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RESUMO: O objetivo com o presente trabalho foi a elaboragdo de uma revisdo que
compilasse os principais pontos importantes sobre os marcadores microssatélites a
variabilidade genética de Tambaqui (Colossoma macropomum), abordando os topicos
relativos ao cenario da aquicultura e a tecnologia da reprodugdo de peixes nativos. O
tambaqui € um dos peixes nativos mais consumidos no Brasil e, consequentemente um
dos mais produzidos em cativeiro da mesma categoria. Para a produg¢ao em larga escala,
conhecer os habitos reprodutivos e estratégias de manejo se tornam uma parte esencial
do proceso. O uso de microssatélites se apresenta como alternativa eficiente para os
programas de melhoramento genético na piscicultura a nivel mundial e, executar a
técnica com peixes nativos se torna uma excelente pratica, aumentando o desempenho
de animais, visando a sele¢do de exemplares superiores com mais facilidade,
proporcionando ao programa de melhoramento uma ferramenta robusta de produgdo de
dados.
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ABSTRACT: The objective of this work was to prepare a review that compiled the
main important points about microsatellite markers and the genetic variability of
Tambaqui (Colossoma macropomum), addressing topics related to the aquaculture
scenario and the technology for reproducing native fish. Tambaqui is one of the most
consumed native fish in Brazil and, consequently, one of the most produced in captivity
in the same category. For large-scale production, knowing reproductive habits and
management strategies becomes an essential part of the process. The use of
microsatellites presents itself as an efficient alternative for genetic improvement
programs in fish farming worldwide and, performing the technique with native fish
becomes an excellent practice, increasing animal performance, aiming to select superior
specimens more easily, providing the breeding program with a robust data production
tool.
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1. INTRODUCAO

Dentre as diversas espécies de peixe cultivadas no Brasil, o tambaqui (Colossoma
macropomum) se destaca por sua expressiva contribuicdo econdmica, visto que representou
29,3% da producao total de peixes no pais no ano de 2014, valor 6,7% superior ao ano de 2013
(BRASIL, 2014), sendo assim, considerada a maior espécie nativa cultivada no Brasil.

Pertencente a familia Serrasalminae, nativa da bacia do Rio Amazonas, de habito
alimentar onivoro e rusticidade em cativeiro, essa espécie ¢ muito apreciada pelos produtores,
devido a facilidade de cultivo e caracteristicas favoraveis de sabor e consisténcia de sua carne,
que garantem o escoamento do produto ao mercado consumidor.

Para garantir o sucesso em um sistema de cultivo de peixes ¢ fundamental o
conhecimento sobre as caracteristicas e necessidades de cada espécie. Neste sentido, uma
precisa investigacdo genética que contribua para a identificacdo populacional e, ainda, com a
selecdo de animais de maior potencial produtivo, ¢ fundamental para determinar a dire¢do a ser
tomada, no intuito de se maximizar a produtividade junto a qualidade do produto.

A seleg@o de animais geneticamente superiores para reproducao das geragdes seguintes,
constitui a base da maioria dos programas de melhoramento em peixes. Em contrapartida, o
ganho genético € sustentavel se a variabilidade genética for preservada ao longo das geragoes.

O maior desafio para o progresso de um programa de melhoramento genético em peixes
estd relacionado ao manejo reprodutivo inadequado. As caracteristicas reprodutivas do
Tambaqui, como a alta fecundidade e desova total motivam a diminui¢do do numero de fémeas
destinadas a reproducdo, e, aliado ao numero efetivo inferior, devido a redugdo de espago para
uma maior producdo de alevinos, pode acarretar incremento da endogamia.

A redugo da heterozigose afeta diretamente a produgdo, seja no ganho de peso, na
reproducdo, ou na adaptabilidade e sobrevivéncia das progénies. Manter a diversidade genética
em estoques de reprodutores ¢ um trabalho primordial, que pode ser auxiliado por meio do uso
de marcadores moleculares. Baseado no uso da multiplicacdo de um fragmento de DNA, pela
metodologia de reagdo em cadeia de polimerase (PCR), os marcadores microssatélite tem
demostrado grande eficiéncia na deteccdo de polimorfismos em peixes, que se torna mais
interessante devido a facilidade de manuseio da técnica. Assim, o presente artigo tem como
objetivo apresentar uma revisdo consistente com o melhoramento genético do Tambaqui

utilizando técnicas de marcadores genéticos moleculares.

