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RESUMO

Estudos que investiguem métodos alternativos para sexagem de espécies
de peixe com dimorfismo sexual reduzido, como Astronotus ocellatus, sdo de
extrema importancia para facilitar técnicas de manejo da reproducdo. Para isso,
objetivou-se com esse estudo a determinacdo da viabilidade da sexagem manual,
muito utilizada por piscicultores e aquariofilistas, e a identificacdo de
marcadores moleculares especificos de determinado sexo utilizando marcadores
ISSR. E, ainda, gerar dados de diversidade e similaridade genética para estudos
de conservacdo. Foi feita a sexagem manual por analise macroscdpica da papila
urogenital. Amostras das nadadeiras e das génadas de 30 exemplares (£83,32g e
115,96 cm) de A. ocellatus foram coletadas para extracdo de DNA e histologia,
respectivamente. Para a extracdo foi empregado o protocolo do NaCl
(SAMBROOK; FRITSCHI; MANIATIS, 1989). Amostras de qualidade foram
utilizadas na amplificagdo com primers universais ISSR para posterior separacao
dos fragmentos gerados por eletroforese e avaliacdo dos indices de similaridade
e diversidade genética. A sexagem manual ndo se apresentou como uma técnica
viavel para distincdo dos sexos nessa espécie, pois se observaram 37% de erros
durante a sele¢do. Da mesma forma, o perfil de bandas gerado pela amplificacdo
de primers ISSR ndo permitiu a distin¢do de um padrdo especifico para um dos
sexos. A porcentagem de polimorfismo encontrada (64,4%) e os indices He e |
(0,225+0,030 e 0,375 + 0,044, respectivamente) sugerem moderada diversidade,
indicando que nem sempre populacdes em cativeiro marcam decréscimo na
diversidade genética.

Palavras-chave: Marcadores moleculares. Sexagem. Peixe. Diversidade.



ABSTRACT

Studies conducted in order to investigate alternative methods for sexing
fish species, such as Astronotus ocellatus, using reduced sexual dimorphism, are
extremely important to facilitate reproduction management techniques. The
objective of this study was to determine the feasibility of manual sexing, widely
used by fish farmers and hobbyists, and the identification of specific molecular
markers for a particular sex using ISSR markers. The latter technique also
generates genetic diversity and similarity data, and is important for conservation
studies. Manual sexing was performed by macroscopic analysis of the urogenital
papilla. Fin and gonad samples of 30 A. ocellatus (£83,32g e £15, 96 cm) were
collected for DNA extraction and histology, respectively. For DNA extraction,
we adopted the NaCl protocol (SAMBROOK, 1989). Quality samples were used
for amplification, using universal ISSR primers with subsequent separation of
the generated fragments by electrophoresis, and assessment of similarity and
genetic diversity levels. The manual sexing did not appear as a viable technique
to distinguish the sexes for this species, given the occurrence of 37% of errors
during selection. Likewise, the band profiles generated by the amplification with
ISSR primers could not distinguish a specific pattern for one sex. The
percentage of polymorphism (64,4%) obtained, as well as He and | indexes
(0.225 £ 0.030 and 0.375 * 0.044, respectively) suggest moderate diversity,
indicating that marked captive populations do not always decrease in genetic
diversity.

Keywords: Molecular markers. Sexing. Fish. Diversity.
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1 INTRODUCAO

Astronotus ocellatus conhecido popularmente como Apaiari, Acara-Acu
ou Oscar, é uma espécie da familia Cichlidae, nativa da regido da Bacia
Amazonica. Apresenta crescente interesse econdmico, em razdo de suas
caracteristicas adequadas para pesca esportiva, producdo e para piscicultura
ornamental.

Tais caracteristicas vislumbram um alto potencial para a implantacdo
dessa espécie no cenario da aquicultura nacional. No entanto, ha ainda poucos
estudos disponiveis na literatura, especialmente no que diz respeito a
reproducdo, o que pode dificultar a consolidagdo do A. ocellatus no mercado
brasileiro. Assim, projetos que visem a elucidar o comportamento, a ecologia, a
reproducdo e a genética dessa espécie mostram-se de grande valia para
promover ainda mais o seu crescimento.

Um dos pontos chaves para estudos de reproducdo de peixes é a
identificacdo do sexo. Essa técnica é imprescindivel para programas de
reproducdo artificial, desenvolvimento de estratégias de manejo e estudos de
conservacgdo das espécies.

Porém, diferentes espécies de peixes apresentam dimorfismo sexual
reduzido, com diferenciacdo visivel somente na época reprodutiva. E, além
disso, ndo possuem cromossomos sexuais heteromorficos, caracteristicas estas
que dificultam a identificacdo do sexo. Sendo assim, o desenvolvimento de
técnicas alternativas a sexagem convencional (manual) torna-se extremamente
necessarias.

Tais técnicas contribuem imensamente para programas de reproducao
artificial, sobretudo nessa espécie onde a formacdo de casais durante a fase
reprodutiva é essencial para a reproducdo. No entanto, essa caracteristica pode

representar um entrave para a reproducdo em cativeiro, uma vez que, a selecio
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de machos e fémeas s6 é possivel durante a fase de reproducéo, dificultando o
estabelecimento prévio de casais.

A utilizacdo de técnicas de biologia molecular pode auxiliar na
resolucdo de problemas importantes como o da formagdo de casais pela da
distingdo de machos e fémeas e ainda gerar dados de diversidade genética
importantes para a conservacgao da espécie. Nesse contexto, o presente trabalho
propde 0 uso dessas abordagens para estabelecer um método molecular de
identificagdo do sexo em A. ocellatus, por meio da caracterizacdo de marcadores
de DNA. A identificacdo de sequéncias flanqueadoras a sequéncias simples
repetidas (SSR) no DNA genémico dos animais, pela técnica de ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats),tem se mostrado eficiente para estudos de diversidade
e similaridade genética em peixes, assim como possibilita o desenvolvimento de
marcadores de DNA ligados ao sexo.

Embora diversos trabalhos tenham sido desenvolvidos com o uso de
marcadores de DNA em peixes, 0s estudos concentram-se, principalmente, na
caracterizacdo e identificacdo de espécies, hibridos e linhagens, além de estudos
populacionais, ecoldgicos e de identificacdo de marcadores relacionados a genes
de interesse econdémico. O uso de marcadores especificos ao sexo, no entanto, é
ainda restrito a determinadas espécies. Em A. ocellatus, no presente trabalho,
representa-se um ineditismo nesse aspecto.

Baseado nos argumentos apresentados, este estudo teve como objetivo
identificar métodos para sexagem de Astronotus ocellatus e ainda atribuir
valores de diversidade genética a uma populacdo da espécie, por meio de

marcadores moleculares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Espécie em estudo

O Astronotus ocellatus, entre os diferentes ciclideos, € uma das espécies
consideradas de grande representatividade para o comércio. E um animal de
grande interesse econémico, principalmente para a aquariofilia.

