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VARIABILIDADE GENETICA DE POPULAQC)ES DE TAMBAQUI
(Colossoma macropomum, CUVIER, 1816) COM O USO DE MARCADORES ISSR

RESUMO: A espécie Colossoma macropomum, popularmente conhecida como
tambaqui, € um peixe nativo da regido Neotropical brasileira que se destaca na
aquicultura nacional como a espécie nativa mais cultivada. Entretanto, em seu
ambiente natural essa espécie foi sobreexplorada e teve seus estoques reduzidos,
sendo necesséria a elaboracdo de medidas de manejo e conservacédo (dentre elas o
defeso e o repovoamento) para minimizar os impactos deixados pela acdo antrépica.
Para gerenciar 0s recursos genéticos pesqueiros para o tambaqui, seja na natureza
ou em cativeiro, se faz necessario medidas de monitoramentos das populagdes,
considerando a dindmica de seus aspectos ecolégicos e a importancia de sua
variabilidade genética. Apesar de toda importancia aquicola pouco se tem estudado
com relacdo a reducao de variabilidade dos estoques cultivados para essa espécie,
e sobre a sua variabilidade em ambiente natural. Atualmente diferentes marcadores
moleculares séo utilizados para estudos de variabilidade genética do tambaqui, bem
como para conhecer a estrutura das populacbes e suas relacbes intra e
interpopulacionais. Desta forma objetivou-se avaliar a diversidade genética em
diferentes populacdes cativas e uma populagdo nativa de tambaqui, por meio de
marcadores ISSR. Andlises intrapopulacionais e interpopulacionais foram realizadas
para verificar a diversidade genética das populacdes estudadas no Norte e Nordeste
do Brasil. Para extracdo de DNA foi utilizado o protocolo fenol-cloroférmio. Vinte e
nove marcadores moleculares ISSR foram testados, sendo treze selecionados por
apresentarem melhor grau de polimorfismo e melhor nitidez dos padrées de bandas.
A partir da andlise dos loci foi elaborada a matriz de presenca e auséncia e com a
utilizacdo de programas estatisticos foram obtidos os parametros de diversidade
genética dentro e entre as populagfes, percentagem de bandas polimérficas indice
de Shannon, diversidade genética de Nei, diferenciacao populacional e fluxo génico.
Ponderando os valores do indice de fixacdo, os resultados demonstraram que as
populacdes apresentam uma diferenciacdo. A variabilidade genética nas populacdes
de piscicultura foi relativamente baixa quando comparadas a populacdo selvagem.
Com os achados deste trabalho diferentes estratégias de manejo poderdo ser
sugeridas com a finalidade da melhoria dos planteis cultivados e conservagao do
patrimdnio genético dessas populacgdes.

Palavras Chave: Aquicultura; Genética de populacbes; Marcadores moleculares;
Melhoramento genético



GENETIC VARIABILITY of POPULATIONS of TAMBAQUI (Colossoma
macropomum, CUVIER, 1816) using ISSR MARKERS

ABSTRACT: The species Colossoma macropomum, popularly known as tambaqui,
is a native fish of brazilian Neotropics that excels in national aquaculture as the
native species most widely cultivated. However, in your natural environment, they
were stocks will reduced, requiring the elabotion of management and conservation
measures (including the closed season and restocking) to minimize the impacts left
by human action. To manage the fishery tambaqui genetic resources in nature or
captivity, must wear monitoring in populations, considering the dynamics of ecological
aspects and the importance of your genetic variability. In spite of all aquaculture
importance few has been studied with respect to variability reduction farmed stocks
for this species, and about the variability in your natural environment. Currently
different molecular markers are used for studies of genetic variability of the tambaqui,
as well as to know the structure of the populations and their intra-and
interpopulacionais relations. Thus the objective of assessing the genetic diversity in
different captive populations and an thus the objective of assessing the genetic
diversity in different captive populations and an wild population of tambaqui, through
ISSR markers. Intrapopulacionais and interpopulacionais analyses were carried out
to check the genetic populations diversity in the North and northeast of Brazil
population of tambaqui, through [ISSR markers. Intrapopulacionais and
interpopulacionais analyses were carried out to check the genetic diversity of
populations studied in the North and northeast of Brazil. DNA extraction was made by
phenol-chloroform protocol. Twenty-nine ISSR molecular markers have been tested,
being thirteen selected by presenting better degree of polymorphism and sharp
picture of the patterns of bands. From the analysis of the loci read was the array of
presence and absence, and with the use of statistical programmes were obtained the
parameters of genetic diversity within and between populations, percentage of
polymorphic bands Shannon index, Nei's genetic diversity, population differentiation
and gene flow. Pondering the fixation index values, the results demonstrated a
differentiation. The genetic variability in populations of fish farming was relatively low
when compared to the wild population. With the findings of this work different
management strategies may be suggested for the purpose of improvement of players
cultivated and conservation of genetic heritage of these populations.

Keywords: Aquaculture; Population genetics; Molecular markers; Genetic

improvement
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1. INTRODUCAO

Uma rica biodiversidade de peixes com grande potencial para producdo em
larga escala, acompanhado de excelentes recursos naturais tornam o Brasil uma
poténcia promissora na producdo de organismos aquaticos. Esta producdo tem se
destacado no cenario da aquicultura nacional diante a demanda crescente por
alimentos. A atividade aquicola tem se desenvolvido vigorosamente e conquistado
destaque quando comparado as outras atividades da agropecuaria, principalmente
no que diz respeito ao seu rapido crescimento (FAO, 2016).

No Brasil, a principal espécie nativa cultivada € o tambaqui (Colossoma
macropomum) com producgdo de 136,99 mil toneladas, ou 27% de toda producéo de
peixes no pais em 2016, perdendo apenas para a tilapia (Oreochromis sp.) que
representa 47,1% da piscicultura continental (IBGE, 2016).

Devido a sua valorizagdo econOGmica nacional, o tambaqui, foi inserido no
programa brasileiro de melhoramento genético. Muito se tem avancado no que diz
respeito a biologia da espécie e seu cultivo (reproducao, larvicultura, engorda e
abate), como por exemplo, melhor crescimento e ganho de peso em C.
macropomum melhorados geneticamente. Este fato contribui diretamente em
subsidio para o0 aumento da producdo da espécie no pais (OLIVEIRA et al., 2012;
MELLO et al., 2015; MARCOS et al., 2016).

De acordo com alguns estudos genéticos, tem sido possivel observar que a
formacao de estoques reprodutores com baixa variabilidade genética podem causar
problemas relacionadas aos ciclos endogamicos como a capacidade de adaptacéo e
sobrevivéncia dos alevinos (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al.,, 2010; LOPERA-
BARRERO et al., 2014) além de poder afetar o potencial genético da espécie
(MOREIRA et al., 2007). Uma diversidade genética baixa esta negativamente
correlacionada com o baixo potencial de adaptacdo as mudancas nas condicfes
ambientais (RASHID et al., 2012).

Assim, com o0 aumento de estoques de peixes cultivaveis e dada a
importancia da variabilidade genética em programas de melhoramento genético em
populacdes de peixe, 0 monitoramento dos estoques de reprodutores a fim de se
evitar problemas endogamicos, como prole com baixa capacidade produtiva ou

defeituosa, é crucial (EMBRAPA, 2012). Sabe-se que planejar estratégias de manejo



e conservacao tem sido a chave para obtencédo de sucesso na atividade piscicola,
podendo se tornar ainda melhor quando existe informagdo correta sobre a
composicao genética da espécie cultivadas (MUNEER et al., 2011).

A utilizacdo de marcadores moleculares como ferramenta de caracterizacao e
reconhecimento de estoques piscicolas tem se mostrado eficiente (WASKO et al.,
2004; LOPERA-BARRERO et al., 2015). Em estudos genéticos esta metodologia
tem contribuido para questfes que envolvem a conservagcdo e manejo de estoques
pesqueiros e aquicolas e tem sido descrita em diferentes estudos de variabilidade
genética (AGUIAR et al., 2013; LOPERA-BARRERO et al., 2014; ALMEIDA-VAL,
2016; RIBEIRO et al., 2016)

O investimento em pesquisas que tenham como foco a variabilidade genética
em espécies cultivaveis tende a fornecer estratégias de monitoramento, manejo e
conservacdo genética de estoques que sdo de grande importancia para o
desenvolvimento da aquicultura. Nesse sentido, este trabalho tem por objetivo
caracterizar geneticamente populacbes da espécie Colossoma macropomum
cultivados em pisciculturas do Estado do Ceara e Bahia e compara-los com uma
populacdo natural do Estado do Amazonas por meio do uso de marcadores

moleculares ISSR.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia daespécie

2.1 .1 Ordem Characiformes

A incerteza evolutiva da ordem Characiforme persistiu até meados da ultima
década (MOTA et al., 2014). Essas discordancias e incertezas demonstram a
necessidade de reexaminar todas as familias de Characiformes através de um
conjunto de dados moleculares e filogenias, a fim de compreender a evolugéo dentro
desta principal linhagem de teleésteos (MELO et al., 2016; BETANCUR-R et al.,
2017).

Os peixes que agrupam essa ordem estdo entre 0os mais diversos e
abundantes componentes de agua doce do mundo, com cerca de 2.000 espécies
distribuidas em 23 familias e estas descriminadas de modo que 4 delas séo
africanas e 19 neotropicais (MOTA et al., 2014; ESCHMEYER e FONG, 2016).
Representantes desta ordem sdo encontrados em aguas continentais do sul dos
Estados Unidos da América, México, América Central e do Sul e na Africa
(MIRANDE, 2010).

A diversidade de tamanhos é variavel nesta ordem encontram-se espécies
gue ndo ultrapassam 26 mm, como € o0 caso da Xenoribrucon polyancistrus, até
espécies que alcancam 1 metro de comprimento como descrito para Hydrocynus
vittatus (MELO et al., 2016).

Segundo Mota et al. (2014), a variedade no habito alimentar das espécies
também ¢é marcante, nela encontram-se algumas espécies iliofagas como
Prochilodus lineatus; predadoras Pygocentrus piraya; herbivora Colossoma
macropomum e até mesmo espécies que se alimentam de escamas e nadadeiras de
outros peixes, como Catoprion mento e Phago loricatus, respectivamente.

Os Characiformes possuem notavel importancia ecologica, em funcdo da sua
diversidade e abundancia, além de muitos dos seus representantes serem

comercialmente importantes na aquicultura e na pesca para produgédo de alimento



como também na aquariofilia e producdo de peixes ornamentais (MALABARBA e
WEITZMAN 2003; ALMEIDA et al., 2013).

2.1.2 Familia Characidae

A familia Characidae é a mais diversificada entre o0s peixes neotropicais
(NELSON et al., 2016). Trata-se de uma familia formada por mais de 600 espécies e
estdo distribuidas em 88 géneros que na maioria dos casos apresenta colocacao
ainda incerta, em funcdo dos problemas taxondmicos, o que reflete a baixa
compreensao das relagdes filogenéticas entre as espécies conhecidas (OLIVEIRA et
al., 2011; MOTA et al., 2014).

Mirande (2010) propde um estudo de filogenia para esta familia baseado em
360 caracteres morfolégicos, estudados para 160 espécies. De forma geral estes
sao caracterizados por possuir orbitosfenoides pequenos, delgados e separados de
parasfenoides (Figura 1 a); rinosfenoide presente (Figura 1 b); canal da linha lateral
presente na membrana da nadadeira caudal, raios da nadadeira caudal fundido em
0ssos mediais laminares (Figura 1 c) e secdo de adutores mandibulares proximos ao
predpercilo.

Figura 1 Caracteres morfolégicos presentes na familia Charadidae: a)
orbitosfenoides pequenos; b) presenca de rinosfenoide; e c)raios da nadadeira
caudal fundido em ossos mediais laminares.

Fonte: Mirande (2010)
A composigéo desta familia vem passando por mudancas e isto tem se dado
pelo grande nimero de incertezas nas subfamilias (MOTA et al., 2014; NELSON et

al., 2016). Dentre as mudancas ocorridas pode-se citar, a remog¢ao de Subfamilias



anteriormente reconhecidas (Crenuchinae e Characidiinae), agora reconhecidas na
familia Crenuchidae, e a remoc¢do de taxons africanos (o antigo Alestiinae, agora
uma familia) (NELSON et al., 2016).

Com relacdo a sua importancia, dentro desta familia ha uma grande
diversidade e a mesma se destaca tanto ecologica quanto economicamente
(GUISANDE et al., 2012). Muitas espécies sao utilizadas para alimentacdo humana
como C. macropomum e Brycon opalinus; aquariofilia a exemplo Paracheirodon sp.
e atividades de lazer como, por exemplo, a pesca esportiva com Hydrocynus
brasiliensis (LIMA et al., 2003). O numero de espécies validas da familia Characidae
subiu para quase 1.100, sendo que 203 foram descritas nos udltimos 15 anos
(ESCHMEYER e FONG, 2016).

No Brasil, existem cerca de 300 espécies pertencentes a esta familia,
compreendidos em peixes de agua doce, com variagcdo de tamanho e coloracgéo,
geralmente providos de nadadeira adiposa, nadadeira caudal bifurcada e nadadeira
anal desenvolvida (NELSON et al., 2016).

2.1.3 A espécie Colossoma macropomum

O tambaqui é um peixe de escamas, com corpo romboidal, alto, achatado e
serrilhado no peito (ARAUJO-LIMA e GOUDING 1998). Quando adulto é facilmente
caracterizado por seu formato arredondado e variacdo de coloracdo parda na
metade superior e preta na metade inferior do corpo (Figura 2) que pode variar para
mais clara ou mais escura dependendo da cor da 4gua. Possui nadadeira adiposa
curta, com raios nas extremidades (ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005).

Comparado com grande parte dos peixes oriundos da bacia amazobnica, esta
espécie possui labios bastante carnosos e boca terminal (FURUYA, 2001).
Apresenta rastros branquiais desenvolvidos (espinhos longos e finos) que estdo
associados a filtragem do zooplancton. Tais caracteristicas permitem que sua
alimentacao seja onivora com tendéncia a herbivora, embora haja relatos do mesmo
como filtrador e frugivoro (ABELHA et al., 2001; RODRIGUES, 2014). Adapta-se

com facilidade a alimentacéo artificial, pois possui grande capacidade de digerir



proteina animal e vegetal, em funcdo de sua eficiéncia na conversédo alimentar (DE
ALMEIDA et al., 2011; RODRIGUES, 2014).

