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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade genética de trés geragdes da
tilipia GIFT do Programa de Melhoramento Genético da Universidade Estadual de
Maringd, utilizando o marcador RAPD. Foram utilizadas 180 amostras de nadadeira. Os
sete primers utilizados produziram 91 fragmentos, dos quais 98,9% foram polimérficos.
Observaram-se diferengas (p < 0,05) na frequéncia de 64 fragmentos, dos quais dez foram
excluidos na G2. Os resultados de variabilidade genética estimados pelo indice de Shannon
(GO: 0,430; G1: 0,469 e G2: 0,420) e pela porcentagem de fragmentos polimérficos (GO:
90,1%; G1: 94,5% e G2: 86,8%) indicaram alta variabilidade genética intrapopulacional.
Resultados esses que corroborando com os preceitos de diversidade genética de Nei
mostraram a G1 com os maiores valores (G0: 0,281; G1: 0,307 e G2: 0,277). Também foi
constatada maior distincia genética entre as geragdes GO e G1 (0,108) e maior identidade
genética entre GO e G2 (0,909). HA alta diversidade genética intrapopulacional nas trés
geragoes, com valores maiores na G1, como observado nas analises.

Palavras-chave: diversidade genética, Genetic Improvement of Farmed Tilapias, linhagens, melhoramento
genético, Oreochromis niloticus.

ABSTRACT. Genetic characterization of three Nile tilapia (GIFT strain)
generations using the RAPD marker. The aim of this work was to analyze the genetic
diversity in three GIFT tilapia generations from the Genetic Improvement Program of State
University of Maringi, using the RAPD marker. One hundred eighty fin samples were used.
The seven primers used produced 91 fragments, of which 98.9% were polymorphic.
Difterences (p < 0.05) were observed in the frequency of 64 fragments, of which ten were
excluded in G2. The results of genetic variability estimated by the Shannon index (GO: 0.430,
G1: 0.469 and G2: 0.420) and by the percentage of polymorphic fragments (GO0: 90.1%, G1:
94.5% and G2: 86.8%) indicated a high intrapopulation genetic variability, corroborated by the
Nei genetic diversity results that showed G1 with the highest values (GO0: 0.281, G1: 0.307 and
G2: 0.277). A greater genetic distance between the GO and G1 generations (0.108) and a
greater genetic identity between GO and G2 (0.909) were verified. Intrapopulation genetic
diversity was high in the three generations, with highest values in G1.

Keywords: genetic diversity, Genetic Improvement of Farmed Tilapias, strains, genetic improvement,

Oreochromis niloticus.

Introducao

Atualmente, a aquicultura no Brasil, possui um
dos segmentos agricolas que se encontra em mais
elevada expansio. Na tltima década, esta produgio
teve crescimento anual médio cinco vezes superior
as atividades tradicionais agricolas, acima da
avicultura, suinocultura e produgio de bovinos
(IBAMA, 2008). Ainda, dados recentes indicam
aumento na produgio aquicola alcancando um total
mundial de 66,7 toneladas em 2006 (FAO, 2008),
com rendimento de cerca de 86,2 bilhdes de
délares. O Brasil, pela sua privilegiada localizagio

global, extensio territorial, quantidade e qualidade
de dgua, tem se mostrado um dos paises de maior
potencial para a aquicultura mundial. Pois o
reduzido custo da terra, o clima tropical e a grande
produgio de grios sio fatores que favorecem a
produgio de peixes.

A producio anual de 71.253 toneladas no ano de
2006 permitiu que o Brasil ocupasse o sétimo lugar
entre os produtores mundiais de tilipia do Nilo
(FAO, 2008), desde a sua introdugio no Nordeste
brasileiro em 1971, proveniente da Costa do
Marfim. O Estado do Cear ficou em primeiro lugar
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na produgio nacional, com 18.000 toneladas ano™,
seguido do Estado do Parand, que ficou em segundo
lugar, alcangando um montante de
11.822 toneladas ano™ (IBAMA, 2007). A excelente
combinagio desta espécie quanto aos aspectos
fisiolégicos, rusticidade
plasticidade genética, desenvolvimento de linhagens
domesticadas e sua comercializa¢io, colocou-a 2
frente na aquicultura (FITZSIMMONS, 2000).

