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“A gente pode morar numa casa mais ou menos, numa rua mais ou menos,
numa cidade mais ou menos, e até ter um governo mais ou menos.

A gente pode dormir numa cama mais ou menos, comer um feijao mais ou
menos, ter um transporte mais ou menos, e até ser obrigado a acreditar mais
ou menos no futuro.

A gente pode olhar em volta e sentir que tudo esta mais ou menos...

Tudo bem!
O que a gente ndo pode mesmo, nunca, de jeito nenhum...
€ amar mais ou menos, sonhar mais ou menos, ser amigo mais ou menos,

namorar mais ou menos, ter fé mais ou menos, e acreditar mais ou menos.

Senao a gente corre 0 risco de se tornar uma pessoa mais ou menos.”

Chico Xavier


http://www.pensador.info/autor/Chico_Xavier/
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RESUMO

Os estudos em genetica molecular estdo se tornando mais comuns na tilapicultura, pois
a tilapia do Nilo apresenta grande potencial em termos de engenharia genética voltada
ao melhoramento dos estoques. Com o desenvolvimento de diferentes linhagens de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) tém aumentado a necessidade de identifica-las,
visando a manutencdo e certificacdo da qualidade do material genético de linhagens
melhoradas adquiridas pelos produtores. Melhoria das taxas de crescimento natural de
peixe na aquicultura tem sido amplamente explorada, com os ganhos decorrentes de
melhorias na producdo animal, nutricdo e sele¢do genética. Em funcdo do alto impacto
do horménio do crescimento (GH) na regulagdo do crescimento e por estar envolvido
em diversas outras fun¢des metabolicas, o gene GH é um potencial alvo para estudos de
variacdo genética e sua associacao com caracteristicas de crescimento de peixes. Dessa
maneira, com este estudo objetivou-se: descrever a variabilidade do intron 1 do gene do
horménio do crescimento (GH1) das linhagens Chitralada e GIFT (Genetically
Improvement Farmed Tilapia) de tilapia do Nilo através do marcador molecular PCR-
RFLP; estudar a associacdo de polimorfismos deste gene as caracteristicas de
desempenho das linhagens; e buscar um marcador molecular que possa ser utilizado na
identificacdo das linhagens e como ferramenta de selegdo para caracteristicas de
crescimento em programas de melhoramento genético de tilapias do Nilo. Foram
utilizados 200 animais de cada linhagem, dos quais foram coletados fragmentos de
nadadeira caudal e as seguintes mensuracGes: comprimento total (CT), comprimento
padrédo (CP), altura (AL), largura (LA), comprimento da cabeca (CC), peso de abate
(PA), peso do filé (PF), rendimento de filé (RF) e peso da carcaca (PC). Das nadadeiras
coletadas, procedeu-se a extracdo do material genémico utilizando NaCl saturado (5M).

Para as analises PCR-RFLP, foi necessario o desenho de pares de primers especificos



com base na sequéncia-referéncia disponivel do GenBank (acesso M97766). Os
produtos de PCR gerados foram digeridos com a enzima Pstl, com sitio de restricdo
localizado no intron 1 do gene GH1. As frequéncias alélicas, genotipicas, indices de
heterozigosidade, teste de equilibrio de Hardy-Weinberg e estatitica F foram
determinadas com o auxilio do programa Popgen 1.31. A analise de associagéo entre o
polimorfismo e as caracteristicas de desempenho foi avaliada pelo procedimento GLM
do SAS. Teste de Duncan (p<0,05) foi utilizado para as varidveis que apresentaram
efeito de interagdo entre linhagem e gendtipo. Os trés pares de primers desenhados
amplificaram satisfatoriamente nas duas linhagens, produzindo fragmentos de 652, 441
e 396 pb. Para o fragmento de 652 pb, observou-se os trés padrdes de digestdo possiveis
tanto para a linhagem Chitralada como para a GIFT, correspondendo aos genotipos
PstI**, PstI*” e Pstl”. As frequiéncias genotipicas encontradas para a linhagem
Chitralada foram 0,707, 0,282 e 0,011, respectivamente para os genétipos Pstl**, PstI*"
e Pstl” e para a linhagem GIFT, 0,930, 0,075 e 0,005 para 0s mesmos gendtipos. As
frequiéncias alélicas obtidas neste estudo (GH1-Pstl) mostram que o Pstl™ é dominante
na tildpia do Nilo. A linhagem Chitralada (H0=0,282) apresentou maior
heterozigosidade que a linhagem GIFT (Ho=0,065), tendo, portanto maior variabilidade
para o loco em questdo. O indice de diferenciagdo (Fst) das linhagens foi de 0,038. As
fregiiéncias alélicas nas duas linhagens se mostraram em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Quanto a andlise de associa¢do dos polimorfismos as caracteristicas de producdo, néo
houve correlagdo somente para CC e RF. Sendo que as maiores médias foram
verificadas para os animais portadores do gendtipo heterozigoto. Somente para a
caracteristica RF houve efeito de interacdo entre genotipo e linhagem, ao ponto que a

+/+

linhagem GIFT com gendtipo homozigoto Pstl™ foi 2,72% superior em relagdo ao
gendtipo heterozigoto PstI™. Dentro de cada gendtipo, a linhagem Chitralada foi
superior. Com os resultados aqui obtidos, sugere-se que a associacao das caracteristicas
de desempenho de linhagens de tilapia do Nilo ao polimorfismo genético do GH1 pode
ser devido ao efeito da regulacdo do proprio gene do horménio do crescimento.
Posteriores identificacdes detalhadas da estrutura dos polimorfismos GH1-Pstl podem
revelar ligacdo entre os RFLPs descritos e as caracteristicas controladas pelo GH, a qual
pode contribuir para a aplicacdo de MAS no programa de melhoramento genético de
tilapias.

Palavras-chave: enzima de restricdo, hormonio do crescimento, PCR-RFLP, selecéo,

variabilidade



ABSTRACT

Molecular genetics studies are becoming more common in tilapicultura, because the
Nile tilapia shows great potential in genetic engineering dedicated to the improvement
stocks. With the development of different Nile tilapia (Oreochromis niloticus) strains
have been increased the need to identify them, aimed the maintenance and the
certification of genetic material quality of improved strains acquired by the producers.
Improvement of fish natural growth rates in aquaculture has been widely explored, with
gains resulting from improvements in livestock production, nutrition and genetic
selection. Due to the high impact of GH in growth regulation and by being involved in
several other metabolic functions, the GH gene is a potential target for genetic variation
studies and its association with characteristics of fish growth. Thus, this study aimed to:
describe the gene intron 1 variability of the growth hormone (GH1) of strains Chitralada
and GIFT (Genetically Improvement Farmed Tilapia) from the Nile tilapia through
molecular marker PCR-RFLP; study the association of this gene polymorphisms with
strains performance characteristics; and seek a molecular marker that could be used in
the strains identification and as a selection tool for growth characteristics in genetic
improvement programs for the Nile tilapia. 200 animals were used of each strain from
witch it was collected fragments of tail fin and the following measurements: total length
(CT), standard length (CP), height (AL), width (LA), head length (CC), slaughter
weight (PA), fillet weight (PF), fillet yield (RF) and the carcass weight (PC). From
collected fin, it was done the genomic material extraction using saturated NaCl (5M).
For PCR-RFLP analysis, it was necessary a specific pair of primer design based on the
available sequence-reference in the GenBank (access M97766). The generated PCR

products were digested with enzyme Pstl, with restriction locus located in the intron 1



of the gene GH1. Allelic frequencies, genotypic, rates of heterozygosity, test of the
Hardy-Weinberg equilibrium and estatistic F were determined with Popgen 1.31
program. The analysis of the association between the polymorphisms and the
performance characteristics were evaluated by the SAS GLM procedure. Duncan test (p
<0.05) was used for the variables that showed effect of interaction between genotype
and lineage. The three pairs of primers designed amplified satisfactorily in the two
strains, producing fragments of 652, 441 and 396 bp. For 652 bp fragment, it was
observed the three digestion standard possible for both strains, Chitralada and GIFT,
corresponding to the genotypes Pstl*"*, PstI™" and Pstl”. The genotypic frequencies
found for the Chitralada strain were 0.707, 0.282 and 0.011 respectively for the
genotypes Pstl™*, PstI*" and Pstl”" and the GIFT strain, 0.930, 0.075 and 0.005 for the
same genotypes. The allelic frequencies obtained in this study (GH1-Pstl) show that the
Pstl” is dominant in the Nile tilapia. The Chitralada strain (Ho = 0.282) showed greatest
heterozygosity to GIFT strain  (Ho = 0.065), having therefore a higher variability to the
locus in question. The index of differentiation (Fsr) of the strains was 0.038. The allelic
frequencies in the two strains were in Hardy-Weinberg equilibrium. About the
association analysis of polymorphisms for production characteristics, there was no
correlation only for CC and RF. So the major averages were recorded for animals that
carriers the heterozygous genotype. Only to the RF characteristic there was an
interaction effect between genotype and strain, to the point that the GIFT strain with

+/+

homozygous genotype Pstl™™ was 2.72 percent higher than the genotype heterozygous
Pstl™". Within each genotype, the Chitralada strain was higher. With the results obtained
here, it is suggested that the combination of performance characteristic of the Nile
tilapia strains to the genetic polymorphisms of GH may be due to the effect of the gene
regulation of growth hormone. Later detailed identifications of polymorphisms GH1-
Pstl structure may prove link between RFLPs described and the characteristics
controlled by GH, which can contribute to the implementation of MAS in the tilapia

genetic programs improvement.

Key-words: restriction enzime, growth hormone, PCR-RFLP, selection, variability



|. INTRODUCAO GERAL

1.1 Aquicultura mundial e brasileira

A aquicultura, provavelmente o setor com crescimento mais rapido para producéo
de alimentos, ja responde por quase 50% da alimentacdo mundial e os peixes sdo
considerados como tendo o maior potencial para satisfazer a procura crescente por
alimentos de origem aquatica. A aquicultura mundial cresceu consideravelmente
durante os ultimos cinglienta anos, partindo de uma producdo com menos de um milhdo
de toneladas, no inicio dos anos 1950, para 59,4 milhdes de toneladas até 2004
(correspondendo ao valor de US$ 70,3 bilhdes de ddlares). Nesse periodo, a aquicultura
mundial cresceu a uma taxa anual de 8,8%, sendo que a América Latina e a regido do
Caribe tiveram o maior crescimento médio anual, correspondendo a 21,3% (FAO,
2006).

A tilapicultura é uma das mais rapidas e crescentes formas de aquicultura mundial.
As tilapias (familia Cichlidae) sdo peixes de agua doce e sdo nativas do continente
Africano (El-Sayed, 2006). No entanto, no ano de 2002, aproximadamente 100 paises ja
praticavam a tilapicultura, sendo que destes, apenas seis dominavam a producdo
mundial (China, Egito, Filipinas, Indonésia, Tailandia e Taiwan)(FAO, 2006).

