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ABSTRACT

Fishery plays an important role in the supply of food for the increasing population. Tilapia production exceeded two
million tons, being the second most important group of fish worldwide. Nile tilapia (Oreochromis niloticus
Linnaeus, 1758) is the most important species due to the fast growth rates and good acceptance by the consumer.
Fish genetic improvement is highly based on molecular genetics, including RAPD, and the knowledge obtained in
the last decades gave good results in terms of molecular marker-assisted breeding. In the present work the genetic
variability of four populations of Nile tilapia was assessed using molecular techniques. Modifications in the DNA
extraction protocol described by Bardakci and Skibinski (1994) were evaluated, which was followed by the
application of the RAPD technique, using eight primers and twenty specimens of four tilapia lineages (Bouaké,
Chitralada, GST and GIFT). The results from the PCR amplifications were evaluated using the programs NTSys
and PopGen. GIFT was the most polymorphic group, with 37% of its loci showing polymorphism, and the group
that presented the highest Shannon index (0,17). All primers but one (OPA-12 for the lineage Chitralada) showed
bands that can be used as a diagnostic tool for lineage differentiation. The dendrogram generated with the
polymorphic bands clearly separated the four populations; GIFT and Chitralada presented the highest genetic
similarity (0,88), whereas GIFT and GST presented the highest genetic distance (0,23).
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INTRODUCAO

O Brasil € hoje um dos paises que mais cresce em

tornando-se a espécie mais criada no estado (Boll
et al., 2004).

producdo de pescado pela aquicultura. Em 2006
teve um aumento de 6,4% na sua produgio,
crescimento superior ao mundial (IBAMA, 2008).
Segundo IBAMA (2008), a regido Sul contribui
com a maior parcela na producdo nacional de
pescado com 32,9%. Santa Catarina alcangou o
primeiro lugar na producdo de pescado nacional
em 2006, ultrapassando o estado do Para.

Dentre a producao de pescado, destaca-se o cultivo
de tildpias, sendo o segundo maior grupo de peixes
produzidos pela aquicultura, ficando apenas atrés
das carpas. A producdo de tildpia no estado de
Santa Catarina quadruplicou entre 1996 e 2002,
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As tilapias pertencem a familia Cichlidae, ja tendo
sido identificadas aproximadamente 70 espécies.
A espécie mais cultivada, representando 80% da
producdo total de tildpias € a tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758) devido as
suas  caracteristicas  zootécnicas  vantajosas
(Kubitza, 2005). Esta espécie € formada por
linhagens de diferentes locais de origem. A
linhagem de tildpia do Nilo denominada Bouaké é
origindria da Costa do Marfim, regido oeste da
Africa; a linhagem Chitralada teve origem no
Egito, foi levada para o Japdo e posteriormente
para a Tailandia, passando assim por vdrias
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geracdes de cultivo e domesticacdo (Moreira,
1999; Kubitza, 2000).

A primeira linhagem introduzida no Brasil foi a
Bouaké, no estado do Ceard, importada da Costa
do Marfim — Africa, no ano de 1971, através do
DNOCS (Departamento Nacional de Obras Contra
as Secas) em Pentecostes (Castagnolli, 1992;
Zimmermann, 1999). A linhagem Chitralada foi
importada da Taildndia em 1996, para Londrina,
Parand. Esta linhagem foi domesticada desde a
década de 1940 no Japdo e depois na Tailandia
(Zimmermann, 1999).

