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Jefferson Christofoletti

APRESENTACAO

Entre os setores centrais da pecudria, a piscicultura é a que mais
necessita de desenvolvimento em nosso Pais. Enquanto as cadeias
produtivas de aves, suinos e bovinos encontram-se consolidadas e
com amplo dominio tecnoldgico em areas essenciais e até em conhe-
cimentos de ponta, as principais espécies de peixes nativos ainda tém
de ser domesticadas.

Trata-se de um paradoxo. A producdo brasileira de peixes ndo corres-
ponde ao potencial hidrico do Pais com seu gigantesco litoral e bacias
gue compdem o maior volume fluvial do planeta. Tampouco a in-
dustria nacional de pescado faz jus a imensa diversidade de espécies
aquaticas nativas brasileiras.

Esta publicacdo é um passo valioso para melhorar os sistemas de
producdo da aquicultura brasileira. A genética é ferramenta chave
da producdo animal moderna. Dependeremos dela para conhecer a
diversidade de nossos peixes, para melhorar nossos plantéis, aper-
feicoar o manejo e colocar producdo aquicola brasileira em pé de
igualdade com as mais avancadas do mundo e, quem sabe um dia,
ultrapassa-las.

Aproveite bem este material, pois ele vale ouro, para vocé e para o
Brasil.

Carlos Magno Campos da Rocha
Chefe Geral da Embrapa Pesca e Aquicultura
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Jefferson Christofoletti

INTRODUCAO

O cultivo de peixes é considerado um setor de producdo em franco
crescimento. De acordo com estatisticas do Ministério da Pesca e
Aquicultura de 2012, a aquicultura no Brasil (continental e marinha)
registrou expressivo desenvolvimento no periodo de 2008-2010, com
crescimento de 31,2% durante este triénio. O cultivo de peixes no
Brasil para a piscicultura comercial visando o abastecimento de res-
taurantes, supermercados e fabricas de processamento foi estabele-
cido somente na década de 1990, o que trouxe considerdveis mudan-
¢as na demanda do consumidor. Esse cendrio ocasionou melhorias na
piscicultura nacional, principalmente através de investimentos que
surgem no setor. Consequentemente, no Brasil ha grande exigéncia
por peixes de melhor qualidade, o que mostra a imediata necessida-
de de aplicacdo de tecnologias genéticas.

Com aumento da demanda por alimentos da aquicultura, surgiu a
necessidade de sistemas de produgao mais eficientes. As principais
melhorias foram alcancgadas por meio de processos avancados de cul-
tivo, melhoria na nutricdo, aperfeicoamento do diagndstico e terapias
de doencas e, especialmente, da aplicacdo da genética para caracte-
risticas de produgdo. Em ambito internacional, varias espécies aquico-
las tém sido melhoradas por meio de tecnologias genéticas, tais como
a tildpia, salmdo e bagre americano. Entretanto, para as espécies
nativas brasileiras, poucas ferramentas genéticas foram utilizadas e

maiores ganhos poderdo ser alcancados.
A pesquisa genética e sua aplicacdo tém desempenhado papel signifi-

cativo no desenvolvimento da aquicultura, e o impacto sera cada vez

mais importante a medida que a aquicultura se desenvolve.

Genética na Piscicultura
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Jefferson Christofoletti

| - ANALISE DE
VARIABILIDADE
GENETICA

Importancia para a piscicultura

Os processos de domesticacdo e a maioria dos sistemas de cultivo de
animais levam a perda natural de variabilidade genética dos esto-
gues. Entretanto, especialmente na piscicultura brasileira, hd uma
tendéncia dos plantéis de matrizes serem formados por peixes que
possuem baixa variabilidade genética ou alto grau de parentesco, por
exemplo, animais que sdao irmdos (consanguinidade). Assim como em
outros animais, inclusive no homem, quando animais aparentados
acasalam ha um risco maior de nascerem filhos com sérios problemas
bioldgicos, que é um processo denominado de depressao por con-
sanguinidade ou endogamia. Nesse caso, o nascimento de animais
defeituosos, com problemas de ma formacdo e de baixa capacidade
produtiva é frequente. Esse processo ocasiona uma diminuicdo da
produtividade na piscicultura. Na piscicultura brasileira, isso se deve

principalmente aos seguintes fatores:

e formacdo de lotes de reprodutores a partir de estoques ja
endogamicos de outras pisciculturas;

e falta de controle da reproducdo e desconhecimento da
origem dos animais;

e falta de recursos para obtencao de matrizes de boa qualida-
de genética;

e utilizacdo de baixo niumero de reprodutores;

e caréncia de profissionais especializados na piscicultura;

* auséncia de programas de monitoramento de endogamia.