2. PANORAMA DA AQUICULTURA

A criacdo ou cultivo de organismos que tenham todo, ou parte, do seu ciclo de vida
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ocorrendo no meio aquatico recebe o nome de aquicultura. A mesma ¢ considerada uma arte
milenar, uma vez que registros encontrados apontam para a existéncia de conhecimento e
utilizacdo de tais técnicas de cultivo pelos chineses ha muitos séculos.

De acordo com dados oficiais da Organiza¢do das Nagdes Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (FAO, 2016), a producdo mundial conquistada com a aquicultura no periodo de
2014, foi de 101.090.700 de toneladas. Deste montante, a China deteve mais da metade da
produgdo com 58.795.300t (58,16%), seguida da Indonésia com 14.330.900t (14,17%) e india
com 4.884.000t (4,83%), enquanto o Brasil ocupou a 14° posi¢do, com uma produgdo
correspondente a pouco mais que 0,5%. Ao se comparar o crescimento produtivo entre
diferentes culturas alimenticias, durante o periodo de 2000 a 2012, é possivel enxergar o grande
potencial da aquicultura, que apresentou crescimento de 6,7% no mundo, enquanto no mesmo
periodo a producdo do milho cresceu 4,7%; a avicultura cresceu 3,3%; o trigo, 1,4%; a
bovinocultura e o cultivo do arroz, 1,2%; a suinocultura, 1%; enquanto a pesca, de carater
extrativista, decresceu 0,2% (BRASIL, 2015). Assim, tem-se um mercado em plena expansio
mundial.

No Brasil, segundo dados oficiais da Producdo da Pecudria Municipal (PPM) do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (BRASIL, 2014), a aquicultura brasileira
movimentou em 2014 R$ 820 milhdes a mais em relagdo ao ano de 2013, onde dos R$ 3,87
bilhdes movimentados, 70,2% sdo provenientes da criagdo de peixes e 20,5% referentes a
criacdo de camardes. A producdo total da piscicultura brasileira foi de 473.330 toneladas,
representando um aumento de 20,9% em relagdo a registrada no ano de 2013, com 392.493
toneladas.

O estado de Mato Grosso, que no ano de 2013 ocupava a 1° posigdo do ranking de
maiores produtores de peixes nativos, com 75.629 toneladas, apresentou queda de producdo no
ano de 2014, com a produgdo de 60.946 toneladas de pescado, que correspondeu a 12,8% da
produgdo nacional, ficando atras do estado de Rondonia, que atualmente produz quase 16% do
pescado nacional. A perda de posicdo do estado de Mato Grosso no ranking nacional de
produtores de peixes possivelmente ocorreu devido ao municipio de Sorriso ter despescado
2,4% a menos em relacdo ao ano de 2013. Mesmo com o declinio na produgao, Sorriso continua
sendo o principal municipio produtor de peixes do Brasil, assim, demonstrados nos dados
oficiais do IBGE referente a PPM ( BRASIL, 2014).

O Plano de Desenvolvimento da Aquicultura Brasileira — 2015/2020, apresentado pelo
extinto Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), mostra que o setor representa uma nova
fronteira para o crescimento do agronegocio brasileiro. Esse plano possui 15 acdes a serem
realizadas visando um unico objetivo: alcancar a meta de 2 milhdes de toneladas de carne
provenientes da aquicultura até o final de 2020. Deste total ¢ esperado que 1.750.000 toneladas

sejam provenientes da criacdo de peixes, quase 4 vezes mais do que ¢ produzido atualmente no
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pais, sendo um valor realmente alto para um curto periodo de tempo, mas nao impossivel.