Em 2002 foi introduzida uma nova linhagem de
tilipia do Nilo no Brasil, a GST Genomar
Supreme Tildpia (Zimmermann, 2003), pela
Piscicultura Aquabel, proveniente de uma empresa
norueguesa denominada GENOMAR, a qual,
desde 1999 vem desenvolvendo um programa de
melhoramento genético (Massago, 2007). A partir
de 2005 a linhagem GIFT (Genetically Improved
Farmed Tilapia) da Malédsia foi introduzida no
Brasil pelo Departamento de Zootecnia da
Universidade Estadual de Maringd, com o apoio
do Instituto de Tecnologia de Maringd e
financiamento da  Secretaria  Especial de
Aqiiicultura e Pesca (SEAP — PR). A linhagem
GIFT foi desenvolvida inicialmente pelo ICLARM
(International Center for Living Aquatic Resources
Management), hoje denominado WorldFish
Center, a partir de quatro linhagens africanas
selvagens e quatro linhagens domesticadas na
Asia. A origem da GST e da GIFT é a mesma,
entretanto ap6s 1999, o desenvolvimento das duas
ocorreu de forma independente uma da outra
(Massago, 2007).

No <caso de Santa Catarina, onde sdo
desenvolvidas acdes de pesquisa envolvendo o
melhoramento genético da tildpia do Nilo, estd
sendo criado um Banco de Germoplasma dessa
espécie, com espécimes das linhagens Bouaké,
Chitralada, GST e GIFT advindos de diversos
centros de pesquisa e producio tais como o Grupo
de Pesquisa PeixeGen, do Departamento de
Zootecnia da Universidade Estadual de Maringa, e
de produtores de tildpia do Nilo de Santa Catarina.
Até o momento nenhum estudo de caracterizagao
molecular destas diferentes linhagens de
Oreochromis niloticus em Santa Catarina foi
realizado, dai a importincia deste trabalho no
contexto catarinense de produgdo de tildpia do
Nilo. Baseado nisso, o objetivo deste trabalho foi a
caracterizacdo molecular e a busca por marcadores
moleculares para populacdes de tildpia do Nilo

(Oreochromis niloticus L.) em estudo, através das
técnicas RAPD, para suporte ao programa de
melhoramento genético desta espécie, visando ao
sistema de cultivo intensivo na regido litorinea de
Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

Material biolégico

Para o presente trabalho foram utilizadas quatro
populacdes de tildpia do Nilo: (i) Bouaké, obtida
do produtor Valdir Krhan do municipio de
Pomerode (SC), que possui esta linhagem isolada
em um lago em cima de um morro hd mais de 20
anos; (i) Chitralada, obtida da Fundacdo
Municipal 25 de Julho, situada no municipio de
Joinville (SC), importada da Taildndia em 1997;
(iii)) GST, obtida do produtor Vilmar Rossi, no
municipio de Massaranduba (SC), adquirida da
empresa privada Aquabel, situada em Londrina
(PR), que possui direito exclusivo de
comercializagdo desta linhagem; e (iv) GIFT,
obtida do Grupo de Pesquisa PeixeGen, do
Departamento de Zootecnia da Universidade
Estadual de Maringd. Esses materiais formam o
Niucleo Satélite de Tildpia do Nilo do Estado de
Santa Catarina, parte da UMGEP - Unidade de
Melhoramento  Genético de  Peixes da
Epagri/ltajai. Foram selecionados aleatoriamente
vinte individuos de cada uma das populagdes em
estudo. O material biolégico usado foram amostras
de nadadeira caudal de aproximadamente 2,0 cm’.
As amostras de nadadeiras caudais foram retiradas
nos respectivos locais de obten¢do das populacdes,
com o auxilio de uma tesoura, e preservadas a —20
°C em etanol 70 %, para posterior extragdo de
DNA.

As anélises genéticas do material bioldgico foram
realizadas no Laboratério de Biologia Molecular
da Epagri - Estacdo Experimental de Itajai (EEI),
localizada no municipio de Itajai - SC.