Entre os paises da América do Sul, o Brasil apresenta 0 maior crescimento na
producdo de tilapias e representa o 7° maior produtor de tilapia cultivada no mundo.
Durante o periodo de 1995-2002, a producdo de tilapias aumentou de 12.000 para
42.000 toneladas, correspondendo a uma média anual de 20% na taxa de crescimento
(FAO, 2004). Em 2004, a producéo brasileira atingiu mais de 69 mil toneladas (FAO,



2006) e pode chegar a produzir 125 mil toneladas para o ano 2010, segundo projecdes
de Ranzani-Paiva et al. (2004).

Dentre as tilapias, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a principal espécie
produzida, sendo importante em muitos paises por possuir caracteristicas desejaveis
(rusticidade, tolera aguas turvas e rasas; razoavel resisténcia a doencas e a parasitas;
crescimento rapido, grande adaptacdo alimentar, boa conversdo alimentar e ganho de
peso; carne de bom paladar, textura e facilidade na filetagem) e por serem adaptaveis a
uma larga extensdo de sistemas de cultivo; desde tanques de pequena escala com
alimentacdo deficiente até sistemas de cultivo intensivos.

Este rapido avanco da tilapicultura no Brasil e no mundo tem provocado a
intensificacdo dos sistemas de cultivos, a qual vem associada a demanda por pesquisas
nas areas de genética, nutricdo, reproducdo e manejo. Uma das conseqiiéncias desta
intensificacdo € a busca por linhagens de desempenho superior. Vérias linhagens de
tilapia do Nilo (O. niloticus) tém surgido no mundo contribuindo para a competitividade
do mercado, dentre as quais se destacam a Chitralada, a Vermelha, a GST (GenoMar
Supreme Tilapia) e recentemente a linhagem GIFT (Genetically Improvement Farmed
Tilapia), desenvolvida pelo WorldFish Center.

1.2. Breve historico sobre as tilapias no Brasil

A utilizacdo de espécies introduzidas na aqlicultura ndo é uma pratica recente, ndo
havendo registro quanto a0 momento em que a carpa comum, nativa da China, chegou a
Indonésia. O mesmo aconteceu com a tilapia mogambica na Indonésia. Entretanto, com
0s transportes aéreos e 0 aumento do comércio global, a taxa de introdu¢des aumentou
nos ultimos anos (FAO, 2006).

A tilapia foi introduzida no Brasil na década de 50, passando por um periodo em
que era indesejavel e foi até considerada como praga. Contudo, na década de 90,
fundamentada em novas tecnologias de exploracdo e melhor orientacdo técnica, sua
criacdo vem se expandido, especialmente nos estados de S&o Paulo e Parana (Moreira,
1999).

Segundo Castagnolli (1992) a primeira espécie do grupo das tilapias introduzida no
Brasil foi a Tilapia rendalli, em 1953, a qual foi obtida no Congo, na Africa, e foi

utilizada para povoamento da represa “Light”, no estado de S&o Paulo, e do lago



Paranod, em Brasilia. No entanto, a primeira introducéo de tilapias do Nilo em territdrio
nacional se deu no ano de 1971, através do DNOCS (Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas) em Pentecostes, Ceard (Castagnolli, 1992; Moreira, 1999).
Aproximadamente 100 fundadores foram importados de Bouaké, na Costa do Marfim,
Africa. Tal linhagem ficou comumente conhecida como “Nil6tica” ou “Bouaké”.

Em 1996, por meio da Alevinopar (Associacdo de Produtores de Alevinos do
Estado do Parand) e SEAB-PR (Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Parand),
ocorreu a segunda introducéo oficial de exemplares da espécie O. niloticus. Conforme
Moreira (1999) foram importados 20.800 exemplares do Agricultural and Aquatic
Systems, do AIT (Asian Institute of Technology) na Tailandia, sendo que o0 estoque deste
centro foi formado por importacdo proveniente do Japao e este formado com fundadores
do Egito, na Africa. A linhagem, entretanto, ficou popularmente conhecida como
“Tailandesa” ou “Chitralada” devido ao seu melhoramento ter sido realizado no Palacial
Real de Chitralada (Tailandia).

Em 2002 foi introduzida uma nova linhagem de tilapia nildtica, a GST. Esta
linhagem foi introduzida no Brasil pela Piscicultura Aquabel, de Roléndia-PR, vinda de
uma empresa Norueguesa, denominada GENOMAR, a qual, desde 1999 vem
desenvolvendo um programa de melhoramento genético nesta linhagem e difundindo
alevinos revertidos a diversos paises. (Zimmermann, 2003; Cyrino et al., 2004).

A ultima introducéo oficial de exemplares de O. niloticus no pais ocorreu em 2005.
Com os objetivos de difundir a linhagem na América Latina e implantar um programa
de melhoramento genético de tildpias para as condi¢Ges de cultivo brasileiras, a
Universidade Estadual de Maringa (Departamento de Zootecnia) importou do World
Fish Center, na Maléasia, 600 reprodutores (divididos em 30 familias) da linhagem
GIFT. Para a importagéo da linhagem a Universidade recebeu financiamento e apoio da
SEAP-PR (Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca do Parand) e do ITAM (Instituto
de Tecnologia Agropecuaria de Maringa). A linhagem, de acordo com Bentsen (1998) e
Gupta (2004) foi desenvolvida a partir do cruzamento de quatro linhagens silvestres de
tildpias capturadas em 1988-1989 no Egito, Gana, Quénia e Senegal, com quatro
linhagens confinadas, introduzidas nas Filipinas de 1979 a 1984, oriundas de lIsrael,

Singapura, Tailandia e Taiwan.



1.3. Marcadores genéticos

A contribuicdo da genética para a piscicultura abrange tanto a aplicacdo da
metodologia classica, que envolve praticas de selecdo, hibridacdo e de analise dos niveis
de endocruzamento, como o emprego de técnicas utilizadas em biotecnologia e
engenharia genética como: manipulacdo cromossdmica, reversdo sexual, utilizacdo de
marcadores moleculares em nivel de DNA e transferéncia de genes entre diferentes
organismos e peixes (Toledo-Filho et al., 1996).

Os estudos em genética molecular estdo tornando mais comuns, pois a tilapia do
Nilo apresenta grande potencial em termos de engenharia genética voltada ao
melhoramento dos estoques. Considera-se, pois que a ampliacdo dos conhecimentos a
respeito da genética das tilapias poderia permitir a determinacdo das similaridades e
distdncias genéticas entre as diferentes linhagens, ou mesmo entre individuos,
otimizando a escolha de progenitores para acasalamentos, com vistas as caracteristicas
de interesse zootécnico (Suganuma, 2004).

Com o desenvolvimento de diferentes linhagens de tilapia do Nilo tém aumentado
a necessidade de identifica-las, visando a manutencdo e certificacdo da qualidade do
material genético de linhagens melhoradas adquiridas pelos produtores, assim, o uso de
marcadores genéticos parece ser uma boa ferramenta para este fim.

Trabalhar com marcadores geneticos significa utilizar caracteristicas herdaveis em
individuos de uma dada populacdo, considerando que todos os marcadores refletem
diferengas nas sequéncias de DNA (Sunnucks, 2000). As variantes genéticas podem ser
aplicadas como marcadores para diversos estudos em populagdes de peixes,na
identificacdo de espécies e de hibridos, estabelecimento da filogenia, medida do nivel de
variacdo genética em populacdes cultivadas e selvagens, determinacdo do impacto da
introducdo de individuos de populagdes cultivadas em populacdes selvagens (Ferguson
et al., 1995) determinacdo da qualidade do patriménio genético de espécies de interesse
econdmico e como ferramenta auxiliar em programas de melhoramento genético.

Uma importante ferramenta molecular eficaz na identificacdo de variacdo genética
e que fornece marcadores genéticos para 0 uso no melhoramento de peixes, sdo as
reacOes em cadeia pela polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction)) associadas aos
polimorfismos no comprimento dos fragmentos de restricio (RFLPs — Restriction

Fragment Length Polymorphisms) que torna possivel a selecédo assistida por marcadores



(MAS) podendo aumentar o ganho geneético ao passo que afeta a acuracia e o tempo de
selecdo.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1995) os marcadores RFLP foram estudados pela
primeira vez por Grodzicker e colaboradores em 1974, em um experimento que visava a
deteccdo de mutacdo em DNA de virus. A partir de entdo, muitos pesquisadores
propuseram a utilizacdo da técnica em analises gendmicas, tornando-a de grande
utilidade e importancia nos estudos bioldgicos. Estes marcadores, por serem uniloco,
sdo caracteristicamente co-dominantes, ou seja, em um individuo dipldide, ambos 0s
alelos de um determinado loco sé&o identificados, tornando-os altamente informativos.

O desenvolvimento da técnica da reacdo em cadeia da polimerase foi, segundo
Regitano (2001), uma marcante contribuicdo ao estudo de marcadores moleculares. A
técnica foi desenvolvida pelo bioquimico Kary Mullis em 1983, e consiste na
duplicacdo in vitro de uma fita molde de DNA. Para tanto, é necessario oferecer
condigdes otimas para ocorrer esta duplicacdo, devendo-se submeter o DNA a um mix
contendo os primers que irdo delimitar a regido genbmica a ser estudada, o0s
nucleotideos, um co-fator enzimatico (geralmente o Mg®"), enzima DNA polimerase e
tampdo. Ao longo de aproximadamente 30 ciclos de amplificagdo h4 um aumento
exponencial no nimero de copias do DNA flanqueado pelos primers.

A técnica PCR-RFLP consiste na amplificacdo do gene alvo do estudo, seguida
pela digestdo do produto de PCR com endonuclease de restricdo. Na técnica, 0s
polimorfismos apresentados sdo baseados na aceitacdo de que o sitio de clivagem de
uma determinada enzima de restricdo encontra-se no mesmo ponto do gene alvo de
individuos diferentes. Assim, variacdes sdo explicadas pela ocorréncia ou ndo de
mutagdes (delecdes, insercOes, translocacOes, inversdes ou duplicagdes de bases
nitrogenadas na molécula de DNA) no sitio de restricdo da enzima, resultando em
diferentes tamanhos de fragmentos de restricdo. O polimorfismo observado nesta
técnica, portanto, ocorre devido ao DNA dos individuos diferirem na sequéncia de
nucleotideos ao longo da fita. Assim quanto mais distinto um individuo do outro, maior
sera o polimorfismo, ou seja, maiores serdo as diferencas em sequéncias de nucleotideos
ao longo da fita de DNA (Ferreira, 2003).