Essa espécie, popularmente conhecida como “Oscar” e “Apairi”, é
nativa da América do Sul, sendo encontrada na bacia do rio Amazonas,
incluindo Peru, Colémbia e Brasil e foi introduzida nas regides Central e Sul do
pais (PAVANELLI, 2000). A sua climatizacdo e disseminacdo iniciou-se em
1983, em acudes e rios do Nordeste brasileiro, pelo Departamento Nacional de
Obras Contra as Secas (DNOCS), sendo encontrado em quase todo o pais
(FONTENELE, 1982).

A familia dos ciclideos, na qual pertence o A. ocellatus, ¢ um dos
maiores grupos de teledsteos, pertencente a ordem Perciforme e estad incluido
entre as familias de peixes com maior nimero de espécies (NELSON, 2006),
sendo estimadas aproximadamente 3.000 espécies. O Oscar tem atraido cada vez
mais a atencdo dos pesquisadores por suas caracteristicas desejaveis, como a
grande adaptabilidade a diferentes ambientes e importancia econémica para
aquicultura mundial (KOCHER, 2004). Além disso, € um peixe bastante
apreciado na regido Norte e Nordeste do Brasil por apresentar carne saborosa,
firme e sem espinhas intramusculares (GURGEL; FREITAS, 1973).

Em relagdo a sua morfologia, sua coloragdo varia do marrom ao
vermelho-ferrugem, mas ndo é dificil encontrar individuos albinos. Em fase
reprodutiva, essa coloracdo tende a se acentuar, principalmente o carmim na
base do opérculo e nas faixas verticais. O corpo apresenta conformagao robusta,

achatado lateralmente. A regido dorsal é espessa e sem espinhas intramusculares.
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As nadadeiras dorsal e anal apresentam espinhos, e a nadadeira caudal é mais
arredondada. A cabeca é pequena em relagdo ao corpo, com olhos grandes e
linha lateral interrompida. O que caracteriza a espécie € um ocelo quase circular,
de cor preta, orlada de vermelho-carmim, localizado no pedinculo caudal
proximo a insercdo da nadadeira caudal (FONTENELE; NEPOMUCENO,
1983).

O A. ocellatus é uma espécie preferencialmente gregaria, sendo que 0s
alevinos e juvenis nadam em cardumes compactos, no entanto, animais adultos
tendem a formar casais especificos e permanecem mais isolados. Em relacdo a
reproducdo, assim como diversos membros dos ciclideos, o oscar apresenta
cuidado parental, papel desempenhado principalmente pelas fémeas. Os
ciclideos ndo apresentam um periodo reprodutivo bem definido e nao
apresentam dimorfismo sexual marcante, a ndo ser na durante a reproducao,
guando algumas caracteristicas podem diferenciar os sexos (FELDBERG;
PORTO; BERTOLLO, 2003).

Embora diferentes espécies de ciclideos apresentem grande importancia
no ambito da pesquisa, os dados sobre genémica ainda estdo muito aquém do
necessario. A maior parte das informacg0es diz respeito a filogenia das espécies e
estudos citogenéticos e de cariotipagem (FELDBERG; PORTO; BERTOLLO,
2003). Particularmente em A. ocellatus, os estudos sdo bastante escassos, o que
indica a importancia de desenvolver novos projetos com o uso de marcadores de
DNA.

2.2 Marcadores de DNA e identificacio do sexo
A genética molecular vem adquirindo cada vez mais espago no ramo

cientifico. Os estudos com marcadores de DNA tiveram inicio em 1960 com a

descricdo da técnica de eletroforese para a andlise de diferentes isoformas da
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aloezima, proporcionando, assim, bases importantes para as analises gendmicas
(LEWONTIN; HUBBY, 1966). Com os avancos biotecnoldgicos, outros
marcadores passaram a ser utilizados, dentre esses, os marcadores de DNA
mitocondrial.

Posteriormente, em fungdo da descoberta das enzimas de restricdo e o
avanco das técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction), novas técnicas foram
desenvolvidas para o uso de marcadores de DNA, tais como, RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polimorphism), microssatélites, RAPD (Randon Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorphism), SNPs
(Single nucleotide Polymorphism) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (LI1U;
CORDESB, 2004).

O desenvolvimento desses marcadores de DNA apresenta um impacto
revolucionario em estudos genéticos em animais, sendo possivel observar e
explorar variacdes genéticas importantes dentro do genoma. Para a aquicultura,
0 uso desses marcadores contribui para 0 seu progresso em estudos de
variabilidade genética, endogamia, atribuicdes de parentesco, identificacdo de
espécies e construcdo de mapas genéticos de alta resolucdo (LIU; CORDESB,
2004).

Em relacdo a identificacdo de marcadores especificos ao sexo, diferentes
metodologias foram propostas para algumas espécies de peixes. Por exemplo, o
uso de marcadores de DNA mitocondrial e do cromossomo Y tem sido proposto
para a identificacdo do sexo em fémeas e machos, respectivamente
(BRUNELLI; STEELE; THORGAARD, 2010). Em medaka (Oryzias latipes), o
gene dmY/dmrlY foram relacionados & diferenciagdo sexual nessa espécie
(VOLFF; KONDO; SCHARTL, 2003), sendo comparavel ao gene SrY
responsavel pela determinacdo testicular em mamiferos. Em salmonideos, por
sua vez, a identificacdo de marcadores de DNA especificos ao sexo demonstrou

variabilidade molecular em cromossomos sexuais, especificamente no
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cromossomo Y. Em salmdo (O. tshawtscha) os genes OtYl e OtY8 foram
identificados como marcadores genéticos para o sexo (DEVLIN; BIAGI;
SMAILUS, 2001).

Embora alguns marcadores ligados ao cromossomo Y terem sido
identificados em algumas espécies, é importante ressaltar que uma pequena
porcentagem (menor que 10%) das espécies de peixe apresenta cromossomos
sexuais heteromorficos. Sendo assim, o conteddo morfoldgico entre esses
cromossomos € muito semelhante, o que dificulta encontrar marcadores
especificos relacionados aos cromossomos. Além disso, nem todas as espécies
apresentam 0s cromossomos sexuais associados a diferenciacdo sexual, sendo
esse evento inerente aos cromossomos autossomicos (BRUNELLI; STEELE;
THORGAARD, 2010). Nesse contexto, outros marcadores de DNA tém sido
identificados por técnicas de AFLP (FELIP et al., 2005; WANG et al., 2009) e
RAPD (CHEN et al., 2009a, 2009b; SILVA et al., 2012).