Extraciao de DNA

Para extracdo de DNA das amostras de nadadeira
caudal, primeiramente testou-se o protocolo
descrito por Bardakci e Skibinski (1994). Para a
obtencdo do DNA gendmico, em geral os
protocolos sdo divididos em duas etapas
principais: (i) utilizacdo de detergentes para a lise
de membranas celulares, permitindo a exposi¢cdo
do DNA; e (ii) tratamentos quimicos e enzimaticos
para purificar o material gendmico, eliminando
assim contaminantes como RNA, polissacarideos e
proteinas. No tocante a primeira etapa, o protocolo
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descrito por Bardakci e Skibinski (1994), submete
o material em tampdo de lise a 50°C por 24 horas,
sendo dispendioso no que se refere a energia
elétrica e tempo, além de ser agressivo ao material
genético. Neste sentido, a fim de estabelecer um
melhor tempo para obtengdo de um DNA menos
degradado e mais puro, as amostras foram
incubadas em microtubos com 550 pL de tampao
de lise (50 mM de Tris-HCI, 50 mM de EDTA,
100 mM de NaCl e 1% de SDS) e 200 pg/mL de
proteinase K, conforme protocolo original e, em
seguida, foram incubadas a 50°C em uma estufa
em cinco diferentes intervalos de tempo: 1, 4, 8,
16 e 24 horas, com seis repeti¢des por tratamento.
Apds este procedimento, iniciou-se a etapa de
purificacdo. O DNA foi purificado com duas
extracoes com fenol e trés extragdes com
cloroférmio. O material obtido foi precipitado com
2,5 volumes de etanol absoluto € 0,1 volume de
acetato de s6dio em relacdo ao volume recuperado,
e incubado por duas horas a -20 °C. Em seguida o
DNA foi lavado com 2,0 mL de etanol 70% e seco
por uma hora em camara de fluxo, sendo em
seguida ressuspendido em 100 pL de tampdo TE
(10 mM de Tris pH 8,0 e 1 mM de EDTA) e
tratado com 30 pg/mL de RNAse, incubado
novamente por uma hora a 37 °C, e em seguida
conservado a -20 °C.

A integridade do DNA extraido foi verificada em
gel de agarose 0,8 % revelado com brometo de
etidio, sendo a eletroforese conduzida a 60 V por
45 minutos em cuba horizontal usando tampdo
TAE 1X. Em seguida o DNA foi quantificado em
triplicatas em espectrofotdmetro Femto®, no
comprimento de onda 260 nm (Aj), € sua pureza
foi determinada pela razdo das absorbancias 260
nm e 280 nm, sendo as razdes médias
recomendadas para um DNA puro entre 1,8 e 2,0
(Brasileiro, 1998). Foram utilizadas seis repeti¢des
por tratamento. Os dados de quantificagdo e
qualidade foram submetidos a analise de variancia.
Apés a andlise do teste de incubacdo do material
em tampdo de lise sob diferentes intervalos de
tempo a 50 °C notou-se que a técnica comumente
resultava em elevadas concentragcdes de DNA,
porém muitas vezes este se encontrava degradado
devido ao excesso de produtos agressivos usados
na purificagdo da amostra, ji que sdo feitas duas
extragdes com fenol:cloroférmio (1:1) e uma com
cloroférmio. Em contrapartida, a metodologia
descrita por Wasko et al. (2003) utiliza apenas
uma extragdo com uma solucdo a base de
fenol:cloroférmio:alcool  isoamilico (25:24:1).

Outra técnica € a descrita por Miller et al. (1988),
que utiliza apenas uma extragdo com uma solugéo
de 100 pL de NaCl 6 M. Com o objetivo de
diminuir o uso de substincias agressivas utilizadas
no protocolo descrito por Miller et al. (1988) e por
Bardakci e Skibinski (1994), com base nas
técnicas descritas por Wasko et al. (2003), a
extracdo de DNA foi repetida, onde os passos
iniciais das extracdes foram baseadas no protocolo
de Bardakci e Skibinski (1994), e por ocasido da
purificacdo, os tratamentos foram divididos em
trés grupos, sendo um baseado na técnica de
Bardakci e Skibinski (1994), outro na metodologia
de Wasko et al. (2003), e o terceiro na
metodologia de Miller et al. (1988).

