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RESUMO. A variabilidade genética é essencial para que se possa obter melhoramento
genético e, portanto, é de grande importincia a sua estimagio. Desta forma, o objetivo do
presente experimento foi estimar, pela técnica Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD),
a divergéncia e a variabilidade genética nas linhagens de tildpias do Nilo (Oreochromis
niloticus) Bouaké e Chitralada em duas geragoes de reprodutores do rio Nilo. Foram
utilizados 20 animais de cada linhagem. A matriz de coeficientes de similaridade de Jaccard
entre individuos foi utilizada para a construgio de um dendrograma e para a determinagio,
com o teste de Mantel, da divergéncia genética entre linhagens. A variabilidade genética foi
estimada pelo indice de Shannon e pela porcentagem de loci polimérficos. As linhagens
Bouaké e Chitralada formaram grupos distintos. A primeira apresentou menor divergéncia e
variabilidade genética em relagao 2 segunda. A variabilidade genética foi semelhante entre as
duas geragdes de reprodutores em ambas as linhagens.

Palavras-chave: divergéncia genética, melhoramento genético, Oreochromis niloticus, RAPD,

polimorfismo, variabilidade genética.

ABSTRACT. Genetic variability estimation of Nile tilapia strains (Oreochromis
niloticus) using the RAPD technique. Genetic variability estimation is highly important
in order to achieve genetic improvement. The present experiment aims at estimating the
genetic divergence and variability of the Nile tilapia strains (Oreochromis niloticus), Bouaké
and Chitralada, in two breeders offsprings, using the Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD). Twenty animals from each strain were used. The Jaccard similarity
coefticients matrix was used for both designing a dendrogram and determining the genetic
divergence of the strains, using Mantel’s test. The genetic variability was estimated by
Shannon’s index and the percentage of polymorphic loci. Bouaké and Chitralada’s strains
formed different groups. The former strain showed lower genetic divergence and variability
in relation to the latter one. The two breeders oftsprings had similar genetic variability in
both strains.

Key words: genetic divergence, animal breeding, Oreochromis niloticus, RAPD, polymorphism, genetic

variability.

maiores  poténcias

aqiifcolas  do

A aqiiicultura mundial teve um crescimento
médio de 288,1% entre os anos de 1990 e 2001.
Neste mesmo periodo, o Brasil apresentou
crescimento de 1.024,4%, e a tilipia do Nilo
(Oreochromis niloticus) representou a segunda espécie
de peixe mais cultivada, perdendo somente para as
carpas (Borghetti et al., 2003).

O Brasil tem potencial para se tornar uma das

principalmente por possuir muita dgua e terra com
baixo custo. Além disso, é um pais de clima tropical,
0 que permite que a tilipia tenha crescimento
durante o ano todo em grande parte do territdrio,
além de ser um grande produtor ¢ exportador de soja
e outros grios que formam a base da alimentacio
dos peixes (Lovshin, 2000).

As tildpias pertencem a familia Cichlidae, sio de
origem do leste e oeste da Africa e, hoje, sio
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encontradas em virios paises do mundo (Seyoum e
Kornfield, 1992; Dey e Gupta, 2000). Sio peixes de
dgua doce amplamente cultivados pelo mundo
inteiro (Appleyard et al., 2001). As tildpias de maior
importincia estio divididas em trés principais
géneros: Tilapia, Oreochromis ¢ Sarotherdon (Popma e
Lovshin, 1995; Kubtiza, 2000).

A tildpia Oreochromis niloticus destaca-se entre as
demais por apresentar vérias qualidades zootécnicas
(Fitzsimmons, 2000). No Brasil, existem duas
linhagens de grande importincia desta espécie:
Bouaké e Chitralada. A primeira é originiria da
Costa do Marfim; a segunda teve origem no Egito,
foi para o Japio e daf exportada para Tailindia, lugar
onde foi domesticada (Moreira, 1999; Kubitza,
2000). A Bouaké foi introduzida no Brasil em 1971
(Castagnolli, 1992), e a Chitralada em 1996
(Zimmermann, 1999). Wagner (2002) nio observou
diferencas morfolégicas mensurdveis entre as
linhagens de tildpia do Nilo Bouaké e Chitralada.