2.3 Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

O ISSR é um método molecular que utiliza a amplificacdo de sequéncias
por reacdo em cadeia da polimerase, e possibilita a determinacdo da diversidade
e estrutura genética (dentro e entre populacdes) e auxilia no entendimento de
padrdes de fluxo génico, dispersdo e selecdo (CAVERS et al., 2005; ROLDAN-
RUIZ et al., 2000).

Os marcadores microssatélites, ou sequéncias simples repetidas (SSR —
Simple Sequence Repeats) sdo sequéncias com 1 a 4 nucleotideos de
comprimento, repetidas em tandem (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A
premissa dessa técnica consiste que os primers ISSR alcancem essas sequéncias
simples repetidas que estdo dispersas abundantemente ao longo do genoma
(ZIETKIWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994) amplificando as regifes
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flanqueadoras, gerando grande quantidade de fragmentos polimdrficos (GE et
al., 2005).

Os perfis de ISSR sdo gerados a partir de PCR, para isso, € utilizado um
Unico primer composto de di-, tri-, tetra- ou penta-nucleotideos SSR repetidos,
ancorados ou ndo por uma sequéncia 5’ ou 3’, de 1 a 3 nucleotideos (GE et al.,
2005; ZIETKIWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994). Durante a amplificacdo
com o primer Unico, apenas uma das fitas do DNA é amplificada, produzindo
maltiplos fragmentos de tamanhos variados (bandas), cujo padrdo é analisado
apo6s separacdo por eletroforese, que permitira determinar a variabilidade
genética e se existir, um fragmento (loco) especifico em machos ou fémeas.

Por ser um marcador dominante, assim como sdo os RAPDs (Random
amplified polymorphic DNAs) e os AFLPs (Amplified fragment length
polymorphisms), nos ISSRs a presenca do fragmento (banda) pode representar o
homozigoto dominante ou o heterozigoto, enquanto a auséncia pode ser
decorrente doestado homozigoto recessivo (CULLEY; WOLFE, 2001).

Muitos estudos relatam que entre os marcadores dominantes, o uso do
ISSR tem recebido grande projecdo em estudos de genética de populacBes de
plantas, fungos, insetos e vertebrados (NASCIMENTO et al., 2010; WOLFE,
2005).

Alguns estudos utilizaram marcadores ISSR para quantificar a
diversidade genética em espécies de peixe. Saad et al. (2012) que avaliaram a
diversidade genética entre quatro espécies de tilapia (Oreochromis niloticus,
Oreochromis aureus, Tilapia zillii e, Sarotherodon galilaeus) com o intuito de
quantificar a variabilidade genética entre as populagdes e, ainda, identificar
marcadores de DNA especificos de cada espécie. Yao-Ping et al. (2012) ao
estudarem carpas, mostraram gque com o passar das geracdes (FO, F1, F2 e F3) a
porcentagem de locos polimdrficos e diversidade diminuem, trazendo sérios

prejuizos para a conservagdo da especie.
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2.4 Diversidade e similaridade genética em peixes

Tanto a diversidade quanto a similaridade genética sdo indices utilizados
na determinacdo da estrutura de uma populagdo. A estrutura populacional de
uma espécie € o conjunto de suas caracteristicas genéticas e demograficas, sendo
assim o resultado da acdo e das interacdes de uma série de mecanismos
evolutivos e ecoldgicos (selecdo, fluxo génico, deriva genética, diferenciacdo de
populagdes em ambientes heterogéneos, relacionando-os a distribuicdo dos
individuos tanto no tempo como no espaco). Estudos dessa estrutura sao
importantes para a conservacdo dos recursos genéticos (MARTINS, 1987;
YAZBECK, 2005).

PopulacBes mantidas em cativeiro, como, por exemplo, pisciculturas ou
criagbes para repovoamento devem ser fundadas a partir de um ndmero
suficientemente grande de individuos (ALLENDORF; RYMAN, 1987), a fim de
evitar uma reducdo importante no tamanho efetivo da populacdo (Ne).
PopulacBes grandes, fundadas a partir de grupos pequenos ou com contribuicdo
desigual de progenitores podem exibir um Ne baixo (BRIESCOE et al., 1992).
Baixos tamanhos efetivos populacionais sdo, provavelmente, uma das mais
importantes causas da perda de variabilidade genética, em funcdo da deriva
genética (FRANKHAM, 1996).

A variabilidade genética é a base de grande parte de toda variagdo
bioldgica. E a variabilidade genética que permite que populacdes submetidas a
mudangas ambientais respondam as pressdes ecologicas no sentido contrario a
redugdo populacional e & extincdo local. A manutencdo da variabilidade intra e
interpopulacional gera a diversidade genética, a qual deve ser uma meta de todos
0s programas de conservacdo e manejo de peixes (WANG; HARD; UTTER,
2002).
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A diminuicdo da variabilidade genética com consequente aumento da
similaridade entre individuos pode tornar, por exemplo, um programa de
repovoamento ineficiente (baixa sobrevivéncia dos alevinos no ambiente
aquatico) e proporcionar danos genéticos irreversiveis nas populagfes naturais
(POVH et al., 2008).

Assim, para manter a variabilidade genética nos estoques de
reprodutores é necessaria a introdugdo de novo material genético (reprodutores),
0s quais podem ser coletados a partir de populacBes naturais geneticamente
diferentes ou também com o intercambio de reprodutores de outras estacdes de
piscicultura (LOPERA BARRERO, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificacdo do sexo em Astronotus ocellatus e determinacdo da
variabilidade genética dentro de uma populacdo da espécie, utilizando

marcadores ISSR.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliara confiabilidade da sexagem manual na distingdo dos sexos;

b) ldentificar os primers SSR compativeis com a espécie;

c) Avaliara ocorréncia de um padrdo de bandas diferencial entre
machos e fémeas;

d) Caracterizar um marcador molecular para sexo;

e) Determinara similaridade genética entre os individuos de A.

ocellatus e a diversidade genética dentro da populacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material biolégico e descrigdo do local

Trinta exemplares juvenis de Astronotus ocellatus (Figura 1) (£83,32g e
+15,96 cm), provenientes de uma piscicultura comercial (cativeiro) do
municipio de Muriaé, localizado na regido Sudeste de Minas Gerais foram
utilizados para a realizacdo deste estudo. Nessa piscicultura, os animais sdo
mantidos em tanques escavados sem qualquer selecdo e formacgdo de casais para
a reproducdo, ou seja, 0s animais se reproduzem aleatoriamente se as condigdes
oferecidas forem Gtimas para tal processo.

Né&o ha renovacao de plantel nesses tanques, ou seja, ndo ha fluxo génico
dentro da populacéo.