A linhagem GIFT (Genetic Improvement of Farmed
Tilapias), fruto de um projeto de pesquisa que foi
iniciado na Malisia, em abril de 1988, sob a lideranca
de um 6rgio nio-governamental denominado
Wordfish Center (GUPTA; ACOSTA, 2004; LI et al.,
2006) é composta por quatro linhagens comerciais
de tildpias cultivadas na Asia e outras quatro
linhagens silvestres de cultivo Africano (GUPTA;
ACOSTA, 2004). Esta combinacio de oito linhagens
puras possufa a finalidade de aumentar a
variabilidade genética, e com o resultado obtido
realizou-se a selecio das primeiras geragdes desta
linhagem. O desenvolvimento desta linhagem
chama atengido para o pioneirismo em
melhoramento genético de peixes tropicais. Porém, a
Wordfish Center ¢ parceiros afirmam ser apenas um
comeco, uma vez que a linhagem deverd ser testada
em diferentes ambientes de cultivo e em muitos
outros paises até que possa se expandir plenamente
(GUPTA; ACOSTA, 2004).

Em fungio disso, no ano de 2005, a Estagio
Experimental em Piscicultura da  Universidade
Estadual de Maringd (UEM-CODAPAR) recebeu
representantes de 30 familias da linhagem GIFT a
partir um projeto elaborado em parceria com Wordfish
Center ¢ apoio da Secretaria Especial de Aquicultura e
Pesca (SEAP), tornando o Brasil o primeiro na
América Latina a receber esta linhagem geneticamente
melhorada (LUPCHINSKI JUNIOR et al., 2008).

A intensificacio do cultivo aumenta a
necessidade de uma maior profissionalizagio da
atividade, pois, de modo geral, pressupde um
aumento quanto aos riscos de produgio e requer
conscientizagio, principalmente no que se refere a
variabilidade genética destes animais. A falta de
selegio adequada e de informagdes genéticas das
familias da GIFT pode levar a um quadro de
endogamia. Entio, nio sendo controlada de forma
sistemadtica, a endogamia pode levar ao declinio da
produtividade, como baixo ganho de peso,
crescimento prejudicado, até mesmo 2 fixacio de
genes deletérios dizimando o potencial desta
linhagem.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi
analisar a variabilidade genética em trés geracoes

biologia  reprodutiva,
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(GO, G1 e G2) de tildpias geneticamente melhoradas
(GIFT)  provenientes do  Programa  de
Melhoramento Genético da Universidade Estadual
de Maringg, utilizando o marcador RAPD.

Material e métodos

Amostras de nadadeira caudal (300 mg) foram
obtidas de 180 individuos (60 amostras por geragio)
de trés geragdes (GO, G1 e G2) da tilipia do Nilo
(Oreochromis niloticus), linhagem GIFT, provenientes
do Programa de Melhoramento Genético da
Universidade Estadual de Maringi, Estado do
Parani. A GO ¢ formada pelos animais provenientes
da World Fish Center contendo 30 familias com
aproximadamente 20 peixes por familia. G1 ¢é
formada pelos melhores animais geneticamente da
G0, formando 33 familias ¢ a G2 proveniente dos
animais superiores da G1, onde se mantiveram
aproximadamente 150 animais por familia em cada
geragao.

Para extragio de DNA utilizou-se o protocolo
com NaCl descrito por Lopera-Barrero et al. (2008).
Em microtubos contendo as nadadeiras, onde se
adicionou 550 pL de tampio de lise (50 mM Tris-
HCI, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS) ¢
7 uL de proteinase K (200 pg mL™"). As amostras
foram incubadas em banho-maria a 50°C por 12h. O
DNA precipitou com 600 pL de solu¢io de NaCl
(5M) e centrifugado por 10 min. a 12.000 rpm. O
sobrenadante, contendo o DNA, transferido para
novos microtubos, precipitado com 700 pL de dlcool
etilico absoluto e incubado por uma hora a 20°C. O
DNA, por meio de centrifugacio, lavado com
700 pL de dlcool etilico 70%, ressuspendido em
80 pL tampao TE (10 mM Tris pH 8,0 ¢ 1 mM
EDTA), e tratado com 7 pL de RNAse (30 ug mL™)
em banho-maria a 37°C por 1h, e em seguida
estocado no freezer a -20°C e entio quantificado em
espectrofotdbmetro Shimadzu com absorvincia de
260 nm. As amostras foram diluidas para uma
concentracio de 10 ng wL'. Para conferir a
qualidade do DNA, realizou-se uma eletroforese em
gel de agarose 1%, conduzida em tampio TBE 1X
(500 mM Tris-HC1, 60 mM 4cido bérico ¢ 83 mM
EDTA) por 1ha70 V.