Os marcadores moleculares surgiram como uma
nova ferramenta no processo de melhoramento
genético (Moreira, 2001). A técnica de RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) utiliza primers
tnicos de seqliéncia simples e arbitriria para
amplificar fragmentos de DNA por PCR (Polymerase
Chain Reaction) (Williams et al., 1990), possibilitando
detectar o polimorfismo do DNA, amplificado ao
acaso em multiplas regides do genoma (Dinesh et al.,
1993). Esta técnica é a de menor custo, menor
ndmero de etapas, menor tempo para obter os
resultados e maior facilidade de implementar, o que
a torna um dos marcadores mais utilizado e
difundido (Milach, 1998; Naish et al., 1995a).

A técnica RAPD pode ser usada para: distinguir
espécies de peixes (Partis e Wells, 1996; Almeida e
Sodré, 2002) como, por exemplo as tilipias
(Bardakci e Skibinski, 1994, 1999; Dinesh et al.,
1996); para diferenciar linhagens de tilipia (Naish et
al., 1995a; Bardakci e Skibinski, 1999); detectar
hibridos entre espécies (Elo et al., 1997); anilise
filogenética de ciclideos (Siiltmann ef al., 1995);
estimar a divergéncia e variabilidade genética
(Rieseberg, 1996; Moreira, 2001; Almeida e Sodré,
2002; Benites, 2003; Astolphi, 2003; Barman et al.,
2003).

O nifvel de caracterizagio e o padrio de
diversidade genética nas populacoes de tilipia
representam  importantes  recursos  para 0
melhoramento do cultivo desta espécie (Mather,
2001). Segundo Moreira et al. (2003), a técnica
RAPD ¢ adequada para o monitoramento genético
em peixes, o que ¢ necessirio para melhorar a
produtividade em programas de sele¢io (Appleyard e
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Mather, 2000). Pode ser, portanto, uma boa
ferramenta para o melhoramento genético na
tilapicultura.

O objetivo deste trabalho foi estimar a
divergéncia e a variabilidade genética nas linhagens
de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), Bouaké e
Chitralada, em duas geragdes de reprodutores pela
técnica de RAPD.

Material e métodos

Animais

Foram utilizados 40 reprodutores de tilipias do
Nilo (Oreochromis niloticus), 20 da linhagem Bouaké e
20 da Chitralada. Para cada uma das linhagens,
foram analisados 10 individuos (cinco machos e
cinco fémeas) de uma geragio (1997) e 10 (cinco
machos e cinco fémeas) de outra geracio (2002).
Nio foi realizado processo de sele¢io, mas houve
um controle da sele¢io nio intencional de uma
geracio de reprodutores (1997) para outra (2002) em
ambas linhagens.

A linhagem Bouaké foi obtida na Estagio
Experimental de Piscicultura da Universidade
Estadual de Maringi (UEM-Codapar), localizada no
distrito de Floriano, no municipio de Maringi, e a
linhagem Chitralada foi obtida na Piscicultura
Aquabel, situada no municipio de Rolindia, ambas
no Estado do Parani.

Extracao de DNA

Para a extragio de DNA, foi utilizada a
metodologia descrita por Bardakci e Skibinski
(1994), com algumas modificagbes. Os fragmentos
de nadadeira caudal de aproximadamente 0,5 cm?,
preservados a -20°C com etanol 70%, foram
colocados em microtubos com 550 PL de tampio de
lise (50 mM de Tris-HCI, 50 mM de EDTA, 100
mM de NaCl ¢ 1% de SDS) e 200 pg/mL de
proteinase K e, em seguida, incubados em banho-
maria a 50°C “overnight”. Posteriormente, o DNA foi
purificado com duas extra¢cbes com fenol-Tris pH
8,0 e trés de cloroférmio. O DNA obtido foi
precipitado com duas vezes e meia de etanol
absoluto ¢ um décimo de acetato de sédio em
relacio ao volume recuperado, e permaneceu
incubado por duas horas a -20°C. Em seguida, o
DNA foi retirado com uma pipeta de Pasteur
adaptada, lavado com 2 mL de etanol 70%,
ressuspendido em 100 pL de tampio TE (10 mM de
Tris pH 8,0 ¢ 1 mM de EDTA) e tratado com 30
Hg/mL de RNAse. O DNA permaneceu por uma
hora em banho-maria a 37°C, sendo, em seguida,
conservado a -20°C.
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O DNA foi quantificado em espectrofotdbmetro
Shimadzu, no comprimento de onda de 260 nm, ¢
diluido em TE para uma concentragio de 20 ng/ML.
Sua pureza foi verificada pela razio das absorbincias
260 nm (DNA) e 280 nm (proteina). A integridade
do DNA extraido foi checada em gel de agarose
0,7%, revelado com 0,5 pg/mL de brometo de etidio,
sendo a eletroforese conduzida em 100 volts por 45
minutos em cuba horizontal usando tampio TBE
1X (500 mM de Tris-HCI, 60 mM de icido bérico e
83 mM de EDTA). A imagem foi capturada por um
sistema da EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5).

