) (0+0,2805)
PB 1,3663 1,2161 0,1262 0,1893 37 32,46%
(0+0,4842) (0+0,3422) (010,1867) (0%0,2696)
BA 1,7807 1,4141 0,2418 0,3654 89 78,07%
(0+0,4156) (0+0,3781) (010,1953) (0%0,2691)

*na = nimero de alelos observados
*ne = nimero efetivo de alelos

*H = diversidade genética de Nei (1972)
*| = indice de informac¢é&o de Shannon

Tabela 6. Estimativa de diversidade genética, diferenciacdo populacional (Gst) €
fluxo génico (Nm) para as populacdes naturais da espécie Rachycentron canadum
da costa brasileira.

Ht Hs Gst Nm
Populacao total 0,2261 0,1865 0,1751 2,3555
(o0 +£0,0381) (0 £0,0192)

*Ht = diversidade total

*Hs = diversidade esperada

*Ggr = diferenciacdo populacional
*Nm = estimativa do fluxo génico
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Figura 4. Dendrograma formado pelo método UPGMA (Método de ligacdo média
entre grupos) com as populagdes naturais de Rachycentron canadum da costa
brasileira com base na distancia genética de Nei (Nei, 1972).

FPiaui

Ceara
Rio Grande do Morte
— Bahia

Paraiba

Populacdes Cultivadas

Na Tabela 7, encontram-se os resultados referentes as populagées cultiva-
das (PE, RJ, SP, BP) representando as medidas de comparacédo de distancia ge-
nética de Nei (1972). Observa-se que houve uma variacdo de 0,8853 a 0,9476
para a identidade genética de Nei e as medidas para comparacdo da distancia
genética variaram de 0,0538 a 0,1218. O valor maximo estimado (0,9476) da
identidade de Nei ficou entre as populacdes de cultivo da Bahia e Sado Paulo e o
valor minimo (0,8853) entre Sdo Paulo e Pernambuco. Ja a comparacao da dis-
tancia genética teve o seu valor maximo (0,1218) entre as popula¢des cultivadas
dos estados de Sao Paulo e Pernambuco, enquanto o valor minimo (0,0538) ficou
entre as populagdes de Sdo Paulo e Bahia.

Os resultados na Tabela 8 indicam que o indice de Shannon (l) mostra que
a diversidade entre as populacdes variou de 0,1558 (0+0,2613) na populagao do
Rio de Janeiro a 0,2330 (010,2930) da Bahia. O valor inferido no nimero de ale-
los observados encontra-se entre 1,2807 (0+0.4513) a 1,4561 (0+0,5003) para o
Rio de Janeiro e Pernambuco, respectivamente. Para o nimero de alelos efetivos
a populacao do Rio de Janeiro apresentou 1,1836 (0+0,3305) como valor minimo
em comparacao a populacdo da Bahia com 1,2833 (0+0,3944) que teve a média
mais alta. A média de diversidade genética de Nei (H) teve variacéo entre 0,1054
(0+£0,1809) e 0,1580 (0+0,2074) sendo a menor média para o cultivo do Rio de

Janeiro e a maior média para a Bahia. A diversidade genética total (Ht) para todas
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as populagodes foi de 0,1959 (0+0,0363) e a diversidade esperada (Hs) de 0,1378
(0+0,0203). A diferenciagao genética estimada pela média Gsr resultou em 0,2966
e 0 numero de migrantes nas populagdes indicado pelo fluxo génico, resultou Nm=
1,1858 (Tabela 9).

A estruturacdo da variabilidade genética das populacdes (Figura 5) apre-
sentou a formacéo de trés principais grupos, sendo o grupo | e Il constituido pelas
populacdes cultivadas de Pernambuco e Rio de Janeiro, respectivamente. O gru-
po lll foi formado pelas populagdes cultivadas de Sdo Paulo e Bahia, que apre-

sentaram menor distancia genética.

Tabela 7. Estimativas de identidade (diagonal superior) e distancia genética (dia-
gonal inferior) de Nei (1972) entre as populacdes cultivadas da espécie Ra-
chycentron canadum no Brasil.