O Brasil tem um enorme potencial hidrico, com 12% da agua doce disponivel do
planeta e um litoral de mais de oito mil quilometros. Além disso o consumo de peixe vem
crescendo no pais a uma média de 12% ao ano, sendo registrado 14,5 kg/habitante/ano em 2013
(MPA, 2013), valor superior a média recomendada pela Organizagdo Mundial da Saude, de
12kg/habitante/ano. Esse aumento observado provavelmente ocorreu devido a procura por
alimentos mais saudaveis para consumo, sendo o pescado uma excelente opgdo, como afirma

Aratijo (2013).

3. TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

Entre as 54.700 espécies de vertebrados conhecidas, 28.500 sdo peixes e, destes, 11.952
sdo espécies de agua doce (Nelson, 2006). Assim, constituindo cerca de 50% de todas as
espécies de animais vertebrados descritas, destaca-se como o grupo de maior diversidade dentre
os vertebrados. Na regido Neotropical, que compreende toda a América Central e América do
Sul, sdo descritas aproximadamente 4.500 espécies de peixes de agua doce (Reis et al.,2003),
mostrando a diversidade de espécies, com as mais variadas adaptacdes fisiologicas,
morfologicas e comportamentais. (Moro, et.al 2013)

Das espécies nativas do Brasil se destacam 4 familias: Pimelodidae, agrupando as
espécies de corpo fusiforme, com auséncias de escamas, os bagres em geral. Anostomidae,
peixes com corpo alongado e porte médio, de grande adaptabilidade ao manejo. Characidae, de
corpo alongado e robusto, de grande potencial para producdo em cativeiro devido ao excelente
sabor da carne, e, a familia Serrasalmidae, que agrupa, popularmente os “peixes rendondos”,
por exemplo, o Tambaqui (Colossoma macropomum), nativo da bacia do rio Amazonas.

O Tambaqui (Figura 1) é uma espécie de suma importancia para o cenario nacional,
principalmente para o Mato Grosso, onde ¢ a maior espécie produzida no estado e também
havendo grande aceitagdo de mercado, correspondendo a 27% da preferéncia do consumidor,

segundo dados da Federacdo da Agricultura e Pecuéria do Estado de Mato Grosso (2014).

v.2 n.12024


https://doi.org/10.33872/puxirum
https://doi.org/10.33872/puxirum
https://doi.org/10.33872/puxirum.v1n1

@.ﬂ REVISTA PUXIRUM

https://doi.org/10.33872/puxirum

Figura 1. Exemplar de Tambaqui (Colossoma macropomum).

Fonte: Canal do Produtor (2012)

Considerado o segundo maior peixe produzido no Brasil, e a maior espécie nativa
cultivada, a produc¢do de Tambaquis representa 29,3% do total de pescado da piscicultura
nacional e movimentou cerca de 755 milhdes de reais no ano de 2014, um aumento de 6,7% em
relacdo ao ano anterior, conforme dados da PPM (BRASIL, 2014). Seu potencial se deve a
grande rusticidade, boas taxas de crescimento e uma conversdo alimentar baixa, de
aproximadamente entre 0,09 (Silva et al, 2015) a 2,09 (Izelet.al, 2002) dependendo do sistema
de criagdo. Considerada uma carne magra (4,9% de lipideos), de boa quantidade proteica, cerca
de 14,7% (Mesquita, 2013), ¢ uma das espécies de peixes mais apreciadas pela populacdo
amazonense, caracterizado como alimento de alta qualidade nutricional, apresenta-se como uma
referéncia na culinaria amazodnica e com ascendente destaque nacional e internacional, dada a
grande aceitagdo da carne quanto ao sabor e sua consisténcia (Santos, 2010). Além disso, a
morfologia desta espécie contribui para o aproveitamento de cortes carneos, pois o corpo
robusto com formato arredondado, dorso alto e regido das costelas ampla, possibilita bons cortes
para a industria (Moro, et.al 2013).