As informagcbes geradas pela técnica PCR-RFLP, quando associadas as
informacdes fenotipicas de peixes, como, por exemplo, taxa de crescimento, peso de
abate, rendimento de filé/carcaca, niveis de proteina e acidos graxos no filé, entre

outros, pode ser denominada também como gene candidato. Neste procedimento,
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entretanto, os marcadores sdo geralmente escolhidos em genes conhecidos como
reguladores metabdlicos que controlam as caracteristicas quantitativas de interesse,
sendo ainda necessario encontrar formas alternativas do gene, resultantes de mutagdes
de ponto na seqiiéncia do gene. Assim, é preciso sequenciar um grupo de individuos
para encontrar os polimorfismos na sequéncia do gene de interesse.

Marcadores de genes candidatos podem ser usados similarmente aos marcadores
anonimos, mas eles estdo localizados mais precisamente e podem detectar variacdes em
genes conhecidos ou com funcdo inferida que relata direta ou indiretamente
caracteristicas de interesse (Lynch e Walsh, 1997). As variantes alélicas encontradas no
gene candidato podem ser utilizadas como um marcador para alelos que podem possuir
efeitos positivos ou negativos para a caracteristica de interesse. Assim, uma vez que
esse marcador ja possui sequéncia definida, torna-se possivel a selecdo de individuos
que possuem alelos favoraveis para 0s genes que controlam as caracteristicas em
questdo. Tal selecdo, baseada na avaliacdo direta de seu DNA € denominada de selecéo
assistida por marcador (MAS).

A associacao estatistica entre alelos moleculares especificos em genes candidatos e
a caracteristica de interesse é admitida como uma evidéncia de que o gene estad

diretamente envolvido no controle genético da caracteristica (Lynch e Walsh, 1997).

1.4. Hormonio do crescimento em peixes

Melhoria das taxas de crescimento natural de peixe tem sido amplamente explorada
na aquicultura, com os ganhos decorrentes de melhorias na producéo animal, nutrigéo e
selecdo genética (Fjalestad et al., 2003; Pennel e Barton, 1996). O crescimento adicional
pode proporcionar vantagens para a aqlicultura encurtando o tempo de producéo,
aumentando a eficiéncia e conversdo alimentar e controlando a disponibilidade dos
produtos. Além disso, a taxa de crescimento € uma caracteristica quantitativa poligénica
(Falconer, 1987) em que possivelmente o gene do hormonio do crescimento (GH) seja
um gene de efeito maior.

O GH possui um papel importante em todos os vertebrados, contudo, os efeitos
fisiologicos deste hormonio resultam da regulagdo transcricional do gene do GH. Este
horménio é um polipeptideo sintetizado nas células somatotrdpicas hipofisarias e,

segundo Kawauchi e Yasuda (1989) junto com a prolactina e a somatolactina, constitui
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a familia de hormonios hipofisarios com estrutura semelhante e funcdo que parecem ter
originado de um gene ancestral comum antes da evolucdo dos peixes.

Os efeitos do GH sobre outros processos, como 0 metabolismo, parecem operar
diretamente em um determinado alvo. Tanto em peixes como nos mamiferos, o0 GH é
uma proteina anabolizante, promovendo simultaneamente um desarranjo de lipidios e
carboidratos (Norbeck et al.,, 2007). Este hormoénio ainda possui funcédo
osmorreguladora que promove eficientemente a adaptacdo de peixes de agua doce em
aguas salinas (Sakamoto et al., 1991; Gross e Nilsson, 1995).

Métodos enddcrinos para controlar o crescimento também sdo amplamente
explorados, principalmente a aplicacdo de somatotropinas como o0 hormonio do
crescimento (GH), prolactina, fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1),
horménios da tirdide e esterdides sexuais (Donaldson e Devlin, 1996; Donaldson et al.,
1979; McCormick et al., 1992; McLean e Devlin, 2000). Muitos ganhos significativos
no crescimento podem ser alcangcados em peixes com aplicacdo destes fatores de
crescimento, mas a possibilidade de administrar os compostos através de injecao ou via
oral em doses suficientes e eficazes sustentadas ao longo de um determinado periodo
com aplicacdo permitida na aquicultura tem sido um pouco problemético (Devlin et al.,
2004). Mais recentemente, a liberacdo controlada de formulacGes foi utilizada (Devlin
et al., 2001; Garber et al., 1995; McLean et al., 1997), que pode proporcionar um
crescimento adicional durante muitos meses em espécies de salmonideos.

O efeito lipolitico do GH em peixes foi pela primeira vez demonstrado no figado e
tecido adiposo de juvenis de salmdo coho (Sheridan, 1986). O autor relatou que o
crescimento de peixes tratados com horménios exibiu esgotamento lipidico resultante da
ativacao da enzima triacilglicerol lipase. Animais hipofisectomizados indicaram lipolise
reduzida, sendo este um efeito que poderia ser resgatado por reposicao do GH.

Posteriormente, 0 GH mostrou estimular diretamente a lipolise no figado isolado de
trutas (O'Connor et al., 1993) e tecido adiposo isolado de seabream (Albalat et al.,
2005). O hormdnio do crescimento também demonstrou ser hiperglicémico em varias
espécies de peixes e também aumentou a atividade glicogeniolitica, glicolitica, e fluxo
gliconeogénico em vaérios tecidos, incluindo figado, cérebro e lamelas (Sangiao-
Alvarellos et al., 2005).
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1.5. Gene do hormonio do crescimento de peixes

Em um programa de melhoramento genético de tilapias do Nilo, caracteristicas de
crescimento sdo, sem duvida, de maior relevancia econémica. Segundo Sanchez-Ramos
et al. (2006) a totalidade de genes que afetam as caracteristicas de crescimento ainda é
desconhecida, porém, ja se tém definidos uma série de genes candidatos, como o gene
do hormdnio do crescimento (GH), da prolactina (PRL), da somatolactina (SL), do fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF) e da miostatina (MSTN).

Um namero de diferentes formas do gene GH esta presente em vérias espécies de
vertebrados e a duplicacdo do gene, divergéncia ou mutacdo e variacdo alélica parece
ser responsavel por estas diferentes formas (Wallis, 1996). Para compreender a filogenia
molecular do GH, muitos esfor¢os foram concentrados na caracterizacdo dos GHs em
peixes. Dentro da Superordem Euteleostei, a sequéncia aminoacidica do GH foi
determinada em espécies das ordens Cypriniformes, Siluriformes, Salmoniformes,
Gadiformes, Scorpaeniformes, Perciformes, Pleuronectiformes e Tetraodontiformes
(Marins et al., 2003).

A principal estrutura do GH foi determinada em varias espécies piscicolas por
sequenciamento direto ou inferidas de clones cDNA (Chang et al., 1992; Rand-Weaver
etal., 1993).

A estrutura do gene GH de tilapias do Nilo foi determinada por Ber e Daniel
(1992). Segundo os autores, o0 gene GH da tilapia do Nilo possui 3165 pb e esta formado
por seis éxons e cinco introns, similarmente a outros teledsteos como o linguado
Paralichthys olivaceus (Tanaka et al., 1995) a dourada Sparus aurata (Sdnchez-Ramos
et al., 2004) e salmonideos como o salmédo do Atlantico Salmo salar (Joahnsen et al.,
1989) e a truta arco-iris Oncorhyncus mykiss (Agellon et al., 1988).

Ao comparar as seqliéncias no ponto inicial da transcricdo do gene GH de tilapia,
carpa, truta arco-iris e salmédo do Atlantico, Ber e Daniel (1992), observaram uma regido
de alta homologia na porcéo precedente ao TATA Box. Esta homologia parece nédo se
estender ao longo do gene GH de peixes e ndo é observada na regido correspondente
nos genes GH de mamiferos.

Ber e Daniel (1993) determinaram as sequéncias nucleotidicas de dois genes que
codificam para o GH de tilapia do Nilo. Assim como a tilapia, outras espécies de peixes

como os salmonideos (Agellon at al., 1988; Rentier-Delrue et al., 1989) apresentam
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duas formas do gene GH. Os dois genes GH da tilapia nildtica sdo altamente
homologos, tendo um arranjo similar de introns e éxons, e ambos codificam
polipeptideos idénticos. A similaridade da seqiiéncia se estende até -628 pb ao ponto de
partida da transcricdo, a partir de entdo, as sequéncias dos dois genes ndo estdo
relacionadas. A presenca de dois genes GH no genoma de tilapia € sugerida como uma
consequéncia de um evento de duplicacdo relativamente recente (Ber e Daniel, 1993).
As tilapias, assim como os salmonideos, conttm um intron extra quando
comparados com a estrutura do gene GH dos mamiferos. Sugere-se que na Superordem
Teleostei, a inser¢cdo do intron 5 teve lugar apds a separacdo evolutiva da Cyprinoidea,
mas antes Isospondyli (salmonideos) e Acanthopterygii (tilapias) foram separadas.
Assim, conforme relatado por Ber e Daniel (1993) o intron adicional, que é
provavelmente presente em muitos peixes teledsteos, pode ser um excelente marcador

para a evolucéo natural e estudos de classificacao.

1.6. Polimorfismos do gene GH e sua associacdo as caracteristicas de

producao

De acordo com Gross e Nilsson (1999) em funcdo do alto impacto do GH na
regulacdo do crescimento e por estar envolvido em diversas outras fungdes metabdlicas,
0 gene GH é um alvo potencial para estudos de variacdo genética e sua associa¢do com
caracteristicas de crescimento de peixes.

A ocorréncia de polimorfismos para o gene GH ja foi descrita para muitas outras
espécies de peixes como Salmo trutta (Gross e Nilsson, 1995), Salmo salar (Park et al,
1995), Oncorhynchus kisutch (Forbes et al., 1994), Alburnus alburnus (Schlee et al.,
1996) e Abramis brama (Gross et al., 1996) sendo que a maioria destes polimorfismos
ocorrem na regido ndo-codificadora do gene GH conforme foi verificado por diversos
autores (Forbes et al., 1994; Gross et al., 1996; Park et al., 1996; Schlee et al., 1996;
Gross e Nilsson, 1999; Kang et al., 2002). Fato este que néo significa necessariamente
que esta variacdo seja estritamente neutra, uma vez que, conforme Gross e Nilsson
(1999) ¢ possivel a existéncia de efeitos de ligacéo.

Variacbes no gene GH se mostraram associadas a varias caracteristicas
quantitativas (crescimento, producdo de ovos, producdo de leite, resisténcia a doencas,
etc.) em animais de producdo (Feng et al., 1997; Kuhnlein et al., 1997; Di Stasio et al.,
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2003; Paz et al., 2004; Zhou et al., 2005; Faria et al., 2006; Katoh et al., 2008). Em
peixes, alguns estudos de associacdo de polimorfismos em genes do eixo GH com o
peso j& tem sido relatados. Gross e Nilson (1999) estudaram a variacdo dentro de um
fragmento de 1825 pb do gene GH1 do salmdo do Atlantico com a enzima Tagl e
concluiram que, de acordo com as frequéncias dos gendtipos e haplétipos, houve
indicios de associacdo de polimorfismos no gene GH1 com o crescimento da progénie
durante o primeiro ano de vida. J& Kang et al. (2002) realizaram seus estudos em
progénies do linguado, encontrando polimorfismos do tipo GH-Sau3Al associados ao
crescimento. Sanchez-Ramos et al. (2006) investigaram polimorfismos no gene GH da
dourada (enzimas Haelll e Hpall) e sua associa¢do com o peso e a altura, encontrando
correlacdo significativa entre as variaveis e 0s genotipos.