Figura 2 Exemplar adulto da especie Colossoma macropomum.

Fonte: http://wrec.igfa.org/WRecordsList.aspx?Ic=AllTackleecn=Tambaqui

Possui a seguinte classificagédo sistematica (GRACA e PAVANELLI, 2007):
Classe Osteichthyes = Actinopterygii
Superordem Ostariophysi

Ordem Characiformes
Familia Characidae

Subfamilia Serrasalminae

Género Colossoma
Espécie Colossoma macropomum

Taxonomicamente pertence a subfamilia Serrasalminae, que possui 15
géneros e 80 espécies com distribuicdo restrita a regido Neotropical, embora
algumas espécies possam ser encontradas em outras regibes como resultado de
introducdes, sendo muitas delas com fim aquicola (REIS et al., 2003; NELSON,
2006).

Esta espécie possui uma boa resisténcia a baixas concentragdes de oxigénio
dissolvido na agua, essa caracteristica tem sido indicada por adaptacdes
morfolégicas como a expanséao do labio inferior, 0 que permite a captura de oxigénio
localizado a lamina superficial da coluna d’agua (VAL E ALMEIDA-VAL, 1995;
FLORINDO et al., 2006). Sua area de superficie branquial facilita a troca gasosa em
aguas com baixas concentracdes de oxigénio dissolvido (VAL et al., 1998).

Estudos sobre C. macropomum indicam que possui habito gregario, sendo

propicia para uso em cativeiro por ser rustica, de facil criacdo, adaptar-se bem as
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condi¢cBes extremas de hipoxia e pH (VAL E ALMEIDA-VAL, 1995; CHAGAS E VAL,
2003).

Trata-se de uma espécie reofilica, ou seja, em ambiente natural faz migracédo
para se reproduzir (VAZZOLER e MENEZES, 1992). Sua ovulacdo e desova
ocorrem no periodo das chuvas e tais eventos dependem de fatores ambientais
(temperatura, fotoperiodo, pluviosidade, entre outros) que devem ser regulados por
inputs fisiolégicos e genéticos, assim como acontece na maioria dos peixes
teledsteos (VENTUERI e BERNARDINO, 1999; ANDRADE et al., 2015).

Quando se encontram confinados, supressdes fisioldgicas no processo
reprodutivo tendem a ocorrer, devido as restricdes de fatores ambientais (areas para
deslocamento, fotoperiodo e temperatura) suprimindo a acdo dos hormdnios
indutores da desova, pois, embora haja o processo de desenvolvimento gonadal, a
maturacdo final (migracdo do nucleo e quebra da vesicula nuclear) ndo acontece
(ZOHAR e MYLONAS, 2001). Para contornar tal entrave na reprodugao dessa
espécie em cativeiro, hormoénios exdgenos sdo comumente aplicados (MUNIZ,
2008).

A maioria das técnicas hormonais para inducdo da reproducdo dos peixes
baseia-se na aplicacdo intramuscular ou intra-abdominal, principalmente na base
das nadadeiras peitorais (ORFAO, 2013). Varios horménios sdo administrados
atuando em diferentes niveis do eixo hipéfise-hipotalamo, sendo o mais antigo e
ainda o mais utilizado o extrato bruto da hipdéfise de peixes maduros. Emprega-se
também gonadotrofinas purificadas parcial ou totalmente, que séo industrializadas
especificamente para essa finalidade (CRISCUOLO-URBINATI et al., 2012).

A manipulacéo artificial do seu ciclo reprodutivo constitui uma técnica eficiente
para a inducdo da desova e espermiacdo, permitindo que ocorra a reproducéo
destes individuos no momento desejado e em condi¢cbes controladas de cativeiro
(MURGAS et al., 2011).

Em peixes cultivados exclusivamente para engorda, Almeida et al. (2016),
descreveram a técnica de espermatogénese muito precoce (peixe com
aproximadamente 750 g) declarando como um processo aparentemente rapido e
constante em testiculos de tambaqui, com maior concentracdo de peixe maduro no
més de agosto. Por outro lado, a ovogénese é um processo muito mais longo que
comeca apenas em peixes ao redor de 1200 g e ndo se completa antes da

despesca.



Na natureza, a primeira maturacdo gonadal ocorre quando 0s animais
atingem tamanho entre 45 - 60 cm e idade de 3,5 a 4 anos, nessa situacao realiza
desova total, fecundagdo externa e n&o ha cuidado parental com a prole,

caracteristica tipica de peixes de piracema (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998).
3. Aquicultura e pesca no Brasil e no Nordeste

Tradicionalmente definida como o cultivo de organismos aquaticos em areas
costeiras e interiores, com manejo durante o processo de criacdo para aumentar a
producado e rentabilidade, a aquicultura é provavelmente o setor ligado a producao
de alimentos com mais rapido crescimento (Figura 3) (KUBITZA, 2015; FAO 2016).

Ao se diferenciar da pesca extrativa (atividade de exploracdo dos recursos
naturais de propriedades publicas), o cultivo de organismos aquaticos possibilita
produtos mais homogéneos com regularidade e possibilidade de rastreio durante
toda a cadeia de producéo (OLIVEIRA, 2009; ROCHA et al., 2013).

Figura 3 Crescimento médio anual da producdo de carnes de origem animal
no Brasil entre os anos de 2004 a 2014.
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Fonte: Kubitza, 2015.

No Brasil, a exploragdo dos recursos pesqueiros ocorre tanto em agua doce
como em agua salgada, sob diversas categorias ou modalidades, sendo que do
ponto de vista socioeconémico, a pesca de subsisténcia e pesca comercial sdo as

mais relevantes, principalmente pela quantidade de mao de obra que ocupa (FAO,



2016).

A produgé&o nacional brasileira relativa a pesca extrativa, alcangou no ano de
2014 um total de 235,527 mil toneladas representando um decréscimo de 1,3 % para
o ano anterior (FAO, 2016). Ja a producéo aquicola nacional no mesmo ano gerou
um volume de 560 mil toneladas. A aquicultura continental (peixes de agua doce)
contribuiu com 474,3 mil toneladas de toda essa producdo o que correspondeu a
84,3% do total da aquicultura brasileira (FAO, 2016).

O Brasil possui recursos hidricos em abundéancia, um clima tropical propicio e,
sobretudo espécies nativas com viabilidade de cultivo. Deste modo, o pais tem um
grande potencial para a producao de peixes, sem concorrer em espaco fisico com a
agropecuaria (ROCHA et al., 2013).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2017) em
2016 a producao de peixes no Brasil foi de 507,12 mil toneladas o que representou
um crescimento de 4,4% comparado ao ano anterior. A regido mais produtora foi a
regido Norte (producdo de 149,75 mil toneladas simbolizando 29,5% da produgé&o
nacional) e o Estado de maior producdo foi Rondbnia (90,64 mil toneladas e
representa 17,9% da producéo nacional).

Nesse periodo a principal espécie produzida em territério nacional brasileiro
foi a tilapia (Oreochromis sp.) com um total de 239,09 mil toneladas. A
representatividade desta espécie € tamanha que chega a quase metade de todo
cultivo de peixe (47,1%). A segunda espécie mais produzida é o tambaqui (C.
macropomum) acumulando um total de 136,99 mil toneladas (27,0% da piscicultura
nacional). A espécie tem também se destacado pela producdo dos seus hibridos
(tambatinga e tambacu) que se apresentam em terceiro lugar neste senso (IBGE,
2017).

Na regido Nordeste, assim como em todo o territorio nacional, alguns Estados
se mostram mais avancados e estruturados em sua cadeia produtiva e podem ser
considerados autossustentaveis, enquanto outros possuem menor competitividade e
necessitam de investimentos para desenvolvimento da atividade piscicola (BRABO,
et al., 2016). O Estado da Bahia apesar das condi¢cdes naturais privilegiadas para o
desenvolvimento das mais diversas modalidades aquicolas ainda se enquadra no
segundo grupo (BAHIA PESCA, 2016).

No Nordeste, a piscicultura continental é representada especialmente pela

criagdo da tilapia em tanques-rede nos acudes do Ceara e nos reservatérios do rio
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Sao Francisco em areas da Bahia, Pernambuco e Alagoas, e pelos peixes redondos
(tambaqui, tambacu, tabatinga, pacu e pirapitinga) em viveiros escavados no
Maranhéo, Piaui, Sergipe e Bahia (BRABO et al., 2016).

Os principais polos de producdo do Nordeste estdo no Ceara (acudes
Castanhao e Oros), ao longo do Submédio e Baixo Sao Francisco (trecho dos rios
Xingd Itaparica e Moxotd) contemplados pelo Estado da Bahia, Sergipe,
Pernambuco e Alagoas, e Sitios Novos no Ceara. A principal espécie produzida do
Nordeste é a tilapia 63% seguida pelo tambaqui 24,5% (IBGE, 2016). Os canais de
comercializacdo mais expressivos sao 0s atacadistas ou intermediarios, a venda
direta ao consumidor final e os supermercados (BRASIL, 2013; SEBRAE, 2015).

No ano de 2016 a criacdo de peixes de agua doce foi a principal atividade
aguicola da Bahia, produzindo um total de 10,7 mil toneladas o que representa 2,1%
de toda produgé&o nacional, arrecadando R$ 70,890 milhdes (IBGE, 2017).

4. Cultivo do tambaqui

Pode-se dizer que o DNOCS foi um dos grandes responsaveis por estimular o
cultivo de peixes (entre eles o tambaqui) para criacdo em cativeiro em praticamente
todo territério nacional. Ainda hoje tal érgao ainda exerce esse papel por meio da
distribuicdo de alevinos para o Nordeste e outras regides do Brasil (VIDAL, 2016).

As primeiras matrizes responsaveis pela formacdo dos plantéis de
reprodutores de tambaqui nas pisciculturas do Nordeste, sdo descendentes de 74
alevinos oriundos de Iquitos, no Peru, trazidos pelo DNOCS (SANTOS et al., 2007).
Este orgdo teve importante papel, a partir da década de 70, na pesquisa de
reproducdo em cativeiro desta espécie, além de fornecer um grande acervo de
informagdes sobre seu crescimento e manutengdo de alevinos (CAVALCANTE e
STEINMULLER, 2017).

Diversos fatores favorecem o cultivo de tambaqui, como a facil obtencéo de
juvenis, o elevado potencial de crescimento, a alta produtividade, sua rusticidade e,
sobretudo a adaptacdo a criacdo em cativeiro além da facil aceitacdo as racdes
comerciais (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998; JACOMETO et al., 2010; CAMPOS
et al., 2015).
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Em contraste com as populacdes selvagens, os estoques cultivaveis de
tambaqui estdo aumentando em decorréncia da atividade piscicola, caracterizando-a
como a espécie nativa mais comumente produzida no Brasil (IBGE, 2017). A maior
producdo de tambaqui se encontra no Norte do pais (78,6%), principalmente no
Estado de Rondbnia, que responde por 60,7% da producéo regional. A regiao
Nordeste produziu 12,3 toneladas de tambaqui em 2016, representando 15,7% do
total produzido no pais (IBGE, 2016; 2017).

A quase uma década, Resende (2009) constatava que a cadeia produtiva da
aquicultura, em especial as ligadas a piscicultura, necessitava da ampliacdo e
desenvolvimento de projetos que levassem em consideracdo aspectos como
nutricdo melhoramento genético, sanidade, manejo e gestdo ambiental e
aproveitamento agroindustrial e a eleicdo de espécies prioritarias.

Hoje, muito do que se tem estudado sobre o cultivo da espécie tem se voltado
ao tripé: nutricdo, genética e fatores ambientais (controlaveis e incontrolaveis)
(MARCOS et al., 2016; RIBEIRO et al., 2016; OLIVEIRA e SOUZA, 2017; SOARES
et al., 2017). Assim os gargalos na cadeia produtiva da aquicultura podem ser vistos
como oportunidades para a organizacao de politicas de pesquisa e desenvolvimento
para espécies promissoras e a modernizagdo e profissionalizacdo do setor
(SIDONIO et al., 2012).

4.1Tambaqui e seus hibridos

Hibridacédo é o cruzamento de individuos ou grupos geneticamente diferentes
e pode envolver cruzamentos entre linhagens ou cruzamento entre espécies
(COSTA et al., 2014). E comumente utilizada pelos aquicultores para obtencdo de
prole com maior desempenho em relacdo aos progenitores (HASHIMOTO et al.,
2014).

A hibridacdo tem se destacado no cenario aquicola nacional nos ultimos anos
sendo usada em varias espécies de peixes para aumentar a taxa de crescimento, na
manipulagdo da diferenciagdo sexual, produzir animais estéreis, melhorar a
qualidade da carne, aumentar resisténcia a doencas e tolerancias climaticas, entre
outras caracteristicas (PORTO-FORESTI et al., 2013; MORO et al., 2013).
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O tambaqui tem sido de grande importancia em programas de hibridacéo
artificiais ao longo das ultimas décadas, o processo se da com diferentes espécies,
com o objetivo de produzir individuos estéreis ou racas mais produtivas do que
qualguer uma das espécies parentais (BARTLEY et al., 2001; HASHIMOTO et al.,
2014).

Dada a sua fecundidade, a fémea do tambaqui (C. macropomum) é
normalmente escolhida para este procedimento e acasaladas com machos de outras
duas espécies Characiforme, pacu (Piaractus mesopotamicus) pirapitinga e
(Piaractus brachypomus), este cruzamento produz hibridos conhecidos como
"tambacu” e "tambatinga", respectivamente (GOMES et al., 2012). Esta hibridacao
trouxe a combinacdo de caracteristicas de espécies diferentes para produzir um
organismo economicamente mais viavel, que é em patrticular, de crescimento rapido,
e mais resistentes a doencgas e baixas temperaturas (AGUIAR et al., 2013).

A producéo destes hibridos tem se sobressaido no cenario aquicola nacional
(HASHIMOTO et al.,, 2011), destacando-se na terceira colocacdo da producéo
piscicola em 2016, correspondendo a 44,94 mil toneladas, representando 8,9% da
producdo nacional (IBGE, 2016).