De reprodugdo reofilica, nome dado ao processo migratorio durante o periodo de
reprodugdo, apresenta habito alimentar onivoro, com rastros branquiais desenvolvidos e capazes
de realizar a captura de plancton como fonte alimentar. Dentro das espécies nativas, o Tambaqui
possui a cadeia produtiva mais desenvolvida, porém com algumas dificuldades como, por
exemplo, no processamento, devido a presenga de espinhos intramusculares, fator que dificulta
o aumento de consumo. Neste quesito difere da principal espécie cultivava no Brasil, Tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus), que ja possui um pacote tecnoldgico consolidado. Alguns
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pardmetros para a producdo do tambaqui em cativeiro nas fases de terminagao e recria ja foram
estudados, mas, ainda havendo um certo desacordo entre os resultados (Rodrigues, 2014) como,
por exemplo, o nivel proteico bruto na dieta, entre 22% (Macedo, 1979) a 30% (Oshi, 2010),
energia de 2700 (Gutiérrez et al., 2010) a 4589 kcal/kg (Van Der Meer et al., 1995), lipidios, em
torno de 7% e inclusdo de no maximo 40% de carboidratos (Moro, et.al 2013). Na fase de
larvicultura, ha uma exigéncia de proteina bruta variando de 40-50% (Lima et al., 2013) e
conforme se da o aumento da idade dos animais no processo produtivo, ocorre o declinio do
nivel de proteina na ragdo (Moro, et.al 2013), assim, contribuindo aos custos com alimentagao,

que representam 62,3% da produgdo, conforme descrito por Castro et.al (2002).

4. MELHORAMENTO GENETICO

O melhoramento genético ¢ a utilizagdo dos conhecimentos da genética animal com o
intuito de aumentar a média de producdo dos animais, utilizando-se o fundamento da selecdo e
dos sistemas de acasalamento (Eler, 2014). Essa técnica, em peixes, mesmo que de modo
empirico, teve inicio a mais de 2000 anos, onde os chineses, que dominavam as técnicas de
reproducdo da Carpa-comum (Cyprinus carpio), passaram a observar variagdes fenotipicas de
interesse, como, por exemplo, a coloracdo e forma do corpo, iniciando os processos de selecdo
(Alves; Varela; Hashimoto, 2013). Apesar do grande potencial da piscicultura brasileira, o
melhoramento genético para espécies nativas ainda € pouco expressivo, embora crescente,
quando comparado a outros animais de producdo, como o0s suinos e as aves, em que O
melhoramento ja é aplicado e consolidado.

A utilizagdo de métodos de melhoramento em peixes ¢ recente no pais. A primeira
tentativa ocorreu em 1980, em parceria com a Hungria, onde utilizou-se a ginogénese para
obtengdo de carpas hiingaras altamente produtivas (Resende et al. 2010). Porém, somente em
2005, com a introducdo da Tilapia do Nilo, variedade GIFT (Genetically Improved Farming
Tilapia), sendo a instituicdo nucleadora a Universidade Estadual de Maringd, iniciaram-se
programas de melhoramento de peixes no Brasil por meio de desenvolvimento tecnoldgico
neste setor de pesquisa (Albuquerque, 2014).

O melhoramento genético de espécies nativas no Brasil apresenta-se em etapa inicial,
com o estabelecimento de programas e primeiros resultados. Assim, ainda se faz necessario
encorajar a formacdo de técnicos que tenham a capacidade de administrar programas de
melhoramento genético, além de estimular o desenvolvimento de estruturas apropriadas a
distribuir material genético de qualidade, conforme afirma Resende et al. (2010). Segundo
Gjedren (2005), a inexisténcia de programas de melhoramento no setor esta relacionada com as

poucas informagdes do ciclo reprodutivo de varias espécies cultivadas; a captura irregular de
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espécimes selvagens para reposicdo de reprodutores, que compromete a domesticagdo da
espécie, e por ultimo, aos técnicos (extensionistas e piscicultores) com pouco conhecimento
teorico sobre genética quantitativa e melhoramento animal. Conhecer a genética quantitativa, o
estudo de caracteristicas hereditarias e de variagdo quantitativa, ¢ de grande importancia para a
piscicultura, pois, sendo a maior parte das caracteristicas de importancia econdmica controladas
por muitos genes e fortemente influenciadas pelo ambiente, faz-se necessario o delineamento de
um programa de melhoramento e avaliagdo genética para ganhos genéticos satisfatorios sejam
obtidos.