A depressao por consanguinidade resulta do fato de individuos bio-

logicamente aparentados terem maior chance de possuirem genes

Genética na Piscicultura
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“Nos estoques uti-
lizados em piscicul-
tura, existem trés
formas para esti-
mar os niveis de
consanguinidade
dos animais: gene-
alogia, método do
numero de paren-
tais e marcadores
genéticos”.
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recessivos deletérios. Processos de endogamia sem monitoramento e
planejamento podem desvalorizar um estoque, devido a uma redu-
¢do da viabilidade, aumento de anormalidades e consequente prejui-
zo para os piscicultores, que apresentarao peixes de baixa qualidade.
A probabilidade de anomalias biolégicas aumenta quando os pais sao
mais aparentados, ou seja, quanto maior for o nivel de consanguini-
dade dos parentais. As principais evidéncias de altos niveis de endo-

gamia sao:

e diminui¢do da taxa de crescimento;

e baixa taxa de sobrevivéncia;

e maior susceptibilidade as doencas;

e defeitos na formacdo dos opérculos (Figura 1a);

e deformidades na coluna vertebral (Figura 1b, c).

Devido aos prejuizos que podem acarretar para os produtores de
peixes, ha uma necessidade de monitoramento da variabilidade
genética. Assim, com a informacgao do perfil genético desses animais,
em conjunto com praticas adequadas de manejo genético, pode-se
reduzir e até evitar os principais problemas resultantes do uso ina-
dequado de animais em programas de produc¢dao. Mesmo quando os
estoques cultivados sao formados por peixes selvagens, o processo
de endogamia deve ser monitorado e evitado, pois geralmente uma
baixa amostragem de peixes coletados nao representa a variabilida-
de genética natural e os acasalamentos sao realizados sem qualquer

critério de selegao.

Desta forma, nos estoques utilizados em piscicultura, existem trés for-
mas para estimar os niveis de consanguinidade dos animais: genealo-
gia, método do numero de parentais e marcadores genéticos. Dentre
estes, os marcadores genéticos mostram-se mais vantajosos por
possibilitarem calculos relativos de consanguinidade acumulada, sem
que haja necessidade de conhecimento prévio a respeito da genealo-
gia ou do numero de reprodutores efetivamente usados por geragao

nos sistemas de cultivo.



(a)

(b)

(c)

Figura 1. Peixes com deformidades devido aos altos niveis de endogamia. (a) malformagao

dos opérculos, evidenciado pela seta. (b) e (c) deformidades da coluna vertebral, com vistas
lateral e superior, respectivamente. Fotos: Diogo T. Hashimoto e Fabio Porto-Foresti.

Genética na Piscicultura | 11






Jefferson Christofoletti

Marcadores genéticos para analise de variabilidade genética

A variabilidade genética pode ser estimada através da andlise de DNA
(conhecidos como marcadores genéticos), similar ao teste de pater-
nidade que é realizado em humanos. Esse tipo de analise permite
estimar o nivel de parentesco entre os animais, por meio de compara-
¢Oes das variacdes nas sequéncias de DNA. Em um estoque de peixes
que tenha baixa variabilidade genética, hd uma probabilidade maior

de que os animais tenham algum parentesco.