Fica evidente, portanto, a caréncia em estudos de associacdo de polimorfismos no
gene GH as diversas caracteristicas de interesse produtivo em diferentes ambientes de

cultivo.
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I1. OBJETIVOS GERAIS

Detectar a variabilidade do intron 1-Pstl do gene do horménio do crescimento
(GH1) das linhagens Chitralada e GIFT (Genetically Improvement Farmed Tilapia) de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) através do marcador molecular PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment LenGHt Polymorphic).

Estudar a associacdo de polimorfismos no intron 1 do gene GH1 ao comprimento
total, comprimento padrdo, altura, largura, peso de abate, peso de filé, rendimento de
filé e peso de carcaca em ambas as linhagens.

Buscar um marcador molecular a ser utilizado como ferramenta de selecdo para
caracteristicas de crescimento em programas de melhoramento genético de tilapias do
Nilo.
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I11. VARIABILIDADE DO GENE GH1 DE LINHAGENS DE TILAPIA
NILOTICA (Oreochromis niloticus)

GH1 GENE VARIABILITY FROM TILAPIA NILOTICA (Oreochromis niloticus)
STRAINS

Abstract

Analysis of genetic variability is an important step for the establishment of a genetic
improvement program for Nile tilapia, and to determine strategies for genetics
conservation. The objective of this study was to analyze the GH1 gene variability of
Chitralada (non-selected) and GIFT (selected) strains, and seek for a PCR-RFLP marker
to identify them. The amplifications products of the gene GH1 were submitted to
digestion with the restriction enzyme Pstl and genetic variability was determined with
the Popgen 1.31 program. There were the three possible genotypes for the two strains,
but no one of them were specific. Chitralada strain found the genotypic frequencies of
0.707, 0.282 and 0.011 respectively for Pstl*’*, PstI*" and Pstl”" and for GIFT 0.930,
0.065 and 0.005 for the same genotypes. The two populations showed up at the Hardy-
Weinberg equilibrium, but the GIFT strain, according to the values of heterozygosity
(Ho = 0.065 and He = 0.073) and F;s (0.109) showed excess of homozygotes, probably
as a function of this locus can be under selection. The index Fst was significant and
showed low differentiation between the lines (0.038), suggesting, therefore, the
possibility of the two strains have a common ancestral gene on the GH1 and stocks
formation.

Key-words: genetic differentiation, growth hormone, molecular marker direct,
Oreochromis niloticus

Introducéo

A utilizagdo de espécies introduzidas na aquicultura mundial ndo é recente.
Segundo Osure e Phelps (2006) a maioria da producdo mundial de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) esta baseada em seis origens: Costa do Marfin, Gana, Egito-
Manzala, Egito-lsmalia, Suddo-Nilo e Lago George (Uganda) sendo estes estoques
fundadores geralmente iniciados de um namero limitado de peixes selvagens.

A primeira introducdo de tilapias do Nilo em territorio brasileiro se deu no ano de
1971, com a importacdo de aproximadamente 60 fundadores de Bouaké, na Costa do
Marfim. Em 1996, ocorreu a segunda introducdo oficial de exemplares da espécie.
Foram importados 20.800 exemplares do AIT (Asian Institute of Technology) na
Tailandia, sendo que o estoque deste centro foi formado por importacdo proveniente do
Japdo e este formado com fundadores do Egito, na Africa (Moreira, 1999). A ultima

introducdo oficial de exemplares de O. niloticus no pais ocorreu em 2005 através da
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Universidade Estadual de Maringa (Departamento de Zootecnia). Foram importados do
World Fish Center, na Malasia, 600 reprodutores (divididos em 30 familias) da
linhagem GIFT (Genetically Improvement Farmed Tilapia).

A domesticacdo freqientemente resulta em menor diversidade genética (Osure e
Phelps, 2006), assim, analises de variabilidade genética em plantéis de tilapia nildtica, é
sem davida, uma etapa importante para o estabelecimento de um programa de
melhoramento genético da espécie e para manutencdo e certificacdo da qualidade do
material genético de linhagens adquiridas pelos produtores. Para tanto, o uso de
marcadores genéticos PCR-RFLP parece ser uma boa ferramenta auxiliar.

A combinacdo das técnicas moleculares de PCR e RFLP tem sido amplamente
utilizada em pesquisas de diferenciacdo de populacdes de peixes (Wolf et al., 2000;
Gross et al., 2000) e identificacdo de espécies de peixes (Sotelo et al, 2001; Jérdme et
al, 2003). A técnica também tem se mostrado eficaz na detecgdo de polimorfismos para
0 gene do hormdnio do crescimento (GH) em muitas espécies de peixes como Salmo
trutta (Gross e Nilsson, 1995), Oncorhynchus kisutch (Forbes et al., 1994), Alburnus
alburnus (Schlee et al., 1996) e Abramis brama (Gross et al., 1996), Salmo sallar
(Gross e Nilsson, 1999), Sparus aurata (Sdnchez-Ramos et al., 2006) e Paralichthys
olivaceus (Kang et al., 2002), entretanto, em tilapias, este tipo de estudo ainda nao foi
detectado.

A tilapia do Nilo apresenta dois genes que codificam para o GH, os quais sdo
altamente homdlogos, com arranjo similar de introns e éxons que codificam
polipeptideos idénticos. A presenca de dois genes GH (GH1 e GH2) no genoma de
tilapia, segundo Ber e Daniel (1993) pode ser conseqliéncia de um evento de duplicacdo
relativamente recente.

Visto que programas de sele¢do estdo voltados para caracteristicas de crescimento
da tilapia do Nilo (Dey e Gupta, 2000; Gupta e Acosta, 2004) e que o gene do GH pode
ser um gene de efeito maior na determinacdo destas caracteristicas, com o presente
estudo objetivou-se determinar a variabilidade do gene GH1 das linhagens Chitralada e
GIFT de tilapia nilética, bem como buscar um marcador direto para identificacdo das

mesmas.

Material e Métodos
Foram utilizados neste experimento 400 animais, onde 200 exemplares pertenciam
a linhagem Chitralada e 200 a Linhagem GIFT. A linhagem Chitralada foi obtida de
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uma piscicultura localizada em Palotina-PR (112 geracdo no Brasil) e a linhagem GIFT
(1@ geracdo no Brasil) obtida da Estacdo Experimental de Piscicultura da Universidade
Estadual de Maringa UEM/CODAPAR e pertencentes ao Programa de Melhoramento
Genético de Peixes da mesma universidade.

Amostras de nadadeiras caudais destes animais foram coletadas e acondicionadas
em microtubos com etanol 90% e direcionadas ao Laboratorio de Biologia Molecular
(UEM-DZO) para a realizacdo das analises.

Para as extracdes do material genémico propds-se um protocolo que utiliza NaCl
saturado (5M). No entanto, para a realizacdo do procedimento, foi necessario: trés
lavagens das amostras com etanol 70%, adicionando-nas posteriormente 550 uL de
tampéo de lise (50mM de Tris-HCI, 50mM de EDTA, 100mM de NaCl e 1% de SDS) e
5 uL de proteinase K (20 mg/mL), incubando-as em banho-maria a 55°C por 12 horas;
apos esse periodo, adicionou-se 600 uL de NaCl (5M) em cada amostra, as quais foram
centrifugadas a 12400xg por 10 minutos; de cada amostra, coletou-se 800 uL de
sobrenadante, transferindo-o para outro microtubo, adicionando-se 700 uL de etanol
absoluto a 4°C e incubando-as a -20°C por uma hora; ap6s esse periodo o DNA foi
lavado duas vezes com etanol 70% e depois de seco em estufa a 37°C, ressuspendidos
em 100 pL de tampéo TE (10mM de Tris pH 8.0 e 1ImM de EDTA) e mantidos por uma
hora em banho-maria a 37°C.

A extracdo e a integridade das amostras de DNA foram avaliadas em gel de
agarose 0,8%, revelado com 0,5ug/mL de brometo de etideo e visualizado em
transluminador com luz ultravioleta.

Ap0s a avaliacdo das amostras atraves do gel de checagem, o DNA foi submetido
a leitura da absorbancia a 260 nm de comprimento de onda para que se determinasse a
sua concentracdo. As amostras foram padronizadas de forma a se obter 100 ng/uL de
DNA, sendo estas, estocadas a -20°C até o momento das amplificacdes.

Para as analises de variabilidade do gene GH1 das linhagens de tilapia do Nilo foi
necessario o desenho de um par de primers especifico (5’-
CAGCGGTGTGTTTTTCATGT-3° e 5 -CGGTTCCCTTGACATCAAAT-3’) de
acordo com a sequéncia publicada por Ber e Daniel (1993), niumero de acesso M97766
no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O tamanho de fragmento esperado com o
uso deste par de primers é de 652 pb, amplificando desde a porc¢do final da regido

promotora até o intron 2.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=213887
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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A reacdo de amplificagdo foi conduzida em volume de 25uL contendo tampéo
Tris-KCI 1X (Tris-HCI 20mM pH 8,4 e KCI 50mM), 2,0mM de MgCl, 50mM, 0,50uM
de primer, 250uM de dNTPs, 0,6 unidade de Taq DNA Polimerase Platinum e 50ng de
DNA molde. Depois da desnaturacdo inicial por quatro minutos a 95°C os fragmentos
foram amplificados por meio de 35 ciclos, que consistiram por 30 segundos a 95°C, dois
minutos a 68°C e um minuto e trinta segundos a 72°C. A extensdo final foi de quatro
minutos. As reacdes de PCR foram testadas em gel de agarose 1,0% e o tamanho de
fragmento comparado com padréo de peso molecular de 1Kb Plus (Invitrogen).

A variabilidade do gene GH1 foi determinada através da técnica PCR-RFLP, a
qual consistiu na digestdo dos produtos de PCR com o uso da enzima de restri¢ao Pstl,
sob o sitio de restricdo 5’-CTGCALG-3’, localizado no intron 1 (posicdo 1915 da
sequéncia referéncia). As reacdes de digestdo dos produtos de PCR corresponderam a
12 uL, sendo 1/10 do volume de reagdo de tampédo 10X, 2,0uL de DNA amplificado e
uma unidade de enzima de restricdo. A digestdo foi realizada em termocicladores
programados em dois ciclos, um a 37°C por quatro horas e outro para a inativacdo da
enzima a 65°C a 20 minutos.