Os animais obtidos foram mantidos no Laboratério de Producdo e
Manutencdo de Peixes Ornamentais do Biotério, UFLA, em caixas d’agua de
250L, por um periodo de 15 dias. Apos isto, os espécimes foram transferidos
para aquéarios de 40L e mantidos individualmente em sistemas com recirculacdo
de agua até o inicio do processo experimental.

As condicOes ideais de qualidade de agua e bem- estar animal foram
mantidas durante a manutencao dos animais no laboratério. Ainda é importante
ressaltar que todos os procedimentos realizados com os animais foram
conduzidos de acordo com as normas do Comité de Bioética para uso de animais
da UFLA, protocolo nimero 052/2013.
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Figural Exemplar de Astronotus ocellatus

Para a coleta do material biol6gico, os animais foram pesados e
eutanasiados com sobredose anestésica de benzocaina (250mg/kg). Apds esse
procedimento, foram coletadas, de forma asséptica, amostras da porcédo superior
da nadadeira caudal de cada animal e armazenadas em etanol 99.8% a -20°C.
Também foram coletadas as gbnadas dos animais e fixadas em Bouin para

posterior determinacdo do sexo dos mesmos por histologia.
4.2 ldentificacdo do sexo dos animais

Os métodos adotados para identificacdo sexual serdo descritos abaixo.
4.2.1 Analise histoldgica

Em decorréncia do dimorfismo sexual reduzido, a determinac¢do do sexo
entre os espécimes foi realizada por meio da analise histologica das génadas. Os

fragmentos gonadais anteriormente fixados em Bouin foram transferidos para

alcool etilico 70%. Cortes de 5 a 7 mm foram obtidos, fixados em parafina e
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corados por Hematoxilina-eosina, segundo metodologia adotada pelo laboratério
de Patologia — DMV, UFLA. A distingdo do sexo e avaliacdo do estagio de
maturacdo (Tabela 1) dos animais foram realizadas pela visualizacdo em

microscopio dptico.

Tabela 1 Escalas de maturacdo de células germinativas femininas e masculinas

em peixes

Escala de maturidade feminina Escala de maturidade masculina
Fase 1 ovogonia Fasel  espermatogdnias primarias
Fase 2 perinucleolar inicial Fase 2 espermatogbnias secundarias
Fase3  perinucleolar avancado  Fase 3 espermatocito primario
Fase 4 pré-vitelogénico Fase 4 espermatocito secundario
Fase 5 vitelogénico Fase 5 espermatides
Fase 6 atresico Fase 6 espermatozoides

Fonte: (ANDRADE et al., 2001; WALLACE; SELMAN, 1981).

As ovogbnias sdo células peguenas que permanecem agrupadas em
ninhos, tém forma esférica e pouca basofilia; o ovécito perinucleolar inicial
caracteriza-se por apresentar células de citoplasma escasso, nucleo grande e
nucléolo geralmente Unico e muito basofilo. Os ovécitos perinucleolares
avangados sao formados por células de tamanho variado, geralmente com nicleo
grande e muitos nucléolos fortemente baséfilos; o pré-vitelogénico caracteriza-
se pela presenga de vesiculas corticais proximas a membrana citoplasmatica;
osvitelogénicos sdo células maiores, com citoplasma abundante e repleto de
vitelo e varios nucléolos periféricos; por Gltimo o atrésico determinado pela
ruptura da membrana vitelina, células de baixa turgidez, sem forma definida
(ZEIDEN, 2000).

Quanto a morfologia de cada fase das células germinativas masculinas
temos que as espermatogdnias primarias sdo células de maior tamanho dentro da

linhagem germinativa, tém forma esférica, citoplasma abundante e hialino,
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nlcleo grande e com pequena afinidade a corantes, presenca de nucléolo Unico.
As secundarias sdo semelhantes as primarias, porém, tém menor tamanho e se
agrupam em cistos. Os espermatocitos primarios sdo derivados da diferenciacao
das espermatogdnias secundarias, apresentam-se agrupados em cistos,
citoplasma hialino, com limites distinguiveis. A diferenca para 0s
espermatocitos secundarios € exatamente pela presenca do complexo
sinaptonémico nesta quarta fase, além de serem células menores de dificil
visualizacdo, em razdo da rapida progressdo da meiose.

As espermatides sdo semelhantes aos espermatdcitos secundarios, um
pouco menores e também localizada dentro dos cistos. Por dltimo, os
espermatozoides que sdo 0s menores tipos celulares da linhagem germinativa,
podem ser encontrados ainda dentro dos cistos ou ja livres na luz tubular. Se
distinguem dos tipos celulares anteriores pela presenca do flagelo (ZEIDEN,
2000).

Essa caracterizacdo celular das fases de maturacdo das células
ferminativas de machos e fémeas foi utilizada na determinacdo do grau (fase) de

maturacao em gue os animais do presente estudo se encontravam.

4.2.2 Exame macroscopico da papila urogenital (Sexagem manual)

A sexagem manual é muito utilizada por piscicultores baseada na
comparagio dos orificios urogenitais de machos e fémeas. E possivel observar
dois orificios (uretra e anus) em machos, e estes sdo praticamente juntos e de
mesmo tamanho, quase formando o nimero oito. Em contrapartida, as fémeas
possuem trés orificios, um menor (oviduto) e os outros dois (uretra e anus) muito
proximos e quase indistinguiveis formando uma estrutura maior. Os conjuntos
dos orificios das fémeas tém a caracteristica de serem mais alongados que em

machos (Figura 2)
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Figura2 Diferencas da estrutura das papilas entre machos e fémeas de
Astronotus ocellatus

Fonte: Aqua Hobby (2015).

Baseado nessas diferencas, utilizaram-se dois profissionais experimentes
do Biotério para a execucdo desse tipo de sexagem. Foi contabilizada a
porcentagem de acerto em relacdo a sexagem histolégica e avaliaram se 0s erros

na técnica estdo correlacionados com o tamanho e/ou peso dos animais.

4.3 Extracdo do DNA

O DNA genbmico foi extraido da parte superior da nadadeira caudal dos
animais. Para chegar a um DNA de qualidade, foram testados diferentes
protocolos, o primeiro utilizando o Kit comercial Wizard Genomic® DNA
Purification Kit da Promega, porém, ao final do processo, o material genético
obtido estava muito degradado.

Apb6s muitas alteracbes de protocolos, solucBes e temperaturas de
incubac&o, chegou-se ao protocolo convencional descrito por Sambrook, Fritschi
e Maniatis (1989), conhecido como protocolo do NaCl. Obtendo-se um DNA

com quantidade e qualidade.
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Para a extracdo do DNA, foi necessario o preparo de algumas solucGes
como o Buffer de Lise (50mM de Tris HCI, 50mM EDTA pH 8, 50mM de NaCl
e 1% de SDS), a proteinase K (20mg/ml), NaCl (5M) e TE (Tampéao Tris-
EDTA) 1X pH 8, todo esse material foi autoclavado antes do uso. Além destes
também foram utilizados alcool isopropilico e etilico absolutos a -20°C para as
etapas de lavagem. Utilizou-se ainda RNAse (10mg/ml) para degradar o RNA e
dar mais pureza ao material extraido.