Caracteristicas zootécnicas de interesse juntamente com o0 manejo adequado
representam um bom exemplo de sucesso na obtencdo do vigor hibrido (ALVES et
al.,, 2014). O “tambacu” oferece uma jungédo positiva da resisténcia a baixas
temperaturas e rusticidade do pacu com o rapido crescimento do tambaqui, além de
apresentar rastros branquiais alongados, que permitem a filtracdo de plancton e
também apresentam maior sobrevivéncia, crescimento e uniformidade (MORO et al.,
2013). Tais fatores fizeram com que o “tambacu” se tornasse o principal hibrido
produzido no Brasil (IBGE, 2017), sendo facilmente encontrado em supermercados e
peixarias em especial nas regides sudeste, centro-oeste e sul.

A semelhanca gerada morfologicamente entre os hibridos e seus respectivos
parentais dificulta a identificacdo destes animais com base na morfologia, ou mesmo
0 seu comportamento (PORTO-FORESTE et al.,, 2013). Muitos piscicultores tém
levado hibridos presumindo ser tambaquis puro, isso € compreensivel, considerando
as semelhancas morfologicas entre as diferentes formas em sua fase juvenil,
entretanto isto podera ter consequéncias econdmicas graves ao gerar desconfianca
entre proprietario de larvicultura de peixes e seus consumidores (GOMES et al.,
2012).
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O monitoramento genético € uma pratica indicada para avaliar os efeitos
genéticos da hibridagdo em populacfes de peixes e permite verificar a ocorréncia de
hibridos F1 através da identificacdo dos individuos utilizando marcadores genético-
moleculares (HASHIMOTO et al., 2011; 2014). Estas analises representam um dos
meios mais efetivos para verificar quando as populacdes atingem limiares criticos
gue necessitem medidas de gestdo (ALLENDORF et al., 2010).

Torna-se notavel a crescente preocupacao sobre os impactos bioldgicos da
hibridacado (TOLEDO-FILHO et al., 1994; PORTO-FORESTI et al., 2010) e diversos
marcadores genéticos tem sido desenvolvido para a identificacdo de hibridos,
especialmente para espécies de interesse comercial “peixes redondos”
Serrassalmideos (HASHIMOTO et al., 2011; FONTELES et al., 2011; HASHIMOTO
et al., 2014).

5. Marcadores Moleculares - ISSR

Marcadores de DNA sdo fundamentados em técnicas da biotecnologia
moderna, sdo sequéncias de DNA capazes de revelar polimorfismos entre individuos
geneticamente relacionados (SOUZA, 2015). Atualmente sao usados
corriqueiramente em diferentes areas da pesquisa cientifica seja com humanos,
animais, vegetais ou microrganismos. Seu potencial para desvendar os segredos
contidos na molécula de DNA desperta o interesse em pesquisadores, ndo s6 da
area de genética, mas também de iniUmeros outros campos do conhecimento
(CONCADO et al., 2012).

Um marco importante quanto aos marcadores moleculares foi o
desenvolvimento da técnica da reacdo em cadeia da polimerase-PCR (Polymerase
Chain Reaction) que desencadeou o sequenciamento da molécula de DNA (PAVAN
e MONTEIRO, 2014). Desta forma, um grande numero de tecnologias da genética
molecular é utilizado para fornecimento de informagbes favoraveis ao
desenvolvimento de programas de conservacdo e uso de recursos genéticos
(FALEIRO, 2007). A escolha da técnica dependera do objetivo do estudo, da infra-
estrutura local, dos recursos financeiros e humano disponiveis além do nivel de
conhecimento da genética molecular da espécie a ser estudada (DIAS et al., 2015;
COSTA et al. 2016).
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O monitoramento de populacdes e estoques de peixes tem sido de grande
importancia na obtencdo de resultados positivos em programas de melhoramento
genético, fornecendo caracteres de interesse do produtor (FALCONER, 1987;
LOPES et al., 2009) ou a conservacdo dos recursos genéticos (POVH et al., 2008).
Estoque com baixa variabilidade genética ao longo das geracbes pode induzir
endogamia, reduzir a adaptabilidade, sobrevivéncia de progénies (POVH et al.,
2008; LOPERA-BARRERO et al., 2010) e perdas do potencial genético (MOREIRA,
et al., 2007).

Os marcadores moleculares dominantes como Inter Simple Sequence
Repeats (ISSR), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) e Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)
sao bastante utilizados na andlise da variabilidade genética de populacdes de peixes
cativos e selvagens (WASKO et al., 2004; GASQUES et al., 2013; LABASTIDA et al.,
2015; QUEIROZ et al., 2016).

Descrito quase que simultaneamente por Meyer et al. (1993), Gupta et al.
(1994), Wu et al. (1994) e Zietkiewicz et al. (1994) os marcadores ISSR se baseiam
em iniciadores de repeticdo di, tri ou tetranucleotidica para amplificacdo do DNA num
determinado trecho do genoma localizado entre dois microssatélites idénticos de
orientacao reversa a cadeia de DNA, que estdo amplamente distribuidos no genoma
(ROUX et al.,, 2007; LABASTIDA et al., 2015). O resultado final € uma série de
amplificacdo de fragmentos de DNA para cada amostra (espécime) que podera ser
analisado e comparado com outras amostras para avaliar a quantidade de variagao
presente nas amostras estudadas (NG e TAN, 2015).

Este marcador geralmente produz multiplos fragmentos de DNA (cada um dos
quais é considerado um locus) em um uUnico PCR, permitindo a geracdo de um
grande namero de loci através do genoma de qualquer espécie sem a necessidade
de primeiro conhecer as sequéncias de DNA das regides alvo (NG e TAN, 2015).

Atualmente, a aplicagcdo deste marcador molecular tem se destacado no
campo de investigacdo para a aquicultura (QUEIROZ et al., 2016). Em espécies
nativas o ISSR foi usado para estudar a diversidade genética intra e interespecifica
(FONTELES et al., 2011; GASQUES et al., 2013; VITORINO et al., 2015; RIBEIRO
et al., 2016). Seu uso também tem sido aplicado para diferenciacdo entre as
espécies C. macropomum, Piaractus mesopotamicus (pacu), Piaractus brachypomus
(Pirapitinga) e seus hibridos (FONTELES et al., 2011).
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Trata-se de um marcador de baixo custo quando comparados aos demais
marcadores (HILSDORF, 2013). Em contrapartida este possui desvantagens que
merecem certa atencdo como o fato de ser um marcador dominante o que
impossibilita a identificacédo direta de heterozigose (NG e TAN, 2015).

Diante dessas caracteristicas se torna possivel e viavel o uso de marcadores
ISSR em populacbes de C. macropomum a fim de caracterizar a diferenciacéao

genética existente intra e inter-especifica dos estoques estudados.

6. Andlise da variabilidade genética em peixes

Com o advento dos marcadores moleculares alinhados a estudo da genética
de populagdes, tornou-se possivel quantificar e identificar a diversidade genética
além de inferir como esta se distribui entre e dentro de populacdes, definindo sua
estrutura permitindo o estudo do fluxo génico, deriva genética, mutacdo e selecao
natural (SUGANUMA, 2008; RIBEIRO et al., 2016).

Para Turchetto-Zolet et al. (2013), os métodos mais popularmente utilizados
para quantificar a diferenciacdo genética entre populacbes estdo baseados na
estatistica-F, introduzida primeiramente por Sewal Wright (1889-1988), que utiliza os
coeficientes de endocruzamento para dividir a variacdo genética dentro e entre
populacées, sendo a quantidade de endocruzamento em uma populacdo devida a
diferenciacao das populacdes (Fsr) o mais conhecido (WRIGTH, 1978).

Para Clarck e Hartl (2010), a diferenciacdo genética entre populacdes
baseados na estatistica-F permite avaliar os niveis médios de endogamia ao nivel
populacional (Fis) e total (Fir) e a distribuicdo da variabilidade genética entre as
populacbes (Fst). O Fst se refere a quantidade de endocruzamento em uma
populacdo devida a diferenciagédo das populagfes e é o parametro da estatistica-F o
mais conhecido (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Wright (1978) prop6s um guia
geral para interpretar os valores de Fst em dados De 0 a 0,05 pode ser considerado
como pequena diferenciagdo populacional; 0,05 a 0,15 indica moderada
diferenciacdo populacional; 0,15 a 0,25 indica grande diferenciacdo populacional e
acima de 0,25 indica uma extensa diferenciacéo populacional.

Os indices de fixacdo sado utilizados como indicadores da diferenciacao

genética entre populacdes, seja elas cativas ou nativas, e isso se da por meio do
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conceito de estrutura populacional que é gerado pela perda de variacdo genética em
consequéncia aos efeitos de deriva genética, apresentando como resultado a
reducdo da heterozigosidade nas subpopulagcdes quando comparada a
heterozigosidade esperada a partir da populagéo original (McMANAUS et al., 2011).

Outro coeficiente de grande relevancia na genética de populacdes, usado em
complemento a estatistica-F, € o coeficiente de diferenciacdo génica (Gst) (NEI
1973), que avalia o indice para o caso de mdultiplos alelos, ou seja, a razdo da
diversidade génica interpopulacional esperada pela diversidade génica total
esperada. Desta forma o valor de Gst pode ser estimado pelo uso das medias de
diversidade génica para varios locus (SANCHEZ, 2008; HILSDORF, 2013).

Outra medida que se faz presente em trabalhos baseados em marcadores
moleculares é a estatistica H de Nei (1972). Esta medida de diversidade baseia-se
na heterozigosidade génica/alélica para quantificar a diversidade genética intra e
inter-unidades experimentais, podendo ser aplicado a qualquer tipo de organismo,
desde que a frequéncia génica possa ser determinada (SANCHEZ, 2008).

Outra andlise também muitor aplicada é o indice de Shannon (VITORINO et
al., 2015). A funcéo proposta por Shannon-Wiener mede a diversidade ou riqueza de
espécies em estudos ecoldgicos no qual as andlises se adequam as amostras
coletadas ao acaso, considerando a riqueza das espécies a partir do célculo de
diversidade genotipica ou fenotipica de uma determinada populacéo (GUTIERREZ-
ESTRADA et al., 2008).

A utilizacdo desse indice como medida de diversidade populacional é muito
interessante, especialmente quando se trabalha com dados ISSR, pois seu uso
possibilita contornar o problema da nao deteccao dos gendétipos heterozigotos, uma
vez que o indice de Shannon ndo se baseia na heterozigosidade da populacéo e,
sim, na frequéncia fenotipica da banda na populagdo (VITORINO et al.,, 2015;
LOPERA-BARRETO et al., 2015).

J4 a andlise de variancia molecular (AMOVA) é um dos métodos que
determina a variabilidade genética inter e intrapopulacional (MEIRMANS, 2012;
RIBEIRO et al., 2016). Segundo Excoffier (1992), a AMOVA descreve a correlacéo
da diversidade haplotipica em diferentes niveis de subdiviséo hierarquica e testando
hipoteses de estruturacdo populacional. Os trés niveis hierarquicos de diferenciacao
populacional calculados na AMOVA sdao: entre grupos (Fcr), entre populagdes dentro

de grupos (Fst) e dentro das populagbes (Fsc), além de fornecer o coeficiente de
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endocruzamento especifico (Fis) (HILSDORF et al., 2006; TURCHETTO-ZOLET et
al., 2013).

Em relacdo ao fluxo génico, populacdes isoladas a falta deste faz com que as
mudancas nas frequéncias génicas da populacdo (mutacbes) nao sejam
compartilhadas. Ao se medir o grau de diferenciacdo genética entre populacdes, de
forma indireta revela-se a possivel variabilidade genética em locus que estejam
envolvidos em fenétipos relacionados a processos adaptativos (HILSDORF, 2013).

Na deriva genética a populacdo passa por efeito gargalo (reducédo do numero
de individuos da populacdo) causada por algum fenébmeno natural ou néo
(McMANUS et al., 2011). Uma populacdo isolada resultante de uma subdivisdo
ocorrida pelo isolamento populacional, novas frequéncias alélicas serédo
estabelecidas e submetidas a selecdo. Nesta nova populacdo a endogamia pode ser
gerada em diferentes momentos da histéria evolutiva (efeito gargalo) (GALETTI et
al., 2008).

Um modelo simples de diferenciacdo continua de populac¢des foi proposto por
Waples e Gaggiotti, (2006). Neste modelo cada circulo pode ou néo representar
populacdes diferentes, sendo que dentro de cada populacdo o cruzamento é
aleatério e as populacdes podem estar ligadas variando o grau de conectividade
(sobreposicdo geografica e/ou migracao). A manutencdo da conectividade genética
gue mantém uma metapopulacédo € o fluxo génico. Assim, a metapopulacdo € um
conjunto de populagdes locais ou ndo que interagem por fluxo génico com eventos
de extingdes e recoloniza¢des (HILSDORF, 2013).

Diversidade genética € um dos parametros importantes recomendados pela
Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (JUCN) para o manejo e
conservacao de espécies (McNEELY et al., 1990). Em uma populacéo a diversidade
genética é considerada matéria-prima para a evolucéo por selecédo natural (FISHER,
1930; HUGHES et al., 2008).

Para a conservacdo dos recursos pesqueiro, torna-se necessario
compreender 0 modo como as espécies de peixes se organizam geneticamente ao
longo de uma bacia hidrografica (GALETTI Jr et al., 2008). Desse modo, a
variabilidade genética torna-se importante para a sobrevivéncia a longo prazo das
populacdes selvagens, sendo também fundamental para a manutencao dos recursos
genéticos mantidos em cativeiro com a finalidade de repovoamento (RIBEIRO et al.,
2015).
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Populacdes pequenas tendem a reduzir a diversidade genética devido as
altas taxas de endogamia, induzindo uma elevada taxa de homozigose (FRANKHAM
et al., 2008). Os processos de domesticacdo e a maioria dos sistemas de cultivo de
animais levam a perda natural de variabilidade genética dos estoques, ainda que
este fator seja crucial em programas de melhoramento genético (LOPES et al., 2009;
EMBRAPA, 2012).

No Brasil, a piscicultura possui uma forte tendéncia de formacgéo dos plantéis
de matrizes por peixes que possuem baixa variabilidade genética ou alto grau de
parentesco, bem como um numero reduzido de espécimes (VARELA et al., 2015).
Uma das metas de um programa de reproducdo em cativeiro € evitar ao maximo a
ocorréncia de acasalamentos consanguineos entre os individuos da populacao
(VARELA et al., 2015).

Quando se obijetiva trabalhar com ganhos genéticos de animais adaptados ao
setor produtivo e na conservacdo dos recursos genéticos, Rolf et al. (2010)
destacaram o0 cuidado com o controle das relacbes de parentesco entre
reprodutores, pois a mesma, se feita desordenada, tende a perda da variabilidade
genética do plantel.