Estabelecer niveis de variabilidade

genética em pisciculturas é o primeiro

“A marcagdo dos passo para investir em programas de
peixes por tags e a melhoramento genético, pois possibilita
coleta de material direcionar os cruzamentos e produzir
bioldégico séo técni- alevinos de melhor qualidade. Com o
cas importantes e conhecimento destas relacdes o produ-
que todo produtor tor poderd realizar a programacio da
pode realizar.” reproducdo em arranjos de acasalamen-

to desejaveis, escolher reprodutores
em funcdo de suas aptidOes genéticas
e zootécnicas, além de poder agregar

valor econ6mico aos seus peixes.

Para a andlise de variabilidade genética através de marcadores de
DNA, é necessario inicialmente realizar duas praticas fundamentais:
marcacao dos peixes por tags e coleta de material biolégico. Estas
duas praticas serdo tratadas aqui, pois sdo técnicas que todo pisci-
cultor pode realizar, além de necessitar pouco manejo dos animais.
Uma vez realizadas estas duas etapas iniciais, os materiais biolégicos
podem ser analisados por laboratdrios especializados, tais como o da

Embrapa Pesca e Aquicultura e parceiros.

Genética na Piscicultura

13






Jefferson Christofoletti

I- MARCACAO DE
PEIXES POR TAGS

Tipos de marcagoes utilizadas em peixes

A pratica da marcacdo individual de peixes esta cada vez mais cres-
cente na piscicultura brasileira. Varios métodos estao disponiveis e
sao utilizados no cotidiano dos produtores. Qualquer forma de iden-
tificacdo dos peixes pode ser utilizada como marcadores, ou seja, até
mesmo o simples corte de um raio de nadadeira pode ser aplicado

para marcacdes tempordrias.

No entanto, as marca¢des mais simples sdao informativas para um
grupo reduzido de animais. Métodos mais sofisticados podem ser
utilizados em um grande nimero de animais, pois requerem a mar-
cacdo através de um objeto especifico, que envolve a insercdo ou
fixacdo no corpo do peixe. Esses marcadores podem ser de diferentes
tipos como etiquetas plasticas (presilhas), metais ou eletrénicos, de
diferentes cores, nimeros e letras, e podem ser presos nas nadadei-
ras, musculo, mandibula, cauda e opérculo (estruturas que cobrem as

branquias).

Obviamente, para maior praticidade sdo recomendaveis os métodos
de identificagBes que sejam de baixo custo e de facil aplicacdo. Além
disso, outros importantes aspectos para as marcagdes devem ser
atendidos:

* 0 método deve ser aplicdvel para peixes pequenos;

® a marcagao ndo deve influenciar a taxa de crescimento do
animal;

* 0 método deve ser pouco agressivo para o peixe;

* a marcagao deve permanecer no peixe por longo periodo;
* 0 método de marcagdo deve exigir pouco trabalho;

* a marcacao deve ser legivel apds o momento do registro.

Genética na Piscicultura
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“Inserido correta-
mente, o tag ndo
causa infec¢do nem
altera a taxa de
crescimento dos
peixes”
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Porém, é dificil encontrar algum tipo de marcag¢do que atenda todas
estas caracteristicas. A marca¢dao mais indicada é através de tag ou
PIT-tag (Passive Integrated Transponder), que podem ser inseridos no
musculo ou na cavidade visceral do peixe por meio de uma seringa.
O tag implantdvel tem dimens&es pequenas (do tamanho de um grao
de arroz) e nao precisa de bateria (Figura 2a), proporcionando assim
uma identificacdo segura e permanente para os criadores de peixes.
O tag possui um cédigo numérico Unico e permite ser identificado
utilizando-se um aparelho leitor. No momento da leitura, é exibido
um formato numérico ou alfanumérico, que é atribuido para identifi-

cacao de cada peixe marcado.