A andlise da integridade do DNA extraido e sua
quantificag@o foram feitas da mesma forma que do
teste anterior, porém neste a quantificacdo foi
realizada em duplicatas. Os dados foram
submetidos a andlise de variincia.

Em seguida, para o presente trabalho foi utilizado
o protocolo descrito por Bardakci e Skibinski
(1994), modificado por Halfen et al. (2008 a, b).
Os fragmentos de nadadeira caudal de
aproximadamente 2,0 cm” preservados a -20 °C em
etanol 70% foram colocados em microtubos com
550 pL de tampao de lise (50 mM de Tris-HCI, 50
mM de EDTA, 100 mM de NaCl e 1% de SDS) e
200 pg/mL. de proteinase K e, em seguida,
incubados a 50°C em uma estufa por quatro horas.
Posteriormente, o DNA foi purificado através de
duas extragdes com fenol e trés extracdes com
cloroférmio. O DNA obtido foi precipitado com
2,5 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de
acetato de sodio em relacdo ao volume recuperado,
e incubado por duas horas a -20 °C. Em seguida o
DNA foi lavado com 2,0 mL de etanol 70%,
ressuspendido em 100 pL de tampdo TE (10 mM
de Tris pH 8,0 e 1 mM de EDTA) e tratado com
30 pg/mL de RNAse, sendo incubado por uma
hora a 37 °C, e em seguida, conservado a -20 °C. O
DNA isolado foi visualizado por eletroforese e
quantificado no espectrofotdmetro Femto® como
nos testes anteriores.

Amplificacdo de DNA gendmico

Com DNA de boa qualidade, foi aplicada a técnica
de RAPD. As reagdes foram realizadas em
microtubos para PCR (volume 0,2 mL) em um
volume total de 40 uL, contendo tampao Tag
Buffer 1X, 1,5 mM de MgCl, 1,0 uM de
iniciadores, 0,6 mM de dNTPs, 2,5 U de Tag DNA
polimerase (Fermentas®), 50 ng de DNA
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genOdmico e 5 % de dimetilsulféxido (DMSO), este
dltimo usado como otimizador de PCR por
proporcionar auxilio na desnaturacio de
seqiiéncias ricas em GC (Franckman et al., 1998).
Os iniciadores testados foram: A-01 (CAG GCC
CTTC), A-09 (GGG TAA CGCC), A-11 (CAA
TCG CCGT), A-12 (TCG GCG ATAG), A-14
(TCT GTG CTGG) (Povh et al., 2005); OPA-02
(TGC CGA GCTG), OPA-03 (AGT CAG CCAC)
e OPA-20 (GTT GCG ATCC), (Massago, 2007).
A metodologia de escolha dos iniciadores foi
baseada no nimero de lécus polimérficos e por
serem bons marcadores moleculares para
diferenciacdo de linhagens de O. niloticus,
segundo a literatura.

O DNA foi amplificado em um termociclador
PTC-100 (MJ Research Inc) através da seguinte
programacdo: 95 °C por 5 minutos de desnaturagdo
inicial; 45 ciclos de 92 °C por 1 minuto de
desnaturagdo, 35 °C por 1 minuto para anelamento
dos iniciadores e 72 °C por 2 minutos de extensao;
e 72 °C por 7 minutos de extensao final.

Os produtos obtidos pela técnica RAPD, junto
com os marcadores 1 Kb e 100 pb (Fermentas®),
foram submetidos a separagdo eletroforética em
gel de agarose 1,2 % em uma cuba horizontal a 70
V contendo tampdo TBE 1X, durante quatro horas
e trinta minutos e corados com brometo de etidio.
Os fragmentos de DNA foram visualizados por
meio de um transiluminador ultravioleta (Vilber
Lourmat®) e fotodocumentados.