Cultivo PE RJ SP BA
PE e 0,9061 0,8853 0,8899
RJ 0,0087 - 0,9293 0,9035
SP 0,1218 0,0734 e 0,9476
BA 0,1166 0,1015 0,038 @ -

Tabela 8. Diversidade genética das populagdes cultivadas da espécie Rachycen-
tron canadum no Brasil.

n° de loci % de loci
Cultivo na ne H I polimérficos polimérficos

PE 1,4561 1,2419 0,1441 0,2194 52 45,61
(0+0,5003) (0+0,3423) (0+0,1874) (0+0,2703)

RJ 1,2807 1,1836 0,1054 0,1558 32 28,07
(0+£0,4513) (0+0,3305) (0+0,1809) (0+0,2613)

SP 1,4123 1,2509 0,1437 0,2135 47 41,23
(0+£0,4944) (0+0,3665) (0+0,1975) (0+0,2828)

BA 1,4474 1,2833 0,1580 0,2330 51 44,74
(0£0,4994) (0+0,3944) (0+0,2074) (0+0,2930)

*na = nimero de alelos observados
*ne = nimero efetivo de alelos
*H = diversidade genética de Nei (1972)

*| = indice de informac&o de Shannon
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Tabela 9. Estimativa de diversidade genética, diferenciacdo populacional (Gsr) e
fluxo génico (Nm) para as populagdes cultivadas da espécie Rachycentron cana-
dum no Brasil.

Hr Hs Gst Nm
Populacao total 0,1959 0,1378 0,2966 1,1858
(010,0363) (010,0203)

*Hr = diversidade total

*Hs = diversidade esperada

*Ggr = diferenciacdo populacional
*Nm = estimativa do fluxo génico

Figura 5. Dendrograma formado pelo método UPGMA (Método de ligacdo média
entre grupos) com as populacdes cultivadas de Rachycentron canadum no Brasil
com base na distancia genética de Nei (Nei, 1972).

Pernambuco

— Rio de Janeiro

Sao Paulo
Bahia

Diferenciacéo populacional

Com base nos resultados da AMOVA e dos indices de fixacéo (FsT), (Tabe-
la 10) verificou-se diferenciacdo significativa entre as populacdes estudadas as
quais foram analisadas de uma forma geral. Para a andlise de estruturacdo popu-
lacional para Wright (1978), os valores de Fst que se encontram entre O e 0,05
configuraram baixa estruturacdo genética; entre 0,05 e 0,15, estruturacdo mode-
rada; entre 0,15 e 0,25, estruturagao alta e acima de 0,25, forte estruturacao ge-
nética. A analise de variancia molecular ao considerar todas as populac¢des avali-
adas, tanto naturais quanto cultivadas formando um unico grupo, evidenciou que
61,54% da variagao total encontra-se dentro das populacdes estudadas e 38,46%

entre as populacdes, gerando um indice Fst de 0,38. A AMOVA também foi reali-
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zada ao formar dois grupos hierarquicos (entre e dentro das populacdes naturais
e 0 mesmo contexto para as populagdes cultivadas). A variancia verificada dentro
e entre as cinco populag¢des naturais analisadas foi de 80,26% e 19,74%, respec-
tivamente. Para as populacdes de cultivo, o percentual de variacdo seguiu o
mesmo padrao descrito acima, obtendo assim uma maior variacdo dentro das po-

pulacdes com 69,87%, do que entre elas com 30,13%.

Tabela 10. Analise de variancia molecular dentro e entre as populacdes da espé-
cie Rachycentron canadum do Brasil.