Os fragmentos de restricdo foram avaliados em gel de poliacrilamida
desnaturante a 10% revelado pelo método de coloragdo com nitrato de prata conforme
proposto por Bassam et al. (1991). As variantes alélicas foram avaliadas por
comparagdo com o padréo de peso molecular de 1 Kb Plus (Invitrogen).

As frequéncias alélicas foram determinadas pela auséncia ou presenca de sitios
de restricao no fragmento do gene GH1, calculadas pelo programa Popgen 1.32 (Yeh et
al., 1999). Para tanto, foi construida uma planilha em que, “AA” correspondeu ao
gendtipo com o mesmo sitio de restricdo nos dois cromossomos (homozigoto), “AB” 0
gendtipo heterozigoto com sitio de restricdo em somente uma das fitas e “BB” o
gendtipo homozigoto onde ndo houve digestdo em funcdo de mutagdes nos sitios de
restricdo dos dois cromossomos. Os dados perdidos foram assumidos como “..”

Ainda por este programa foram calculados os indices de heterozigosidade
observada e esperada, teste Qui-quadrado para o equilibrio de Hardy-Weinberg e
homogeneidade dos alelos e estatistica F de Wright (1978). O teste Qui-quadrado foi

realizado para determinar a significancia dos valores Fis e Fsr.
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Resultados

O par de primers desenhado para este estudo apresentou amplificacdo positiva de
um fragmento especifico de 652 pb conforme esperado. Das 400 amostras submetidas
ao PCR, somente 26 (6,5%) ndo apresentaram a banda. O padrdo da amplificacdo dos
primers pode ser avaliado na Figura 1.

Conforme a sequéncia do gene GH1 publicada por Ber e Daniel (1993) a enzima
de restricdo Pstl digeriu o fragmento em um unico sitio, gerando dois fragmentos, um
com 468 pb e outro com 184 pb. Dessa forma, tanto na linhagem Chitralada como na
GIFT, foram obtidos dois alelos (Pstl” e Pstl, com e sem o sitio de restricéo,
respectivamente) e trés padrdes genotipicos, Pstl*’* (AA), PstI*(AB) e PstlI”(BB).

Figura 1. Andlise em gel de agarose 1,0% corado em brometo de etideo do fragmento
amplificado do gene GH1 de tilapia do Nilo. As canaletas 1 e 2 representam a
amplificacdo do fragmento de 652 pb do gene GH1 para as linhagens Chitralada e
GIFT, respectivamente, e M representa o padréo de peso molecular de 1 Kb Plus.

A distribuicdo dos alelos do gene GH1, as freqiiéncias genotipicas entre as
linhagens de tilapia do Nilo e teste de probabilidade Qui-quadrado para equilibrio de
Hardy-Weinberg séo apresentadas na Tabela 1.

Os indices de fixacdo dentro das linhagens (Fis) foram estimados com base na
heterozigosidade observada (Ho) e na heterozigosidade esperada (He), sendo ainda
usados para confirmar a significancia dos valores Ho e He nas duas linhagens. O indice
de fixacdo entre as linhagens (Fsrt) foi usado na diferenciacdo das mesmas. O valor Fst
mostrou baixa diferenca, porém significante entre as linhagens. Os valores de Fis e Fst
para o loco GH1-Pstl para as linhagens Chitralada e GIFT podem ser observados na
Tabela 2.

O valor estimado de identidade genética de Nei (1978) entre as linhagens foi de
0,9976.
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Tabela 1. Distribuicdo dos alelos GH1-Pstl e freqliéncias genotipicas entre as linhagens de tilapia do Nilo e valores de probabilidade (P) do
teste Qui-quadrado para desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Linhagem N Frequéncia génica Heterozigosidade Freqiéncia genotipica P
Pstl” Pstl’ Obs Esp Pstl*’* Pstl*” Pstl”

Chitralada 188 0,902 0,098 0,176 0,178 0,814 0,176 0,010 0,852

GIFT 186 0,965 0,035 0,059 0,067 0,935 0,060 0,005 0,075

Total 374 0,933 0,067 0,118 0,125 0,874 0,118 0,008 0,255

Tabela 2. Valores de Fis e Fst calculados para o loco GH1-Pstl das linhagens Chitralada e GIFT de tilapia do Nilo.

Fis Fst
Chitralada 0,011 -
GIFT 0,123 -

Total 0,042 0,016
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Discussao

Este estudo descreve o polimorfismo do gene GH1 de duas linhagens de tilapia do
Nilo detectada pela Pstl no fragmento de 652 pb que abrange desde a porcdo final da
regido promotora até o intron 2. A ocorréncia de polimorfismos para o gene GH ja foi
descrita para muitas outras espécies de peixes como Salmo trutta (Gross e Nilsson,
1995), Salmo salar (Park et al, 1995), Oncorhynchus kisutch (Forbes et al., 1994),
Alburnus alburnus (Schlee et al., 1996) e Abramis brama (Gross et al., 1996).

Os fragmentos polimdrficos das linhagens de tilapia do Nilo foram gerados no
intron 1, na regido ndo-codificadora do gene. Muitos estudos anteriores com peixes
concluiram que todos os polimorfismos detectados se localizaram nos introns (Forbes et
al., 1994; Gross et al., 1996; Park et al., 1996; Schlee et al., 1996; Gross e Nilsson,
1999; Kang et al., 2002). Entretanto, o fato da variacéo estar ocorrendo no intron, ndo
significa necessariamente, que esta variacdo € estritamente neutra, uma vez que,
conforme Gross e Nilsson (1999) é possivel a existéncia de efeitos de ligacao.

Na regido do intron 1 de tilapia do Nilo, conforme a seqliéncia referéncia (Ber e
Daniel, 1993) estd presente uma sequéncia com repeti¢cdo em tandem (1739 a 1767 pb)
Evento semelhante foi verificado por (Almuly et al., 2000) que encontraram mini e
microssatélites em toda a regido ndo-codificadora da dourada Sparus aurata, o que
resulta em alelismo extenso devido ao numero diferente ou comprimento de repeticdes.
Assim, como na dourada, pode ser possivel que, ocorram polimorfismos no tamanho de
comprimento do fragmento detectado no gene do horménio do crescimento da tilapia e
este se deva a diferentes comprimentos no microssatélite presente na regido do primeiro
intron.

As fregiiéncias alélicas obtidas neste estudo (GH1-Pstl) mostram que o Pstl™ é
predominante na tildpia do Nilo. De acordo com as frequéncias génicas e a
heterozigosidade, pode se afirmar, contudo, que a linhagem Chitralada possui maior
variabilidade quanto ao fragmento de 652 pb do GH1-Pstl em relacdo a linhagem GIFT.
A maior heterozigosidade verificada na linhagem Chitralada (Tabela 1) pode ser
sugerida em funcdo do efeito fundador para o gene em questdo, da possibilidade do
plantel progenitor ter sido formado a partir da aquisicdo de reprodutores de diversas
Estacdes de Piscicultura e ainda, do fato da linhagem néo estar sob selecdo desde a sua
introdugdo no Brasil. No entanto, verificou-se maior frequiéncia do alelo Pstl™ na

linhagem selecionada, o que permite supor que este alelo esteja sob selegéo, fato este
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consistente a menor variabilidade do loco GH1-Pstl, pois, segundo Falconer (1987) a
selecdo artificial de caracteristicas acarreta na perda de variancia genética aditiva.

Os valores de F;s que representam uma medida do desvio das freqiéncias
genotipicas, em relacdo as freqiiéncias panmiticas, expressas em termos de deficiéncia
ou excesso de heterozigotos, e que também podem ser interpretados como coeficiente
de endogamia (f) foram variaveis, porém nao significativos, indicando que ndo ocorre
excesso de homozigotos nos plantéis. Assim, verificou-se que as frequéncias alélicas
nas duas linhagens encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Deficiéncia de heterozigotos no gene GHL1 foi verificada por Gross et al. (2000) ao
utilizar a técnica PCR-RFLP em diferentes populacGes de salmonideos Thymallus
thymallus. Esta deficiéncia de heterozigotos em uma das populacdoes, segundo 0s
autores, pode ter ocorrido em decorréncia da amostragem em diferentes sub-populagdes
(efeito Wahlund) ou pela consangtinidade (efeito Allendorf-Phelps). Entretanto, em
nosso estudo o equilibrio das frequéncias alélicas para a linhagem GIFT provavelmente
ocorreu em funcdo do programa de melhoramento ter iniciado com alto Ne (ndmero
efetivo de reprodutores) combinando oito linhagens e a selegcéo subseqtiente ter ocorrido
sob condicBGes controladas. A populacdo sintética (base) da linhagem GIFT foi
selecionada durante seis geracdes, envolvendo a produc¢édo de 200 familias formadas a
partir do acasalamento de 100 machos com 200 fémeas selecionadas (Gupta e Acosta,
2004), sendo a taxa estimada de consanguinidade por geragéo (12 a 42 geracdo) de 0,138,
0,382, 5,34 e 7,09 (Eknath e Acosta, 1998).

O aumento da endogamia, que nao é dificil de ocorrer devido a maioria dos
estoques de reprodutores serem pequenos e fechados, pode proporcionar grandes perdas
na piscicultura, porque o aumento da homozigose possibilita que alelos deletérios
detrimentais tenham uma maior chance de se expressarem, reduzindo a viabilidade, a
sobrevivéncia, o crescimento, a producdo de ovulos e aumentando a porcentagem de
anormalidades (Povh et al., 2005). Entretanto, o desenvolvimento de linhagens
altamente homozigotas ou isogénicas para o loco GH1-Pstl pode ser interessante, ao
ponto que pode permitir a exploracdo da heterose na obtencdo de caracteristicas de
crescimento desejaveis. Segundo Ozaki et al. (2001) estudos envolvendo a anélise de
QTLs ressaltam que a maxima eficiéncia desta abordagem depende da construcdo de
linhagens isogénicas.

O indice Fsr foi significativo e revelou baixa diferenciacdo entre as linhagens,

indicando que somente 1,6% da variancia do gene GH1 ¢ devido a diferenciagéo entre a
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linhagem Chitralada e a GIFT, enquanto 98,4% da variacdo é devido as diferencas
dentro de cada uma das linhagens. O valor de identidade genética de Nei (1978) (lg:
0,9976) concorda com o este resultado. Sugere-se, portanto, que as linhagens podem
apresentar origem comum quanto ao gene GH1 e aos seus estoques formadores.