Ainda pouco explorados, os peixes apresentam vantagens para programas de
melhoramento quando comparados a outros animais de produgdo como, por exemplo, a alta
fertilidade; fertilizagdo externa, que garante flexibilidade na definicdo de acasalamentos com a
formacdo de grupos, além de diferentes cruzamentos, assim, facilitando hibridizacdes, e, baixo
custo do nucleo de melhoramento, devido, o0 menor custo de manutencdo de reprodutores e

engorda dos animais candidatos (Turra; Fernandes; Alvarenga, 2013.)

5. VARIABILIDADE GENETICA

A busca por uma alimentacdo mais saudavel contribuiu para o crescimento da
aquicultura em todo o mundo. Apesar dos seus aspectos positivos, esta atividade representa
certos riscos, como potenciais ameagas a integridade genética das populacdes selvagens e
depressdo endogamica em populagdes cultivadas. O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma
das espécies nativas mais importantes para a piscicultura nacional, e, o conhecimento da
variabilidade genética deve ser uma prioridade para o desenvolvimento de estratégias de
gerenciamento, capazes de moderar a perda da diversidade genética de populagdes e, assim,
diminuir os potenciais riscos genéticos (Aguiar et al., 2013). Os efeitos da endogamia afetam
diretamente a producdo, seja no ganho de peso, na reprodugdo, ou deixando a espécie
susceptivel as doengas no ambiente de cultivo. Entretanto estes ainda sdo problemas que ndo
tem recebido muita atencao por parte dos criadores comerciais de peixes (Hilsdorf & Dergam,
1999)

Segundo Resende et.al. (2010), um dos grandes desafios para implantacdo de um
programa de melhoramento € o manejo reprodutivo e a forma de acasalamento a ser adotado, de
forma que evite a0 méaximo elevar os indices endogdmicos, permitindo-se assim, o ganho
genético nas proximas geracdes. Espécies que apresentam como caracteristica a desova total,
possuem alta fecundidade, fator que motiva o produtor a deixar de preocupa-se com o nimero
de fémeas destinadas a reprodugdo, facilitando o aumento dos indices de endogamia no plantel.
Na maioria das vezes, devido a reducdo de espaco para maximiza¢do da producao de alevinos,

mantem-se um niamero efetivo menor, ocorrendo a utilizagdo do sémen de um mesmo macho
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varias vezes. Portanto, as caracteristicas reprodutivas dos peixes, juntamente com o manejo
reprodutivo adotado, acabam auxiliando o aumento da endogamia no plantel. (Hilsdorf; Dergam,
1999).

Manter a variabilidade genética é uma tarefa primordial, tanto para preservagdo das
espécies no habitat quanto para selecdo de reprodutores. Uma alternativa para gerencia-la é a
utilizacdo de marcadores moleculares, ferramenta bastante utilizada ¢ de grande destaque
(Wasko et al., 2004; Barroso et al., 2005; Hilsdorf et al., 2006) que pode ser utilizada o auxilio
na manutencdo da variabilidade genética, assim, permitindo a selegdo e novos cruzamentos em
uma mesma geragdo, portanto, aumentando a eficiéncia do programa de melhoramento

(Albuquerque, 2014).

6. MARCADORES GENETICOS

Para a introducdo de uma espécie em um programa de melhoramento genético, ¢
importante o conhecimento, bem como o controle de informagdes genéticas do individuo, sejam
elas realizadas por marcadores individuais de forma eletrdnica, morfologica, ou, genético.

Existem diversos marcadores genéticos que podem ser aplicados na piscicultura, sendo
eles bioquimicos, cromossdmicos ou moleculares, variando apenas o seu custo de implantagdo e
desenvolvimento, mas todos com o mesmo principio de identificar uma caracteristica do DNA
que seja representativa do individuo, com frequéncia identificavel na populacdo ou até mesmo

entre espécies (ALVES; VARELA; HASHIMOTO, 2013).

7. MARCADOR CROMOSSOMICO

Pode se dizer que a citogenética em peixes, area que estuda os cromossomos, iniciou na
década de 1970 com o inicio dos primeiros grupos de pesquisa na area, e, os primeiros trabalhos
publicados sobre o caridtipo de peixes neotropicais, creditadas a Jim e Toledo (1975) com
espécies de Astyanax, e, Toledo e Ferrari (1976) em familia Pimelodidae. (Artoni; Vicari;
Bertollo, 2000).

