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INTRODUCAO:

Tilapia é um peixe de agua doce, nativos da Akiedualmente, encontram-se entre 0s
peixes mais cultivados do mundo (KOCHERal., 1998, TREWAVAS, 1983) Sao de
grande interesse mundial devido suas caractedspicadutivas vantajosas, como facil
adaptacao e reproducgdo, rapido crescimento e moiaréd amonia e a alcalinidade da
agua (HILSDORF, 1995; SIMBINE, 2010). Dentre aséesgs mais cultivadas estédo a
tilapia mocambican®reochromis mossambicus (Peter, 1852) e a tilapia do NilD.
niloticus (Linnaeus, 1757), somando-se a elas seus variart@sridos com coloracdo
avermelhada, chamadas de tilapias vermelhas (LONSHI98). AO. mossambicus se
adapta facilmente a elevadas salinidades, o que foossivel o seu cultivo em agua
salgada, porém, apresenta um crescimento lentaiaata que 0. niloticus cresce
rapidamente, mas nao é resistente a concentragidesss Dessa forma, a criagdo de um
hibrido interespecifico dessas duas espécies rogti® este possui maior de ganho de
peso em relacdo @. mossambicus e um crescimento maior apenas em salinidades
mais elevadas quando comparad&s miloticus, sendo este hibrido de grande interesse
para a aquiculturdKAMAL & MAIR, 2005). Contudo, técnicas de hibridizao
interespecificas, mal conduzidas na aquicultuma, [E&vado a perda de espécies puras
(McANDREW & MAJUMDAR, 1983), altos niveis de deps@® endogamica
(EKNATH et al., 1993) e contaminagao de linhagens geneticameateormadas por
introgress@o de espécies selvagens (MARACANAGI., 1986). A hibridizacdo no
ambiente natural é a principal preocupacdo paransetvacdo das espécies nativas
(ROGNON & GUYOMARD, 2003). Trewavas (1983) descnegie esses hibridos sao
de dificil identificacdo morfolégica, uma vez qug i@trocruzamentos apresentam-se
muito semelhantes as espécies parentais puraan®orb emprego de marcadores
moleculares para a caracterizacdo e diferenciagcespécies parentais e de hibridos
interespecificos apresenta-se como uma ferraméntz @ara o melhor entendimento
da dindmica do processo de hibridagéo interespaciffor conseguinte, este trabalho
teve como objetivo desenvolver e testar métodogleletificacdo deO. niloticus, O.
mossambicus e seus hibridos por meio de PCR, PCR MultiplexGRRFLP, bem
como verificar a ocorréncia de hibridizacdo natudakssas espécies nos rios de
Mocambique.

METODO:

Utilizou-se um total de 60 amostras caracterizadasfologicamente comaO.
mossambicus, O. niloticus e possiveis hibridos. A partir das sequénciasdabtido
Genbank, desenvolveram-se iniciadores universais pargiaodTS do gene nuclear e,
para 0 gene nuclear da transferrina, foram fedsadores universais, especificos e
mapas de enzimas de restricdo. Na regiao ITS, whisse uma diferenca de 57 pb no