Amplificacao

As condigdes de amplificagdo foram baseadas em
Williams et al. (1990), com algumas modificagdes. O
DNA gendmico foi amplificado em um volume de
reacio de 25 L, no qual se utilizou tampao Tris-
KCl 1X (Tris-HCI1 20 mM pH 8,4 ¢ KCI 50 mM),
1,5 mM de MgCl, 100 ng de primer
(oligonucleotideos), 0,2 mM de cada ANTP , uma
unidade de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e 20
ng de DNA molde. As reacoes de RAPD foram
amplificadas em um termociclador “Eppendorf
Mastercycler” Gradient”, programado para 40 ciclos,
com um passo inicial de desnaturagio a 94°C por
quatro minutos e um passo final de extensio a 72°C
por cinco minutos. Cada ciclo se consistiu de um
minuto a 94°C, um minuto a 40°C e dois minutos a
72°C.

Foram avaliados 20 primers do Kit Operon
(Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA),
sendo selecionados aqueles que apresentaram bom
padrio de amplificagio.

Os produtos de amplificagio foram separados em
gel de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida -
29:1) nio desnaturante com concentragio de 10%.
Foram utilizados 9 YL do produto amplificado e 2
UL de tampio de amostra (40% de sacarose ¢ 0,25%
de azul de bromofenol) em eletroforese vertical. Esta
foi conduzida em 100 volts, por 20 horas, em uma
cuba vertical usando tampio TBE 1X (500 mM de
Tris-HCI, 60 mM de 4cido boérico e 83 mM de
EDTA).

Utilizou-se colora¢io com nitrato de prata pelo
método proposto por Bassam ef al. (1991) adaptado,
em que o gel foi submetido a trés solugdes: 1)
solucio de fixa¢io (10% de etanol e 0,5% de icido
acético) por 20 minutos; 2) solugio de impregnacio
(6 mM de nitrato de prata) por 10 minutos; 3)
solucio de revelagio (0,75 M de NaOH e 0,22% de
formol-40%) até o aparecimento das bandas.
Posteriormente, os géis foram fotografados com luz
branca usando o sistema EDAS (Kodak 1D Image

Analysis 3.5).

Andlise dos dados

O tamanho dos fragmentos foi estimado por
comparagio com o padrio Phi-X174/Hae 111 (11
bandas com tamanho entre 72 a 1353 pb).

A presenca ou auséncia de bandas de tamanhos
moleculares idénticos (mesmo locus) foi usada para a
construgio de uma matriz de similaridade com base
no cilculo do coeficiente de similaridade de Jaccard,
codificando “1”, como a presenga da banda no gel e
“0”, como sua auséncia. A fim de representar
graficamente o padrio de divergéncia genética, com
a matriz de similaridade, foi construido um
dendrograma com o algoritmo de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na
Arithmetic Average). Utilizou-se para essas andlises o
programa NTSYS 1.7 (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System) (Rohlf, 1989).

A diferenciacio genética entre as linhagens e
entre individuos dentro de linhagens foi analisada
com o teste de Mantel. Para cada par de linhagens,
foi construida uma matriz de dissimilaridade com os
complementos dos coeficientes de Jaccard entre
individuos ¢ uma matriz modelo identificando a
linhagem de cada individuo. As correlages entre as
duas matrizes foram estimadas pelo teste de Mantel
com 1000 permutagdes, utilizando o programa
Mantel-Struct (Miller, 1999).