Diante da crescente demanda de estudos voltados para a conservacao das
espécies de peixes, 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 populagéo (CHIU et al., 2014).
Dentre esses parametros pode-se citar fatores como deriva genética, fluxo génico,
mutacdo, migracdo, efeito fundador, selecdo e consequentemente evolugao
(MOREIRA et al., 2007).

A variabilidade genética entre e dentro de populacdes de uma determinada
espécie, comumente denominada estruturacdo genética populacional, € o resultado
direto da interacdo entre as forgas evolutivas (selecéo, deriva, mutacéo e migracao),
sendo também influenciada pelas taxas de recombinacdo nos locus durante a
meiose (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).

Quando ha estruturacdo populacional, € quase inevitavel que ocorra alguma
diferenciacdo genética entre as subpopulacdes, ou seja, as frequéncias alélicas
entre as populagdes se tornam diferentes. Essa diferenciagcdo genética pode resultar
da ocorréncia do processo de sele¢cédo natural em favor dos diferentes gendtipos em

populacbes distintas, mas também pode resultar de processos aleatérios na
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transmissdo dos alelos de uma geracdo para a proxima, ou ainda de diferencas
casuais na frequéncia alélica entre os fundadores iniciais das subpopulactes
(HARTL, 2010).

Excoffier et al. (1992) e Excoffier (2001), propuseram uma abordagem
diferente para mensurar a diferenciacdo genética entre populacbes na qual os
indices de fixacdo podem ser calculados nos diferentes niveis de hierarquizacdo que
uma populacdo pode estar estruturada, por exemplo, diferenciacdo dentro de uma
populacao entre grupos de subpopulacdes, dentro de grupos entre subpopulacdes e

dentro de uma populagéo entre subpopulacées (HARTL, 2010).

7. Estudos moleculares com Colossoma macropomum

Apo6s ser inserido no Programa Brasileiro de Melhoramento Genético, o
tambaqui recebeu uma atencédo especial no que diz respeito a informacdes sobre
sua nutricao, reproducéo, conservacdo e melhoramento genético (DE ALMEIDA et
al., 2011; EMBRAPA, 2012; ORFAO, 2013; RODRIGUES, 2014; VARELA et al.,
2015; OLIVEIRA e SOUZA, 2017). Estudos baseados na utilizacdo de marcadores
moleculares tém sido empregados por diversos autores e com diferentes fins,
fornecendo informacdes sobre a diversidade genética desta espécie como observa-
se abaixo:

Teixeira e Jamieson (1985) analisaram a diversidade alélica no loco da
transferrina em populacdo de tambaqui do lago Manaquiri na regido Amazonica (103
espécimes). Nesse trabalho foi constatado um total de seis alelos, indicando a
ocorréncia de um unico estoque geneticamente equilibrado. Calcagnotto e Toledo-
Filho (2000) utilizaram o mesmo marcador para caracterizar geneticamente cinco
estoques cultivados de tambaqui e detectaram trés alelos no estoque mais antigo
cultivado, oriundo de DNOCS em Pentecostes-CE, entretanto nos outros quatro
estoques derivados deste, foi detectada a presenca de apenas um alelo fixado para
a transferrina, indicando a necessidade de adogdo de estratégias de manejo para
aumentar o potencial genético dos estoques e esclarecendo o efeito do “gargalo”

genético em populacdes cultivadas.
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Em ambiente silvestres e cultivados Leitdo (1998) fez o uso de nove sistemas
isoenzimaticos para C. macropomum. Segundo o autor ao realizar a comparacao
para os indices de heterozigosidade e polimorfismo para os peixes nativos foram da
ordem de 0,125 e 33,33% respectivamente, enquanto para 0S peixes cativos
apresentaram 16,7% de polimorfismo, expondo uma acentuada queda dos locus
polimorficos dentro dos seus estoques cultivados.

Na ultima década estudos realizados em estoques naturais de tambaqui
revelam alta variabilidade genética como descrito por Santos et al. (2007) ao usarem
DNA mitocondrial ou por Santos et al. (2009) e Santana et al. (2012) ao usarem
marcadores microssatelites. O mesmo pode ser observado em populacdes
cultivadas, como foi descrito por Lopes et al. (2009), Jacometo et al. (2010) e
Lopera-Barreto et al. (2015) usando marcadores RAPD ou Queiroz et al. (2016)
com uso de marcadores ISSR.

Entretanto quando séo realizadas comparagcfes entre espécimes coletadas
em ambiente natural (selvagens) e cultivados em piscicultura, os resultados entram
em contraposicao relatando maior variabilidade genética nas populacdes nativas
como descrito por Santos et al. (2012), ao utilizarem marcadores izoenzimaticos,
Aguiar et al. (2013) com DNA motocondrial e Santos et al. (2016) com marcadores
microssatelites.

Varela et al. (2015) investigaram as relagbes de parentesco sem informacao
de pedigree de um plantel de reprodutores de tambaqui, baseado em coeficientes de
correlacdo de parentesco, a partir de locus de marcadores microssatélites,
concluiram que os animais investigados ndo exibiram vinculo genético entre si,
possibilitando o acasalamento de reprodutores, condicdo como esta melhora a
perspectiva de manejo na selecdo de reprodutores e o descarte de acasalamento
machos e fémeas altamente consanguineos.

Uma outra modalidade de estudos moleculares tem sido realizada com esta
espéecie fundamentada no repovoamento de rios. Moraes Neto et al. (2017)
analisaram a diversidade genética em dois estoques de reprodutores utilizados em
programas de repovoamento no Estado de Rondénia, por meio de marcadores
microssatélites, verificando que essa pratica tem sido adotada para retificar a
diminuicdo das populagcbes naturais da espécie ocasionada por acdes antropicas.

Ainda segundo os autores os estoques de reprodutores estavam geneticamente
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muito relacionados e que ambos 0s estoques ndo apresentavam alta variabilidade
genética.

No Estado do Amazonas, em razdo da fécil renovacdo dos plantéis de
reprodutores, Queiroz et al. (2016) utilizaram marcadores ISSR para avaliar a
diversidade genética de tambaquis em trés pisciculturas no Estado. Segundo os
autores, 0 monitoramento genético deve ser realizado continuamente, assim como a
substituicdo regular dos reprodutores, preferencialmente com espécimes selvagens
e uso de informacBes moleculares para amplificar a variabilidade genética dentro
dos estoques.

No Norte, Fazzi-Gomes et al. (2017) avaliaram populacdes cultivadas em 10
municipios do Estado de Par4 com auxilio de marcadores microssatélites. Os
resultados mostraram que as fazendas de tambaqui pesquisadas sofreram uma
perda significativa de variabilidade genética e que estratégias de manejo reprodutivo
deverdo ajudar a garantir a produtividade e a qualidade das pisciculturas de
tambaqui do norte do Brasil.

No Nordeste, Lopera-Barrero et al. ( 2015) avaliaram a variabilidade genética
de tambaqui nos municipios de Porto Real do Colégio - AL, Araujo 1 e 2. Os autores
relataram valores de polimorfismo ente 54,38 a 64,38% e indice de Shannon 0,33 a
0,37. Para a AMOVA a maior variacdo estd dentro de cada estoque, a
diferenciacdo genética (Fst) variou entre 0,03 a 0,178 eo numero de migrantes por
geracdo de 5,07 a 12,8 considerando que 0s estoques apresentavam alta
variabilidade intrapopulacional e alta diferenciacéo e distancia genética entre si.

O monitoramento genético de populagBes selvagens ou cativas de peixes sao
extremamente necessarias para que programas de conservacdo e producdo de
peixes revelem resultados positivos a médio e longo prazos (LOPERA-BARRERO et
al., 2009). A variabilidade genética € fundamental para qualquer programa de
melhoramento genético (FALCONER, 1987) e a identificacdo do grau de
variabilidade nos estoques de reprodutores é de grande importancia para iniciar um

programa de melhoramento (LOPES et al., 2009).
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RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum) € a espécie nativa de maior importancia na aquicola
nacional. Este estudo avaliou a variabilidade genética de quatro populacbes de tambaqui
usando marcadores ISSR. As amostras foram coletadas de forma aleatoria com um total de
140 espécimes oriundos de 2 cultivos provenientes da estatal Bahia Pesca, na Bahia (33 da
estacdo Rodolpho von lhering, 31 da estacdo Joanes Il); 46 do Centro de Pesquisa em
Aquicultura Rodolpho von lhering pertencente ao DNOCS em Pentecoste-CE e 30 de uma
populacdo natural no Estado do Amazonas. Foram utilizados treze primers para a andlise da
diversidade e da estrutura genética. Dos 184 fragmentos produzidas, 157 eram padrdes
polimorficos. A proporcdo de loci polimorficos apresentou variagdo entre os trés estoques
com menor percentual em Cachoeira-Ba (54,35 %) e maior percentual em Amazonas (79,35
%). Os indices de Heterozigosidade (H) e Shannon (I) foram semelhantes entre os estoques
cultivados, havendo um relativo aumento para populacdo natural, os valores mais baixos
foram encontrados na estacdo de Cachoeira-Ba (H = 0,1726 e | = 0,2606), e 0 maior no
Estado do Amazonas (H = 0,2404e | = 0,3643). Segundo a AMOVA verifica-se que a maior
variagdo esta dentro dos estoques 61% do que entre eles 39%. Concluiu-se que as
populacdes cultivadas apresentam variabilidade genética inferior ao da populagéo natural e
que para melhor desempenho dos planteis de reproducéo informacdes moleculares devem
ser utilizadas para a melhoria no manejo genético destas populacgdes.

Palavras-Chave: Aquicultura; Colossoma macropomum; Conservacao genética; ISSR.

ABSTRACT

The tambaqui (Colossoma macropomum) is the most prominent native species in
aguaculture, becoming the natural species commercially cultivated. The genetic variability of
four populations of tambaqui was evaluated using ISSR markers. The samples were
collected at random with a total of 140 fish; being two fish farm from Bahia Pesca, in Bahia
(33 from Rodolpho von lhering station and 31 from Joanes |l station); 46 fish came from the
fish farm Rodolpho von lhering, belonging to DNOCS in Pentecoste-CE and 30 individuals
came from a natural population in Amazonas state. Thirteen primers were used for analysing
the diversity and genetic structure. From the 184 fragments produced, 157 showed
polymorphic patterns. The proportion of polymorphic loci indicated variation among the three
stocks. The lower rates and higher were found in Cachoeira-Ba station (54.35%) and
Amazonas (79.35%). The Heterozygosity rates (H) and Shannon index (I) were similar
between the cultured stocks, with a relative increase to natural population, the lower values
were found in Cachoeira-Ba station (H = 0.1726 and | = 0.2606), and the largest in
Amazonas state (H = 0, 2404e | = 0.3643). The AMOVA demonstrated that the variation was
within the 61% stocks than among them 39%. The results suggest that cultured populations
present genetic variability below the natural population and to increase the genetic variability
of the same molecular information should be used to improve the genetic management of
these populations.

Key words: aquiculture, Colossoma macropomum; Conservational genetic; ISSR.
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Introducao

O tambaqui (Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) € uma espécie nativa dos
rios Amazonas e Orinoco (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998) que tem se destacado
na aquicultura nacional. No Brasil, o tambaqui ocupa o segundo lugar na producéo,
com 136,99 mil toneladas em 2016, representando 27% da producdo aquicola
(IBGE, 2017). Em contraste com as populacfes selvagens, os estoques cultivaveis
estdo aumentando em decorréncia da atividade piscicola, isso tem ocorrido devido
ao facil acesso aos alevinos, seu rapido crescimento e o elevador valor comercial
(ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005; MORAIS e O'SULLIVAN, 2017). A regiao Norte se
destaca na producao de tambaqui (29,5%), enquanto a regido Nordeste produziu
14,4% do total produzido nacionalmente (IBGE, 2017).

O monitoramento da variabilidade genética € fundamental em programas de
conservacgao e producao de peixes, pois tende a apresentar resultados satisfatorios
(imediatos e de longo prazo) (LOPERA-BARRERO et al., 2016). Estudos
comprovam que a diminui¢cdo da variabilidade genética em estoques de pisciculturas
ocorre principalmente por manejo reprodutivo inadequado, baixo niumero efetivo de
reprodutores e selecdo nao intencional (LOPERA-BARRERO et al., 2008; MORAES
NETO et al., 2017). Assim, estudos que comparam a variabilidade genética das
populacdes de peixes estando estes em ambiente natural e cultivado séo
necessarios para entender como as variacbes nas escolhas de reproducdes
assistidas, o percentual de sobrevivéncia e a taxa de crescimento contribuem para
alteracdes na frequéncia genética e genotipica e se estas alteracbes melhoram a
adaptacao dos peixes as variagdes ambientais (SANTOS et al., 2012).

Para Varela et al. (2015) a identificacdo do grau de variabilidade nos plantéis de
reprodutores tem sido de relativa importancia para se iniciar um programa de
melhoramento. Por isso, a correta identificagcdo dos estoques pode servir como
ferramenta para o estabelecimento de bases de selecdo em programas de
melhoramento, sendo utilizada para aumentar a variabilidade genética e explorar
positivamente o efeito da heterose (LOPERA- BARREIRO et al., 2015).

A avaliacdo da diversidade genética é possivel e viavel com uso de marcadores
moleculares, e sua aplicacdo tem sido de bastante importancia na aquicultura e na
conservacao de estoques naturais com a finalidade de conservacdo das espécies.
Os marcadores de repeticdo internas de sequéncia simples (ISSR) sdo bastante
utilizados para esse propésito, pois é de facil uso, possui alta capacidade de
deteccdo de polimorfismo e sua implementacéo € de baixo custo (NG e TAN, 2015).
Em peixes nativos, o ISSR tem sido utilizado para estudar a diversidade genética
intra e interespecifica (FONTELES et al., 2011; VITORINO et al., 2015; QUEIROZ et
al., 2016). Também foi aplicado para diferenciacdo de espécies como tambaqui
(Colossoma macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus) e pirapitinga (Piaractus
brachypomus) e dos seus hibridos (tambacu e tambatinga) (FONTELES et al.,
2011).
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Dadas as condi¢des atuais da producdo de tambaqui em todo territorio nacional,
a pesquisa relacionada ao seu melhoramento genético e manejo reprodutivo em
cativeiro tem como fundamental atividade identificar o grau de variabilidade nas
pisciculturas e orientar seu manejo. O presente estudo utilizou marcadores
moleculares ISSR para avaliar a diversidade genética de populacdes da espécie
Colossoma macropomum cultivados em pisciculturas dose Estados do Ceara e
Bahia e compara-los com uma populacéo natural do Estado do Amazonas com uso
de marcadores moleculares ISSR.