Analise dos padroes de fragmentos

A andlise dos padrdes de fragmentos amplificados
foi realizada pela comparacio do perfil
eletroforético obtido para cada individuo. O
tamanho dos fragmentos foi estimado em
comparacdo com o padrdo dos marcadores de 100
pb e 1 Kb (Fermentas®). A avaliacdo da
variabilidade genética foi anotada através de
bandas de DNA amplificadas nos diferentes
gendtipos, onde receberam as  seguintes
codificagcdes: O (auséncia) e 1 (presenca); somente
bandas fortes e consistentes foram consideradas.
Assim, por meio do programa NTSYS 2.1 (Rohlf,
1989), foi gerada uma matriz bindria que resultou
em uma matriz de similaridade genética de cada
grupo, utilizando-se o coeficiente de Jaccard. A
constru¢do do dendograma para representar
graficamente o padrdo de diversidade genética dos
individuos foi realizada pelo método de
agrupamento UPGMA.

O programa PopGen 1.3 (Yeh et al., 1999) foi
utilizado para as andlises estatisticas, na obtenc¢do
do ntimero de alelos observados, frequéncia
alélica, heterozigosidade observada e esperada,
distancia genética e identidade genética entre os
plantéis. Os dados também foram escrutinados a
procura de marcadores ligados a diferencia¢do das
linhagens estudadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracao de DNA

Em relagdo aos testes com os diferentes intervalos
de tempo de acdo do tampao lise (Barcacki e
Skibinski, 1994), pela andlise do gel da corrida
eletroforética, observou-se que os tratamentos de 1
h, 4 h e 8 h foram os melhores em relacdo a
visualizacdo das bandas no gel, quando
comparados aos tratamentos de 16 h e 24 h (Figura
1). Dentre os trés melhores, o tratamento de 4 h
produziu bandas mais definidas e consistentes. As
concentracdes de DNA obtidas nos cinco
tratamentos foram (ug mL'l): 781, 570, 659, 853 e
952, respectivamente para os tratamentos 1, 4, 8,
16 e 24 h. Estatisticamente, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos. No tocante aos
dados de pureza do DNA, foram verificados os
seguintes resultados (relacdo Angy/Angy): 2,6, 2,3,
2,7, 2,9 e 2,7, sem diferencas estatisticas entre
eles. Comparando os dados quantitativos e
qualitativos, conclui-se que o tratamento de 4 h é o
mais indicado, por apresentar tempo relativamente
curto, concentracdo aceitdvel, e melhor grau de
pureza e de integridade do DNA, confirmados pela
visualizacdo em gel.

No tocante ao teste de diminuicdo do uso de
substincias agressivas utilizadas no protocolo
descrito por Bardakci e Skibinski (1994), baseado
nas técnicas descritas por Wasko et al., (2003) e
por Miller et al., (1988), ndo foram observadas
diferencas quanto a integridade do material
genético entre os trés tratamentos (Figura 2). No
entanto notou-se uma menor consisténcia das
bandas no protocolo de Bardakci e Skibinski
(1994), refletindo a menor concentracdo de DNA,
esta confirmada pela quantificacio em
espectrofotometria. Estatisticamente, 0S
tratamentos nao mostraram diferencas
significativas ~ nos  parametros avaliados.
Analisando de forma critica, as médias de
concentracdo de DNA indicam que a metodologia

descrita por Bardakci e Skibinski (1994),
apresentou menor concentragdo de material
gendmico quando comparada aos demais
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protocolos, porém com mais alto grau de pureza
(Tabela 1). Este resultado € consequéncia do maior
nimero de etapas de purificagdo, o que acarreta
perda de material genético. Os demais protocolos,
por possuirem métodos menos agressivos,
resultaram um grau de pureza menor e um DNA
menos degradado.

Figura 1 - Gel de agarose com os resultados do teste de
diferentes intervalos de tempo de ac¢do do tampao de
lise (Bardakci e Skibinski, 1994); 1, 4, 8, 16 ¢ 24 horas.