InstrugOes basicas para marcagao por tags

A marcagdo por tag é um processo simples, eficaz e de poucos relatos
de mortalidade para os peixes. Também se sabe que o tag ndo cau-
sa nenhum tipo de infeccao e nem altera a taxa de crescimento dos
peixes, desde que seja implantado corretamente. O implante dos tags

deve ser realizado da seguinte forma:

1. anote previamente o numero do tag a ser inserido no peixe;

2. introduza cuidadosamente o tag na agulha da seringa
(aconselha-se utilizar o tag esterilizado). A seringa é desenvol-

vida especialmente para este tipo de tag implantavel;

3. deixar o peixe anestesiado, para facilitar o implante;

4. localize o local de insercdo, adjacente a nadadeira dorsal,
padronizando-se o lado direito do peixe (Figura 2b). Este local
¢ escolhido como padronizagdo porque possibilita uma rapida
leitura do tag. O tag pode ser aplicado em outros locais no pei-
xe, ou até mesmo na cavidade visceral, mas caso seja aplicado

em locais distintos para cada peixe, a leitura sera dificultada;



“Antes de utilizar
novamente a se-
ringa, certifique-se
que ela foi limpa
com dlcool 70%
para evitar a pro-
pagagdo de doen-
cas.”

5. limpe a regido com alcool 70% (70 ml de alcool puro e 30
ml de dgua) ou alcool iodado, com o auxilio de um borrifador
para desinfetar o local de implante do tag. Esta acao diminuiu

os riscos de infec¢des se instalarem;

6. introduza a ponta da seringa sob uma escama e insira até o

final, paralelamente ao corpo do peixe (Figura 2c);

7. empurre totalmente o @mbolo da seringa, para alojar de

forma segura o tag;

8. mantenha o local de insergao pressionado com o dedo, en-

quanto a agulha é suavemente retirada;

9. borrife novamente a regido com alcool 70% ou alcool ioda-

do para evitar infec¢oes;

10. verifique se a implantagdo foi bem sucedida, através da lei-
tura do tag pelo aparelho leitor (Figura 2d), e coloque imedia-
tamente os peixes marcados em agua aerada. Recomenda-se
deixar os peixes por 10 minutos em uma local que contenha
agua com sal comum (NaCl), na quantidade de 2 g para cada
litro, para auxiliar no retorno ao equilibrio osmético do peixe e

estimular a produ¢ao de muco pela pele.

OBS: Antes de utilizar novamente a seringa, certifique-se que ela foi
limpa com alcool 70% (70 ml de alcool puro e 30 ml de dgua), para

evitar a propagac¢ao de doengas.

A Unica desvantagem dos tag é o limitado uso para peixes de porte
pequeno, pois logo apds a insercdo do tag pode-se gerar uma lesdo
no local e o tag podera ser expelido, impedindo o sucesso da marca-

¢ao.

Genética na Piscicultura
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(a)

(b) (c) (d)

Figura 2. Processo de implante do tag no peixe. (a) material usado para marcagao dos peixes com tags, e em des-

taque o tag. (b) local aonde deve ser inserido o tag. (c) inser¢do da agulha até o final. (d) leitura pelo equipamen-
to leitor. Fotos: Jefferson Christofoletti.

Por que investir na marcagao de peixes por tag?

Varios sdo os beneficios da identificacao individual de peixes por tag. Pode-

mos destacar as seguintes aplica¢des:

Gerenciamento zootécnico e manejo: permite o monitoramento individual
do peso, tamanho, idade, comportamento, época de reproducao, controle

reprodutivo e desempenho de desova. Assim, o desempenho de cada indi-



“De baixo custo, a
marcagdo por tag
permite um acom-
panhamento com-
pleto dos plantéis,
maior eficiéncia e
rentabilidade”.

viduo pode ser avaliado, o que permite escolher os melhores peixes
para producdo e possibilita iniciar processos de sele¢do para progra-

mas de melhoramento genético.

Identificagdo sexual: grande parte dos peixes que sdo cultivados na
piscicultura comercial ndo apresentam dimorfismo sexual externo
(diferencas visiveis entre os sexos), o que normalmente torna dificil
diferenciar fémeas e machos. Portanto, uma vez identificado o sexo
no periodo reprodutivo, é possivel a rapida identificacdo sexual via
leitura do tag, reduzindo tempo e aumentando a eficiéncia no proces-

so de reproducgado induzida.

Monitoramento genético: apds a marcacdo individual, é possivel re-
alizar analises genéticas nas matrizes, tanto para identificar a pureza
dos peixes quanto para verificar o nivel de endogamia (plantel for-
mado por irmdos) dos reprodutores. Com o reconhecimento de cada
individuo, é possivel realizar uma genealogia para cada peixe, o que
evitara cruzamentos endogamicos. Isto permitird o melhor direcio-
namento dos cruzamentos, que maximizem o potencial genético dos

peixes e, consequentemente, aumentem a producgdo.