Material e métodos
As amostras de tecidos (nadadeira caudal) de tambaqui foram obtidas de

diferentes pontos amostrais no territério nacional e procedentes de populactes
nativas e cultivadas (Figura 1).
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Figura 1 Localizacdo das populagbes de tambaqui (C. macropomum) estudados do na
regido norte e Nordeste do Brasil.

Foram avaliados individuos de duas pisciculturas baianas, da primeira estacao
de piscicultura a realizar o confinamento da espécie (Pentecoste-CE) e populacdes
naturais localizadas em regifes isoladas no Estado do Amazonas (Tabela 1).

Tabela 1 Localizagdo das populagbes de tambaqui (C. macropomum) de acordo
com o ambiente e o numero de individuos amostrados.

Populacao Ambiente NUmero de individuos Coordenadas em graus
Amazonas-AM Natural 30 6°35'5" S, 69° 15' 27" W
Pentecoste-CE Cultivado 46 3°49'58." S, 38°59' 39" W
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Cachoeira-BA Cultivado 33 12° 34'46" S, 38° 59" 39" W
Dias d’Avila-BA Cultivado 31 12° 39'59" S, 38° 22" 21" W
Total 140

A parte experimental foi desenvolvida no Laboratorio de Genética de
Organismos Aquaticos- LAGOA da Universidade Federal do reconcavo da Bahia —
UFRB. A extracdo de DNA foi realizada com base no protocolo de Fenol:Cloroférmio
(SAMBROOK et al., 1989), a quantificacdo e analise de integridade das amostras
foram determinadas via eletroforese em gel de agarose 1%, sendo registrados por
meio do sistema de fotodocumentacao L-PIX® (Loccus Biotecnologia).

Uma aliquota de 25 yL da amostra diluida foi usada para desencadear as
reacBes de PCR, usando 20-30 ng de DNA, 1X Tris-KCl, 2 mmol L™* MgCl,, 0,46
pumol L™ de iniciadores, 0,2 mmol L™ de cada dNTP, 1U de Platinum Tag DNA
Polymerase (Invitrogen®, Carlsbad, EUA). As condicdes iniciais de amplificacéo
foram: desnaturacdo a 94 ° C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 40s a 94 °C,
para a selecdo de iniciadores ISSR, foram testados 29 primers com temperatura de
anelamento variando entre 45° C a 65° C durante 50s, alongamento a 72 ° C durante
2 min e alongamento final a 72 ° C durante 10 min. Destes 29 primers ISSR, 13
foram escolhidos para estudo por apresentar melhor grau de polimorfismo e maior
nitidez dos padrdes de bandas (Tabela 2).

O produto gerado pela amplificacdo dos marcadores ISSR foram separados por
meio de gel de agarose 2% sendo este corado com brometo de etidio. Vinte
microlitros do produto amplificado foram usados juntamente com 3uL de corante
(azul de bromofenol). Cada gel teve em seu primeiro po¢o o marcador DNA Ladder
100bp como padrao molecular para auxiliar no estabelecimento do tamanho dos
fragmentos. A corrida se deu em cuba de eletroforese horizontal e foi realizada em
tamp&o TBE 1X (45 mmol L™ Tris e 1 mmol L EDTA) a 70 volts durante 2 horas. Os
padrées de fragmentos separados foram fotodocumentados em transiluminador UV
L-PIX® Loccus Biotecnologia analisados via presenca (1) e auséncia (0) formando a
matriz binaria.

Analise dos dados

A partir dos padrdes de bandas reprodutiveis do marcador ISSR avaliados para
cada um dos genotipos, calculou-se o numero total de bandas amplificadas e o
namero de bandas polimdrficas, com os treze primers selecionados.

O poder discriminativo dos primers foi avaliado por meio de trés parametros
basicos: O contetudo de Informacdo Polimorfica (PIC) foi calculado pela seguinte

formula PIC= 1 — X} = ;P para expor a eficiéncia de primers utilizados. O MI,

uma medida de eficiéncia global de uma técnica de marcadores moleculares, foi
obtido pela multiplicacdo do PIC médio com a relacdo multiplexa efetiva (POWELL et
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al., 1996). A razdo multiplex efetiva (EMR) é o produto do numero de locus
polimorficos por iniciador (n) e a fragdo de fragmentos polimorficos (B).

A matriz de dados de presenca (1) /auséncia (0) resultante foi analisada no
programa POPGENE versdo 1.32 (YEH et al.,, 1997) para estimar o nivel de
diversidade genética utilizando estatistica descritiva para a genética populacional. O
programa GENALEX 6.41 (PEAKALL e SMOUSE, 2006) estimou a analise de
variancia molecular (AMOVA) com base na distancia genética entre os pares.

O dendrograma foi construido a partir da distancia genética de Nei (1978) com o
método par a par de médias ponderadas (UPGMA), com 10000 boodstrapping
utilizando MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013). A analise de coordenadas principais
(PCoA) foi realizada no programa DARwin 6 (PERRIER e JACQUEMOUD-COLLET,
2006). O critério utilizado para a definicdo do niumero de grupos foi calculado com
auxilio do pacote “NbClust” (pseudo-t2 ) do programa R (CHARRAD et al., 2014).

Resultados e discussao
Marcadores ISSR

Os 13 marcadores ISSR se mostraram polimorficos, tornando-os capazes de
gerar informacgBes em relagdo a variabilidade genética nos estoques estudados. Os
primers produziram um total de 184 padrdes de bandas e destes 157 foram padrées
polimorficos (p<0,05). O primer ISSR 21 foi 0 que apresentou maior numero de loci e
o primer ISSR 18 apresentou o menor grau de polimorfismo e menor numero de loci
(Tabela 2).

Tabela 2 Primers selecionados para amplificacdo de DNA em estudo de diversidade
genética de tambaqui.

Primer Sequencia Ta (°C) N Pb P(%) PIC EMR Ml
ISSR 1 (AG)8T 51,8 13 400 - 2100 77 0,53 0,15 0.08
ISSR 3 (GA)ST 54 9 270 - 2050 67 0,52 0,11 0.05
ISSR 8 (GA)BYT 48 10 350 - 1200 30 0,34 0,09 0,34
ISSR 9 (GA)8BYC 63 14 200-2070 857 0,73 0,23 0,16
ISSR 14  (GGAC)3C 49 15 500- 1500 93,3 0,78 0,31 0,25
ISSR15 (GGAC)3T 49 15 350-1450 93,3 048 0,16 0,07
ISSR 16 (AACC)4 51 15 330 - 2100 100 0,79 0,32 0,27
ISSR 17 (GGAC)4 51 20 290-2100 90,1 0,76 035 0,26
ISSR 18 (TAGG)4 48 9 800 - 2000 56 0,62 0,12 0,08
ISSR 20 (GACA)4 51 11 600 - 2200 91 0,62 0,15 0,09
ISSR 21 (AAGC)4 51 21 100-2200 90,5 085 056 0,50
CAT (GGT)3
ISSR 28 CAT TGT 48 16 150 - 2100 100 0,42 0,16 0,06
TCCA
ACTT (CC)2
ISSR 29 CAG GTT 48 16 200 -1500 100 0,69 0,23 0,16

AAC ACA
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Ta: temperatura de anelamento; N: nimero de bandas; PIC: Conteudo de Polimorfismo;
P(%) percentual de bandas polimérficas; EMR: Razdo Multiplex Efetiva; MI: Indice do
marcador; RP: poder de resolugéo.

A eficiéncia da utilizacdo do marcador ISSR em peixes da bacia amazo6nica tem
sido observada em outros estudos com por exemplo Vitorino et al. (2015) que ao
estudar 146 espécimes de pirarucu (Arapaima gigas) oriundas de ambiente natural
descreveram 168 loci avaliados 165 foram polimérficos (98,21%) tendo o numero
total de loci amplificados variando entre 28 a 46. O mesmo sendo observado por
Queiroz et al. (2016) que avaliaram estoque cultivados de tambaqui no Estado do
Amazonas e relataram que dos 10 primers ISSR selecionados, estes produziram
152 bandas, das quais 146 foram polimérficas.

Segundo Botstein et al. (1980), os marcadores sao classificados como
satisfatorios quando o Conteudo de Informacao Polimérfica (PIC) estiver acima de
0,500, valores entre 0,250 a 0,500 fornecem informacdo em nivel mediano e abaixo
de 0,250 sdo pouco informativos. Entre os 13 primers utilizados apenas trés
apresentaram valores inferiores a 0,500 (Tabela 2). Dessa maneira, o ISSR vem a
ser um marcador satisfatorio para avaliar a variagdo genética entre populacdes,
especialmente para espécies em que nao ha informacgéo genética disponivel como &
0 caso das espécies amazobnicas como o tambaqui e o pirarucu.

Diversidade genética nas populacfes de tambaqui

Na analise de diversidade genética, as duas populacdes de maior contraste no
percentual de loci polimorficos (P) e nimero de alelos (na) foram Cachoeira-BA
(PLP= 54,35 % e Na=1,543) e Manaus-AM (PLP= 79,35 % e Na=1,793) (Tabela 3).
A populacdo de Cachoeira-BA se trata de um estoque cativo sem controle
reprodutivo e com pequeno numero de peixes no estoque fundador enquanto o
estoque de Manaus esta em seu ambiente natural.

Tabela 3 Andlise de pardmetros de diversidade em quatro estoques de tambaqui
provenientes de pisciculturas e ambiente natural usando marcador ISSR.

~ PLP
Estacéo Na Ne H I NLP %)
1,6141 1,2900 01772 0,2732
DNOCS (0£0,4881)  (0£0,3386)  (0+0,1851)  (0#0,2664) 1o 614
Cachoeira- 1,5435 1,2929 0,1726 0,2606 100 5435
BA (0£0,4995)  (0£0,3622)  (0%0,1959)  (0+0,2807) !
1,7935 1,4140 0,2404 0,3643
Manaus (0£0,4059)  (0+0.3863)  (0%0,1953)  (0#0.2670) 0 7935
Dias d’Avila-  1,6196 1,2628 0,1662 02608 1, o106
BA (0£0,4868)  (0%0,3091)  (0+0,1747)  (0+0,2542) !
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*Na = numero de alelos observados; Ne = numero efetivo de alelos; H = diversidade
genética de Nei (1973); | = indice de informacdo de Shannon; NLP=NuUmero de loci
polimérficos; PLP = Percentual de loci polimérficos

Resultados semelhantes também foi descrito por Santos et al. (2012; 2016) que
observaram valores de proporcdo polimorfica e nimero de alelos superior em
populacdes naturais quando comparados a populacdes cultivadas, expondo que
este fator se deve principalmente ao afunilamento genético ocasionado pelo
confinamento. Possivelmente 0 mesmo pode ter ocorrido nos estoques cultivados
nos Estados da Bahia e Ceara. Acredita-se que este fato se deve a origem dos
estoques reprodutores, em razdo do baixo numero de individuos utilizados para
estabelecer as primeiras proles cultivadas de tambaqui no inicio da década de 80
(CALCAGNOTTO e TOLEDO-FILHO 2000) em virtude da falta de reprodutores,
acarretando nos dias atuais uma baixa diversidade genética dos estoques.

Com base na frequéncia alélica, a maior diferenca na heterozigosidade genética
(H) (Nei, 1973) foi entre as popula¢des do Dias d’Avila-BA (H= 0,1662) e Manaus-
AM (H= 0,2404) (Tabela 3). Jacometo et al. (2010) e Queiroz et al. (2016) avaliando
estoques cultivados de tambaqui com marcador dominante (RAPD e ISSR)
descreveram valores que variaram de 0,27 a 0,30 e 0,283 a 0,301, respectivamente.
Estas variacdes podem ser atribuidas aos anos de confinamento do plantel e ao
nivel de gerenciamento genético dos estoques (QUEIROZ et al., 2016), que inclusive
poderia justificar o baixo valor (comparado aos demais) na populacdo do DNOCS
(H= 0,1772) que teve sua fundacao por volta de 1970 e foi a base para as demais
populacdes cultivadas neste estudo.

O indice de Shannon (l) variou entre os estoques de Cachoeira-BA (0,2606) e
Amazonas (0,3643) (Tabela 3). O indice de Shannon pode variar de 0 a 1, e a menor
diversidade genética € representada por valores mais proximos de zero. Os baixos
valores do indice de Shannon encontrados no sugerem que as populacdes
estudadas foram possivelmente influenciadas pelo efeito do fundador acarretando a
baixa variabilidade genética.

Ribeiro et al. (2016) analisaram valores entre 0,313 a 0,382 em estoques
cultivado de tambaqui no Estado de Rondonia considerando estes com baixa
variabilidade genética. Em contraposicéo, Lopera-Barrero et al. (2014) ao analisarem
com marcadores microssatélites a diversidade genética de piracanjuba (Brycon
orbignyanus) obtiveram valores do indice de Shannon entre 0,927 e 0,937,
considerando os reprodutores com adequada variabilidade genética.Neste caso, o
plantel de reprodutores foi formado com uso de um namero grande de reprodutores,
0 que propiciou a conservacdo de um adequado perfil genético, ndo sendo
influenciado pelo efeito fundador e consequentemente o "gargalo genético”.

As taxas de variabilidade genética, calculadas pelo indice de Shannon ()
juntamente com a porcentagem de locus polimérficos (PLP%) mostraram que houve
moderada variabilidade intra-populacional no que diz respeito a populacao natural de
Manaus e baixa variabilidade genética nas demais populacdes.
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A razdo da diversidade génica interpopulacional esperada pela diversidade
génica total é definida por Nei (1973) como o indice de diferenciacédo genética (Gsr).
Neste estudo a média da diferenciacdo génica (Gst) resultou em 0,2814, sugerindo
que a variabilidade entre as populagdes foi de 28,14% e dentro das populagbes
71,86% (Tabela 4), indicando uma maior variagdo dentro dos estoques.

Tabela 4 Estimativa de diversidade genética, diferenciacdo populacional (Gsr) e fluxo génico
(Nm) para as populacdes de tambaqui (C. macropomum) provenientes de pisciculturas e
ambiente natural.