A diversidade genética, dentro e entre as
linhagens, foi determinada pelo indice de Shannon e
pela porcentagem de loci polimérficos, calculados
pelo programa PopGene 1.31 (Yeh et al., 1999).

Resultados e discussao

Qualidade do DNA

A razio das absorbincias a 260 nm e 280 nm
variou de 1,8 a 2,2 para todas as amostras, conforme
o recomendado por Ferreira e Grattapaglia (1998) e
Barbosa (1998), indicando que nio houve excesso de
proteina que pudesse prejudicar a amplificagio. Pela
anilise em gel de agarose, observou-se que nio
ocorreu degradagio do DNA em nenhuma das
amostras.

Loci polimoérficos

Na Tabela 1, pode-se observar a seqiiéncia dos
nove primers selecionados, o numero de loci, o
nimero de loci polimérficos e o tamanho dos
fragmentos amplificados.

Os fragmentos amplificados variaram de 240 pb a
1400 pb, encontrando-se dentro dos limites de 200
pb a 1500 pb, nos quais a técnica RAPD, segundo
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Liu et al. (1999), apresenta boa reprodutibilidade.

Tabela 1. Seqiiéncias nucleotidicas dos primers, ntimero de loci,
nimero de loci polimérficos e tamanho dos fragmentos
amplificados nas linhagens de tilipia do Nilo (Oreochromis
niloticus) Bouaké e Chitralada das geragbes de reprodutores de
1997 e de 2002.

Primers Seqiiéncia de N°deloi  IN°deloci Tamanho dos
nucleotideos (3" - 5)) polimérficos  fragmentos (pb)
A-01(C05) CAGGCCCTTC 16 6 245-1078
A-04(C08) AAT CGGGCTG 14 9 240-285
A-09(D01) GGG TAACGCC 8 4 250-500
A-10(D02) GTGATC GCAG 8 3 260-605
A-11(D03) CAATCGCCGT 1 7 255-1150
A-12(D04) TCG GCGATAG 7 4 270-870
A-13(D05) CAGCACCCAC 10 3 265-750
A-14(D06) TCT GTGCTGG 1 7 280-620
A-15(D07) TTC CGAACCC 5 2 600-1400
Total - 0 45 240-1400

Foi observado um alto grau de polimorfismo:
dos 90 loci observados, 45 foram polimérficos
(50,0%). O ntmero de loci foi semelhante ao
encontrado por Prioli et al. (2002), para o género
Astyanax (10 primers: 87 loci com 90,0% polimérfico),
e por Oliveira et al. (2002), para o género
Steindachnerina (9  primers: 98 loci com 77,6%
polimérfico). Valores superiores foram encontrados
por Almeida e Sodré (2002), para a famila
Pimelodidae (7 primers: 132 loci), e por Sekine et al.
(2002) em Pseudoplatystoma corruscans (36 primers: 152
loci com 27,0% polimérfico). O ntimero de loci
encontrado no presente trabalho, que segundo
Telles et al. (2001) é mais importante que o de
primers, estd de acordo com o ndmero obtido por
vérios autores para estimagio da diversidade genética
pela técnica de RAPD.

A linhagem Bouaké apresentou porcentagem de
loci polimérficos de 18,9% para a geracio de
reprodutores de 1997 ¢ de 12,2% para a geracio de
2002. Valores superiores foram encontrados na
linhagem Chitralada nas geragdes de reprodutores de
1997 e de 2002, com 333% e 36,7%,
respectivamente. Estes valores evidenciam uma
diversidade genética semelhante entre as duas
geracOes de reprodutores em ambas as linhagens,
indicando que nio ocorreu perda significativa de
alelos dos reprodutores na auséncia de selegio
intencional e controle da sele¢io nio intencional.
Também pode-se observar uma menor variabilidade
genética na linhagem Bouaké, em relagio a
Chitralada, que pode ser explicada pelo efeito
fundador (variabilidade com que as duas populacoes
foram constituidas), pelos sistemas de acasalamento
e também pelo tempo de introdugio das duas
linhagens (Bouaké foi introduzida em 1971 e
Chitralada em 1996).