O protocolo de extragdo foi do material coletado e armazenado no etanol
a -20°C consistiu em pesar em torno de 20 a 30mg de tecido (nadadeira),
enxaguou-se bem com agua destilada para remover o restante do etanol e, assim,
transferiu o material para um tubo com 500ul de Buffer de Lise e 5ul de
proteinase k. Feito isso, as amostras foram incubadas a 55°C em banho seco com
agitacdo overnight. No dia seguinte, agregou-se 5ul de RNAse deixando-a agir
por mais uma hora a mesma temperatura.

Ap0s todo esse procedimento, o material foi centrifugado a 13.000 rpm,
4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi removido e colocado em um tubo limpo
com cuidado para ndo carrear o pellet ou a capa superficial oleosa. No novo
tubo, foram acrescidos 300ul de NaCl, agitou-se brevemente e centrifugou-se
por mais 15 minutos.

Mais uma vez, o sobrenadante foi repassado a um tubo limpo para dar
inicio aos processos de lavagem. Acrescentaram-se 500-600ul de alcool
isopropilico absoluto a -20°C e mesclou-se completamente. Para recuperar maior
guantidade de DNA, esse material ficou armazenado a -20°C overnight.

Apls esse periodo, as amostras foram novamente centrifugadas a
13.000 rpm por 15 minutos. Porém, a partir desse passo o0 sobrenadante é
descartado, ficando somente com o pellet que contém o material genético. Mais
uma etapa de lavagem foi feita com etanol absoluto, e mais uma centrifugagao

nas mesmas condi¢Oes da anterior.
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Apbs centrifugar, eliminou-se o etanol sobrenadante e deixou o restante
evaporar a temperatura ambiente. Quando bem seco, ressuspendeu-se o pellet
com 100ul de TE e incubou-se por duas horas a 55°C para que o material fosse
todo ressuspenso. Ao final, o DNA extraido foi armazenado a -20°C.

4.4 Integridade e quantificagdo do DNA extraido

Para as analises de integridade, as amostras de DNA foram analisadas
por eletroforese em gel de agarose 1% imerso em tampdo TBE 1x (Tris-Acido
borico-EDTA), corado com Brometo de Etideo (10mg/ml) e visualizado em
transiluminador de luz ultravioleta (Hoefer UV-25). Para um DNA integro,
observou-se uma Unica banda no gel, de alto peso molecular ja que se trata do
DNA gendmico e sem gualquer tipo de arraste que indicasse degradacéo.

Quanto a quantificacdo do DNA, foi utilizado o espectrofotbmetro
NanoVue™ Plus Spectrophotometer, que quantificou a concentracido do DNA
em ng/ul e ainda apresentou o grau de pureza da amostra, de acordo com a
relacdo das absorbancias 260/280 e 260/230. A taxa aceita para a relacdo dessas
absorbancias é de 1,8 a 2,2, fora dessa margem é indicativo de que o material
estava contaminado com a presenca de proteinas, fendis ou outros
contaminantes.

Para este estudo, amostras de baixa qualidade foram descartadas (Tabela
2).
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Tabela 2 Pardmetros de qualidade avaliados para selecdo de amostras DNA de

qualidade

Concentracéo Relacdo Relagdo

Concentracéo Relacdo Relacéo

AMOStra = ol 2607280 260/230 AMOSUA T iy 2607280 260/230
1 151913 195 195 16 860,21 104 1,92
2 1387,73 2,03 201 17 58211 1,03 211
3 017,01 199 203 18 62037 191 2,05
4 30869 198 208 19 75242 189 1,83
5 62758 187 201 20 75291 2,00 1,98
6 56095 187 191 21 73858 196 1,99
7 76719 200 184 22 28724 1,90 2,08
8 65665 187 186 23 49488 190 2,03
9 82075 199 222 24 114487 210 223
10 380,64 1,88 209 25 77895 202 2,02
11 300,72 186 177 26 111792 214 210
12 386,53 173 133 27 131384 204 225
13 69370 196 201 28 80802 197  2.26
14 49907 190 192 29 102348 205 2,16
15 76817 200 1,92 30 121070 2,08 2,09

4.5 Selecdo dos Primers ISSR

A selecdo dos primers ISSR utilizados neste estudo foi feita baseada em

busca na literatura. Como essa técnhica ainda ndo havia sido aplicada para a

espécie Astronotus ocellatus, utilizaram-se dados de primers para espécies da

mesma familia, como, por exemplo, a tilapia nos estudos de Saad et al. (2012)

OuU mesmo com outras espécies de peixes como nos trabalhos de Maltagliati et al.
(2006) e Yao-Ping et al. (2012) com ciprinideos.

Foram testados 25 primers (Tabela 1), dos quais somente os que foram

amplificados, gerando padrdo de bandas possivel de se genotipar, e com menor

namero de dados perdidos foram utilizados neste trabalho.
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Tabela 3 Primers utilizados para amplificagdo do DNA de Astronotus ocellatus

Primer Sequéncia Primer Sequéncia
UBC807 (AG)8T UBCB841 (GA)8YC
UBC808 (AG)8C UBCB842 (GA)8YG
UBC809 (AG)8G UBCB843 (CT)8RA
UBC810 (GA)ST UBC844 (CT)8RC
UBC811 (GA)8C UBCB848 (CA)BRG
UBC813 (CT)8T UBCB857 (AC)BYG
UBCB814 (CT)8TG UBCB864 (ATG)6
UBC822 (TC)8A UBCB880 (GGAGA)3
UBC825 (AC)8T UBC886 VDV(CT)7
UBC827 (AC)8G John (AG)7YC
UBC834 (AG)8YT Manny (CAC)4ARC
UBC835 (AG)8YC GCT4Y (GCT)4Y
UBC840 (GA)BYT

Onde: R= purina (A ou G) e Y= pirimidina (C ou T).

4.6 PCR- ISSR

A amplificacdo dos fragmentos de DNA pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR-ISSR) foi conduzida em 13pl, constituindo aproximadamente
10-50ng de cada amostra de DNA, tampao de reac¢do 1x (500mM Tris-HCI pH
8, 200mM KClI, 2,5 mg/ml BSA, 200mM Tartrazina e 1% de Ficoll), 2,6mM
MgClI2, 0,25mM de cada dNTP, 0,125U Tag DNA Polimerase (Phoneutria) e
0,4uM de primer ISSR.