Fontes de Variacdo Grau de Soma dos Componentes  Percentual p-valor
Liberdade  quadrados de variancia de variagéo

Entre populacdes 8 230,096 1,78041 Va 38,46% < 0,001

Dentro das populacdes 123 350,336 2,84826 Vb 61,54% < 0,001

Total 131 580,432 4,62867

Populac¢tes naturais

Entre populacdes 4 25,287 0,34482 Va 19,74% < 0,001
Dentro das populacdes 68 95,356 1,40230 Vb 80,26% < 0,001
Total 72 120,644 1,74712

Populacgdes de cultivo

Entre populacdes 3 78,024 1,53425 Va 30,13% < 0,001
Dentro das populacdes 55 195,671 3,55765 Vb 69,87% < 0,001
Total 58 273,695 5,09191

*[ndice de fixacdo Populacéo total Fsr=0,38465
*Indice de fixacdo Populagao natural Fsr=0,19736
*Indice de fixagdo Populacéo de cultivo Fst=0,30131



44

Discussao

Analise populacional da espécie Rachycentron canadum na costa litoranea

do Brasil

Um dos principais objetivos, na area da genética de populactes é entender
as causas da diferenciacado das populagdes ao longo da distribuicdo temporal e
geografica das espécies (Cruz et al., 2008), que estdo passiveis a atuacdo de
acOes evolutivas como migracdo, deriva genética, processos de mutacao, efeito
fundador, forcas adaptativas, dentre outros que possam modificar ao longo dos
anos a sua estrutura geneética.

Neste trabalho, marcadores moleculares ISSR foram aplicados com o ob-
jetivo de avaliar a diversidade genética entre as populacfes naturais da espécie
R. canadum que estao presentes em toda costa do litoral brasileiro. Neste contex-
to a utilizacdo do marcador ISSR se mostrou eficiente ao fornecer informacdes
que corroboram com estudos genéticos-populacionais, realizados para a espécie
em diferentes locais onde ela pode ser encontrada revelando niveis moderados a
altos de diversidade genética, como demonstrado por Phinchongsakuldit et al.
(2013).

Um denominador comum da maioria dos estudos de genética de organis-
mos marinhos sdo 0s baixos niveis de diferenciacdo entre as populacfes
(Knutsen et al., 2011), no qual diversos fatores podem influenciar esse fato e entre
eles 0 mais comum é atribui-lo ao fluxo génico, onde nos oceanos é muito maior
do que nos ambientes terrestres ou de agua doce (Ward et al., 1994).

Os resultados obtidos demonstram que o valor maximo (0,2244) encontra-
do para a comparacao da distancia genética foi entre as populacdes dos estados
da Bahia e Paraiba. Isso pode ser atribuido a localizacdo das duas populacdes,
haja vista que elas estdo mais distantes geograficamente. Em contraposto, o valor
minimo (0,0636) se deu entre as popula¢des do Rio Grande do Norte e Cear4,
possivelmente pela proximidade geografica desses estados. A provavel eficiéncia
de dispersao das larvas entre as populacbes é compativel com as estimativas da
distancia genética de Nei que evidenciaram moderada diferenciacdo entre as po-
pulacdes, com uma média de 0,12956 (~13%).
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O estudo genético referente ao bijupira ainda € incipiente principalmente
qguando relacionado ao tipo de marcador molecular utilizado, no qual os mais em-
pregados sdo os microssatélites. Os niveis de diversidade genética esperada
(Hs=0,1865), com base na distancia de Nei, na espécie R. canadum, mostram que
o valor obtido neste trabalho foi equivalente aos niveis de diversidade populacio-
nal, quando comparado ao resultado de diversidade haplotipica encontrado em
populacdes na costa do Brasil por Nepomuceno et al. (2014), que foi de h=
0,1836.

Quando voltada para o estudo de populagdes naturais a constituicdo gené-
tica dos individuos que a compde auxiliam na descoberta da sua dinamica popu-
lacional e a forma como se comportam ao longo da sua distribuicdo espacial e
geografica, permitindo ajudar na determinacéo e preservacdo do seu habitat como
um todo e também locais especificos utilizados para reproducédo e recrutamento,
por exemplo. Contudo, Cruz et al. (2008) afirmam que a conservagao dos recur-
S0s genéticos tanto de espécies vegetais e animais tem grande relevancia em
funcdo da quantidade de estudos realizados para quantificar a diversidade genéti-
ca e entendimento de sua magnitude, natureza e distribuicdo entre e dentro das
populacdes, na qual qualquer programa de melhoramento ou a propria conserva-
cdo desses recursos esta diretamente dependente do conhecimento que advém
da quantificacdo da variacéo presente na espécie de interesse.