Valores de wvariabilidade genética em peixes,

Povh et al.

obtidos pela porcentagem de loci polimérficos, foram
determinados por Chiari e Sodré (2001) em oito
espécies da familia Anostomidae (29,3% a 58,7%),
por Oliveira et al. (2002) no género Steindachnerina
(27,6% sem micula e 31,6% para os com micula ¢
intermedidrio) e por Yoon ¢ Kim (2001) em Catfish
(Silurus asotus) (45,7% para populagio de Kunsan e
40,8% para Yesan 40,8%).

O primer A-09 apresentou um locus com 250 pb
presente somente na linhagem Bouaké, em todos
individuos das duas geragdes de reprodutores (1997
e 2002). Os primers A-12 ¢ A-13 apresentaram os loci
de 620pb e 610pb, respectivamente, presentes
somente na linhagem Chitralada, em todos
individuos das duas gera¢des de reprodutores. Estas
bandas exclusivas podem ser utilizadas para a
identifica¢io destas linhagens com desenvolvimento
de primers especificos (SCAR - Sequence Characterised
Amplified Region), tornando-se marcadores para estas
linhagens. Bardakci e Skibinski (1999) realizaram
este procedimento para algumas linhagens de tilipia
do Nilo (Manzala, Baobab, Reds, BFAR, Turkana e
Baringo).

Segundo Mather (2001), a caracterizagio genética
em populagdes de tildpia representa um importante
recurso para o melhoramento do cultivo desta
espécie. A identificagio das linhagens pode orientar
os cruzamentos, que podem ser usados para explorar
o cfeito da heterose ¢ o aumento da variabilidade
genética. No projeto GIFT (“Genetic Improvement of
Farmed Tilapia”), que mostrou que é possivel o
melhoramento genético para caracteristicas de
importincia econdémica em tildpia do Nilo (Eknath
et al., 1993; Dey e Gupta, 2000; Rye e Refstie, 2000;
Gupta et al., 2001), os cruzamentos entre as
linhagens, em geral, apresentaram baixa heterose.
Esta pritica pode ser empregada, entretanto, visando
o aumento da variabilidade genética. Segundo
Bentsen et al. (1998), foi observado, no projeto
GIFT, um ganho de 85% no desempenho durante
cinco geragdes de sele¢io em relagio i populagio
base.

Divergéncia genética e indice de Shannon

Os valores de divergéncia genética nas linhagens
de tilipia do Nilo, Bouaké e Chitralada, entre as
geracoes de reprodutores dos anos de 1997 e de
2002, podem ser observados na Tabela 2.

Nio houve diferenga de divergéncia genética na
linhagem Bouaké entre as geracoes de reprodutores
de 1997 (0,089) e¢ de 2002 (0,059), ¢ o mesmo
ocorreu com a linhagem Chitralada entre as geragdes
de 1997 (0,151) e de 2002 (0,157) (Tabela 3).

Portanto, permaneceram uniformes os valores de
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divergéncia genética nas linhagens Bouaké e
Chitralada de uma geracio de reprodutores (1997)
para outra (2002), o que indica que, praticamente,
nio houve alteracio genética entre as geragdes. Desta
forma, a auséncia de selecio intencional e o controle
da sele¢io nio intencional foram eficientes para
preservar a divergéncia genética nas linhagens
Bouaké e Chitralada.

Tabela 2. Valores médios de divergéncia genética nas linhagens
de tildpia do Nilo (Oreochromi niloticus) Bouaké e Chitralada e
valores médios das geragdes de reprodutores de 1997 ¢ de 2002,
obtidos pelos complementos dos coeficientes de Jaccard.

Bouaké Bouaké Chitralada  Chitralada
1997 2002 1997 2002
Bouaké 1997 0,089 - - -
Bouaké 2002 0,077 0,059 - -
Chitralada 1997 0,224 0,217 0,151 -
Chitralada 2002 0,231 0,221 0,156 0,157

Tabela 3. Correlagdes entre as matrizes (abaixo da diagonal) e
probabilidade do erro (acima da diagonal) nas linhagens de tilipia
do Nilo (Oreochromi niloticus), Bouaké e Chitralada, das geragoes
de reprodutores dos anos de 1997 e 2002, obtidas pelo teste de
Mantel, com 1000 permuta¢des, a partir da matriz de
complementos dos coeficientes de Jaccard.