O programa de amplificagdo constituiu de uma desnaturacéo inicial a
94°C por 2 minutos, e de 37 ciclos com: desnaturac¢éo a 94°C por 15 segundos,
anelamento a 42° por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, e extensdo

final a 72°C por 7 minutos.
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4.7 Eletroforese para separagao dos amplicons

Os fragmentos amplificados (amplicons) de DNA foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% em solugdo de TBE (Tris-HCI — Acido
Bérico — EDTA), corado com brometo de etidio.

Apos solidificacdo do gel, as amostras foram aplicadas nos devidos
pocos e deixou-se correr sob 80V de corrente elétrica e 300mA, por 2 horas e 10
minutos para completa separacdo e melhor visualizacdo dos amplicons.

Apbs o tempo acima, o gel foi fotografado sob luz ultravioleta e

utilizado o software de analise de imagens UVP Doc-It-LS.

4.8 Genotipagem

A genotipagem foi realizada pela determinacdo da presenca ou auséncia
de bandas especificas de cada primer, em cada animal. Tal processo gerou uma
matriz bindria com (1) indicando presenca e (0) auséncia do fragmento
(APENDICE A), que, posteriormente, foi utilizada para calcular as estimativas
de diversidade na populacdo de Astronotus ocellatus. Somente dados
inequivocos (alta nitidez das bandas) obtidos pelos fragmentos de DNA foram

utilizados para analise.

4.9 Analises de dados

Os métodos utilizados para analise dos dados serdo descritos abaixo.
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4.9.1 Diversidade genética

Os parametros de diversidade genética: porcentagem de locos
polimdrficos (P), nimero de alelos efetivos (Ne), nimero de alelos observados
(Na), diversidade genética de Nei (He) e indice de Shannon (I) foram calculados
usando o programa GenAlex v. 6,5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

4.9.2 Similaridade genética

A similaridade genética entre os individuos da populacdo foi calculada
com base no coeficiente de Jaccard com o auxilio do programa NTSYS v. 2.11X
(ROHLF, 2000). A matriz de similaridade obtida foi usada para a construgdo de
um dendograma, pelo método UPGMA (método de agrupamento de média

aritmética ndo ponderada).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ldentificac&o do sexo

Para a identificagdo do sexo foram realizadas analises de viabilidade da
sexagem manual e a de identificacdo de marcadores moleculares de DNA
(ISSR) relacionados ao sexo. O resultado de ambas as técnicas foram
comparados com a histologia das génadas dos animais.

Pela histologia, dos 30 animais utilizados no estudo, em apenas 24 foi
possivel identificar o sexo, tendo sido obtidas as propor¢des de 14 fémeas (71%)
para 10 machos (29%). Os outros seis animais foram descartados para essas
analises, pois o tecido ndo permitia a distincdo de sexo ou era muito pequeno, o
que impossibilitou a confeccdo das laminas.

Esses animais, tanto machos quanto fémeas, encontravam-se em estagios
iniciais de maturacdo baseado na composicdo e desenvolvimento celular
observado nas laminas de gbnadas (Figura 3). As fémeas apresentavam, em sua
maioria, ovocitos perinucleolares iniciais, com nucleo grande e visivel, auséncia
de nucléolos e quantidade de citoplasma inferior aos outros tipos mais
avangados. E quanto aos machos, sdo encontrados todos os tipos celulares, mas
em sua maioria constituido por espermatdcitos primarios.

Na sexagem manual, técnica utilizada por piscicultores e aquariofilistas
para distinguir os sexos e facilitar a formacdo de casais, obteve-se uma
porcentagem de acerto (comparado a histologia) de 63%.

Comunicados feitos por piscicultores correlacionam o indice de acerto
ao peso e tamanho desses animais, quanto maiores esses valores, maior taxa de
acerto na sexagem. Para A. ocellatus, esses profissionais afirmam que em
individuos com comprimento total corporal igual ou maior que 16 cm a
probabilidade de acerto é alta (AQUA HOBBY, 2015). Tal afirmac¢do nao foi
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confirmada por este estudo, onde os animais tinham comprimento variando entre
14,5a 17,9 cm e o erro encontrado ainda foi alto, de 37%.

Quando se compara a sexagem manual em Oscars com outras espécies, a
relacdo entre tamanho, peso e porcentagem de acerto, que aumenta a viabilidade
da técnica, varia até em espécies da mesma familia, como a Tilapia
(Oreochromis niloticus). Para esta Ultima, a diferenciacdo do sexo pelas
diferencas na papila é possivel até mesmo quando o peixe é pequeno, com
comprimentos menores que 3,0 cm e pesando menos que 0,5 g (AFONSO;
LEBOUTE, 1993).Para a espécie em estudo, a utilizacdo de animais desse
tamanho e peso provavelmente aumentaria 0 nimero de equivocos cometidos.

Mesmo assumindo os valores para tamanho e peso que tornam a
sexagem manual mais viavel, tanto em tilapia quanto em Oscar essa técnica
ainda tem suas limitacdes, pois nunca é 100 % eficaz (BEARDMORE; MAIR;
LEWIS, 2001; CARRILLO, 2004; POPMA; LOVSHIN, 1996) e mesmo com
mao de obra especializada h4, ainda, grande probabilidade de erro no momento
da selecdo, além do estresse causado aos animais. Desprez et al. (2003)
afirmaram que esse método de identificacdo do sexo estd em processo de desuso
nas criacbes comerciais, por ser muito dispendiosa na analise animal por animal

e com altas taxas de equivocos que levam a quedas na producéo.



Figura 3
Legenda:
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Andlise histoldgica das gonadas de Astronotus ocellatus

A: Fémea em estagio inicial de maturacdo. Seta indicando ovécito mais
abundante: ovocito perinucleolar inicial. B: Macho. CE: cistos espermaticos,
EA: espermatides, EZ: espermatozoide. Fonte: arquivo pessoal.
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5.2 Marcadores ISSR

Para os marcadores ISSR, dentro das condicGes experimentais utilizadas,
ndo foi possivel a identificacdo de fragmentos (locos) especificos de
determinado sexo com os primers selecionados, ou seja, as regides amplificadas
pelos primers ndo apresentaram polimorfismos ligados a um sexo especifico. Os
dados gerados indicam polimorfismos somente entre os individuos da
populacéo.

Os marcadores ISSR oferecem vantagens, principalmente quanto a ndo
necessidade de informacdo prévia do genoma da espécie estudada, pois utiliza
como primers, sequéncias repetitivas conhecidas, presentes ao longo de todo o
genoma. Porém, quanto maior o numero de primers utilizados, pode-se obter
uma informacdo mais detalhada (completa) do genoma do animal (CHIU et al.,
2012), podendo até chegar a identificacdo polimorfismos relacionados ao sexo.