Ht Hs GsT Nm
0,2814 0,1891
Total (620.0255) ©200132) 0,3280 1,0244

*H; = diversidade total; Hs = diversidade esperada; Gsr = diferenciacdo populacional; N, =
estimativa do fluxo génico.

O numero de migrantes nas populacées ou fluxo génico (Nm) resultou em
1,0244 (Tabela 4). Este valor é inferior ao encontrado na literatura para populacdes
de tambaqui, sejam estas provenientes de ambiente natural ou cultivado. Valores de
Ny inferiores a 2,0 foram descritos por Vitorino et al. (2015) ao analisarem
populacdes de Arapaima gigas no rio Tocantins Araguaia (regido amazénica) (0,188
a 1,246) e Lopera-Barero et al. (2016) ao analisarem populacdes naturais de
Prochilodus lineatus dos rios Pardo, Mogi-Guagu e Tieté em S&o Paulo (1,2 a 4,2).
Neste ultimo, os autores justificam que a barreira geogréafica (diferentes rios) e a
barreira fisica artificial (barragens) influenciaram na presenca de mecanismos de
fragmentacdo e estruturacdo das populacbes levando-as a baixa diversidade
genética. Um mecanismo similar acontece nas estacfes de cultivo onde ndo ha
renovacao parcial de plantel ou troca genética entre as pisciculturas impedindo o
fluxo de genes entre as populacdes.

A auséncia de fluxo génico entre as populacdes e a possibilidade de possuir
endogamia, principalmente em populacdes cultivadas, tem promovido o interesse
em estudos de monitoramento genético. Este deve ser realizado tanto em
pisciculturas, por meio de praticas de manejo e conservacdo da diversidade
genética, quanto em populacbes nativas, que podem estar sofrendo com os
impactos ocasionados pela sobre-exploracéo e outras acées antropicas.

Estruturacdo genética

As medidas para a comparacéo de identidade genética de Nei (1972) variaram
de 0,7851 a 0,9256 e de distancia genética foi de 0,0773 a 0,2419 (Tabela 5). O
valor maximo estimado da identidade genética ocorreu entre as populagbes de
Cachoeira-BA e DNOCS-CE (0,9256), e o valor minimo estimado ocorreu entre as
populacbes de Dias d’Avila-BA e DNOCS (0,7851). Em contrapartida, o valor
maximo observado da distancia genética esta entre as populacdes da DNOCS-CE e
Dias d’Avila-BA (0,2419) e o valor minimo entre as populacdes DNOCS-CE e
Cachoeira-BA (0,0773) (Tabela 5).
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Tabela 5 Mensuragdo da Identidade genética de Nei (1972) (diagonal superior) e
distancia genética (diagonal inferior) entre as quatro populagbes de tambaqui.

Estoques DNOCS Cachoeira Manaus Dias d’Avila
DNOCS ok 0,9256 0,8580 0,7851
Cachoeira 0,0773 Fkok 0,8727 0,8218
Manaus 0,1532 0,1362 Fkk 0,8297
Dias d’Avila 0,2419 0,1963 0,1867 ok

Santos et al. (2012) ao compararem populacdes de tambaqui cativas e nativas,
encontraram valores similares para identidade e distancia genética, obtendo maior
identidade na populacao cultivada em Itacoatiara-AM e em ambiente natural (1,000),
e maior distancia genética entre Jaboticabal-SP e Itacoatiara-AM (0,038). O alto grau
de identidade entre Jaboticabal-SP e Pentecoste-CE (DNOCS) (0,991) é justificado
pelos autores pelo fato que a primeira obteve em seu plantel fundador espécimes
oriundos de Pentecoste. O mesmo fato pode ser observado no presente estudo no
que diz respeito a relagdo entre as estacdoes de Cachoeira-BA e DNOCS-CE, uma
vez que este foi o principal disseminador desta espécie no territorio brasileiro.

A AMOVA foi realizada considerando a distribuicdo da variabilidade genética nos
estoques originais e demonstrou que esta se encontra maior dentro dos estoques do
qgue entre eles (Tabela 6). Ao fazer a discriminacdo entre estoques cultivados e
nativo (formacédo de 2 grupos inferiores), a AMOVA apresentou variacdo genética
intra e intergrupal de 80 e 20%, respectivamente (Tabela 6).

Os resultados concordam com os relatados por Queiroz et al. (2016), que
encontraram alta variabilidade genética em linhagens cultivadas de tambaqui no
Norte do Brasil, mas com baixa diferenciacdo intergrupos (29%). A endogamia é
uma das principais causas de reducdo da variabilidade e diferenciacdo genética
entre individuos e populac¢des de cultivo como também pode ser observado neste
estudo.

Tabela 6 Analise de Variancia Molecular-AMOVA em estoque nativo e estoques cultivados
de tambagqui.

Fonte de variagéo GL SMQ MS EV V% Fst

Entre populacdes 3 1297,03 432,3 11,94 39
Dentro das populacdes 136 1297,03 18,937 18,93 61 0,444
PhiPT = 0,387, P <0.01

Entre grupo 1 327,34 327,34 6,39 20
Dentro dos grupos 138 3545,18 25,69 25,69 80 0,4218
PhiPT = 0,199, P <0.001

Graus de Liberdade (GL), soma de quadrados (SMQ), media de quadrados observados(MS)
Estimativa de variacdo (EV), porcentagem de variacdo (V%) e indice de Fixacdo (Fsy),
PhiPT: proporcdo de variancia genética total entre individuos dentro das populacdes.
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Os valores do indice de fixacdo encontrados nas populacdes foram de 0,4444
entre todas as populacdes e 0,4218 ao relacionar a populacdo nativa e todas a
populacdes cultivadas. Ambos os valores sdo similares aos estudos de estoques de
tambaqui cultivado em todo pais (LOPES et al.,, 2009; QUEIROZ et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2016). Os indices de fixacdo séo utilizados como indicadores da
diferenciacdo genética entre populacfes. Wright (1978) descreveu que valores de
Fst acima de 0,25 representam uma diferenciagdo muito alta entre as populagoes,
ficando evidente, portanto, que as populacdes estudadas apresentam uma alta
diferenciacéo entre elas.

Os valores do indice de fixacdo Fsr variam entre 0 e 1 (Wright 1978). O valor 0
indica a auséncia de estruturacdo ou subdivisdo da populacdo, ou em outras
palavras, panmixis completos. O valor 1 implica que toda variagcdo genética é
explicada pela estrutura da populacéo, condicionada principalmente pela existéncia
de barreiras ao fluxo génico (geografico, troca entre material genético, renovacao
dos plantéis, etc.) e, portanto, que as populacdes examinadas ndo compartilham
qualquer diversidade genética.

Pela formacdo do dendrograma (Figura 2a) torna-se perceptivel a distincdo da
populacdo de Dias d’Avila-BA para as demais. Observa-se a similaridade entre as
populacdes de Cachoeira-BA e DNOCS-CE. A populacdo nativa de Amazonas se
apresenta mais proxima de Cachoeira-BA e DNOCS-CE e que de Dias d’Avila-BA,
possivelmente pelo fato de que o estoque fundador dessas duas primeiras
populacdes foi procedente do mesmo local e ndo se tem informagdes da origem dos
espécimes utilizados para a renovacéo da populacéo de Dias d’Avila o que pode ter
acarretado a auséncia das popula¢cdes no mesmo clado.

- a) b)

DNOCS-CE

‘ -. Cachoeira-BA

Manaus-AM

Legenda

DNOCS-CE
Cachoeira-BA
Manaus-AM
Dias d’Avila-BA

Dias d’Avila-BA

Figura 2a) Dendrograma gerado pelo método UPGMA (Unweighted pair group method,
arithmetic mean) tambaqui baseado na distancia genética de Nei (1972). b) Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) e analise estrutural de 4 populagcbes de tambaqui
oriundos de ambiente natural e pisciculturas.

A Andlise das Coordenadas Principais (PCoA) permitiu a identificacdo de grupos
com relacdes genéticas estreitas. Houve a formacdo de trés grupos, sendo o
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primeiro grupo composto pela populacdo do DNOCS-CE e Cachoeira-BA, o segundo
grupo é formado pelos individuos de ambiente natural do rio Jurua no Estado do
Amazonas e o terceiro grupo pela estacéo Dias d’Avila-BA (Figura 2b).

E importante enfatizar que a populacdo de Cachoeira-BA teve seu plantel
fundador oriundo da populacdo DNOCS, Pentecostes-CE. O tempo de isolamento,
reducdo do tamanho da populacéo e fragmentagcdo da mesma, podera alterar o fluxo
génico entre as populacdes, tornando-as mais susceptiveis aos processos de deriva
genética e endogamia e consequentemente perda de variabilidade genética entre e
dentro de planteis cativos (GALETTI et al., 2008). Em Dias d’Avila-BA o estoque
fundador também foi procedente do DNOCS-CE, entretanto esse plantel foi
renovado, sendo introduzidos individuos de ambiente natural para o estoque
reprodutor. Segundo Santos et al. (2016) o uso espécimes oriundos de populacdes
selvagens para renovagao de estoques cultivados, representaria um aumento no
namero de alelos da populacdo, contribuindo para a melhoria da diversidade
genética das populacoes.

A perda da variabilidade genética apresentada em populacdes de cativeiro esta
diretamente relacionada ao tamanho efetivo dos estoques reprodutivos, ao grau de
parentesco entre os individuos destes estoques e ao endocruzamento. Esses fatores
tendem a acarretar endogamia ao longo das geracées (LOPERA-BARRERO et al.,
2014). Assim, o tempo de isolamento dessas populacdes (niumero de geracdes
desde o inicio do estoque) contribui para a perda de heterozigosidade.

A introducdo de novos reprodutores de diferentes populacdes naturais ou
cultivadas é geralmente empregada por criadores para aumentar a variabilidade
genetica em estoques reprodutores (LOPERA-BARRERO et al.,, 2008). Mais
recentemente a ultilizacdo de sémem criopreservado também tem sido adotada para
auxilio na renovacao dos plantéis(MARTINEZ-PARAMO et al., 2017).

Assim, procedimentos de manejo como escolha efetiva dos reprodutores, a
marcacao dos especimes com chip de identificacdo e o acompanhando do historico
reprodutivo devem ser realizados para evitar o acasalamento consanguineo que
acarretaria processos de endogamia. Estas tecnicas que devem ser adotadas em
todas a spisciculturas onde se planeja conservar e melhorar a variabilidade genetica

Conclusodes

Os marcadores ISSR se mostraram eficientes na avaliagdo da diversidade
genética em populagdes cativas e nativa de tambaqui .

A populacdo de DNOCS-CE e Cachoeira-BA apresentaram perda de
variabilidade genética, o que requer a reposicdo ou renovagao em seu estoque
reprodutor. A populacdo de Dias d’Avila-BA por ter tido seu estoque renovado,
apresentou maior grau de polimorfismo que as demais popula¢des cultivadas,
demostrando que uma renovacdo eficiente do plantel reprodutor proporciona
melhoria genética do mesmo.Entre as popula¢gfes estudadas, a populagdo natural
apresentou maior variabilidade genética.
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A renovacao do plantel de reprodutores e a adocdo do manejo de criacdo torna-
se altamente recomendado quando se planeja a melhoria genética das pisciculturas
estudadas. Utilizacao de reprodugdes assistidas com uso de sémen criopreservado,
objetivando a melhoria genética das populacfes estudadas, resultaria na inclusao de
individuos que séo divergentes geneticamente, e tornaria viavel o repovoamento e a
renovacao destas populacoes.
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Resumo

O tambaqui (Colossoma macropomum) € uma espécie nativa da regido amazonica brasileira
gue mais tem se destacado no setor aquicola nacional. O monitoramento genético de
estoques reprodutores cultivados de tambaqui tém aumentado nos Ultimos anos, pois esta
diretamente ligado ao gerenciamento e melhora de producdo e conservacdo do material
genético desta espécie. A variabilidade genética em trés populacdes de tambaqui cultivados
em dois Estados do Nordeste do Brasil foi avaliada usando marcadores moleculares ISSR.
As amostras foram coletadas de forma aleatéria com um total de 110 peixes; sendo estes de
2 cultivos da estatal Bahia Pesca, na Bahia (33 espécimes da estacao Rodolpho von lhering
em Cachoeira-BA e 31 da estacdo Joanes Il em Dias d’Avila-BA) e 46 espécimes estacio
de piscicultura do DNOCS em Pentecoste-CE. Foram utilizados 13 primers ISSR para a
andlise da diversidade e estrutura genética. Dos 193 loci obtidos, 170 eram polimérficos (p
<0,05). As taxas de polimorfismo variaram entre as pisciculturas em Cachoeira (54,55%) e
Dias d’Avila (61,96%). Os indices de Heterozigosidade (H) variaram entre 0,1662 e 0,1772 e
o indice de Shannon (I) 0,2606 a 0,2732 ndo apresentando elevada diferenca entre as
populacdes. A analise da estrutura genética por meio da Analise de Coordenadas Principais
(PCoA) mostrou que h& baixa miscigenagdo entre as populacdes, havendo maior variagdo
entre as populacdes que dentro destas. Os resultados sugerem que a informacao acerca
das caracteristicas genética dos estoques aliado com manejo apropriado dos exemplares
devem ser utilizadas como subsidios para aumentar a variabilidade genética do estoque
promovendo cruzamentos previamente delineados.

Palavras Chave: Aquicultura, Colossoma macropomum; Diversidade genética.

Abstract

Tambaqui (Colossoma macropomum) is native species of the Brazilian Amazon region that
has been most prominent in the national aquaculture sector. Genetic monitoring of cultivated
stocks of tambaqui has increased in recent years, since this directly linked to the
management and improvement of production and preservation of genetic material of this
species The genetic variability of three tambaqui populations was evaluated using ISSR
molecular markers. The 110 fish samples were collected at randomly, being two from Bahia
Pesca State in Bahia (33 from Rodolpho von Ihering station; 31 from Joanes Il station) and
46 from DNOCS station in Pentecoste-CE. Thirteen primers were used for the analysis of
diversity and genetic structure. Of the 193 and 170 were polymorphic loci (p < 0.05). The
polymorphism rates ranged from waterfall (54.55%) and Dias d ' Avila (61.96%). The
Heterozygosity rates (H) varied between 0.1662 and 0.1772 and Shannon index (I) 0.2606
showing no difference between 0.2732 stocks. After the analysis of the genetic structure by
Main Coordinates analysis (PCoA) showed a low miscegenation between stocks, with
greater variation among the stocks within these. The results suggest that the information
about the genetic characteristics of the stocks allied with the appropriate management of the
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samples should be used as subsidies to increase the genetic variability of the stock
producing previously delineated crosses.