De acordo com o dendrograma gerado pelo método UPGMA por meio das
médias de distancia de Nei, a populacdo da Bahia apresentou maior diversidade
(H=0,2418) e quantidade de alelos (na=1,7807) quando comparadas aos outros
estados, sendo assim, € possivel que ela compartilhe alelos com todas as outras
populacdes dos estados do Piaui, Rio Grande do Norte, Ceara e Paraiba. Diante
disto encontra-se mais similar geneticamente dessas populactes, apesar da dis-
tancia geografica que as separam. Este resultado esta de acordo com Nepomu-
ceno et al. (2014), que num estudo de filogeografia realizado com o bijupira tam-
bém da costa brasileira encontrou, através de suas analises, que dentre as popu-
lacbes selvagens dos estados do Piaui, Bahia e Ceara, os peixes coletados na
Bahia eram os mais distintos entre os demais.

A proporcdo da diversidade genética entre as populacdes (Gst) foi de
0,1751, indicando que a variabilidade entre e dentro das popula¢des contribuiu

com 17,5% e 82,4% da diferenciacao total, respectivamente. O fluxo alélico (Nm),
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estimado com base nos valores de Gsr foi de 2,355. Este resultado é condizente
com a moderada diferenciacdo genética entre as popula¢cdes havendo um numero
de 2,3 migrantes por geracdo, no qual teoricamente, um fluxo génico maior que
quatro migrantes € suficiente para contrapor os efeitos de deriva genética (Slatkin,
1987).

Segundo Phinchongsakuldit et al. (2013), geralmente a constatacdo de um
alto fluxo génico entre populagfes pode ser explicada tanto por individuos adultos
gue migram ao longo de grandes distancias para se reproduzir com outros grupos
ou por individuos adultos que se reproduzem com grupos proximos mas tém suas
larvas e juvenis a deriva destinado a locais distantes sob a influéncia de correntes
oceanicas. No ambiente marinho as caracteristicas oceanogréficas, como corren-
tes, podem influenciar a dispersao de ovos, larvas, juvenis e peixes adultos, mol-
dando assim a subestruturagéo populacional (Henriques et al., 2014). O fluxo gé-
nico se encaixa nesse contexto, quando por sua definicdo, ele é a movimentacéo
de genes entre populagdes, ou seja, todos 0s movimentos ocorrentes de gametas
a individuos que realizam a troca de genes ao longo da sua distribuicdo espacial
(Nigel, 1997). No Brasil a presenca das trés principais correntes maritimas

Quando voltado para o estudo de populacfes naturais a constituicdo gené-
tica dos individuos que a compde, auxiliam na descoberta da sua dinamica popu-
lacional e a forma como se comportam ao longo da sua distribuicdo geografica,
gue podem, por exemplo, ajudar na determinacéo e preservacgao de locais utiliza-
dos para reproducéo. A potencialidade de utilizacdo dos recursos bioldgicos pode
ser observada e manejada por meio dos recursos genéticos, 0s quais possuem
valor econdmico agregado presente nos genes (Querol, 1993). Tendo em vista
gue o bijupira € um peixe de grande interesse comercial, principalmente para o
setor da aquicultura, o conhecimento a respeito da espécie € crucial para estabe-

lecer o seu uso de forma sustentavel e garantir a sua posterioridade.

Variabilidade genética dos estoques de bijupira cultivados em diferentes

estados do Brasil

A variabilidade genética € uma importante caracteristica de espécies que

estdo em processo de domesticagdo, uma vez que aquelas com niveis mais ele-
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vados de diferenciacdo sdo mais propensas a apresentar atributos genéticos para
caracteristicas produtivas (Alarcon et al., 2004).