Bouaké Bouaké Chitralada  Chitralada
1997 2002 1997 2002
Bouaké 1997 - 0,122™ 0,001" 0,001"
Bouaké 2002 0,049 - 0,001" 0,001"
Chitralada 1997 0,795 0,793 - 0,276™
Chitralada 2002 0,764 0,729 0,022 -

*Significativo P<0,01, "Nao significativo

Astolphi (2003), trabalhando com sele¢io na
linhagem Chitralada, encontrou valores semelhantes
de similaridade (Jaccard) entre os parentais (0,659) e
as progénies (0,663). O mesmo nio ocorreu,
entretanto, com Moreira et al. (2003), que também
utilizou o  processo de sele¢io na linhagem
Chitralada observou um decréscimo da similaridade
(Jaccard) dos parentais (0,756) em relacio i progénie
(0,892). Freitas e Galetti Jr (2003) também
observaram decréscimo na similaridade (Jaccard)
dentro de algumas geracoes de camario Litopenaeus
vannamei que, segundo os autores, pode ter sido
causado por endocruzamentos.

A divergéncia genética entre as linhagens
apresentou diferenca quando comparadas ambas as
linhagens de 1997 (0,224) e de 2002 (0,221): Bouaké
de 1997 com Chitralada de 2002 (0,231) e Bouaké de
2002 com Chitralada de 1997 (0,217) (Tabela 3). Os
valores de divergéncia genética entre as linhagens
Bouaké e Chitralada, em todas geracdes comparadas,
revelam que estas sio geneticamente diferentes e
que, inclusive, apresentam loci que podem tornar-se
marcadores para estas linhagens. Dinesh et al. (1996)
encontraram para a espécie tildpia do Nilo
divergéncia genética de 0,269, superior ao obtido

para as duas linhagens desta espécie.

Shikano e Taniguchi (2002) encontraram no
peixe “Gruppy” (Poecilia reticulata) valores de
divergéncia genética, pelo coeficiente de Jaccard, de
0,074 a 0,133 dentro das linhagens, ¢ 0,125 a 0,320
na combinag¢io das linhagens. Os autores também
relataram que o hibrido obtido do cruzamento de
linhagens teve um aumento de 18,7% a 10,0% na
divergéncia genética. Estudos posteriores com
hibridos entre as linhagens de tildpia do Nilo
estudadas poderiam confirmar um aumento da
divergéncia genética, o que poderia proporcionar
melhores resultados no processo de melhoramento
genético, principalmente, para a linhagem Bouaké,
que apresentou alta similaridade genética. Segundo
Moreira (1999), a linhagem Bouaké nio possui
variabilidade suficiente para o desenvolvimento de
linhagens ou execugio de um programa de selegio,
portanto qualquer programa de desenvolvimento de
linhagens, no Brasil, deveria iniciar pela combinagio
do material da linhagem Bouaké com a Chitralada,
visto que a primeira ji se encontra adaptada as nossas
condigoes.

A menor divergéncia genética da linhagem
Bouaké pode ser explicada pelo tempo de introdugio
das duas linhagens, no qual houve maior ndmero de
geracdes de selecio, intencional ou nio, na linhagem
Bouaké. Um segundo fator que pode explicar a
menor divergéncia na Bouaké é que reprodutores
desta linhagem ja foram introduzidos no Brasil com
baixa dissimilaridade  (efeito  fundador). O
endocruzamento também pode ser um terceiro
fator, pois proporciona um aumento da homozigose
e, consequentemente, da similaridade.

O aumento da endogamia, que nio € dificil de
ocorrer devido 3 maioria dos estoques de
reprodutores serem pequenos e fechados, pode
proporcionar grandes perdas na piscicultura, porque
o aumento da homozigose possibilita que alelos
deletérios raros (genes que levam o individuo 2
morte) e alelos detrimentais (genes que diminuem o
potencial do individuo) tenham uma maior chance
de se expressarem, reduzindo a viabilidade, a
sobrevivéncia, o crescimento, a produgio de évulos e
aumentando a porcentagem de anormalidades.
Entretanto, Moreira (1999) relata que o fato da
tilipia do Nilo conseguir sobreviver e se reproduzir
em condi¢bes ambientais tio diferentes com alto
grau de endogamia, observado pelo marcador
microsatélite, pode acontecr porque os genes
deletérios teriam sido eliminados.