Outra limitacdo que possa ter impedido a diferenciacdo dos sexos por
essa técnica, consistiu do fato do marcador ser do tipo dominante. Onde
homozigotos e heterozigotos dominantes ndo sdo distinguiveis (HOLSINGER et
al., 202), dificultando a identificacdo de algum carater influenciado ou limitado
por algum desses genotipos.

Nos estudos de diversidade genética de Astronotus ocellatus, foram
testados 25 primers, dos quais nove (UBC807, UBC808, UBC810, UBC811,
UBC822, UBC827, UBC840, John e Manny) foram selecionados por gerar
padrdo de bandas nitidas apos amplificagdo. Os individuos que ndo apresentaram
nenhum padrdo de amplificacdo (auséncia de bandas) foram considerados dados
perdidos (-1) (APENDICE A), ndo contabilizados nas analises.

Os primers selecionados geraram45 bandas, dos quais 29 foram
polimérficos (64,4%) (Tabela 4). O nimero de bandas variou de 3 a 7, com

média de 5. Para todas as bandas geradas (45), o valor encontrado para
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porcentagem de polimorfismo (PL) é maior ou igual 50%, indicando que 0s

marcadores sdo eficientes na identificacdo de polimorfismo entre os individuos.

Esse resultado foi consistente com achados anteriores para outras

espécies, como no estudo de Wang et al. (2007) com Hapalogenys nitens quando

encontraram PL 55,17%. Fang et al. (2006), ao estudarem uma populagdo de

Paralichthys olivaceus em cativeiro (mesma situacdo da populacdo em estudo)

obtiveram PL de69,57%, valor esse maior que para uma populagdo natural,

indicando que nem sempre populacdes em cativeiro marcam decréscimo na

diversidade genética.

Tabela 4

Primers ISSR selecionados para amplificacdo com suas sequéncias de
bases, numero total de fragmentos amplificados (locos ou bandas),
contetdo de bandas monomorficas e polimérficas e PL: porcentagem
de polimorfismo dentro da populacédo

Fragmentos (bandas)

Primer Sequéncia
Total Monomorfico Polimorficos

UBC807 (AG)8T 6 3 3
UBC808 (AG)8C 6 3 3
UBC810 (GA)BT 4 1 3
UBCB811 (GA)8C 5 2 3
UBC822 (TC)8A 5 2 3
UBC827 (AC)8G 3 1 2
UBC840 (GA)BYT 4 1 3
John (AG)7YC 7 1 6
Manny (CAC)4RC 5 2 3
Total 45 16 29
PL 64,44

Onde: R= purina (A ou G) e Y= pirimidina (C ou T).

Apesar da porcentagem de polimorfismo encontrado ser considerada

moderada, principalmente se tratando de uma populagdo em cativeiro, seria
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importante determinar o nimero de fragmentos gerados que estimem com boa
precisdo a diversidade (DUARTE, 2011). Neste estudo, o nimero de fragmentos
encontrados para cada primer foi baixo de 3 a 7 e, portanto, provavelmente nao
prediz com fidelidade a real situagdo em que a populacdo se encontra.

Entretanto, em um estudo de analise de similaridade genética entre
espécies de tilapias de Saad et al. (2012), onde foram utilizados 12 primers,
encontram uma média de 6 bandas para cada um, dados préximos aos obtidos no
presente estudo. A média de polimorfismo 29 % (+ 10%) indicou alta
similaridade entre as espécies (aproximadamente 93,15%). Na populagdo de A.
ocellatus a porcentagem de polimorfismo foi maior (64,4%), porém, a
similaridade entre os individuos, consequentemente foi menor, cerca de 80%.
Mesmo com um polimorfismo considerado moderado, pesquisas como essas
demonstram a importancia dos estudos populacionais em espécies nativas,
principalmente para conservacdo. Em uma populacdo como a de estudo, seria
interessante aumentar o fluxo génico dentro do grupo de individuos para
insercdo de novos alelos favoraveis, diminuindo as chances de exclusdo de
alelos por endogamia (ja que estdo em ambiente de cativeiro) e extingao.

Na Figura 4, apresenta-se o perfil de amplificacdo do primer UBC 807,
permitindo a visualizacdo das bandas monomorficas (presentes em todos 0s
individuos, mesmo peso molecular) e polimoérficas (indica a variabilidade entre
os individuos, peso molecular diferente) da populacéo de A. ocellatus. Para esse

primer, obtiveram-se 50% de bandas polimdrficas e 50% de monomadrficas.
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Figura4 Produtos da amplificacio de DNA de individuos de Astronotus
ocellatus em gel de agarose a partir do primer UBC807

5.3 Diversidade genética

A diversidade genética de Nei (1978) (He), assumindo que a popula¢édo
esteja em equilibrio de Hardy-Weinberg, variou de 0,182 (UBC 807) a 0,336
(John), e o indice de Shannon (I) de 0,273 a 0,529 respectivamente, nos mesmos
primers. Esses dados corroboram com os resultados obtidos para a porcentagem
de locos polimorficos, pois para o primer UBC807 o PL encontrado foi o0 menor
(50% - alta porcentagem de bandas monomorficas), juntamente com UBC 808,
confirmando, assim, os valores baixos de diversidade genética (He e I).
Seguindo o mesmo raciocinio, o primer John apresentou o maior PL com
maiores indices de diversidade (He e I) (Tabela 5.).

Na Tabela 5, pode-se observar que os valores de He e | variaram
também de acordo com o nimero de alelos efetivos para determinado primer
(Ne), ou seja, quanto maior a diversidade (He) mais alelos efetivos distintos
naquela populagdo. Conhecendo o conceito de alelo como formas alternativas de
um gene, o0 maior niamero de alelos efetivos possibilita aumento do nimero de
caracteres que podem ser expressos em uma determinada populacao.

A grande variagdo nos indices genéticos para cada primer pode ser
explicada pela heterogeneidade genética gerada como nos resultados obtidos por

Gasmi et al. (2014) com crustaceos, onde encontraram uma varia¢do no indice
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de Shannon de 0,25 a 0,36, de diversidade (He) de 0,17 a 0,23 e com PL igual a
74%.

Tabela 5 Estimativas dos indices de diversidade entre os primers selecionados
dentro da populacédo de Astronotus ocellatus

indices de diversidade

Primer
N Na Ne | He
UBC807 30 1,500 1,293 0,273 0,182
UBC808 23 1,500 1,339 0,286 0,194
UBC810 24 1,750 1,385 0,409 0,276
UBCB811 28 1,600 1,556 0,404 0,288
UBC822 23 1,600 1,401 0,346 0,234
UBC827 27 1,667 1,485 0,407 0,28
UBC840 30 1,750 1,362 0,378 0,243
John 29 1,857 1,662 0,529 0,366
Manny 25 1,600 1,384 0,338 0,227

Nota: N: nimero de individuos; Na: nimeros de alelos observados; Ne: nimero de alelos
efetivos; I: indice de Shannon e He: diversidade genética de Nei.