Apoés a metafase, fase que sucede a profase, durante o ciclo celular, se torna possivel a
visualizagdo através de microscopia Optica o DNA na forma de cromossomo, que sdo unidades
de armazenamento e transmissdo do material genético dos individuos, de geracdo a geracgdo.
Com a aplicagdo de metodologias de analise e bandamento cromossdmico, ¢ possivel identificar;
numero diploide de cromossomos da espécie, ocorréncia de triplodia ou tetrapolidia, presenca
de cromossomos supranumerarios, Cromossomos sexuais, estrutura dos cromossomos
lozalizando as regides de heterocromatina e os genes responsaveis pela organizacdo (Alves;
Varela; Hashimoto, 2013), além, da identificagdo de hibridos, por exemplo, o Tambacu,

resultado do cruzamento entre a fémea de Tambaqui (Colossoma macropomum) e o macho Pacu
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(Piaractus mesopotamicus) (Almeida-Toledo et.al, 1993).

Alguns estudos revelam que a ordem Characiformes apresentam uma grande variagdo
no numero diploide, por exemplo em Hemigrammus com 2n = 28 (Scheel, 1973) e,
Potamorphina altamazonica, com 2n = 102 (Feldberg et.al., 1993), além de varios
cromossomos supranumerarios em algumas espécies (Falcao et.al 1984; Pastori et.al 2002). Mas
ainda sem duvida, a sua maior aplicabilidade ¢ referente a estudos evolutivos, considerada uma

otima ferramenta para o auxiliar a taxonomia (Artoni; Vicari; Bertollo, 2000).

8. MARCADORES MOLECULARES

Desde a descoberta da estrutura de DNA por Watson e Crick (1953), a genética vem
progredido significativamente e contribuindo para a compreensdo de processos biologicos
referentes a evolugdo de espécies. Um dos principais fatores que proporcionou o
desenvolvimento de marcadores moleculares, foi devido a grande complexidade de interacdo
genotipo, fenotipo e ambiente, onde fatores ambientais influenciam caracteristicas fenotipicas,
assim a variagdo genética pode ser subestimada, ou superestimada, caso fosse baseada somente
em dados fenotipicos. (Bueno-Silva, 2012).

O desenvolvimento da biologia molecular nos ultimos 30 anos, aliada ao surgimento de
novas ferramentas moleculares, tem auxiliado na melhoria da producdo aquicola mundial. Neste
contexto, através do uso de marcadores moleculares tornou possivel observar e explorar a
variagdo genética, por exemplo, polimorfismos no genoma inteiro, entre individuos (Diniz,
2015).

O uso de marcadores moleculares que empregam técnica de reacdo em cadeia da enzima
polimerase (PCR), permitem a observacdo da diversidade genética através da amplificagdo
seletiva em uma regido especifica do genoma, a partir de uma pequena amostra de DNA. O uso
de marcadores RAPD, RFLP e microssatélites, que empregam a técnica de PCR, possuem a
vantagem de reducdo no tempo para a identificagdo do gendtipo, além de necessitar de uma
extragdo minima de material bioldgico (Lupchinsky-Junior, 2007).

Os marcadores moleculares baseados em DNA, podem ser classificados em dois grupos,
sendo, os dominantes (RAPD, AFLP) que permitem obter dados de diversos loci do genoma, e
os codominantes (RFLP e microssatélites) que revelam alelos de um loci especifico do genoma,
e no caso dos microssatélites, permitem verificar a frequéncia alélica e heterozigosidade
(Bueno-Silva, 2012). A escolha de um marcador molecular mais adequado em uma piscicultura
se torna uma tarefa complicada devido as inumeras opg¢des disponiveis, portanto, muitos fatores
devem ser considerados para a escolha, sejam eles os custos de implantagdo e desenvolvimento,
e os numeros de animais a serem analisados, assim, ndo prejudicando o seu objetivo (Alves;

Varela; Hashimoto, 2013).
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PCR-RFLP (PCR de Polimorfismo no tamanho de fragmento de restri¢ao)