Segundo Moreira (2001), uma das maneiras de se
evitar o aumento da endogamia é manter o nimero
efetivo de reprodutores (Ne) tio grande quanto for
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possivel para que nio ocorra detrimento do
potencial genético. O autor também relatou que os
efeitos negativos da endogamia podem ser
minimizados através do cruzamento de peixes
geneticamente diferentes e, portanto, a estimagio da
divergéncia genética possibilitard  orientar  os
cruzamentos.

Apesar dos efeitos negativos, a consangiiinidade
pode ser aplicada em situagdes como: quando hi
interesse em aumentar a participagio no estoque de
um determinado reprodutor; na criag¢io de linhagens
endocruzadas que serdo utilizadas para produzir
hibridos F, de crescimento ripido e fixagio de
caracterfsticas externas (Moreira, 2001).

Hatanaka e Galetti Jr. (2003) avaliaram a
similaridade em trés populagdes de Prochilodus
marggravii, em trés regides do Rio Sio Francisco, e
encontraram considerdvel discrepincia genética de
uma regido em relagio is outras. Alteragdes no pool
génico das populacées podem ser irreversiveis e
culminam, em longo prazo, com a extingio das
populagdes locais e formagio de uma nova
populagio hibrida na regiio (Oliveira et al., 2002).
Desta maneira, estudo populacional com a técnica de
RAPD ¢é de grande importincia, pois permite
distinguir populagbes da mesma espécie de peixe
(Paiva, 2001; Yoon e Kim, 2001; Barman et al., 2003)
e de grupos geneticamente diferentes que, embora
muitas vezes apresentem caracteristicas
fenotipicamente semelhantes, pertencem a grupos
geneticamente diferentes e, portanto, tratam-se de
espécies diferentes (Dergam et al., 1998, 2002;
Almeida e Sodré, 2002).

Os wvalores do indice de Shannon para as
linhagens Bouaké e Chitralada, das geragdes de
reprodutores de 1997 e 2002, encontram-se na
Tabela 4.

Tabela 4. Indice de Shannon nas linhagens de tilipia do Nilo
(Oreochrom  niloticus), Bouaké e Chitralada, das geragoes de
reprodutores dos anos de 1997 e 2002, obtido pelo programa
Popgene.

Geragdes de reprodutores Indice de Shannon

Bouaké de 1997 0,104
Bouaké de 2002 0,068
Chitralada de 1997 0,198
Chitralada de 2002 0,214
Geral 0,239

Os menores valores de indice de Shannon para a
linhagem Bouaké indicam, do mesmo modo que a
menor porcentagem de loci polimérficos, uma
menor variabilidade genética na Bouaké em relagio a
Chitralada.

Esta baixa variabilidade pode ser explicada pelo
tempo de introdugio das duas linhagens e pelo efeito

Povh et al.

fundador. Moreira  (1999)  constatou  baixa
variabilidade genética com o marcador microsatélite
em estoques de reprodutores de tilipia do Nilo,
obtida pelo indice de heterozigose e ndmero de
alelos, e também destacou como sendo um possivel
reflexo do efeito fundador e o método de expansio
posterior dos estoques de reprodutores. O autor
também relatou que a reducgio da variabilidade
genética pode ser causada pela selegio (natural ou
artificial) e pelo desequilibrio entre o nimero de
machos ¢ fémeas na reproducio. Entretanto, esta
hipétese foi descartada pelo autor, porque houve
igual efeito sobre todos os loci.

Foram semelhantes os valores de indice de
Shannon entre as geragdes de reprodutores nas duas
linhagens, indicando, assim, com a porcentagem de
loci polimérficos, que a variabilidade genética da
geracio de reprodutores de 1997 foi mantida na
geracio de 2002 na auséncia de selegdo intencional e
controle da selecio da nio-intencional.

Valores do indice Shannon semelhantes foram
obtidos por Oliveira et al. (2002) nas populagoes
Steindachnerina  sem mdcula, com micula e
intermedidria  com 0,122, 0,152 e 0,176,
respectivamente, mas entre as trés populagoes foi
muito superior, com indice de 0,446. Indices de
Shannom superiores (0,500, 0,540 e 0,580),
entretanto, foram obtidos por Prioli ef al. (2002) em
trés populagdes do género Astyanax.