tamanho daamplicon entre as espécies e foram estabelecidas condigbPER para
verificar esta diferenciacdo. Para a técnica do P@Rtiplex, foram testadas e
otimizadas as condi¢des para a analise dos inldad®Quanto a técnica PCR-RFLP,
verificou-se e testou-se enzimas de restricdo espde gerar padroes de clivagem para
cada espécie estudada, sendo selecionadas trésmercm especificidade para espécie
O. niloticus, a Xbal, Taql e Hhal. Para uma maior confiabilielaids analises, realizou-
se também o sequenciamento de amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Na andlisein silico da regido ITS, observou-se que a espégiemossambicus
apresentava 730 pb e @ niloticus, 673 pb, contudo, a iniciador desenvolvido
apresentou baixa reprodutibilidade e, devido a eegudiferenca de tamanho, néo
houve separacdo das bandas por meio de gel desagarpartir do gene transferrina,
constatou-se que o iniciador especifico pgaranossambicus (487 pb) ndo amplificou
nenhuma das amostras e oQ@laniloticus (380 pb) mostrou-se inespecifico. Devido a
isso, realizou-se 0 sequenciamento de amostrasdasaas espécies para a verificacdo
dos amplicons especificos e observou-se que h& variacbes queohparados as
sequéncias d&enBank, sobre as quais foram desenhados os iniciadardpque a
regido do gene da transferrina sequenciada nageoel polimorfismos o suficiente
para construcdo de novos iniciadores especifichferenciacdo das espécies por meio
da técnica de PCR Multiplex. Para PCR-RFLP, forastatlas trés enzimas especificas
para O. niloticus, Xbal, Tagl e Hhal. As enzimas Xbal e Taql aprém@m corte
enziméatico tanto nas espécies@amossambicus, quanto nas d@. niloticus, além dos
hibridos, demonstrando inespecificidade. No entanémzima Hhal obteve sucesso na
diferenciacdo das espécies deste trabalho, apaesientliferentes padrdes de clivagem
para cada uma: corte enzimatico para a esp@ciailoticus com duas bandas de
aproximadamente 550 pb e 162 pb, apenas uma bama@@. mossambicus com 712
pb, ndo havendo corte nessa espécie, e trés bpaudass hibridos interespecificos com
712, 550 e 162 pb (Figura 1). Realizou-se, posteeate, o corte enzimatico em todas
as amostras e das 20 caracterizadas anteriormemie @. mossambicus, seis sdo ha
verdade hibridos. Entre os 2D niloticus, nove hibridos foram identificados, trés séo
O. mossambicus e uma amostra ndo se obteve confirmacao por daséadandas em
todos os testes realizados. Ja entre os 20 carackes como hibridos, somente seis
foram confirmados, do restante, 12 apresentaramépate clivagem d@. niloticus e
duas confirmaram sé&. mossambicus.

Figura 1 — Gel de agarose a 2% de PCR-RFLP do gene déetnama com a enzima de
restricdo Hhal em quatro individuos caracterizamosoO. mossambicus, quatro como
O. niloticus e quatro como possiveis hibridos (Hibridos). Ctroba negativo (C.N.) é
representado pelo produto da PCR sem a presengmziima de restricdo. A seta
vermelha indica a presenca de um hibrido em meg iadividuos caracterizados
morfologicamente com@. niloticus.



Tais resultados nos demonstram a atual dificulddamie taxonomistas em identificar
populacdes de espécies altamente misturadas padibélgdo e retrocruzamentos com
base apenas em sua morfologia, como ja dito pavavas (1983). Dessa forma, é de
grande importancia focar maior atencédo e cuidadespacie pura d®. mossambicus
(ROGNON & GUYOMARD, 2003), uma vez que esta linhaggpode estar
desaparecendo na regido e em outros lugares.

CONCLUSAO:

Até o presente momento, néo foi possivel estabetecelicbes, para as técnicas PCR e
PCR-Multiplex que fossem eficazes na diferenciag@s espécies estudadas. Os
iniciadores especificos desenvolvidos ndo revelaaamplificacdo distinta para cada
espécie. A regido do gene da transferrina a qualefuenciada apresenta baixo indice
de polimorfismo. As enzimas Xbal e Taqgl ndo ex@ess cortes enzimaticos espécie-
especificos. Contudo, a técnica de PCR-RFLP utitlease a enzima de restricdo Hhal
mostrou-se ser um meétodo viavel para diferenciareg®écies desse estudo. Nas
amostras coletadas dos Rios dos Elefantes e Ripddgo ambos em Mocambique,
houve identificagdo tanto d®. mossambicus e O. niloticus, quanto de hibridos,
provando haver a contaminacao das bacia hidrogrpéta espécie exoti€a niloticus,
bem como a ocorréncia de hibridizagao em ambieatteal.
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