Em resumo, tilapias homozigotas Pstl” sdo mais freqiientes que heterozigotas
Pstl*”" e homozigotas Pstl”, sendo a linhagem Chitralada mais polimérfica que a GIFT.
Devido a sua importancia em diversas funcdes metabdlicas, o gene GH é um objeto
potencial para estudos de variacdo genética e a técnica de PCR-RFLP parece ser
eficiente e promissora na busca por polimorfismos neste gene. Mesmo os polimorfismos
verificados neste estudo estando localizados numa regido nao-codificadora, este tipo de
estudo de variacdo € de relevante importancia para o auxilio na implantacdo de
programas de melhoramento genético de espécies aquaticas bem como no

monitoramento genético das mesmas.
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IV. ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO GH1-Pstl DE LINHAGENS
DE TILAPIA DO NILO AS CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Resumo — O gene GH é um potencial alvo para estudos de variacdo genética e sua
associacdo com caracteristicas de crescimento em peixes. Estes estudos podem ter
importancia em programas de melhoramento genético de espécies aquéticas, assim, 0
objetivo deste estudo foi investigar a associagdo de polimorfismos no gene GH1 as
caracteristicas de crescimento em linhagens de tilapia do Nilo. Para tanto, realizou-se a
amplificacdo de um fragmento (652 pb) do gene GH1 com subsequiente restricdo com a
enzima Pstl. Para a andlise de associacdo do marcador molecular com as caracteristicas
quantitativas, utilizou-se o procedimento SAS GLM. Os RFLPs descritos para o intron 1
do gene GH1 da tilapia do Nilo apresentaram correlacdo significativa com o
comprimento total, comprimento padrdo, altura, largura, peso de abate, peso de filé e
peso de carcaca. Foi verificado que o gendtipo Pstl*" estd associado ao melhor
desempenho independentemente da linhagem. Somente para rendimento de filé houve
interacdo entre linhagem e genotipo, onde na linhagem GIFT, o gendtipo homozigoto
Pstl*™* foi superior em relacdo a Chitralada, podendo-se sugerir que este gene esteja sob
selecdo.

Termos para indexacdo: hormonio do crescimento, MAS, Oreochromis niloticus,
PCR-RFLP

Polimorfism association GH1-Pstl to performance characteristics from Nile tilapia

strains

Abstract — The GH gene is a potential target for studies of genetic variation and its
association with characteristics of growth in fish. These studies may be important in
genetic improvement programs for aquatic species, thus, the objective of this study was
to investigate the polymorphisms association in the gene GH1 for growth characteristics
in Nile tilapia strains. To do so, it was conducted on amplification of a fragment (652
bp) of the GH1 gene with subsequent restriction with enzyme Pstl. For the analysis of
the molecular marker association with the quantitative traits, it was used the SAS GLM
procedure. The RFLPs described for the intron 1 of the GH1 gene of Nile tilapia had
significant correlation with total length, standard length, height, width, slaughter weight,
fillet weight and carcass weight. It was found that the genotype Pstl*’"is associated with
better performance regardless of strain. Only for fillet yield there was interaction
between genotype and strain, where in the GIFT strain the homozygous genotype
PstI*’* was higher in relation to the Chitralada and can be suggested that this gene is
under selection.

Index terms: growth hormone, MAS, Oreochromis niloticus, PCR-RFLP
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Introducéo

A tilapicultura é uma das mais rapidas e crescentes modalidades de aquicultura
mundial. As tilapias (familia Cichlidae) sdo peixes de 4gua doce nativas do continente
Africano. No entanto, conforme a FAO (2006) em 2002, aproximadamente 100 paises
ja praticavam a tilapicultura, sendo que destes, apenas seis dominavam a producdo
mundial (China, Egito, Filipinas, Indonésia, Tailandia e Taiwan).

Melhorias das taxas de crescimento natural de peixes tém sido amplamente
exploradas na aqlicultura com os ganhos decorrentes de melhorias na producgéo animal,
nutricdo e selecdo genética (Fjalestad et al., 2003). O crescimento adicional pode
proporcionar vantagens para a aqlicultura encurtando o tempo de producao,
aumentando a eficiéncia e conversdo alimentar e controlando a disponibilidade dos
produtos.

Em um programa de melhoramento genético de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) caracteristicas de crescimento sdo sem duvida, caracteres com maior
relevancia econémica. Segundo Sanchez-Ramos et al. (2006) a totalidade de genes que
afetam as caracteristicas de crescimento ainda é desconhecida, porém, ja se tém
definidos uma série de genes candidatos, como o gene do horménio do crescimento
(GH), da prolactina (PRL), da somatolactina (SL), do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) e da miostatina (MSTN).

A estrutura do gene GH de tildpias do Nilo foi determinada por Ber e Daniel
(1992). Segundo os autores, 0 gene GH da tilapia do Nilo possui 3165 pb e é constituido
por seis éxons e cinco introns, similarmente a outros teledsteos como o salmdo do
Atlantico (Joahnsen et al., 1989) e a dourada (Sanchez-Ramos et al., 2004).

Diferentes formas do gene GH estdo presentes em varias espécies de vertebrados.
A tilapia do Nilo apresenta dois genes que codificam para o0 GH, os quais séo altamente
homologos, com arranjo similar de introns e éxons que codificam polipeptideos
idénticos. A presenca de dois genes GH (GH1 e GH2) no genoma de tildpia, segundo
Ber e Daniel (1993) pode ser conseqiiéncia de um evento de duplicagdo relativamente
recente.

De acordo com Gross e Nilsson (1999) em funcdo do alto impacto do GH na
regulacdo do crescimento e por estar envolvido em diversas outras fungdes metabdlicas,
0 gene GH é um potencial alvo para estudos de variacdo genética e sua associa¢do com

caracteristicas de crescimento de peixes.
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Variagbes no gene GH  mostraram-se associadas as Vvarias caracteristicas
guantitativas (crescimento, qualidade de carne, producdo de ovos, producdo de leite,
resisténcia a doencas, etc.) em animais de produgdo como aves, bovinos e suinos
(Kuhnlein et al., 1997; Di Stasio et al., 2003; Tambasco et al., 2003; Zhou et al., 2005;
Faria et al., 2006; Katoh et al., 2008). Em peixes, alguns estudos de associacdo de
polimorfismos no gene GH com o peso ja tem sido relatados (Gross e Nilsson, 1999;
Kang et al., 2002; Sanchez-Ramos et al., 2006), no entanto, associacdes com outras
caracteristicas de interesse em diferentes ambientes ainda s&o escassos.

Estudos de associacGes podem ser aplicados como um critério de selecdo em
programas de melhoramento genético de espécies aquicolas, assim, objetivou-se com o
presente estudo investigar a associacdo do polimorfismo Pstl no intron 1 do gene GH1

as caracteristicas de desempenho nas linhagens de tilapia do Nilo, Chitralada e GIFT.

Material e Métodos

Os 321 animais utilizados neste estudo foram provenientes de um experimento de
avaliacdo de desempenho de linhagens de tilapia do Nilo cultivadas em tanques-rede,
sob condicdes idénticas, onde 178 exemplares pertenciam a linhagem Chitralada (ndo-
selecionada) e 143 a linhagem GIFT (Genetically Improvement Farmed Tilapia). A
linhagem Chitralada foi obtida de uma piscicultura localizada em Palotina-PR (112
geracdo no Brasil) e a linhagem GIFT (1% geracdo no Brasil) obtida da Estacdo
Experimental de Piscicultura da Universidade Estadual de Maringd UEM/CODAPAR e
pertencentes ao Programa de Melhoramento Genético de Peixes da mesma
universidade. O referido experimento foi realizado nos meses de abril a agosto de 2007,
no rio do Corvo, o qual compde o Lago de Rosana no Municipio de Diamante do Norte,
no Estado do Parana.

Foram coletados aleatoriamente exemplares para as analises de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment LenGHt Polymorphic), assim,
coletou-se fragmento das nadadeiras caudais destes animais, além das mensuracdes
seguintes: comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP), altura (AL), largura
(LA), comprimento da cabeca (CC), peso de abate (PA), peso de filé (PF), rendimento
de filé (RF) e peso da carcaca (PC). As amostras foram acondicionadas em microtubos
com etanol 90 e direcionadas ao Laboratdrio de Biologia Molecular (UEM-DZO) para

analises posteriores.
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As extracOes do material genémico foram realizadas conforme o protocolo
que utiliza NaCl saturado. Para tanto, realizaram-se trés lavagens das amostras com
etanol 70, adicionando-se posteriormente 550 uL de tampdo de lise (50 mM de Tris-
HCI, 50 mM de EDTA, 100 mM de NaCl e 1% de SDS) e 5 uL de proteinase K (200
ng.mL™). As amostras foram incubadas em banho-maria a 55°C overniGHt e apds esse
periodo, adicionou-se 600 uL de NaCl (5M) em cada amostra, as quais foram
centrifugadas a 12400 xg por 10 minutos. De cada amostra, coletou-se 800 uL de
sobrenadante, transferindo-o para outro microtubo e adicionando-se 700 pL de etanol
absoluto a 4°C. Depois de completamente precipitado, o DNA foi lavado, seco em
estufa a 37°C e ressuspendidos em 100 pL de tampéo TE (10 mM de TrispH 8,0 e 1
mM de EDTA). A extracdo e a integridade das amostras de DNA foram avaliadas em
gel de agarose 0,8%, revelado com 0,5 ug.mL™ de brometo de etideo e visualizado em
transluminador com luz ultravioleta. As amostras foram quantificadas e padronizadas a
100 ng.uL™ de DNA, sendo estas, estocadas a -20°C até o momento das amplificacdes.

Para a realizacdo do presente estudo foi necessaria a construcdo de pares de
primers especificos conforme a seqiiéncia referéncia do gene GH1 de tilapia do Nilo
(Ber e Daniel, 1993), obtida no GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/), sob o nimero
de acesso M97766. As sequéncias, local de anelamento do primer na seqiéncia
referéncia e tamanho do fragmento esperado dos trés pares de primers desenhados

podem ser observados no Quadro 1.

Quadro 1. Primers desenhados para as amplificacdes de PCR do gene GH1 de tilapia
do Nilo.

Sequiéncia Posicdo na Tamanho do
Primer (5> 3") sequéncia referéncia | fragmento (pb)
GH1-P1F CAGCGGTGTGTTTTTCATGT 1447 652
GH1-P1IR | CGGTTCCCTTGACATCAAAT 2098
GH1-P2F | TCAAGGGAACCGAGACACTT 2087 441
GH1-P2R | GATTATCGCATGGGCAGAGT 2528
GH1-P3F | TCGCTCTCTGTCTGGAGGTT 2639 396
GH1-P3R | AGGTAGGTCTCCACCTGCAA 3015

O teste de amplificacdo dos pares de primers desenhados para este estudo foi
realizado nas linhagens de tilapia do Nilo Bouaké, Chitralada e GIFT, a fim de avaliar a

especificidade e padréo de amplificagdo dos mesmos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=213887
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A regido genémica foi amplificada utilizando-se apenas o par de primers GH1-P1
(Quadro 1). A selecdo deste par de primers ocorreu por este amplificar uma regido que
contém repeticdo em tandem CTGT e por abranger a regido promotora e 0s éxons 1 e 2
e intron 1 do gene em questdo. A estrutura do fragmento GH1 amplificado pode ser

observada na Figura 1.