As condigbes de amplificagio se basecaram na
metodologia descrita por Williams et al. (1990). DNA,
amplificado em um volume de reacio de 15 pL, no
qual se utilizou tampio 1X Tris-KCl, 2,5 mM de
MgCl,, 0,46 uM de primer, 0,2 mM de cada dNTP,
uma unidade de Platinum Tag DNA polimerase ¢ 10
ng de DNA. Inicialmente, o DNA foi desnaturado a
94°C por 4 min. e, em seguida, realizados 40 ciclos,
cada um consistindo de 1 min. de desnaturacio a
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94°C, 90 segundos de anelamento a 40°C e 2 min. de
extensio a 72°C. Posteriormente, realizou-se uma
extensio final a 72°C por 7 min. As reagdes,
amplificadas  em  termociclador ~ Eppendorf
Mastercycler Gradient, sendo avaliados 60 primers do
Kit OPA, OPX ¢ OPW da Operon Technologies
(USA), dos quais se selecionaram os que produziram
fragmentos consistentes e reproduziveis, utilizando a
prova de reproducibilidade.

A eletroforese, realizada em tampio 0,5X TBE
(45 mM de Tris-Borato e 1 mM de EDTA) por 4h a
70 volts. O gel de quantificacio e dos produtos de
amplificagio, visualizados sob radiagio UV, depois
da sua exposi¢io com brometo de etidio
(0,5 ng mL™") por 1h. Posteriormente, a imagem foi
fotografada utilizando o programa Kodak EDAS
(Kodak 1D Image Analysis 3.5). O tamanho
estimado dos fragmentos ocorreu pela comparagio
com o padrio DNA Ladder de 100 pb (15 bandas
com tamanho entre 100 e 2072 pb - Invitrogen®
USA). A presenca ou auséncia de fragmentos de
tamanhos moleculares idénticos foi usada para a
construgio de uma matriz de similaridade com base
no célculo do coeficiente de similaridade de Jaccard,
codificando “1” como presenga de fragmento e “0”
como a sua auséncia. A obtengio do indice de
diversidade genética de Shannon (LEWONTIN,
1972) ocorreu por meio do programa PopGene 1.31
(YEH et al., 1999). Utilizou-se o programa TFPGA
1.3 (MILLER, 1997) para determinar a porcentagem
de fragmentos polimérficos (critério de 95%),
distincia e identidade genética (NEI, 1978) entre as
geracOes e a frequéncia dos fragmentos pelo teste
exato (RAYMOND; ROUSSET, 1995).

Resultados e discussoes

Dos 60 primers testados, sete foram escolhidos para
amplificar o DNA gendmico. A amplificagio dos sete
primers, produziu 91 fragmentos, com tamanho entre
290 e 2.020 pb. O ntmero total de fragmentos que
foram selecionados para serem usados nas andlises
variou de 10 (OPA13 ¢ OPA14) a 17 (OPA10). O
maior fragmento (2.020 pb) foi obtido pela
amplificagio dos primers OPA10 ¢ OPA11 ¢ o menor
(290 pb) foi obtido pela amplificagio dos primers
OPA04 ¢ OPAI11. Dos 91 fragmentos obtidos 90
(98,9%) foram polimérficos (Tabela 1).

Pela anilise da integridade do DNA, nio foi
observada degradagio nem excesso de proteina que
pudesse prejudicar a amplificagio. Desta forma, a
extragio de DNA a partir de amostras de nadadeiras
se mostrou eficiente, concordando com os
resultados obtidos por Lopera-Barrero et al. (2008).
Foram observadas diferencas (p < 0,05) na
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frequéncia de 64 dos 91 fragmentos, com a presenca
de dez fragmentos excluidos na G2 (Tabela 2).