Tabela 1. Dados de concentracdo e qualidade de DNA gendmico pelos trés tratamentos (Miller et al.,
1988; Wasko et al., 2003; Bardacki e Skibinski, 1994) de teste de diminuicao de substincias agressivas

ao material gendmico.

Tratamentos
Bardakci e Skibinski Wasko Miller
Concentragao
275,83 457,92 395,83
(ug/mL)
Coeficiente de variagdo = 43%; ANOVA = nio significativo.
Qualidade
(Relacio A260/A280) 2,15 2,35 2,70

Coeficiente de variagdo = 12,7%; ANOV A = ndo significativo.

Analise do padrao de fragmentos

Quatro iniciadores (A-01, OPA-02, A-11, A-12)
foram escolhidos para a andlise do padrdo dos
fragmentos, por apresentarem bandas mais
definidas e consistentes. Foram obtidos 98 locos,
59 dos quais foram polimoérficos, ou seja, 60% dos
locos apresentaram polimorfismo; esta andlise é
confirmada com o indice de diferenciacdo Gst
obtido, que foi 0,600. Massago (2007), analisando
as mesmas linhagens do presente trabalho, obteve
81 locos, dos quais 42% polimérficos. Povh et al.
(2005), analisando duas diferentes linhagens de
Bouaké e duas diferentes linhagens de Chitralada,
obtiveram 90 locos com 50% de polimorfismo.
Lopera Barrero et al. (2006), com um total de 87
locos, obteve 70% de locos polimérficos para
outra espécie. Devido a técnica RAPD ser muito
sensivel a variacdes, é normal a porcentagem de
locos polimérficos variarem entre diferentes
trabalhos.

Bar()lakci

Miller

Figura 2 - Gel de agarose com os trés tratamentos
testados no teste de diminuicdo de substancias
agressivas a0 DNA gendmico do protocolo de extracdo
de DNA descrito por Bardacki e Skibinski (1994).

Em relag@o as linhagens, o maior polimorfismo foi
encontrado pela linhagem GIFT (37%), que sugere
maior variacdo genética desta espécie em relagdo
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as demais, sendo a Chitralada a menos polimorfica
(21%). O maior polimorfismo é evidenciado
também pelo indice de Shannon, que indica a
variabilidade genética intrapopulacional; o da
linhagem GIFT (0,17), foi maior do que das
linhagens GST (0,12), Bouaké (0,10) e Chitralada
(0,09) (Tabela 2).

A linhagem GIFT, apos ter passado pelo processo
de melhoramento genético, ndo sofreu uma perda
significativa da variabilidade genética neste
procedimento, apesar do controle efetivo e
intencional de selecdo (Lupchinski Jr, 2007), fato
evidenciado pelo alto valor de polimorfismo
(37%). A linhagem Bouaké apresentou maior
porcentagem de locos polimérficos em relacdo a
Chitralada (Tabela 2). Estes resultados estdo de
acordo com Massago (2007) que encontrou maior
polimorfismo na linhagem Bouaké (26%),

Tabela 2. Indice de Shannon e porcentagem de

locos polimérficos obtidos pelo programa
Popgen
Linhagem Indice de % de locos
Shannon polimérficos

Bouaké 0,10 23
Chitralada 0,09 21
GST 0,12 26
GIFT 0,17 37

Todos os iniciadores apresentaram bandas

exclusivas para todas as populagdes, com excecdo
do iniciador A-12 que ndo apresentou bandas
exclusivas para a populagdo Chitralada (Tabela 3).
Segundo Povh et al. (2005), estas bandas
exclusivas podem ser utilizadas para identificagdo
destas linhagens, com o desenho de iniciadores
especificos (SCAR - Sequence Characterized
Amplified Region), tornando-se marcadores para
estas linhagens. A caracterizacdo genética em
populacdes de tildpia representa um importante