Esse marcador foi desenvolvido por Botstein et.al (1980), técnica bastante utilizada
nesse periodo. A técnica consiste na fragmentacdo do DNA, obtidos através de uso de enzimas
de restricdo que tem o principio de cortar os sitios de restricdo, gerando fragmentos de
diferentes tamanhos que posteriormente sao marcados com radioatividade, ou compostos que
reagem com luminescéncia, assim identificando o polimorfismo (Bered; Barbosa-Neto;
Carvalho, 1997). Apesar do seu custo moderado, apresentam baixo polimorfismo, as regides
hipervariaveis sao de dificil identificagdo, além de muita perda de informagdo genética (Alves;
Varela; Hashimoto, 2013.

Visando o maior conhecimento da columnariose, enfermidade de grande importancia na
piscicultura, responsavel por elevado niimero de mortes em sistemas intensivos de criagao,
Sebastido (2010) isolou, caracterizou bioquimicamente e molecularmente meio de PCR-RFLP o
agente causador da doenga, a Flavobacterium columnare. Devido a escassez de dados sobre
genética molecular referentes ao género Astyanax e a dificuldade na identificagdo taxondmica,
Honna (2010) estudou por meio da técnica de RFLP a caracterizagdo de espécies desse género
com base em analises de DNA. Com a dificuldade de identificacdo de espécies do género
Brachyplatystoma (SILURIFORMES: PIMELODIDAE) nas feiras, frigorificos e portos, além
do fato desses peixes chegarem descabecados e impossibilitando a identificagdo, Macedo (2013)
propds diferenciar geneticamente individuos de piraiba (B.filamentosum), piraiba preta (B.
capapretum) e dourada (B. rousseauxii) de cinco localidades da Amazonia Brasileira (Belém,
Tabatinga, Rio Madeira, Rio Branco) por meio de andlise de DNA mitocondrial através da
técnica de PCR de Polimorfismo no tamanho de fragmento de restricao. S@o poucos os estudos
em peixes por meio dessa técnica, devido a existéncia de outras superiores, por exemplo, as

analises por meio de RAPD e microssatélites.

9. RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso)

Este marcador surgiu em meados dos anos 1990, quando pesquisadores norte-
americanos (Williams et. al., 1990; Welsh e MCCleeland, 1990) propuseram o uso de pequenos
primers, ou sequéncia de DNA com até 10 pares de bases utilizada para iniciar a amplificagdo,
como um método de geracao de marcadores moleculares polimoérficos (Lopera-Barrero, 2007).

A técnica de Polimorfismos de DNA amplificado ao acaso (RAPD) baseia-se na
repeticdo ciclica da extensdo enzimdtica de um unico primer, que se anela nos dois extremos
opostos de uma fita de DNA. Esse iniciador tem sua sequéncia arbitraria, desta maneira, sua
sequéncia alvo ¢ desconhecida (Araujo, et.al., 2003), assim sendo necessario o conhecimento
prévio da sequéncia de nucleotideos, ou no minimo a extremidade da regido (Reginato, 2001).
As vantagens de encontrar um alto polimorfismo associado com a rapidez nas analises, além da

alta acessibilidade e necessidade de uma pequena quantidade de material bioldgico, fizeram
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dessa técnica bastante difundida. Entretanto, possui algumas desvantagens, por exemplo, sdo de
caracteristica dominante, apresenta sensibilidade a pequenas alteracdes de concentragdo dos
componentes da reagdo podendo produzir modificagdes no padrdo dos marcadores e baixo grau
de reprodutibilidade que ¢ afetada através da concentragdo de magnésio ¢ do DNA, além da
dificuldade de assumir homologia entre dois fragmentos (Povh, 2007).