E E E
HE—E— -
TATA 11 12
| 468 pb | 184 pb |
Pstl
} |
652 pb

Figura 1. Figura esquematica representando a posicdo do par de primers GH1-1
(indicada pelas setas) para a amplificacdo de um fragmento de 652 pb do gene GH1 de
tilapia do Nilo e sitio de restricdo Pstl conforme sequéncia referéncia. Regido TATA-
BOX ¢ indicada por TATA, éxons indicados por E1-E3 e introns por I1 e 12. Os
tamanhos dos fragmentos de restricdo sdo indicados em pares de bases (pb).

O DNA gendmico foi amplificado em um volume de reacdo de 25uL, sendo
24,5uL de mistura e 0,5uL de DNA molde (50 ng). Dessa forma o mix, foi constituido
por: tampdo Tris-KCI 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), 2,0 mM de MgCl;
50 mM, 0,50 uM de primers GH1-P1, 0,25 mM de dNTPs e 0,6 unidade de Tag DNA
Polimerase Platinum. As PCRs foram realizadas em termociclador Eppendorf
Mastercicle Grandient® ou Techne TC-412® programados para 35 ciclos, com um
passo inicial de desnaturagdo a 95°C por quatro minutos e um passo final de extens&o a
72°C por quatro minutos. Cada ciclo foi constituido por 30 segundos a 95°C, dois
minutos a 68°C e um minuto e trinta segundos a 72°C.

A genotipagem do fragmento de 652 pb do gene GH1 foi feita através da técnica
PCR-RFLP, a qual consistiu na digestdo dos produtos de PCR com o uso da enzima de
restricdo Pstl, sob o sitio de restricdo 5’-CTGCAJG-3’, localizado no intron 1 (posicéo
1915pb) da sequiéncia referéncia, gerando fragmentos de restricdo com 468 e 184 pb

(Figura 1). A reacdo de digestdo dos produtos de PCR compreendeu a 12 ul, sendo
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Buffer 1X, 2,0 uL de DNA amplificado e uma unidade de enzima de restricdo. A
digestéo foi realizada em termocicladores programados em dois ciclos, um a 37°C por
quatro horas e outro para a inativacdo da enzima a 65°C a 20 minutos. Os fragmentos de
tamanho restrito foram avaliados em gel de agarose 2,0% e comparados com o padrao
de peso molecular de 1 Kb Plus.

A anélise de associacdo entre as caracteristicas avaliadas e o marcador foi
realizada pelo procedimento GLM do SAS (Littell et al., 1991) de acordo com o

modelo:

Y=p+L+G+LG+e

Onde, Y é a observacdo da caracteristica, 1 a média geral da populacéo, L o efeito fixo
da linhagem, G o efeito fixo do gendtipo GH1, LG éo efeito da interagdo entre as
linhagens e os gendtipos e e é o erro aleatorio associado a cada observacédo. O teste de
Duncan (p<0,05) foi utilizado para as variaveis que apresentaram efeito de interacdo
entre linhagem e genotipo.

O gen6tipo Pstl™” foi excluido das analises por apresentar apenas trés individuos

representante dessa classe de efeito fixo.
Resultados e Discussao

De acordo com a sequéncia-referéncia do gene GH1 da tilapia do Nilo (Ber e
Daniel, 1993) os trés pares de primers desenhados foram satisfatoriamente amplificados
em trés linhagens de tilapia do Nilo (Bouaké, Chitralada e GIFT), sendo gerados os
tamanhos de fragmentos esperados (652, 441 e 396 pb). A amplificacdo dos trés pares
de primers em trés linhagens de tilapia do Nilo pode ser verificada na Figura 2.

A regido polimérfica do fragmento de 652 pb do gene GH1 (Quadro 1) das
linhagens de tilapia do Nilo foi detectada pela enzima Pstl, a qual possui seu sitio de
restricdo na regido ndo-codificadora, intron 1. Variantes polimorficas nos introns 1 e 3
do gene GH da dourada Sparus aurata foram obtidas com o uso da enzima Pstl pela
técnica RFLP (Almuly et al, 2000) porem, estudos de associacdo de polimorfismos
obtidos com esta enzima a caracteres de producdo, até 0 momento ndo foram realizados

em espécies de peixes.
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Figura 2. Andalise em gel de agarose 1,0% corado em brometo de etideo da
amplificagdo dos pares de primers desenhados para amplificar diferentes regides do
gene GHL1 de tilapia do Nilo. As canaletas 1-3 indicam um fragmento de 652 pb
amplificados pelo par de primers GH1-P1, canaletas 4-6 um fragmento de 441 pb
amplificado pelo par de primers GH1-P2 e canaletas 7-9 um fragmento de 396 pb
amplificado pelo par de primers GH1-P3. As canaletas 1, 4 e 7 correspondem a
linhagem Bouaké, canaletas 2, 5 e 8 a linhagem Chitralada e canaletas 3, 6 e 9 a
linhagem GIFT e M o padrédo de peso molecular de 1Kb.

O fato dos polimorfismos encontrados neste estudo ocorrerem em regiGes nédo-
codificadoras, ndo significa que estas mutacdes sejam necessariamente neutras, uma vez
que é possivel a ocorréncia de efeito de ligacdo entre genes e regides génicas. A
ocorréncia de polimorfismos no intron 1 e sua associacdo ao crescimento ja foram
relatadas em peixes como o linguado Paralichtys olivaceus (Kang et al., 2002), o
salmdo do Atlantico Salmo salar (Gross e Nilsson, 1999), a truta “Artic charr”
Salvelinus alpinus (Tao e Boulding, 2003) e na dourada Sparus aurata (Sanchez-Ramos
et al, 2006). Polimorfismos em regides ndo-codificadoras associados a producdo obtidos
em outras culturas como bovinos, aves e suinos corroboram com os resultados obtidos
neste estudo (Kuhnlein et al., 1997; Zhou et al., 2005; Faria et al., 2006).

De acordo com a analise estatistica apresentada na Tabela 1, dentre as variaveis
analisadas nas linhagens Chitralada e GIFT, a AL e o PC nao diferiram
significativamente, sendo que para as caracteristicas restantes, com excecdo da LA, a
linhagem Chitralada foi superior (p<0,05). Assim, de maneira geral, 0 desempenho da
linhagem GIFT, quando cultivada em tanques-rede, foi inferior ao desempenho da
linhagem Chitralada. Efeito de interacdo entre linhagem e gendtipo foi obtido somente

para a variavel rendimento de filé (RF), conforme pode ser verificado na Tabela 2.
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Tabela 1. Médias'®) e coeficientes de variagdo (CV) das caracteristicas de desempenho
das linhagens de tilapia do Nilo e dos genétipos GH1-Pstl.

Linhagem Genotipo

Variavel Chitralada GIFT Pstl*"* Pstl*" CV(%)
(unidade) Média Média Média Média

CT® (cm) 29,09a 28,11b 28,51b 29,32a 5,23
CcP® (cm) 23,91a 23,31b 23,54b 24,144 5,12
AL® (cm) 10,09a 9,97a 9,99h 10,27a 8,28
LA® (cm) 4,50b 4,58a 4,52b 4,61a 5,24
cC® (cm) 7,37a 7,09b 7,21a 7,42a 5,29
PAD (g) 652,76a 619,15b 627,18b 687,98a 14,98
PF® (g) 243,20a 221,43b 229,21b 253,84a 16,21
RF® (%) 37,31a 35,86h 36,60a 36,94a 9,32
PC™ (g) 247,98a 242 59a 242,48b 260,27a 15,35

W Médias seguidas por mesmas letras nas linhas ndo diferem pelo teste F (p<0,05);
@comprimento total; ®comprimento Padréo; Daltura; ®largura; ©comprimento da
cabeca; “peso de abate; ©peso de filé; Prendimento de carcaca; “@peso da carcaca.

Tabela 2. Médias para o rendimento de filé (RF) obtidas pelo efeito de interagédo entre
0s gendtipos GH1-Pstl e as linhagem de tilapia do Nilo®.

Linhagem
Genotipo Chitralada GIFT
Pstl™"* 37,22aA 36,01aB
Pstl*” 37,543A 33,29bB

W Médias seguidas por mesmas letras (maitisculas nas linhas e mintsculas nas colunas)
néo diferem pelo teste de Duncan (p<0,05).

Os valores de desempenho para as linhagens aqui avaliadas vado contra aos obtidos
por Fulber (2007) ao avaliar as linhagens Bouake, Chitralada e individuos
contemporaneos a este estudo da linhagem GIFT em sistema semi-intensivo (com baixa
taxa de renovacdo de agua) e alimentados com 25% de PB. O autor verificou
desempenho superior da linhagem GIFT frente a linhagem Chitralada. Resultados
semelhantes foram obtidos por Ridha (2006) e Dan Little (1999) na Asia. Os autores
testaram o desempenho da linhagem GIFT contra outras linhagens e verificaram que a
GIFT obteve peso final maior em relacdo as demais, independentemente da densidade
de estocagem e do tipo de ambiente de cultivo.

Estes resultados podem sugerir a existéncia de algum tipo de interacdo gendtipo
ambiente eou ainda que a linhagem GIFT ndo esteja bem adaptada as condi¢des
brasileiras. Estudos de interacdo genétipo ambiente com estoques de tilapia do Nilo
relatam a existéncia significativa deste tipo de interacdo (Eknath et al., 2007; Macaranas

et al., 1997). Sendo que, os viveiros de terra sdo, provavelmente, os melhores ambientes
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de cultivo sem haver a necessidade de desenvolver linhagens determinadas a cada
ambiente diferente (Eknath et al., 2007). Ainda, segundo Osure e Phelps (2006) estudos
de comparag@es entre linhagens de tilapia podem ser uma questdo complicada, ja que
existe forte influéncia da pressdo de selecdo praticada associada ao processo de
domesticacdo. Dessa maneira, a interacdo genétipo ambiente deve ser uma importante
consideracao durante a escolha da linhagem a ser cultivada.

A variacdo no gene GH1 observada para a tilapia do Nilo pode estar associada
diretamente as caracteristicas de desempenho, uma vez que o gendtipo heterozigoto
Pstl*” foi superior ao genétipo homozigoto Pstl™*
para as caracteristicas CT, CP, AL, LA, PA, PF e PC (Tabela 1). Resultados

encontrados em estudos de associacao de polimorfismos no gene GH, onde 0s genotipos

, independentemente da linhagem,

heterozigotos se apresentam superiores aos homozigotos quanto as caracteristicas de
producdo em outros animais de cultivo (Reis et al., 2001; Kansaku et al., 2003), séo
consistentes ao obtido neste experimento.

Com relacdo a interacdo entre linhagem e genotipo para a caracteristica RF, ndo
foi verificada diferenca significativa entre os gendtipos na linhagem Chitralada.