Rastreabilidade: uma das grandes vantagens dos tags é a possibi-
lidade de certificagcdo de origem do produto, pois o peixe podera
ser rastreado desde a origem dos seus parentais, a fase de alevinos,
engorda, até o produto final (filés ou produtos processados indus-
trialmente). Com isso, pode-se agregar valor ao produto, o que trara

beneficios tanto para o consumidor quanto para o produtor.

A marcagdo de peixes por tag € uma metodologia de uso crescente e
esta sendo adotada por varias pisciculturas brasileiras. Considerado
de baixo custo, o principal ganho com este investimento é a possibi-
lidade de um acompanhamento completo dos plantéis de peixes que
estdo sendo cultivados, permitindo maior eficiéncia na produgdo e

rentabilidade.

Genética na Piscicultura
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Jefferson Christofoletti

1l- COLETA DE

~ AMOSTRAS
BIOLOGICAS PARA
ANALISE DE DNA

Informagdes importantes

As amostras a serem coletadas para estudos de DNA devem ser ape-
nas de peixes vivos, congelados, ou sob efeito de anestésico. Inicial-
mente, deve ser decidido o numero de animais a serem amostrados,
e em seguida preparar o mesmo nimero de tubos coletores com a
identificacdo necessdaria. O DNA ndo podera ser obtido com a qua-
lidade necessdria se as amostras tiverem sido fixadas ou expostas a

formol.

N3o é necessario o uso de luvas cirdrgicas, mas as maos do coletor
devem ser limpas com agua para retirar o muco e/ou escamas de
peixe entre cada manipulagdo, assim como a tesouras e pingas devem
ser lavadas em alcool 70% entre cada coleta de amostras de cada
peixe. Essas medidas visam minimizar a chance de contaminacgao cru-
zada (amostra de DNA de duas espécies diferentes ou dois individuos
no mesmo tubo), e assim produzir resultados erréneos nas analises
genéticas, além de evitar a propagacdo de doencas entre os peixes.
Quaisquer parasitas visiveis devem ser removidos dos tecidos, com o
auxilio de pingas, canivetes, bisturis e tesouras, pois podem contami-

nar a amostra e afetar as andlises genéticas.

Genética na Piscicultura
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“Ndo é necessa-
rio o uso de luvas
cirurgicas, mas as
mdos devem ser
limpas com dgua

entre cada manipu-

lagdo.”

O material a ser utilizado no procedimento de amostragem deve ser

preparado antes do inicio do processo, como identificacdo dos tubos,

Figura 3. Material usado para a coleta e armazenamento da nadadeira. Foto: Jefferson Christofoletti.

Preparagao dos tubos coletores

Cada peixe devera ter o tecido (nadadeira) coletado e armazenado
separadamente em tubos pldsticos individuais do tipo eppendorf

(Figura 4).

Para isso:

1. identifique com um numero cada tubo (com o uso de lapis), para
qgue cada amostra possa ser identificada no laboratério. As marcagées
no tubo podem ser feitas a lapis diretamente no tubo, ou preferen-
cialmente com o uso de adesivos. Aten¢do: ndo utilizar caneta direto

sobre o tubo, pois o dlcool podera apagar a marcagao.



(§
amostra

-§
amostra

‘§
amostra

Figura 4. Esquema de coleta e individualizagdo de amostras. Fonte: Anderson Luis Alves.

2. 0 numero usado para identificacdo de cada tubo deve correspon-
der exatamente as informacgGes contidas na planilha (visite o site:
www.embrapa.br/cnpasa) que devera acompanhar os tubos enviados
ao laboratério.

3. preencha os tubos até o topo com alcool comum de farmdcia
(92,8°) e adicione a etiqueta com numeracdao individual para cada
tubo. O alcool é utilizado para a preservacao do material genético
(DNA) da amostra.