Jacometo (2010) avaliou por meio da técnica de RAPD a diversidade genética em
quatro estoques de Colossoma macropomum de diferentes regides do Brasil; Rondonia, Sergipe
e Mato Grosso. Onde utilizou-se dez primers para analisar 116 individuos, que apresentaram
alta variabilidade e baixa diferenciagdo e distancia genética entre si. Utilizando seis iniciadores
para avaliar a diversidade genética da populagdo base do programa de melhoramento genético
de Tambaqui do estado de Mato Grosso, Bignardi (2012) observou a presenca de 83 fragmentos
polimoérficos e variabilidade genética moderada a alta na devida populagdo. Lopera-Barrero
(2015) com a utilizagao de oito primers, verificou em trés estoques de Colossoma macropomum
a frequéncia de 88 fragmentos com altos valores de polimorfismos (54,38 a 64,38%),

apresentando baixa a alta diferenciacdo genética (Fst=0,03 a 0,0178).

10. MICROSSATELITES

Os microssatélites, ferramenta molecular descrita por Litt & Luty (1989), busca
a manutencdo da variabilidade genética entre e dentro dos grupos ou populagdes, derivacdo
genética e migragdo onde esta sendo utilizada a selecdo, sendo assim, uma ferramenta util para
escolha de medidas a serem tomadas (Albuquerque, 2014). Esta técnica tem sido bastante
utilizada para o monitoramento genético em peixes, especificamente; o sistema de cruzamento,
fluxo génico e estrutura genética dos estoques (Yue; Orban, 2002) e na conservagao da
biodiversidade (Povh, 2007).

Conhecido como sequéncia simples repetida (SSR) ou repeticdes curtas em tandem
(STR), sdo compostos por sequéncias de um a oito nucleotideos repetidos em sequéncia, sendo
cada bloco de repeticdo menor que 100 pares de base. Esse tipo de marcador é muito mais
frequente e distribuido ao acaso, permitindo a mais completa cobertura de qualquer genoma
eucarioto (Castro, 2015).

Os microssatélites sdo marcadores codominantes, ou seja, revelam alelos de um loci
especifico do genoma (Lopera-Barrero, 2007), assim, possibilitando a identificacdo de
individuos homozigotos e heterozigotos. Esta caracteristica de codominancia permite que os
dados obtidos sejam analisados por métodos estatisticos da genética populacional. Esse
marcador molecular possui um elevado contetido de informagdes de polimorfismos, e tem sido
de grande eficiéncia, sendo util para analises de variabilidade genética, tornando assim, o
manejo dirigido e minimizando qualquer efeito negativo na estrutura génica (Alves et al., 2013),

ou seja, quando se usa um manejo reprodutivo adequado associado com esta ferramenta, pode
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haver uma grande contribuicdo para a reducdo dos indices endogdmicos em programas de
melhoramento genético de espécies aquicolas (Bentsen; Olesen, 2002).

Devido sua facilidade e ampla finalidade, os microssatélites sdo bastante utilizados em
peixes neotropicais, como forma de caracterizagdo de material genético, selecdo de reprodutores,
construgdo de mapas genéticos e mapeando importantes genes de interesse econdmico
quantitativos aplicados em programas de melhoramento (Albuquerque, 2014). Com a
preocupacdo da perda de estoque natural de Colossoma macropomum, espécie que corresponde
70% da piscicultura local, Santos (2010) avaliou por meio de 14 microssatélites a diversidade
genética dessa espécie, constatando uma alta variabilidade genética em Tambaquis pertencentes
da bacia do Rio Amazonas. Santana (2011), por meio de 11 loci microssatélites verificou a
variabilidade genética em quatro diferentes populagoes de Colossoma macropomum a partir de
populacdes de cativeiro e natural, e observou que a populacdo em criacdo ¢ que mais sofre com
a redugdo da perda de diversidade genética, enquanto a populagdo natural tem uma alta
variabilidade, mas, existe uma moderada perda de diversidade genética devido ao déficit de
heterozigotos, fator que pode estar relacionado com a constante captura de individuos, assim
impedindo a troca de genes entre as populagdes. Com o objetivo de estimar o parentesco
genético em reprodutores de tambaqui de uma piscicultura comercial, sem as informagdes de
procedéncia e pedigree, utilizando seis marcadores microssatélites, Varela et.al. (2015)
verificaram um polimorfismo moderado e parentesco médio estimado de -0,015 a 0,02 que, de
modo geral, ndo mostraram vinculo genético entre si, assim assegurando amplas possibilidades

de acasalamento de reprodutores.
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