Keyword: Aquaculture, Colossoma macropomum; Genetic diversity

1. Introducéao

No Brasil, o cenario aquicola tem apresentado um crescimento promissor com a
producdo total da piscicultura alcancando 507,12 mil toneladas em 2016,
representando um aumento de 4,4% em relacdo ao ano anterior (FAO, 2016; IBGE,
2017). No ano de 2016 registrou-se uma queda de producédo no Nordeste (-7,8%)
com participacao pouco relevante na producéo nacional (15,7%) (IBGE, 2017). Este
fato se deve possivelmente pela ocorréncia de problemas enfrentados na regiao,
como as secas prolongadas. Entretanto esta regido possui recursos hidricos
bastantes favoraveis as praticas aquicolas e deve receber incentivos a fim de
aumentar ainda mais a producédo de peixes nacionalmente (VIDAL, 2016).

O tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier, 1816), € uma espécie nativa dos rios
Amazonas e Orinoco (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998). No Nordeste, o primeiro
cultivo de tambaqui foi realizado por volta de 1970, com peixes oriundos de algumas
matrizes selvagens (AGUIAR et al., 2018). Ha grande possibilidade que este
estoque tenha sido fundado com um numero de individuos insuficientes para refletir
a verdadeira composicao genética das populacdes de origem (CALCAGNOTTO e
TOLEDO-FILHO, 2000; AGUIAR et al., 2018).

Estudar a variabilidade genética em locais que trabalham com a distribuicdo de
alevinos € primordial, pois pesquisas indicaram que o estoque com baixa
variabilidade genética ao longo das geracbes pode induzir endogamia, reduzir a
adaptabilidade, sobrevivéncia de progénies e perdas de potencial genético
(MOREIRA et al., 2007; POVH et al., 2008; LOPERA-BARRERO et al., 2016). Esses
fatores acarretam perda de produtividade nas pisciculturas.

Em decorréncia do importante papel que o tambaqui vem ocupando no cenario
aguicola nacional e dado o aumento em seu consumo e producdo nas ultimas
décadas, avaliar a variabilidade genética de populacdes de tambaqui torna-se
importante para o gerenciamento, estabelecimento e manutencdo dos planteis para
melhorias em programas de conservacao e manutencao dos estoques (JACOMETO
et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012; LOPERA-BARRERO et al., 2016) especialmente
em unidades de distribuicdo de alevinos que disseminam essa espécie por grande
parte da regido Nordeste.

A avaliacdo da variabilidade genética em espécies aquaticas é possivel e viavel com
uso de marcadores moleculares, e sua aplicacado tem aumentado cada dia, seja para
conservacdo das mesmas ou no enfoque de melhoramento genético (JACOMETO et
al., 2010; VITORINO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016)

Assim, o presente estudo utilizando marcadores moleculares ISSR, buscou avaliar a
diversidade genética em populacdes da espécie tambaqui cultivados em trés
pisciculturas dos Estados do Ceara e Bahia.

2. Material e Métodos
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Foram coletados 46 individuos na estacdo de piscicultura Rodolpho von lhering do
Departamento Nacional de Obras Contra Secas-DNOCS, localizada em Pentecoste-
CE (primeira piscicultura a realizar o confinamento do tambaqui com fins aquicolas),
64 foram coletados da estatal Bahia Pesca S/A, sendo 33 da piscicultura Rodolpho
von lhering em Cachoeira-BA e 31 da estacio Joanes |l em Dias d’Avila-BA (Figura
1). A escolha destes cultivos ocorreu em virtude da responsabilidade que possuem
na distribuicdo de alevinos (via doacdo ou venda), tendo assim um papel de suma
importancia para a aquicultura na regido Nordeste do Brasil.
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Figura 1. Localizagdo geografica dos estoques de tambaqui e numero de individuos
amostrados.

O material biolégico amostrado foi obtido da regido da nadadeira caudal, tecido
considerado de baixo risco (ndo causam danos ao animal) e conservado em tubo
tipo eppendorf contendo etanol absoluto (99,5%). As amostras foram levadas ao
Laboratorio de Genética de Organismos Aquéticos — LAGOA, da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB e armazenadas sob refrigeracdo para
extracdo de DNA gendmico.

2.1Extracdo de DNA

As extracbes de DNA foram realizadas segundo protocolo de Fenol-Cloroférmio
(SAMBROOK et al., 1989). Apos extracao, a integridade do DNA foi verificada em
eletroforese horizontal em gel de agarose 1% corado por brometo de etidio (0,5 pg
mL™) a 70 volts por 60 min, em solucéo tamp&do TBE 1X (500 mmol L™ Tris-HC1, 60
mmol L™ de &cido bérico, 83 mmol L™ EDTA) sendo registrados por meio do sistema
de fotodocumentacgao L-PIX (Loccus Biotecnologia) ® para medir a concentracao e
qualidade dos fragmentos e para verificar a integridade do material genético
extraido.

2.2 Amplificagéo dos marcadores ISSR
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As reacbes de PCR foram realizadas em aliquotas de 25 pyL da amostra diluida,
usando 20-30 ng de DNA, 1X Tris-KCI, 2 mmol L* MgCl,, 0,46 umol L* de
iniciadores, 0,2 mmol L™ de cada dNTP, 1U de Platinum Tag DNA Polymerase
(Invitrogen®, Carlsbad, EUA). As condi¢cdes iniciais de amplificagdo foram:
desnaturacao a 94 ° C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 40s a 94 ° C. Para a
selecdo de iniciadores de ISSR, utilizaram-se 29 primers com temperatura de
anelamento variando entre 45°C a 65°C durante 1 min, alongamento a 72°C durante
2 min e alongamento final a 72°C durante 10 min. Dentre os 29 primers ISSR
testados, foram escolhidos aqueles que apresentaram melhor grau de polimorfismo
e maior nitidez dos padrdes de bandas.

O produto gerado pela amplificacdo dos marcadores ISSR foram separados por
meio de eletroforese em gel de agarose 2% sendo este corado com brometo de
etidio (0,5 ug mL™). Foram utilizados 20 pL do produto amplificado juntamente com
3pL de corante azul de bromofenol (0,03% xileno cianol, 60% glicerol, 60mM EDTA).
Cada gel teve em seu primeiro poco o marcador DNA Ladder 100bp como padrao
molecular para auxiliar a estabelecer o tamanho das bandas. A corrida se deu em
cuba de eletroforese horizontal, preenchida com tampao TBE 1X (45 mmol L™ Tris e
1 mmol L EDTA) a 70 volts durante 2 horas. Os padrées de bandas separados via
eletroforese foram fotodocumentados em transiluminador UV L-PIX (Loccus
Biotecnologia) ®, esse material foi analisado sendo registrado a presenca (1) e
auséncia (0) das mesmas no produto amplificado.

2.3 Andlise dos dados

A partir dos padrdes de bandas reprodutiveis gerados pelos primers, calculou-se o
namero total de bandas amplificadas e o nimero de bandas polimérficas. O poder
discriminativo dos primers foi avaliado por meio de parametros basicos: O contetdo

de Informag&o Polimorfica (PIC) foi calculado pela formula PIC= 1 — 27 = 1P para

expor a eficiéncia de primers utilizados. O MI, uma medida de eficiéncia global de
uma técnica de marcadores moleculares, foi obtido pela multiplicacdo do PIC médio
com a relacdo Multiplexa Efetiva (POWELL et al., 1996). A razdo multiplex efetiva
(EMR) é o produto do numero de locus polimérficos por iniciador (n) e a fracdo de
fragmentos polimarficos (B).

A matriz de dados de presenca (1) /auséncia (0) resultante da leitura dos padrbes de
bandas de cada iniciador foi encaminhada para analise no programa POPGENE
versado 1.32 (YEH et al., 1997) para estimar o nivel de diversidade genética através
de parametros da genética de populacdes.

O dendrograma foi construido a partir da distancia genética de Nei (1978) com o
meétodo par a par de médias ponderadas (UPGMA), com 10000 permutacdes de
bootstrap utilizando o programa MEGA 6.06 (TAMURA et al., 2013).

A andlise de variancia molecular (AMOVA; EXCOFFIER et al., 1992) foi realizada
pelo programa ARLEQUIN 3.01 (EXCOFFIER et al., 2005), para avaliar a variagao
significativa entre e dentro das populacbes dos reprodutores. A analise de
coordenadas principais (PCoA) foi realizada no programa DARwin 6 (PERRIER e
JACQUEMOUD-COLLET, 2006). O critério utilizado para a definicdo do numero de
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grupos foi calculado com auxilio do pacote “NbClust” (pseudo-t* ) do programa R
(CHARRAD et al., 2014)

3. Resultados e Discussao
3.1 Marcadores ISSR

Dos 13 primers selecionados foram obtidos 193 loci e destes 170 foram polimorficos
(p <0,05). O primer ISSR 17 apresentou maior numero de loci apresentando 80% de
polimorfismo, em contraposicdo o primer ISSR 18 apresentou o menor nimero de
loci sendo este 100% polimérfico (Tabela 1).

Tabela 1 Primers selecionados para amplificacdo de DNA no estudo de diversidade
genética de tambaqui em trés estagdes de piscicultura no Nordeste do Brasil.

Primer Sequéncia Ta (°C) Pb N EMR IM PIC P (%)
ISSR 1 (AG)ST 51,8  400-2100 13 023 010 045 62
ISSR 3 (GA)8T 54  270-2050 9 0,11 004 037 67
ISSR 8 (GA)BYT 48 350-1200 10 0,11 003 028 90
ISSR 9 (GA)BYC 63  200-2070 14 027 018 067 100
ISSR 14 (GGAC)3C 49 500-1500 14 032 042 073 78,6
ISSR15 (GGAC)3T 49 350-1450 14 0,17 063 037 100
ISSR 16 (AACC)4 51  330-2100 15 033 025 0,75 93,3
ISSR 17 (GGAC)4 51 290-2100 20 045 034 075 80
ISSR 18 (TAGG)4 48 800-2000 8 009 004 043 100
ISSR 20 (GACA)4 51  600-2200 11 0,17 0,09 054 100
ISSR 21 (AAGC)4 51  100-2200 17 048 039 081 764
ISSR 28 CAIé??QggAT 48 150-2100 16 020 0.07 038 93,7
ISSR 29 Ag.Tr.Tr(ACACgZA%AAG 48 200-1500 15 032 025 0,788 93,3

Ta: temperatura de anelamento; PB: gama dos fragmentos amplificados; N: nimero
de bandas; EMR: Razao Multiplex Efetiva; MI: Indice do marcador; PIC: Contetdo de
Polimorfismo; P(%) percentual de bandas polimorficas.

O uso de marcador ISSR tem sido registrado em estudos de peixes neotropicais,
Vitorino et al. (2015) estudando populacdes naturais de Arapaima gigas
descreveram a ocorréncia de 168 loci, dos quais 165 foram polimérficos. Queiroz et
al. (2016) examinando populagdes cultivadas de C. macropomum obtiveram 152 loci
dos quais 146 foram polimérficos. Demonstrando que esse marcador por apresentar
um alto grau de polimorfismo tem se mostrado eficiente em analises genéticas para
populacdes de peixes.
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3.2 Diversidade e estruturacéo genética das populacdes

A variacdo entre as trés populacbes de C. macropomum foi analisada por
observacédo direta das estimativas de polimorfismos. Conforme a Tabela 2, os dois
estoques mais contrastantes em termos de percentual de loci polimérficos (%) e
namero de alelos (Na) foram os estoques de Cachoeira (P= 54,55% e Na=1,5455) e
Dias D’Avila (P= 67,68 % e Na=11,6768).

Tabela 2 Parametros de diversidade: numero de alelos observados, niumero efetivo
de alelos, diversidade genética de Nei (1973), indice de informacdo de Shannon,
namero de loci polimérfico e percentual de loci polimérficos em trés estoques de
tambaqui via marcadores ISSR.

Estacéo Na Ne H | NLP PLP
1,6141 1,2900 0.1772 0,2732
Pentecoste-CE ! 113 61,41%
(0£0,4881) (00,3386) (0%0,1851) (5+0,2664)
: 1,5435 1,2929 0,1726 0,2606
Cachoeira-BA ! ! 100 54,35%
(0£0,4995)  (5+0,3622) (0%0,1952) (510,2807) ’
) 1,6196 1,2628 0,1662
Dias d’Avila-BA 0,2608 114 61.96%

(0£0,4968) (0+0,3091) (0%0,1747) (0£0,2541)

*Na = numero de alelos observados; Ne = niumero efetivo de alelos; H = diversidade
genética de Nei (1973); *I = indice de informacédo de Shannon; NLP: Namero de loci
polimorfico; PLP: Percentual de loci polimorfico.

Lopera-Barrero et al. (2015) ao avaliarem populac¢des cultivadas de reprodutores de
tambaqui no Nordeste do Brasil com marcador RAPD encontraram valores similares
de fragmentos polimérficos, entre 62,50 a 64,38%. Estes valores podem ser
considerados como razoavelmente baixo quando comparado aos achados de
Jacometo et al. (2010) que avaliaram com o0 mesmo marcado popula¢des cultivadas
na regiao Norte, Nordeste e Centro-Oeste relataram valores entre 72,92 a 83,33%, e
juntamente com outros parametros estatisticos (diversidade de Nei, indice de
Shannon, indice de fixacdo e niumero de migrantes) consideraram as populacdes
com alta variabilidade genética e baixa diferenciacdo e distancia genética entre si. A
facilidade de renovacdo dos planteis nestas regides possivelmente tenha
influenciado num maior grau de polimorfismos entre os estoques.

O percentual de polimorfismo encontrado nesta analise foi inferior aos resultados de
Lopera-Barrero et al. (2015) e Jacometo et al. (2010), refletido possivelmente pela
baixa diferenciacdo apresentada entre os individuos. Acredita-se que o afunilamento
genético que ocorre desde a formacéo dos estoques fundadores deve ser a principal
causa da baixa diferenciacdo encontrada entre os individuos que compdem o0s
estoques reprodutores destas populacdes. Este fato tem sido observado em
pisciculturas, visto que a alta prolificidade dos peixes e a limitada estrutura fisica nas
pisciculturas, tem levado a utilizagdo de um pequeno numero efetivo de
reprodutores, promovendo, com o passar das geracdes, um afunilamento genético
(efeito bottlencke) e consequentemente levando a reducéo da variabilidade genética
(POVH et al., 2006).
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Com base na frequéncia alélica, a maior diferenca na heterozigosidade genética (H)
foi observada entre as populacdes de Dias d’Avila (H= 0,1662) e Pentecoste (H=
0,2696). Deve-se levar em consideracdo que o plantel de Pentecoste foi um dos
primeiros em todo o territério nacional fundado a mais de 50 anos (SANTOS et al.,
2016). Assim é possivel que esse estoque venha sofrendo com a baixa renovacao
em seu plantel reprodutor no decorrer desses anos.