Tabela 1. Sequéncias de nucleotideos dos primers, porcentagem
de G+C, nimero de fragmentos e nimero de pares de bases dos
fragmentos amplificados para as geragdes da tildpia GIFT.

Primer Sequéncia G + C  No. Fragmentos pb

OPAO1 CAGGCCCTTC 70 14 350 — 1800
OPA0O4 AAT CGG GCT G 60 14 290 - 1700
OPA09 GGG TAACGCC 70 12 380 - 1800
OPA10 GTGATC GCAG 60 17 300 - 2020
OPAL11 CAATCGCCGT 60 14 290 - 2020
OPA13 CAG CACCCAC 70 10 320 -1700
OPA14 TCT GTG CTG G 60 10 550 — 1800
Total - -— 91 290 — 2020

A presenca dos fragmentos excluidos na G2
(OPAO1: 1250 pb; OPA04: 290 e 730 pb; OPA09:
1300 pb; OPA10: 1280 pb; OPA11: 850, 1290 e
1350 pb; OPA13: 550 pb ¢ OPA14: 1080 pb), pode
ser explicada pelo efeito gargalo (bottleneck). Este
perfil pode ter sido provocado pelos acasalamentos
intencionais realizados durante o melhoramento,
que segundo Desvignes et al. (2001), pode influir na
exclusio de muitos alelos com baixas frequéncias.

Foram observados quatro fragmentos limitantes
(GO: OPA11 - 290 pb; GO: OPA11 - 1800 pb; G1:
OPA13 — 550 pb e G2: OPA1l - 290 pb). A
presenca de fragmentos limitantes (fragmentos com
frequéncia 1,0000) demonstra a presenga de alta
variabilidade genética dentro de cada geragio. Por
outro lado, fragmentos com baixa frequéncia (menor
que 0,1000) foram observados em todas as geragdes
(Tabela 2). Se qualquer dos alelos estdi numa
frequéncia muito menor (G0: OPA01 - 350 pb; G1:
OPAO1 - 400 pb; G2: OPA0O1 — 400 pb, OPA04 —
1200 pb, OPA04 — 1700 pb ¢ OPA14 — 1400 pb),
entio a sua perda é mais provivel quando existe um
processo de endogamia (probabilidade de que dois
genes de qualquer loco em um individuo sejam
idénticos por descendéncia), quando existe selecio
intencional ou quando esti presente o processo de
deriva genética. A perda de alelos foi observada em
maior frequéncia na G2 o que demonstra uma perda
de variabilidade genética nessa geragio.

Os valores do indice de diversidade genética de
Shannon  (IS), porcentagem de fragmentos
polimérficos (%FP) e da diversidade genética de Nei
(1972) indicaram altos valores intrapopulacionais em
todas as geragdes, corroborando os fragmentos
limitantes observados nas frequéncias génicas. Os
maiores valores de variabilidade genética e de
diversidade genética foram observados na Gl
(Tabela 3). Foi constatada maior distincia genética
entre as geragdes GO e G1 (0,108) e maior identidade
genética entre GO e G2 (0,909) (Tabela 4).
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Tabela 2. Caracterizacio, pares de bases e frequéncia dos fragmentos com valores significativos pelo teste exato (p < 0,05) para as

geragdes da tildpia GIFT.