+/+

Entretanto na linhagem GIFT, o gendtipo homozigoto Pstl™" foi superior, sendo esta
uma circunstancia que leva a inferéncia de que é possivel um ganho de 2,72% no
rendimento de filé do individuo homozigoto em relacdo ao heterozigoto. Este efeito de
interacdo entre os genotipos e a linhagem GIFT é coerente se, a0 tomar-se a maior
frequiéncia do alelo Pstl™ nesta linhagem em relagdo a Chitralada, pode-se sugerir que
este gene esteja sendo selecionado. Este resultado € corroborado por Lee et al. (1996)
que ao estudar polimorfismos no gene GH em duas populacdes de bovino leiteiro (uma
selecionada e outra ndo-selecionada) encontraram que animais selecionados portadores
do gendtipo homozigoto mantinham maior média de producédo de leite em relacdo aos
portadores do genotipo heterozigoto. Ja entre a populacdo nao-selecionada, aqueles
animais com genotipo heterozigoto produziram mais leite, no entanto sem diferenca
significativa.

Com os resultados aqui obtidos, parece coerente a construcdo de linhagens de
tilapia do Nilo altamente isogénicas para o loco GH1-Pstl para fins de exploracdo de
vigor hibrido, e consequentemente, o desenvolvimento de uma linhagem comercial (F1)
com alto potencial de desempenho. Quanto ao uso de linhagens isogénicas em
programas de melhoramento em aquicultura, Osaki et al (2001) aborda que a méxima

eficiéncia de QTLs depende do desenvolvimento destas linhagens. Porém, muitas
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dificuldades terdo de ser superadas antes destas idéias serem postas em pratica, uma vez
gue o crescimento é uma caracteristica poligénica e a epistasia, ou a interacdo entre
locos, implica que diferentes locos afetando a mesma caracteristica interagem de modo
que o fendtipo é expresso em fungdo da combinacao especifica de alelos presentes nos

diferentes locos.

Conclusoes

1. Existe a associacdo das caracteristicas de desempenho de linhagens de tilapia do
Nilo ao polimorfismo do gene GH1-Pstl.

2. A associacao verificada pode ser devido ao efeito direto da regulacdo do proprio
gene do hormdonio do crescimento.

3. Identificacdes detalhadas da estrutura do polimorfismo GHZ1-Pstl pode contribuir

para a aplicacdo de MAS no programa de melhoramento genético de tilapias.

Referéncias

ALMULY, R.; CAVARI, B.; FERSTMAN, H.; KOLODNY, O.; FUNKENSTEIN, B.
Genomic structure and sequence of the gilthead seabream (Sparus aurata) growth
hormone encoding gene: Identification of minisatellite polymorphism in intron I.
Genome, v.43, p.836-845, 2000.

BER, D.; DANIEL, V. Structure and sequence of the growth hormone-encoding gene
from Tilapia nilotica. Gene, v.113, p.245-250, 1992.

BER, D.; DANIEL, V. Sequence analysis suggests a recent duplication of the growth
hormone-encoding gene in Tilapia nilotica. Gene, v.125, p.143-150, 1993.

DAN, N.C.; LITTLE, C.L. The culture performance of monosex and mixed-sex new-
season and overwintered fry in three strains of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in
northern Vietnam. Aquaculture, v.184, p.221-231, 1999.

DI STASIO, L.; BRUGIAPAGLIA, A.; DESTEFANIS, G.; ALBERA, A.; SARTORE,
S. GHL1 as candidate gene for variability of meat production traits in Piemontese cattle.
Journal of Animal Breeding and Genetics, v.120, p.358-361, 2003.

EKNATH, E.A.; BENTSEN, H.B.; PONZONI, R.W.; RYE, M.; NGUYEN, N.H;
THODESEN, J.; GJERDE, B. Genetic improvement of farmed tilapias: Composition
and genetic parameters of a synthetic base population of Oreochromis niloticus for
selective breeding. Aquaculture, v. 273, p.1-14, 2007.

FARIA, D.A.; GUIMARAES, S.E.F.; LOPES, P.S.; PIRES, AV.; PAIVA, SR;
SOLLERO, B.P.; WENCESLAU, A.A. Association between G316A growth hormone
polymorphism and economic traits in pigs. Genetics and Molecular Biology, v. 29,
p.634-640, 2006.



40

FJALESTAD, K.T.; MOEN, T.; GOMEZ-RAYA, L. Prospects for genetic technology
in salmon breeding programmes. Aquaculture Research, v.34, p.397-406, 2003.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS. The
State of World Aquaculture: Fisheries Technical Paper. Roma: FAO, 2006. 147p.
Disponivel em: <http://www.fao.org>

FULBER, V.M. Desempenho de trés linhagens de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) em diferentes fases, densidades e niveis de proteina. 2007. 29p.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Estadual de Maringa, Maringa.

GROSS, R.; NILSSON, J. Restriction fragment length polymorphism at the growth
hormone 1 gene in Atlantic salmon (Salmo salar L.) and its association with weight
among the offspring of a hatchery stock. Aquaculture, v.173, p.73-80, 1999.

JOHANSEN, B.; JOHMSEN, O.C.; VALLA, S. The complete nucleotide sequence of
the growth hormone gene from Atlantic salmon. Gene, v.77, p.317-324, 19809.

KANG, J.H.; LEE, S.J.; PARK, R.S.; RYU, H.Y. DNA polymorhism in the growth
hormone gene and its association with weight in olive flounder Paralichthys olivaceus.
Fisheries Science, v.68, p.494-498, 2002.

KANSAKU, N.; NAKADA, A.; OKABAYASHI, H.; GUEMENE, D.; KUHNLEIN,
U.; ZADWORNY, D.; SHIMADA, K. DNA polymorphism in the chicken growth
hormone gene: Association with egg production. Journal of Animal Science, v.74,
p.243-244, 2003.

KATOH, K.; KOUNO, S.; OKAZAKI, A.; SUZUKI, K.; OBARA, Y. Interaction of
GH polymorphism with body weight and endocrine functions in Japanese black calves.
Domestic Animal Endocrinology, v.34, p.25-30, 2008.

KUHNLEIN, U.; WEIGEND, S.; NI, L.; GAVORA, JS.; FAIRFULL, W
ZADWORNY, D. DNA polymorphisms in the chicken growth hormone gene: response
to selection for disease resistance and association with egg production. Animal
Genetics, v.28, p.116-123, 1997.

LEE, B.K.; LIN, G.F.; CROAKER, B.A.; MURTAUGH, M.P.; HANSEN, L.B.;
CHESTER-JONES, H. Association of somatotropin (bST) gene polymorphism at the
5th exon with selection for milk vyield in holstein cow. Domestic Animal
Endocrinology, v.13, p.373-381, 1996.

LITTELL, R.C.; FREUND, R.J.; SPECTOR, P.C. SAS system for linear models (3 ed
Ed). Cary: SAS Institute, 1996.

MACARANAS, J.M.; MATHER, P.B.; LA, S.N.; VEREIVALU, T.; LAGIBALAVU,
M,; CAPRA, M.F. Genotype and environment: A comparative evaluation of four tilapia
stocks in Fiji. Aquaculture, v.150, p.11-24, 1997.

OZAKI, A.; SAKAMOTO, T.; KHOO, S.; NAKAMURA, K.; COIMBRA, M.R;
AKUTSU, T.;, OKAMOTO, N. Quantitative trait loci (QTLs) associated with
resistance/susceptibility to infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Molecular Genetics Genomics, v.265, p.23-31, 2001.

OSURE, G.O.; PHELPS, R.P. Evaluation of reproductive performance and early growth
of four strains of Nile tilapia (Oreochromis niloticus, L) with different histories of
domestication. Aquaculture, v.253, p.485-494, 2006.



41

REIS, C.; NAVAS, D.; PEREIRA, M.; CRAVADOR, A. Growth hormone Alul
polymorphism analysis in eight portuguese bovine breeds. Archivos de Zootecnia,
v.50, p.41-48.

RHIDA, M.T. Comparative study of growth performance of three strains of Nile tilapia,
Oreochromis niloticus, L. at two stocking densities. Aquaculture Research, v.37,
p.172-179, 2006.

SANCHEZ-RAMOS, 1.; CROSS, |.; REBORDINOS, L. Determination of RFLP’s in
genes related to growth in gilthead sea bream (Sparus aurata). In: ADAMS, S.;
OLAFSEN, J.A. (Ed). Biotechnologies for Quality: Extended Abstracts and Short
Communications. Barcelona: European Aquaculture Society, 2004. p. 713-714.

SANCHEZ-RAMOS, |.; BARRIOS, M.; CROSS, I.; REBORDINOS, L. ldentificacion
de RFLP en genes relacionados con el crecimiento en dorada Sparus aurata L., 1758.
Boletin Instituto Espandl Oceanografia, v.21, p.253-259, 2006.

TAMBASCO, D.D.; PAZ, C.C.P.; TAMBASCO-STUDART, M.; PEREIRA, AP,
ALENCAR, M.M.; FREITAS, A.R.; COUTINHO, L.L.; PACKER, I.U.; REGITANO,
L.C.A. Candidate genes for growth traits in beef cattle crosses Bos taurus x Bos indicus.
Journal of Animal Breeding and Genetics, v.120, p.51-56, 2003

TAO, W.; BOULDING, E. Associations between single nucleotide polymorphisms in
candidate genes and growth rate in Artic charr (Salvelinus alpinus L.). Heredity, v.91,
p.60-69, 2003.

ZHOU, G.L.; JIN, H.G,; LIU, C.; GUO, S.L.; ZHU, Q.; WU, Y.H. Association of
genetic polymorphism in GH gene with milk production traits in Beijing Holstein cows.
Journal of Bioscience, v.30, p.595-598, 2005.



	CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS 
	 
	Autora: Danielly Veloso Blanck 
	Orientador: Prof. Dr. Ricardo Pereira Ribeiro 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	MARINGÁ 
	CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS 
	Autor: Danielly Veloso Blanck 
	Orientador: Prof. Dr. Ricardo Pereira Ribeiro 

	MARINGÁ 
	“A gente pode morar numa casa mais ou menos, numa rua mais ou menos, numa cidade mais ou menos, e até ter um governo mais ou menos.   A gente pode dormir numa cama mais ou menos, comer um feijão mais ou menos, ter um transporte mais ou menos, e até ser obrigado a acreditar mais ou menos no futuro.  A gente pode olhar em volta e sentir que tudo está mais ou menos...   Tudo bem!  O que a gente não pode mesmo, nunca, de jeito nenhum...  é amar mais ou menos, sonhar mais ou menos, ser amigo mais ou menos, namorar mais ou menos, ter fé mais ou menos, e acreditar mais ou menos.   Senão a gente corre o risco de se tornar uma pessoa mais ou menos.” 
	  
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Aos 

	Dedico 

	LISTA DE TABELAS 
	  
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	LISTA DE QUADROS 
	LISTA DE FIGURAS 
	GH1-P1F 
	GH1-P2F 
	GH1-P3F 