Os valores encontrados neste estudo sao inferiores aos citados por Queiroz et al.
(2016) que apresentaram média de H = 0,336 para trés populacbes de tambaqui
cultivados, sendo 0,283 a estimativa mais baixa encontrada. Sendo H uma medida
da variacdo génica de uma populacdo pode-se supor que dentro dos estoques
estudados o processo de confinamento e falta de planejamento nas reproducdes
influenciaram na diminuicdo da variacdo genética das mesmas.

O indice de Shannon prevé a proximidade genética entre individuos e quanto menor
seu valor menor a diversidade populacional (McMANUS et al.,, 2011). O valor
encontrado para este parametro variou entre as populacées de Cachoeira (0,2606) e
Pentecoste (0,2732) (Tabela 3), ou seja, as trés populacdes estudadas apresentam
baixa diversidade intrapopulacional. Valores contrarios foram relatados por Ribeiro et
al. (2016), (0,313 a 0,382) e Queiroz et al. (2016) (0,419 a 0,439), ao estudarem com
populacdes cultivadas de tambaqui na regidao Norte do Brasil. Deste modo,
compreende-se que as trés populacdes estudadas apresentaram uma diversidade
populacional baixa, sendo inferior as populacfes estudadas na regido Norte.

Em relacdo ao indice de diferenciacdo populacional (Gst) este resultou em 0,3336
(Tabela 3), valor superior ao descrito por Lopera-Barreto et al. (2008) e Lopes et al.
(2008) ao estudarem alevinos de Prochilodus lineatus para repovoamento (0,043 e
0,084 respectivamente), para os autores o baixo valor de Ggsr indica uma pequena
diferenciacdo genética nos estoques. Pode-se assim sugerir que existe uma
diferenciacdo genética entre as populacdes em estudo, apesar de partilharem o
mesmo estoque fundador.

Tabela 3 Estimativa de diversidade genética, diferenciacdo populacional (Gst) €
fluxo génico (Nm) para as populacdes de tambaqui em trés estacdes de piscicultura
no Nordeste do Brasil.

Hr Hs Gst Nm
0,2581 0,1720 0,9989
Total 0,3336
(00, 0290 ) (00,0148)

*Ht = diversidade total; Hs = diversidade esperada; Gst = diferenciacdo populacional;
Nm = estimativa do fluxo génico

O numero de migrantes ou fluxo génico (Nn,) nas populacées estudadas resultou em
uma média de 0,9989 (Tabela 3). Isto se deve ao efeito da distancia geografica e do
confinamento nos estoques estudados, fatores que impossibilitam a troca de
material genético entre as pisciculturas. Este valor infere um fluxo de genes quase
inexistente entre as popula¢fes, uma vez que o nimero estimado de migrantes é
uma maneira indireta de estimar o fluxo de genes entre os estoques (NEIGEL,
1997).
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Valores inferiores a 1 também foram encontrados por Vitorino et al. (2015) ao
estudarem populagbes naturais de Arapaima gigas (0,18 a 1,24). Segundo o0s
autores, as populacdes pelo seu isolamento perderam a diversidade genética,
tendendo a atingir altos niveis de homozigose mais rapido do que as grandes
populacdes, o que pode explicar os baixos valores esperados de heterozigosidade
encontrados para algumas populacdes. O mesmo se aplica ao presente estudo onde
o0 isolamento afetou diretamente a diversidade genética interpopulacional.

O grau de variabilidade genética nos estoques de reprodutores depende da origem,
do numero de reprodutores utilizados (estoque fundador e reprodutor), do manejo
reprodutivo adotado e da diversidade genética dos peixes que formaram os
estoques (LOPES et al., 2009). A perda de variabilidade genética apresentada em
populacdes de cativeiro esta diretamente relacionada ao tamanho dos estoques
reprodutores e ao aumento da endogamia nas pisciculturas ao longo das geracoes.
Assim, o tempo de isolamento dessas populacdes (nUmero de geracdes desde o
inicio do estoque) contribuiu para a perda de heterozigosidade.

Os resultados encontrados para as populacdes estudadas mostraram que as
medidas para a comparacao de identidade genética (Nei 1972) variaram de 0,7851 a
0,9256 e as medidas para comparacado de distancia genética variaram de 0,0773 a
0, 2419 (distancia genética = 0 e similaridade genética = 1) (Tabela 4). O valor
maximo estimado (0,9256) da identidade genética ocorreu entre as populacdes de
Pentecoste e Cachoeira, e o valor minimo estimado (0,7851) entre Pentecoste e
Dias D’Avila. O grau de identidade entre estas estacdes se justifica principalmente
por dois fatores: Pentecoste foi a fundadora das outras duas pisciculturas, o que a
torna proxima a de Cachoeira; e Dias D’Avila renovou minimamente o seu plantel de
reprodutores, o que contribuiu para uma maior diferenca quando comparada a
Cachoeira. Por outro lado, o valor maximo observado da distancia genética (0,2419)
esta entre as populacdes de Dias d’Avila e Pentecoste e o valor minimo observado
(0,0773) entre as populacdes de Cachoeira e Pentecoste (Tabela 4). Valores
proximos a 0 sdo um forte indicio para sustentar a teoria que as trés populacdes
tiveram um mesmo estoque fundador.

Tabela 4 Identidade genética de Nei (1972) (diagonal superior) e distancia genética
(diagonal inferior) entre as trés populacdes cultivadas de tambaqui.

Estoques Pentecoste Cachoeira Dias D’Avila
Pentecoste ek 0,9256 0,7851
Cachoeira 0, 0773 kK 0,8218
Dias D’Avila 0,2419 0,1963 ok

O dendrograma (Figura 2 a) demonstra uma separacao das populagcbes de Dias
d’Avila das demais. Esta diferenciacéo tem grande possibilidade de ter ocorrido, pois
esta piscicultura teve em seu plantel uma pequena renovagao (com peixes
selvagens), o que lhe deu a possibilidade de formacdo de um estoque reprodutor
com diferenca em seu estoque fundador. Assim, observa-se a proximidade genética
entre os estoques de Pentecoste e Cachoeira.
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Figura 2a: Dendrograma gerado pelo método UPGMA (Unweighted pair group
method, arithmetic mean), e; b andlise de coordenadas principais (PCoA) de 110
tambaquis amostrados de trés pisciculturas no Nordeste.

A andlise de coordenadas principais (PCoA) e os resultados da estrutura genética
dos estoques cultivados de tambaqui permitiram a identificacdo de grupos com baixa
relagBes genéticas dos 110 individuos analisados com a utilizagdo dos marcadores
ISSR (Figura 2 b).

Verifica-se que houve uma pequena miscigenacdo entre as Pisciculturas de
Pentecoste e Cachoeira e uma distingédo da piscicultura de Dias d’Avila (Figura 2 b).
O tempo de isolamento e a diminuicdo do tamanho da populacdo € citada como a
principal causa do aumento da taxa de endogamia e na consequente perda de
variabilidade genética da populacdo de Pentecoste (SANTOS et al, 2012).
Populacdes cativas de espécies ameacadas perdem a diversidade genética devido
ao gargalo genético encontrado (FRANKHAM et al., 2008). Essa € uma das
possiveis causas de se encontrar uma baixa diversidade genética em populacdes
com baixo fluxo génico ainda que oriundos de um mesmo plantel.

A estrutura genética populacional é determinada pela frequéncia de genes e as
forcas (migracdo, mutacao, selecdo e deriva genética) que afetam suas frequéncias,
sendo, portanto, resultado direto da acéo e interacdo de uma série de mecanismos
ecologicos e evolutivos (TURCHETTO-ZOLET et al, 2013). Quando esses
individuos sdo domesticados, confinados e reproduzidos artificialmente ha uma
limitacdo quanto a forcas evolutivas que agirdo nestes, acarretando em danos em
futuras geracoes.

A andlise comparativa nas diferentes populagdes indicou que o maior percentual de
variacao foi encontrado entre os grupos que dentro deles. A Unica combinacdo que
apresentou variacao dentro das populacdes foi Pestecoste x Cachoeira (Tabela 5).

Wright (1978) propés um guia geral para interpretar os valores de Fst sendo, valores
entre 0 a 0,05 podem ser considerados como pequena diferenciacdo populacional;
0,05 a 0,15 indica moderada diferenciacéo populacional; 0,15 a 0,25 indica grande
diferenciacdo populacional e acima de 0,25 indica uma extensa diferenciacao
populacional. Santos et al. (2012; 2016) relataram forte estruturacdo genética no
estoque de Pentecoste e nas pisciculturas que obtivera seu plantel fundador
originario da mesma. Este fator deve ser levado em consideragéo ao avaliarmos as
populacdes da Bahia Pesca S/A que partilham esse mesmo principio.
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As analises comparativa realizadas com a populacdo de Dias d’Avila (PExDD e
CAxDD) revelaram maior variacdo entre as populacdes que dentro delas. Na
literatura, isto tem sido pouco registrado em estudo genéticos com populacdes de
peixes. O alto grau de diferenciacdo confirmado com altos valores de Fst associado
ao alto grau de distancia de Nei (1972) (Tabela 5) possibilita condicionar o0s
problemas causado pelo efeito “gargalo” e pelo confinamento e a falta de
monitoramento genético dos reprodutores nessas populagbes a sua baixa
variabilidade genética.

Tabela 5 Andlises de variancia molecular (AMOVA), fonte de variacdo (FV), soma
de quadrados (SM), coeficiente de variacao (CV), porcentagem de variacédo (V %),
indice de fixagédo (Fst) em grupos de reprodutores de tambaqui.

Grupos F.V. SM Cv V (%) Fst
E.P. 255,169 5,6271 27,76

PE x CA D.P. 1086,353 14,377 72,23 0,277
Total 1311, 522 19,9054 100
E.P. 700, 273 18,861 59,22

PE x DD D.P. 950,966 12,983 40,77 0,592
Total 1651,129 31, 844 100
E.P. 559,593 17,268 57,25

CAxDD D.P. 790,681 12,891 42,74 0,572
Total 1350,27 30,159 100

PE: Pentecoste-CE; CA: Cachoeira-BA; DD: Dias d’Avila-BA; EP: Entre populacées,
DP: dentro das populacoes.

O isolamento leva a mudancas nas frequéncias génicas das populacdes e a presséo
por selecdo condiciona que o acumulo de novas muta¢des ndao sdo compartilhadas
pelo processo de fluxo génico. Em cativeiro, estas populacbes sao submetidas a
intensa selecdo, geracdo apds geracao e através dos tempos para que tolerem e se
adaptem as condi¢cbes ambientais locais (HILSDORF, 2013). A baixa variabilidade
genética estd correlacionada negativamente com o potencial de adaptacdo as
mudancas nas condi¢gdes ambientais (RASHID et al., 2012).

O sucesso da atividade piscicola esta associado a gestdo e manutencdo da
variabilidade genética em progénies e reprodutores, apoiada por reproducoes
planejados que promovem a melhoria continua da produtividade. Torna-se notavel a
estruturagcdo dentro das populagbes (principalmente dentro dos grupos)
comprovando o efeito do isolamento na deriva genética dos plantéis. A falta de
manejo reprodutivo associado a influéncia do afunilamento genético nas populagdes
podera afetar diretamente na capacidade adaptativas dos espécimes causando
baixa produtividade na mesma.

As trés pisciculturas estudadas apresentaram diversidade genética baixa, deste
modo propde-se a insercdo de espécimes com pedigree e composicdo genética
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diferente da existente no local, com a finalidade de melhoramento dos planteis. A
introducdo de um material genético diferenciado devera conduzir a formacdo de
novos genaotipos nas populagdes melhorando a sua diversidade.

4. Conclusao

Os marcadores moleculares ISSR se mostraram eficientes na deteccdo da
variabilidade genética em populacbes cativas de tambaqui, com 0s espécimes
apresentando perda de variabilidade genética. Os resultados do presente estudo
mostram a importancia da renovacdo dos planteis de reproducdo, ao mostrar a
populacdo Dias d’Avila por ter seu estoque renovado, apresentou maior variabilidade
gue as demais estacfes de piscicultura, demostrando que a renovacéao eficiente do
plantel de reprodutores proporciona melhorias na genética dos individuos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A pesca e a aquicultura sédo potenciais fontes de desenvolvimento e
producdo de alimentos em todo o Brasil. Embora grande parte da producdo de
peixes em cativeiro seja de uma espécie exatica (tilapia), observa-se um aumento da
contribuicdo de peixes nativos, como o tambaqui, advindo da piscicultura na
comercializacdo de pescado. Isso demonstra que a aquicultura por abrandar a
pressédo sobre 0s estoques pesqueiros torna-se importante para a preservacao dos
recursos genéticos nativos, possibilitando a recuperacédo das populacdes selvagens
que sdo a permanente fonte de variabilidade genética para os programas de

melhoramento.

A importancia dos recursos genéticos de peixes de agua doce na regido
neotropical € uma premissa indiscutivel nos diversos niveis de interesse da
sociedade. Os especialistas devem por isso concentrar esforgos no sentido de gerar
dados que fundamentem politicas de conservacdo e uso sustentado de tais

recursos.

O manejo dos recursos genéticos aquicolas deve avaliar uma abordagem
ambiental para o desenvolvimento de uma aquicultura produtiva e ambientalmente
responsavel. No presente estudo observou-se a ocorréncia de estruturacdo genética
nas pisciculturas, que pode estar diretamente relacionada ao efeito fundador das
mesmas ocasionando um “gargalo” genético. Tais fatores podem afetar o poder
adaptativo da espécie. Dessa forma, verifica-se a necessidade da conservacéo das
populacées naturais de C. macropomum para que a sua variabilidade genética ndo
desapareca ao longo das geragbes assim como tomar medidas necessarias
melhoria da diversidade genética nas populagbes cultivas especialmente em

unidades de fomento piscicolas.
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