Na avaliacdo dos parametros genéticos dentro da populagdo como um
todo, encontrou-se valor médio de alelos efetivos igual a 1,443+ 0,06 de He
igual a 0,255 + 0,03 e indice de Shannon igual a 0,375 £ 0,04 (Tabela 6).

Tabela 6 Média dos indices de diversidade dentro da populacdo de Astronotus

ocellatus
indices
N Na Ne | He
Médias 26,664 1,664 1,443 0,375 0,255
SE +0,42 +0,07 + 0,06 + 0,04 +0,03

Nota: N: nimero médio de individuos; Na: nimero médio de alelos observados; Ne:
numero médio de alelos efetivos; I: indice de Shannon, He: diversidade genética de Nei
e SE: desvio padréo.
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Valores semelhantes foram encontrados por Jacometo et al. (2010) em
estudos com Tambaqui mantidos em cativeiro, PL de (72,92 a 83,33%),
diversidade genética de Nei (0,27 a 0,30) e indice de Shannon (0,39 a 0,45), Tais
indices foram considerados moderados.

E esperado que, em populagdes mantidas em cativeiro, exista uma
diminuicdo da variabilidade genética, em consequéncia do efeito da selecdo
intencional e do acasalamento entre parentais (LOPERA BARRERO et al.,
2010), porém, os resultados do presente estudo ndo contém evidéncias de baixa
variabilidade.

Outros autores, que tém pesquisado a variabilidade genética de espécies
nativas brasileiras mantidas em cativeiro, relataram resultados semelhantes aos
encontrados neste estudo. Lopes et al. (2009) analisaram dois estoques de C.
macropomum, oriundos do Estado de Rondbénia, e encontraram valores maiores
para o indice de Shannon (0,47 e 0,44) e percentagem de fragmentos
polimérficos (77,0 e 75,0), e concluiram que existe alta variabilidade genética.
Lopera Barrero et al. (2008) analisaram dois estoques de Prochilodus lineatus, e
também encontraram valores superiores para indice de Shannon (0,47 e 0,46) e
percentagem de fragmentos polimérficos (83,12 e 81,82).

Por sua vez, Povh et al. (2008), ao analisarem um estoque de Piaractus
mesopotamicus, observaram valores inferiores aos do presente trabalho, quanto
ao indice de Shannon e percentagem de fragmentos polimoérficos (0,29 e 56,53,
respectivamente), e atribuiram esse resultado a um manejo inadequado dos
reprodutores daqueles plantéis. Observou-se com os trabalhos citados que a
maior parte da variacdo esta dentro de cada populagdo e ndo entre as populagdes,

enfatizando os resultados obtidos para a populagdo de A. ocellatus.



42

5.4 Similaridade genética

Para a analise de similaridade genéticaentre os individuos (O) dessa
populagdo de Astronotus ocellatus foram utilizados os dados de genotipagem e
He, posteriormente gerados. A partir dai, contruiu-se um dendograma onde
foram observados os seguintes agrupamentos (clados): (1) O-1, 0-2, O-3, O-4,
0O-5e 0-6. (2) O-7, O-11, 0-9, 0O-10, O-18, 0O-20 e O-21 (3) 0O-12, O-13, O-17,
0-15, 0-19, 0-22, 0-23, O-14, O-16 e 0-30 (4) O-24, O-25, O-26, O-27. Esses
quatro grupos apresentam uma similaridade genética de aproximadamente 82%,
enquanto o O-29 agrupado em um quinto grupo (5), foi o individuo mais
distante, ndo se inclui em nenhum dos agrupamentos citados, sua similaridade
com os demais é mais baixa, de 66% (Figura 5).

Os individuos O-13 e 0O-17, do agrupamento 3, apresentam similaridade
genética de aproximadamente 97%, o que indica um parentesco muito proximo

Apesar dos indices de diversidade genética terem sido considerados
moderados dentro da populacdo, a porcentagem de similaridade entre os
individuos ainda é alta. Para os clados mencionados, a similaridadevaria de66%
(5)a 85% (1 e 2). Essa variagdo ¢é justificada, principalmente pela auséncia de
dados sobre os individuos fundadores da populacdo (JACOMETO et al., 2010),
suas origens e contribuicdes alélicas até chegar na populacdo de A. ocellatus

avaliadas neste estudo.
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6 CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais adotadas para este estudo, ndo foi possivel
a identificacdo do sexo em Astronotus ocellatus pela sexagem manual nem pelo
método molecular (ISSR). A sexagem manual é uma técnica subjetiva com altas
taxas de equivocos o que a torna, na pratica, inviavel principalmente pelo risco
de perdas na producdo. Quanto ao ISSR, apesar da determinacdo de primers
funcionais para a espécie, ndo foi possivel a observacdo de padrdo de bandas
diferencial entre os sexos.

Os dados de diversidade genética para avaliados nesta populacdo de
Astronotus ocellatus (He, I e PL) indicaram moderada diversidade, diferente do
esperado para populacdes em cativeiro. Essas informagdes sobre a populacdo
sdo de extrema importdncia, principalmente para estudos de conservacdo da
espécie e para o tragado de novas estratégias para a manutencdo e aumento da

variabilidade da mesma.
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7 CONSIDERAGCOES FINAIS

Neste trabalho, conseguimos observar que nem sempre em uma
populagdo em cativeiro encontram-se baixos indices de diversidade. Para
justificativa de resultados como este, dados do histérico da populacdo sdo de
extrema importancia, como, por exemplo, dados da idade da populacédo, do fluxo
génico, do numero de individuos formadores e também os dados diversidade
como os apresentados aqui, porém em pisciculturas comerciais nem sempre se
tem o controle disso, 0 que gera grandes preocupacfes para programas de
conservacdo de espécies.

Sobre a identificacdo do sexo, ndo foi atingida a distingdo pelas técnicas
utilizadas no presente estudo. Como perspectivas para o0 alcance dessa distin¢do
dos sexos, propdem-se a validacdo e utilizacdo de um maior nimero de primers
que possam gerar o padrdo de bandas diferencial ou até mesma a implantacédo de

outras técnicas de marcacdo molecular como AFLP e microssatélites.
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APENDICES

APENDICE A - TABELA DE GENOTIPAGEM

Tabela 1.Genotipagem dos 30 individuos da espécie Astronotus ocellatus apds amplificagdo com nove primers

universais distintos (UBC807, UBC808, UBC810, UBC811, UBC822, UBC827, UBC840, John, Manny)
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