OPA01 OPA04
pb GO G1 G2 p pb GO G1 G2 p
350 0,0000 0,3362 0,0963 0,0000 290 0,2635 0,1437 - 0,0063
400 0,0441 0,0000 0,0000 0,0013 380 0,2869 0,0780 0,2869 0,0000
550 0,8687 0,8698 0,6127 0,0016 500 0,6556 0,8709 0,6556 0,0032
730 0,0262 0,1075 0,7764 0,0000 600 0,2929 0,7745 0,7745 0,0000
950 0,3983 0,0433 0,5918 0,0059 730 0,8709 0,7745 - 0,0000
1150 0,1192 0,3756 0,1437 0,0000 850 0,7764 0,2298 0,6349 0,0000
1250 0,2989 0,1244 - 0,0013 950 0,2042 0,3622 0,1938 0,0020
1350 0,1800 0,4034 0,0253 0,0005 1200 0,6584 0,7745 0,0000 0,0000
1450 0,4128 0,2869 0,0513 0,0000 1300 0,0339 0,3491 0,5528 0,0000
1600 0,4748 0,2869 0,7764 0,0029 1350 0,6127 0,3756 0,0168 0,0008
1500 0,3809 0,1075 0,7764 0,0000
1700 0,0601 0,0522 0,0000 0,0012
OPA09 OPA10
pb GO Gl G2 p pb GO Gl G2 p
410 0,3169 0,3809 0,3809 0,0045 980 0,8709 0,3292 0,4084 0,0000
780 0,4226 0,1633 0,1633 0,0004 1150 0,8709 0,6349 0,3945 0,0023
900 0,5345 0,3545 0,5345 0,0000 1200 0,0253 0,0691 0,0691 0,0000
1150 0,7418 0,3809 0,3809 0,0000 1280 0,8174 0,6534 - 0,0000
1250 0,4677 0,1633 0,1633 0,0000 1350 0,7418 0,1534 0,1534 0,0000
1300 0,4226 0,2254 -—-- 0,0009 1500 0,0691 0,1534 0,1534 0,0000
1400 0,1835 0,0253 0,1056 0,0001 1900 0,7418 0,2929 0,2929 0,0000
2010 0,8709 0,4084 0,7113 0,0000
2020 0,3945 0,1244 0,4523 0,0000
OPAI11 OPA13
pb GO Gl G2 p pb GO Gl G2 p
290 1,0000 0,2812 1,0000 0,0000 320 0,0084 0,2362 0,0168 0,0000
710 0,1149 0,4373 0,0513 0,0000 400 0,0168 0,1835 0,3809 0,0000
850 0,2472 0,1437 - 0,0035 550 0,6584 1,0000 - 0,0018
1050 0,2362 0,1056 0,0963 0,0003 600 0,7764 0,2254 0,6127 0,0000
1100 0,4523 0,4836 0,7113 0,0016 900 0,5718 0,5918 0,3048 0,0004
1290 0,1633 0,0513 - 0,0016 1000 0,1734 0,1340 0,3048 0,0068
1350 0,2472 0,0963 - 0,0000 1110 0,1056 0,1835 0,1835 0,0000
1580 0,0871 0,2472 0,0426 0,0003 1500 0,3545 0,1534 0,2812 0,0015
1800 1,0000 0,0871 0,4226 0,0000
2010 0,6838 0,3169 0,3048 0,0000
2020 0,6127 0,0780 0,4373 0,0000
OPA14
pb GO G1 G2 p
700 0,0253 0,1734 0,0339 0,0000
850 0,4677 0,2929 0,0601 0,0032
900 0,4084 0,2254 0,2042 0,0025
1080 0,3417 0,1835 - 0,0030
1200 0,0780 0,1056 0,2812 0,0000
1290 0,3048 0,4226 0,8709 0,0000
1400 0,4226 0,1534 0,0000 0,0002

Tabela 3. Porcentagem de fragmentos polimérficos (%FP), indice de
diversidade genética de Shannon (IS) e diversidade genética de Nei
(DG) para as geragoes da tildpia GIFT (GO0, G1 e G2).

Geragdes %FP 1S DG
GO 90,1 0,430 0,281
G1 94,5 0,469 0,307
G2 86,8 0,420 0,277

Tabela 4. Valores de identidade genética (acima da diagonal) e
distincia genética (abaixo da diagonal) para as geracoes da tilipia
GIFT (GO, Gl e G2).

Geragbes GO G1 G2
GO - 0.903 0,909
Gl 0,108 - 0,908
G2 0,096 0,096 o

Os valores encontrados para a G1 podem ser
pelo aumento da heterozigose em fungio do
cruzamento das linhagens puras (G0) das diferentes
familias (30), ou seja, os genes de um determinado

loco sdo de origens diferentes, permitindo que as
agoes génicas nio-aditivas se expressem de maneira
mais evidente (SHIKANO; TANIGUCHI, 2003).