Os marcadores moleculares tém sido utilizados com maior frequéncia e de
forma eficiente para que se possa avaliar os niveis de variabilidade genética por
individuos ou entre as populacdes que compde 0s estoques de peixes na piscicul-
tura com o objetivo de aprimorar o setor e contribuir ainda mais para o seu desen-
volvimento. Dentro desse contexto, o marcador molecular do tipo Inter Simple Se-
guence Repeat — ISSR, demonstra que sua utilizacdo é realizada com sucesso na
avalicdo dos niveis de diversidade genética nos peixes mantidos em sistemas de
cultivo, pois se torna possivel obter o perfil genético dos individuos estudados.

Por meio da identidade genética de Nei foi observado que os estoques da
Bahia e Sdo Paulo apresentaram a maior similaridade genética (0,9476). Esse
resultado ja era esperado, pois parte dos peixes que formam o cultivo experimen-
tal da Bahia Pesca (BA), localizada na regido de Itubera onde as amostras das
nadadeiras foram coletadas, foram obtidos através de uma empresa que manti-
nha os bijupiras em cativeiro em S&o Paulo.

Os estoques mais distantes estdo entre Sdo Paulo e Pernambuco com o
valor de 0,8853, porém essa distancia nao difere tanto das demais quando anali-
sadas. As duas informacdes corroboram com a similaridade genética existente
nas préprias populagdes naturais da espécie, onde ndo sdo encontrados niveis
muito altos de estruturacao genética.

Em pesquisas visando caracterizar o perfil genético das populacdes de pei-
xes na piscicultura, foram encontrados niveis baixos de diferenciacéo estimados a
partir do indice Shannon, a exemplo da anélise em espécies cultivadas como
Cynoglossus semilaevis (I =0,1089) (Liu et al., 2009), Monopterus albus (I
=0,2822) (Li et al., 2013) e Piaractus mesopotamicus (I =0,289) (Povh et al.,
2008). A partir desses resultados, ao compara-los com os autores citados anteri-
ormente, pode-se afirmar que os valores de (I) (Tabela 8) para as populagdes cul-
tivadas do bijupira, que variaram entre 0,1558 e 0,2330, demonstram ser equiva-
lentes a variabilidade genética existente dentro das populacdes que estdo sendo
mantidas nesses cultivos.

Ao contrario do que foi encontrado em outras pisciculturas, Barrero et al.
(2008) obtiveram valores de (I) =0,47 para estoques da espécie Prochilodus line-

atus, em que ele afirma existir maior diferenciacdo genética com base no indice
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de Shannon. Este indice tem sido favoravel na anéalise de dados de marcadores
moleculares tipo RAPD devido a sua aparente insensibilidade as tendéncias que
poderiam ser introduzidas pela impossibilidade de deteccao de individuos hetero-
zigotos (Rodrigues e Molina, 2007), entretanto este mesmo pensamento pode ser
direcionado aos marcadores ISSR ja que eles compartiiham do mesmo carater
dominante.

As populacbes apresentaram porcentagem de loci polimorfico de 28,07%,
para o estoque do Rio de Janeiro, 41,23% para Sao Paulo, 44,74% para a Bahia e
45,61% para o estoque de Pernambuco. Portanto, existe uma menor variabilidade
genética para os peixes cultivados do Rio de Janeiro em relacdo aos demais, es-
tando equivalente ao resultado adquirido através do indice de Shannon. O esto-
que cativo de Pernambuco se mostrou com maior nivel de polimorfismo e conse-
guentemente mais diferenciada, corroborando esse resultado ao mesmo obtido
por Benevides et al. (2013), no qual afirmam que Pernambuco se mostra como
uma populacédo estruturada.

A variabilidade genética pode ser explicada a partir da forma de como es-
sas populacdes foram constituidas, principalmente quanto a manejo direcionado
aos reprodutores. Dessa maneira, uma vez que os reprodutores tenham baixa
variabilidade genética, esta serd mantida ao longo do tempo, caso ndo haja intro-
ducéo de novos genadtipos na populacéo (Viera et al., 2005).