comparada a Chitralada (20%). Atribui-se este
resultado ao baixo niimero de iniciadores usados
na andlise destas populacdes, onde o iniciador A-
11 ndo teve locos polimérficos para a populacdo
Chitralada, dando esta como idéntica. Povh et al.
(2005) e Lupchinski Jr (2007), obtiveram
resultados contrdrios a estes; Povh et al., (2005)
obtiveram menor nimero de locos polimoérficos
para a linhagem Bouaké (19%) comparada a
Chitralada (33%). Segundo o mesmo autor, o
menor grau de polimorfismo da linhagem Bouaké
em relacdo a Chitralada, pode ser explicado pelo
tempo de introducgio relativo as duas linhagens no
pais, 1971 e 1996, respectivamente, assim uma
linhagem mais antiga tende a sofrer maiores
efeitos de consanguinidade e estrangulamento
genético.

recurso para o melhoramento do cultivo desta
espécie (Mather, 2001).

O dendrograma obtido com o agrupamento
UPGMA pelo coeficiente de Jaccard utilizando o
programa NTSYS apresentou separacio clara das
linhagens de til4dpia do Nilo (Figura 4). Lupchinski
Jr (2007), utilizando marcadores RAPD com 25
individuos, observou agrupamento de acordo com
cada linhagem, porém ndo absoluto. Povh et al.
(2005), utilizando a mesma técnica também com o
emprego do coeficiente de Jaccard, analisou a
diversidade das linhagens Bouaké e Chitralada,
obtendo uma separacgdo clara no seu dendograma.
Conforme o dendrograma obtido, as populagdes
GIFT e Chitralada foram as mais préximas
geneticamente, corroborando os resultados de
Massago (2007). A linhagem GST foi a mais
afastada geneticamente. Este resultado ndo era
esperado, pois as linhagens GST e GIFT possuem
a mesma origem evolutiva, e também ndo
equivalendo com os dados de Massago (2007), que
obteve a linhagem Bouaké como a mais afastada.

Tabela 3. Tamanho em pares de base (pb) das bandas amplificadas pelos 4 iniciadores que sao
marcadoras exclusivas para cada populacdo em estudo.

OPA-01 OPA-02 OPA-11 OPA-12
Bouaké 850, 490 1760, 250 300 490, 269
Chitralada 1250 1500 650 -
GST 1200, 880 1550 1750, 1300, 390 515,390
GIFT 1550, 1350, 1000 600, 450 610 1000
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Tanto o dendrograma como os indices de distancia
e identidade genética (NEI, 1978) deram
resultados congruentes (Tabela 4), onde as

linhagens GIFT e Chitralada tiveram a maior
identidade genética (0,88) e as linhagens GIFT e
GST tiveram a maior distancia genética (0,23).

Tabela 4. Identidade Genética de Nei (1978) entre as linhagens e abaixo da diagonal Distancia
Genética de Nei (1978) entre as linhagens, obtidas pelo programa Popgen.

Bouaké GIFT Chitralada GST
Bouaké - 0,83 0,84 0,82
GIFT 0,19 - 0,88 0,80
Chitralada 0,17 0,13 - 0,82
GST 0,20 0,23 0,20 -
iniciadores foram selecionados para a andlise do
Efﬁ padrdo de fragmentos amplificados. Apesar disso,
Bougk

4%

" Chitralada

Figura 4 - Dendograma obtido com o agrupamento
UPGMA, pelo coeficiente de Jaccard, utilizando o
programa NTSYS, para as linhagens Bouaké,
Chitralada, GST e GIFT.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As otimizacdes no protocolo de extracdo de DNA
descrito por Bardakci e Skibinski (1994) tornaram
a técnica menos laboriosa e mais econdmica,
diminuindo o tempo de incubag¢do do tampdo de
lise de 24 horas para 4 horas. Em relacdo a
diminuicdo do uso de substdncias agressivas ao
DNA, baseado nos protocolos descritos por Wasko
et al. (2003) e Miller et al. (1988), recomenda-se
uma combinacdo entre as trés técnicas visando a
um protocolo menos trabalhoso e que preserve a
integridade do DNA, dependendo também da
quantidade de amostras disponiveis, visando um
material genético mais puro ou mais concentrado.
A técnica RAPD foi eficaz para a caracterizacio
genética das diferentes linhagens de O. niloticus
(Bouaké, Chitralada, GST e GIFT). Todos os oito
iniciadores escolhidos jad haviam sido usados em
andlises genéticas de O. niloticus (Povh et al.,
2005; Lupchinski Jr., 2007; Massago, 2007),
porém no presente trabalho, somente quatro