Coleta de nadadeiras e transferéncia para o tubo coletor

Antes de iniciar o procedimento de coleta da nadadeira e marcacao
individual com tag, é necessario anestesiar os peixes. A partir dai,

segue-se com os seguintes procedimentos:

1. recomenda-se limpar a regido com alcool 70% ou 4alcool iodado,
com o auxilio de um borrifador para desinfetar a pele do peixe e evi-
tar os riscos de infeccdes;

Genética na Piscicultura | 23



“Antes de iniciar a
coleta da nadadei-
ra ou a marca¢d@o
com tag, é neces-
sdrio anestesiar os
peixes.”

24

2. corte um pequeno pedacgo de tecido da nadadeira caudal (pre-
ferencial) do peixe usando uma tesoura limpa. O tamanho ideal do
tecido deve estar em torno de 1,5x2 cm (Figura 5). Se o peixe for

pequeno, a amostra podera ser de tamanho inferior ao sugerido.

1,5 cm S=

amostra amostra
amowa WP amoses
’ v
Tamanho padréo

da amostra

Figura 5. Indicagdo de tamanho de tecido para as analises genéticas. Fonte: Anderson Luis
Alves.

3. coloque a amostra de nadadeira no tubo plastico contendo alcool
comum de farmdcia (92,8°) (Figura 6). O alcool preserva o tecido e,
consequentemente, o DNA, de modo que ndo é necessario ser refri-
gerado. E fundamental que as amostras de tecido sejam completa-

mente imersas no alcool e ndo figuem expostas ao ar dentro do tubo;

4. borrife novamente a regido com alcool 70% ou alcool iodado para

evitar infecgdes;

5. coloque imediatamente os peixes marcados em um local aerado
contendo dgua com sal comum (NaCl), na quantidade de 2 g para

cada litro, durante 10 minutos.

OBS: Antes de utilizar novamente o material cirurgico, certifique-se
que ele foi limpo com alcool 70%, para evitar a propagacao de doen-

cas (Figura 7).

O animal amostrado para analises genéticas devera receber marcagao
individual logo apds a coleta da nadadeira. O peixe deve ser marcado
com tag e o numero correspondente ao tag deverd ser anotado na

planilha de identificagdo da amostra.



(b)

(c) (d)

—

Figura 6. Coleta de nadadeira caudal para analises de DNA. (a) e (b) corte da nadadeira. (c) e (d) fixagdo do fragmento
de nadadeira no tubo. Fotos: Jefferson Christofoletti.
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Figura 7. (a) Coleta de nadadeira caudal e (b) limpeza de material cirirgico. Foto: Anderson Luis

Alves.



Informacgoes para preenchimento da planilha

Junto ao material coletado deve ser preenchida uma planilha (dispo-

nivel no site: www.embrapa.br/cnpasa) com as informacées de cada

animal amostrado. A planilha devera conter as seguintes informacgdes:

1. Procedéncia: local da coleta (responsavel, endereco e contato), se
possivel incluir a origem dos animais.

2. Data: informar a data da coleta do material

3. Espécie: Nome popular (se possivel nome cientifico)

4. Sexo: M-macho e F-fémea (quando possivel identificar)

5. Identificagdo da amostra: (nimero do tubo)

6. Identificacdo individual: (numero do tag)

7. Observagoes: (outras informacdes relevantes sobre o peixe que o
piscicultor julgar importante)

Armazenamento das amostras

As amostras coletadas podem ser mantidas em temperatura ambien-
te, mas devem ser mantidas fora do extremo sol / calor, pois podem
causar danos ao DNA e prejudicar a analise genética. Preferencial-
mente, as amostras podem ser armazenadas em caixas plasticas em

um refrigerador ou freezer.

Apbs a coleta de material bioldgico dos peixes, é necessario entrar
em contato com a Embrapa Pesca e Aquicultura, pelo Servico de
Atendimento ao Cidadao (sac.cnpasa@embrapa.br), para receber
instrugdes de como proceder com o material coletado. De acordo
com a demanda e disponibilidade, serdo realizadas analises genéticas
do estoque de reprodutores, incluindo diagnéstico e aconselhamento

genético.
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