Conforme a construcdo do dendrograma observa-se a formacdo de trés
agrupamentos, no qual os individuos que compde o cultivo de Pernambuco e Rio
de Janeiro se agregaram de forma isolada, formando o grupo | e Il, respectiva-
mente. J& as popula¢cBes de Sdo Paulo e da Bahia formaram o grupo Ill. A unido
dos individuos que estéo no grupo lll pode ser explicada devido a constituicdo do
cultivo a partir da origem dos peixes que o compde. O cultivo experimental onde
as amostras foram coletadas identificadas como Bahia é composto também por
peixes enviados da extinta empresa TWB de Sao Paulo. Contudo, a similaridade
genética existente entre essas duas populacdes (SP e BA) esta de acordo com as
informacgdes a respeito das amostras utilizadas nesse estudo.

A perda da variabilidade genética eventualmente pode ocorrer ja apos a
producdo da primeira geracdo, o que resultaria numa diminuicdo da diversidade
genética e levar a um declinio geral do “vigor” das populacdes remanescentes

(Liu et al., 2006). Porém, tal caracteristica deve ser avaliada considerando tam-
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bém a variabilidade existente nos individuos que deram origem, ou seja, 0S repro-
dutores obtidos no ambiente natural, as sucessivas geragdes mantidas na pisci-
cultura, tendo em vista que a baixa diferenciacdo espécie-especifica ja seja esta-
belecida com uma caracteristica filogeografica apresentada pela espécie e neces-
site de um programa voltado ao melhoramento genético para que esse problema
Nao se agrave ao gerar maiores niveis de endogamia.

Astolphi (2003) afirma que a existéncia da variabilidade genética em popu-
lacbes sujeitas a selecdo € um quesito primordial para programas de melhora-
mento. Entretanto, o sucesso em elevar os niveis de dissimilaridade genética ndo
depende somente da variabilidade existente entre os reprodutores e sim associa-
la a uma quantidade relevante de matrizes que possam participar da selecdo. Se-
gundo Povh et al. (2008), a endogamia, a utilizagcdo de um pequeno namero de
matrizes e a selecdo nao intencional durante a reproducéo se tornam o0s principais
fatores do manejo reprodutivo que promovem o aumento da similaridade genética
nos sistemas de cultivo.

Diante dessa afirmacao é possivel dizer que aumentar os niveis de variabi-
lidade genética dentro das populagdes que estdo sendo cultivadas com o interes-
se de aumentar o potencial produtivo da espécie em evidéncia é de extrema im-

portancia para o progresso nos sistemas de melhoramento genético.

Diversidade genética comparativa entre populacdes nativas e cativas de bi-

jupira pertencentes ao litoral brasileiro

Ao considerar a diversidade biol6gica dos peixes, tendo como destaque
nesse estudo o bijupira, a importancia da conservacdo do mesmo e a atividade
aguicola acerca da pesca e aquicultura, 0s recursos genéticos animais estao
passiveis de terem o0 seu manejo auxiliado por via da utilizagdo dos marcadores
genéticos moleculares. Os esforgos cientificos referentes aos possiveis beneficios
gerados a partir da juncdo da genética e aquicultura jA ocorrem a alguns anos e
vém promovendo o aumento da variabilidade nos estoques de cultivo e
consequentemente o melhoramento genético das espécies.

Neste estudo o marcador molecular ISSR foi utilizado com a intencdo de
acessar a variabilidade genética entre as populacfes nativas e cativas de bijupira,

além de inferir sobre a diferenciacdo dessas populacdes de forma independente.
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Os resultados obtidos mostraram, por meio dos coeficientes de polimorfismos,
que os individuos selvagens apresentaram niveis maiores de loci polimorficos
quando comparado com os individuos cultivados com 57,72% e 39,91%,
respectivamente.

Li et al. (2013) e Liu et al. (2006) também encontraram niveis semelhantes
de polimorfismo com o marcador ISSR ao comparar populacdes selvagens e
cultivadas de Monopterus albus e Paralichthys olivaceus, que chegaram a 67,3%-
56,17% e 33,92%- 27,45%, respectivamente.