Por outro lado, foi observada diminui¢io da
variabilidade genética na G2 corroborando com a
presenga de fragmentos de baixa frequéncia e com
menor distincia genética ao ser comparada com GO.
Esta diminui¢gio da wvariabilidade pode ser pelo
processo de melhoramento genético ao qual os
animais foram submetidos (G1 e¢ G2), que pode
indiretamente gerar perda de alelos, também
observado para esta mesma geragio. Esta situagio é
bastante comum em pisciculturas, ji que o método
mais utilizado na formagio de novos estoques ¢é a
selegio de individuos com caracteristicas visuais
favordveis.

Normalmente, os reprodutores com melhores
caracteristicas  reprodutivas  sio  selecionados,
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podendo promover o efeito gargalo (bottleneck) pela
selecio intencional e deriva genética. Esta pritica
favorece a endogamia, pelo grande relacionamento
parental, ocasionando perda de variabilidade genética
nos reprodutores (AHO et al, 2006) ¢
consequentemente em suas progénies. Segundo Li
et al. (2006), uma maneira de mitigar o efeito da
diminui¢io da variabilidade em estoques de cultivo é
realizar o processo de sele¢io com grande ndmero
efetivo de reprodutores, em torno de 1.000
exemplares por geragio de sele¢io. Igualmente, o
cruzamento de diferentes familias, como é o caso da
GIFT analisada neste trabalho, pode contribuir com
a heterozigose e preservar a variabilidade genética
nas proximas geragoes.

Analisando as geragdes GO e G1 da GIFT,
Lupchinski Janior et al. (2008) encontraram
igualmente altos wvalores intrapopulacionais de
variabilidade genética (%FP = GO: 69,6% ¢ Gl:
60%; IS = GO: 0,367 ¢ G1: 0,317) porém, inferiores
aos encontrados neste estudo. Por outro lado,
observou redugio da variabilidade genética na G1, o
que foi atribuido, em especial, a um inadequado
processo reprodutivo utilizado e nio 2 influéncia da
endogamia. Shikano e Taniguchi (2002), avaliando
linhagens de guppy (Poecilia reticulata), concluiram
que o efeito da heterose depende do nivel de
variabilidade genética entre as linhagens usadas no
acasalamento, sugerindo a utilizagio do marcador
RAPD para obter resultados confidveis. Essa
afirmacio concorda com os resultados observados no
presente estudo, em que foi observada uma alta
variabilidade genética intrapopulacional na G1
utilizando esse mesmo marcador.

Segundo Li et al. (2006), a necessidade de
melhorar a qualidade genética da tilipia do Nilo é
amplamente reconhecida e fundamental para
assegurar o futuro da tilapicultura. Para isso, os
marcadores moleculares RAPD podem ser utilizados
para indicar aos produtores a redugio da diversidade
genética, ou seja, para 0 monitoramento genético das
geracoes de cultivo (MELO et al., 2006) e para
estimar a heterose em linhagens (SHIKANO;
TANIGUCHI, 2003). Por serem inéditos no Brasil,
os resultados observados neste estudo vio permitir
obter um perfil genético das geragoes de GIFT
utilizadas em programas de melhoramento, podendo
ser uma ferramenta importante para aumentar a
variabilidade genética (MATHER, 2001). Pesquisas
genéticas que determinem a variabilidade genética
de estoques (HASSANIEN et al, 2004; MELO
et al., 2006; MOREIRA et al., 2007; POVH et al.,
2005) coincidem em concluir que tanto a endogamia
e a heterose (SHIKANO; TANIGUCHI, 2003)
devem ser realizadas  constantemente em
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tilapicultura, ji que sio fatores que influenciam a
producio econdmica da aquicultura.

Conclusao

A variabilidade genética intrapopulacional foi alta
nas trés geragbes, mesmo levando-se em
consideracio o processo de selegio ao qual foi
submetida 2 linhagem. Foram encontrados valores
maiores de variabilidade genética ¢ de diversidade
genética na G1, possivelmente, pelo cruzamento de
linhagens puras. Contudo, foi verificada a redugio
da variabilidade na G2. Estes resultados indicaram
que a linhagem nio sofreu efeitos genéticos
prejudiciais de estabelecimento, sendo o “status”
genético favordvel para a continuidade do Programa
de Melhoramento Genético.
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