todos os resultados corroboraram aqueles citados
na literatura, com exce¢do do iniciador OPA-11
que ndo apresentou locos polimérficos para a
populacdo Chitralada, resultando em todos os
individuos desta como idénticos. Sugere-se que a
técnica RAPD seja repetida com um maior ndmero
de iniciadores, ponderando assim o peso de cada
um, e dando também uma maior consisténcia aos
dados, confirmando se estes sdo oS mais
apropriados para andlise genética de O. niloticus, e
para concretizar os resultados aqui obtidos.

RESUMO

Com o aumento da demanda de produgdo de alimentos
na atualidade, a aquicultura tem um papel promissor na
contribui¢do da oferta de alimentos. Merece destaque o
cultivo de tildpias, cuja producdo mundial ultrapassou
dois milhdes de toneladas, sendo o segundo maior
grupo de peixes produzidos pela aquicultura, ficando
apenas atrds das carpas. A espécie mais cultivada é a
tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758),
devido principalmente a alta prolificidade, crescimento
rdpido e boa aceitacdo do consumidor, caracteristicas
buscadas com o melhoramento genético. O
melhoramento genético de peixes cultivados tem tido
como uma de suas bases os progressos obtidos na area
da genética molecular. O conjunto de métodos
desenvolvidos nessa ciéncia nas ultimas décadas
possibilitou, com sua incorporacdo na aqiiicultura,
ganhos considerdveis, particularmente quando aplicados
no melhoramento genético assistido por marcadores
moleculares. A diversidade genética em populagdes de
tilipias pode ser determinada através de marcadores
moleculares como do tipo RAPD. O presente trabalho
visou ao levantamento da variabilidade genética
existente entre as quatro populagdes de tildpia do Nilo
que formam o Nicleo Satélite de Tildpia do Nilo do
Estado de Santa Catarina, parte da UMGEP - Unidade
de Melhoramento Genético de Peixes da Epagri/ltajai, e
a busca de marcadores moleculares de identificacdo das
diferentes linhagens da espécie, para aplicagdo no
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melhoramento genético assistido por marcadores. Para
tanto, foram conduzidos experimentos de otimiza¢do do
protocolo de extracdo de DNA (Bardakci e Skibinski,
1994), obtendo assim DNA de boa qualidade. Em
seguida foram selecionados 20 individuos de cada uma
das linhagens (Bouaké, Chitralada, GST e GIFT), e
foram testados oito iniciadores de RAPD.
Posteriormente os fragmentos amplificados foram
submetidos a andlise pelos programas NTSys e Popgen.
Em andlise intrapopulacional, a linhagem GIFT foi a
mais polimérfica em relacdo as outras, obtendo maior
numero de 16cus polimoérficos (37%) e o maior indice
de Shannon (0,17). Todos os iniciadores apresentaram
bandas exclusivas podendo ser usadas como
marcadores moleculares na diferenciag@o das linhagens,
com excecdo do iniciador OPA-12 para a populacdo
Chitralada. O dendrograma obtido com o agrupamento
UPGMA apresentou separagdo clara das linhagens,
agrupando-as conforme os indices genéticos, onde as
linhagens GIFT e Chitralada tiveram a maior identidade
genética (0,88) e as linhagens GIFT e GST tiveram as
maiores distancias genéticas (0,23).
Palavras-chave: Caracterizagcdo
Oreochromis niloticus, divergéncia genética

molecular,
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