Ao observar a diferenciacao interpopulacional no bijupira, a variacdo média
dos parametros da diversidade genética de Nei e indice de Shannon seguiram 0s
mesmos padrées de polimorfismo ao revelar H=0,1894 e 1=0,2855 para as
populacdes selvagens e H=0,1378 e 1=0,2054 para as populacdes cultivadas,
havendo maior dissimilaridade entre os individuos capturados na natureza.

A analise de variancia molecular revelou que existe maior diferenca dentro
(61,54%) das populagbes de bijupird do que entre elas (38,46%). A AMOVA corro-
bora com os resultados obtidos por Li et al. (2013) e Povh et al. (2008), que tam-
bém encontraram a maior parte da variagcdo dentro de cada grupo (69,59% e
84,2%) e nao entre os grupos (30,41% e 15,8%), respectivamente, na compara-
cdo de espécies de peixes utilizados na aquicultura e provenientes do ambiente
natural. No entanto o Fst demonstra que ambos os grupos hierarquicos formados
(nativos e cativos) apresentam de moderada (0,19) a alta (0,30) estruturacdo ge-
nética de acordo com Wright (1978). Phinchongsakuldit et al. (2013) chegaram a
mesma conclusdo ao analisar as populacdes naturais da espécie Rachycenton
canadum localizadas no Golfo da Tailandia e mar de Andaman quando estabele-
cido os parametros de Fst. Os indices de fixacdo Fst gerados pela amova corres-
pondem ao Gst por produzirem valores proximos e que com base no fundamento
tedrico um seria complementar ao outro.

Como os individuos de cultivo selecionados tendem a ser menos diversifi-
cados geneticamente, quando comparados as populacdes selvagens, é relevante
monitorar a composicdo genética das futuras e atuais gera¢des por meio de mar-
cadores moleculares e compara-las com a populagfes naturais (Lv et al., 2012). A
afirmacdo do autor supracitado coincide com os valores gerados pela AMOVA a
respeito da diversidade dentre os peixes que compde ambos 0S grupos com

80,26% e 69,87% da variacao dentro das populagbes naturais e cultivadas, res-
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pectivamente. Esse comportamento, de acordo com Chen et al. (2009) pode ser
atribuido na aquicultura ao nimero ou tamanho da populacdo fundadora (matri-
zes) que dé& origem as futuras geracdes cultivadas. Na &rea genética este aconte-
cimento, conhecido como efeito fundador, € bem comum em sistemas de cultivo
de peixes, seja ele voltado para o setor produtivo ou relacionados as atividades
em programas de repovoamento, mais focados em estratégias de conservagao.
Situagcdo semelhante, evidenciando niveis mais baixos de diversidade genética
em populacdes de peixes cativas em relacdo as nativas na espécie Trachidermus
fasciatus no trabalho realizado por Xiaoxiao et al. (2011), em que o0s autores as-
sociaram este fato a possibilidade de deriva genética, depressdo endogamica e
selecao de matrizes.

Quando avaliado em grandes propor¢des a aquicultura, apesar de todos os
beneficios, também pode oferecer riscos de impacto as populacfes naturais ao
liberar acidentalmente peixes cultivados no ambiente aquatico, seja por descuido
no manejo de tanques-redes, gaiolas e viveiros ou por danificacdo eventual de
estruturas utilizadas no cultivo.

A consanguinidade dos individuos utilizados no processo reprodutivo na
aguicultura leva a erosdo genética, tornando-os mais aparentados e como conse-
gquéncia eleva a homozigose, promovendo a endogamia ao passar dos anos re-
sultando na limitacdo do potencial genético da espécie (Oliveira, 2014).