Uma grande variagio de genética permite que
possa ocorrer sucesso de implementagio de
programas de selecio (Rye e Refstie, 2000). A
variabilidade genética é o requisito inicial para
aplicagio da sele¢io e, portanto, o conhecimento desta
nas populagdes é o primeiro passo para um programa
de melhoramento (Astolphi, 2003). Segundo
Appleyard et al. (2001), a sele¢io de tildpia do Nilo da
linhagem Chitralada com microsatélite, baseada na
heterozigose, melhorou pouco o ganho de peso.
Ocorreu, porém, um relativo aumento do nivel de
variabilidade genética, que é de grande importincia
para um programa de melhoramento genético.

Pelo dendrograma da Figura 1, fica claro que os
individuos da linhagem Bouaké formam um grupo
separado dos individuos da linhagem Chitralada e,
também, fica claro que a variabilidade genética na
linhagem Bouaké é bem menor que na Chitralada.
Benites (2003), utilizando a técnica RAPD e o
coeficiente de Jaccard, nio encontrou a formagio de
grupos distintos para as linhagens Bouaké,
Chitralada e Hibrida (macho Chitralada e fémea
Bouaké). Entretanto, segundo o autor, houve uma
tendéncia de agrupamento.
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Figura 1. Dendrograma obtido pelo agrupamento UPGMA dos reprodutores de tildpia do Nilo (Oreochrom niloticus) das linhagens Bouaké
e Chitralada das geragdes de reprodutores de 1997 e 2002, pelo coeficiente de Jaccard, utilizando o programa NTSYS. B97M: Bouaké da
geragao de 1997 e macho; B97F: Bouaké da geragio de 1997 e fémea; BO2M: Bouaké da geragio de 2002 e macho; BO2F: Bouaké da
geragao de 2002 e fémea; C97M: Chitralada da geragao de 1997 e macho; C97F: Chitralada da geragio de 1997 e fémea; C02M: Chitralada
da geragio de 2002 e macho; CO2F: Chitralada da geracio de 2002 e fémea.

Também pode ser observado, no dendrograma
(Figura 1), que ambas as linhagens nio apresentaram
separagio de grupos distintos entre as geragoes de
reprodutores, o que caracteriza ainda mais que nio
houve alteragio da variabilidade genética da geracio
de reprodutores de 1997 e 2002 para as duas
linhagens, demonstrando que, realmente, a auséncia
de sele¢io intencional e o controle da selegio nio-
intencional preservaram o padrio genético nas
linhagens Bouaké e Chitralada. Astolphi (2003),
utilizando RAPD e o coeficiente de Jaccard, obteve
resultados  diferentes quando os peixes foram
submetidos a um processo de sele¢io e, embora nio
tenham formado dois grupos distintos, observou a
tendéncia de formagio de um grupo com os
parentais e outro com a progénie.

A técnica de RAPD apresentou-se adequada para
a anilise da diversidade genética nas linhagens de
tilipia do Nilo (O. niloticus) Bouaké e Chitralada.
Esta técnica destaca-se das demais pela facilidade de
execugio, por produzir resultados com baixo erro
estatistico (Naish et al., 1995b) e por ser bastante
vidvel pela simplicidade e rapidez, em relagio as
demais técnicas moleculares (Bartfai ef al., 2003).

Segundo Moreira (1999), quando nio for
possivel o emprego de marcadores moleculares,
priticas como rodizio de reprodutores, igual
propor¢io de sexos na reprodugio, renovagio
constante de reprodutores ¢ também o controle da
incorporagio de novos reprodutores podem permitir
a conservagio dos niveis de variabilidade genética.
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Conclusao

A técnica RAPD foi eficaz para diferenciar as
linhagens Bouaké e Chitralada de tildpia do Nilo
(Oreochrom niloticus). A Bouaké apresentou menor
divergéncia e variabilidade genética em relagio a
Chitralada.

A divergéncia e a variabilidade genética foram
uniformes de uma geragio de reprodutores (1997)
para outra (2002), em ambas as linhagens, indicando
que a auséncia de sele¢do intencional e o controle da
selecio nio-intencional foi eficiente para preservar a
diversidade genética dos reprodutores.
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