Segundo Nguyen (2009), devido a producéo promissora do bijupird, a partir
do desenvolvimento em massa do cultivo em Taiwan, os alevinos produzidos no
local foram distribuidos para uma série de outros paises incluindo Japéo, Indoné-
sia, Vietnd, Malasia, Singapura, China, Filipinas e inclusive em lugares, a exemplo
do Norte de Bali, onde previamente ndo eram vistos por pescadores locais. Quan-
to ao Norte de Bali, o referido autor atribui o motivo pelo qual os pescadores ndo
estariam familiarizados com a espécie, até a instalacdo de gaiolas para produzi-
los no local, devido ao fato de que os individuos (nativos) formariam pequenas
agregacOes, caracteristica comportamental da propria espécie, ou por serem con-
sideradas como espécie introduzida. Esse tipo de informagéo é crucial para o de-
senvolvimento de politicas sobre a gestao dos recursos genéticos, de forma que o
impacto gerado por meio da introducdo de peixes de fendtipos geneticamente
adaptados ao seu local de origem, possa sofrer ao serem remanejados para ou-

tros locais, além de interferir na constituicdo genética das populages nativas em



52

caso de liberacdo ou fuga desses individuos, consequentemente influenciando na
conservacao da espécie.

As informacdes sobre os niveis de variabilidade genética sdo essenciais
para o uso sustentavel e conservacao dos recursos genéticos naturais, pois a falta
deste conhecimento gerariam implicacdes que por sua vez podem comprometer
de forma negativa os objetivos dos programas de melhoramento genético voltado
para produgdo. Promover o monitoramento das populagfes cultivadas é de ex-
trema relevancia para que estas estejam sempre equivalentes quando compara-
das as populacfes naturais sob o aspecto da diversidade genética e sejam capa-
zes de manter o potencial genético da espécie nas sucessivas geracdes. Este
trabalho contribuiu de forma significativa na avaliacdo genética existente para as
populacdes da espécie R. canadum presente tanto na costa do Brasil, quanto em
sistemas aquicolas, que sera util para a compreensdo do melhoramento genético

animal e uma melhor concepcéo da gestdo desses recursos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir desse trabalho foi possivel construir um banco genético de tecido
ex situ da espécie Rachycentron canadum provenientes de cultivos no Brasil e
populacdes naturais de diferentes estados pertencentes a costa litoranea
brasileira.

O marcador molecular do tipo ISSR foi comprovado como ferramenta
eficiente no estudo direcionado a diversidade genética e estruturacdo de
populacbes de peixes, haja vista que a sua confiabilidade também se encontra
comprovada através de outros estudos disponiveis na literatura.

A avaliacdo realizada para as populacées selvagens evidenciou que nao
existe alta diferenciagcdo entre elas, no qual esse comportamento pode ser
associado ao fluxo génico e a dispersdo larval, permitindo existir uma
conectividade populacional. Na andlise das populacdes cultivadas foi possivel
inferir que h& menor diferenciacdo genética intrapopulacional, possivelmente
relacionada a formacdo do plantel de reprodutores e manejo seletivo dos
mesmos.

Ao comparar a variabilidade genética das populacdes cativas e nativas
brasileiras de bijupird foi possivel verificar que os individuos utilizados na
aguicultura estdo menos diversificados geneticamente do que aqueles capturados
na natureza.

Quando analisadas de uma maneira geral, sem separacao de origem cativa
ou nativa, a maior variacdo de dissimilaridade genética ocorreu dentro das
populacdes quando comparada a variacdo entre elas. Diante disso pode-se
afirmar que existe de moderada a alta estruturacdo na composicdo genética
global da espécie.

Com os resultados obtidos sugere-se que estudos posteriores sejam

realizados com o objetivo de avaliar a diversidade genética e estrutura
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populacional dentro das diferentes populacbes formadas pela espécie
Rachycentron canadum, como fonte de informacao voltada para medidas efetivas
de conservagao da biodiversidade e aprimorar os resultados em programas de
melhoramento genético e manejo dos individuos cultivados no setor aquicola.
Para isso recomenda-se utilizar uma maior quantidade de exemplares da espécie,
assim como um maior numero de primers ISSR ou outros tipos de marcadores

moleculares e mitocondriais.



