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RESUMO

Analisou-se a diversidade genética de estoques de reprodutores de Tambaqui (Colossoma macropomum,),
mediante o uso de marcador RAPD, utilizando-se 10 primers para analisar 30 amostras do estoques de
reprodutores das pisciculturas de Boa Esperanca e Vale Verde, localizadas no Estado de Rondonia. A
porcentagem de fragmentos polimorficos e o indice de diversidade genética de Shannon foram altos nos
dois estoques de reprodutores. O estoque de reprodutores de Boa Esperanga apresentou um fragmento
exclusivo. A diferenciagdo genética foi baixa e o nimero de migrantes por geracdao foi alto entre os
estoques de reprodutores. O dendrograma néo separou os individuos dos estoques de reprodutores em
grupos distintos. Ha alta variabilidade genética nos estoques de reprodutores, um pouco inferior no
estoque de Vale Verde, e ha grande proximidade genética entre os individuos dos estoques de
reprodutores.

Palavras-chave: tambaqui, Colossoma macropomum, RAPD, variabilidade genética, monitoramento
genético

ABSTRACT

The genetic diversity of tambaqui (Colossoma macropomum) broodstocks from two hatchery station in
Rondonia State was studied by the RAPD marker. Ten primers were used to analyze 30 broodstocks
samples from the hatchery stations of Boa Esperan¢a and Vale Verde. The polymorphic fragments
percentage and Shannon genetic diversity index were high in the two broodstocks. The Boa Esperanca
broodstock presented an exclusive fragment. The genetic differentiation was low and the number of
migrants per generation was high among the broodstocks. The dendrogram did not separate the
broodstocks individuals in different groups. The results indicate a high genetic variability in the
broodstocks, being a little bit lower in the Vale Verde broodstock. Besides, there is a genetic proximity
among the broodstocks.
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INTRODUCAO

A espécie Colossoma macropomum, conhecida
como tambaqui, ocorre naturalmente nas bacias
dos rios Amazonas e Orinoco (Araujo-Lima e
Gomes, 2005) e representa a maior produgdo
entre as espécies nativas, com 14,0% do total de
peixes produzidos no Brasil, superada somente
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pelas espécies exoticas tilapia (Oreochromis
niloticus), com 382%, e carpa (Cyprinus
carpio), com 25,0% (Recursos..., 2005). No
Estado de Rondonia, C. macropomum ¢é a
principal espécie, e das 4.151 ton. de peixes
produzidas neste Estado, 3.350 ton. sdo somente
dessa espécie. Segundo Streit Jr. (2005), 73%
dos 5.730.000 alevinos produzidos no ano de
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2005 sdo dessa espécie. O autor relaciona ainda
que, do total de 4.182.900 de alevinos de C.
macropomum produzidos no ano de 2005, 95,6%
foram resultantes de apenas trés pisciculturas,
localizadas nos municipios de Porto Velho, Ouro
Preto do Oeste e Pimenta Bueno.

Tendo como base a importancia econdmica
nacional e regional, a espécie C. macropomum
foi incluida no programa brasileiro de
melhoramento genético, coordenado por varias
instituigdes de pesquisas (oito unidades da
Embrapa, dez universidades federais, trés
estaduais, uma universidade norte-americana e
centros de pesquisa e iniciativa privada),
juntamente com o pintado (Pseudoplatystoma
corruscans), o camardo branco (Litopenaeus
vannamei) ¢ a tilapia (O. niloticus). A partir
desse programa, comecardo a ser desenvolvidas,
em varias regides do pais, pesquisas que irdo
estudar, pela primeira vez, o melhoramento
genético na aquicultura brasileira (Producdo...,
2007).

A variabilidade genética ¢ fundamental para
qualquer programa de melhoramento genético
(Falconer, 1987) e, dessa forma, a identificagdo
do nivel de variabilidade nos estoques de
reprodutores ¢ importante para iniciar um
programa de melhoramento genético. Isso porque
a diminui¢do da variabilidade genética promove
a perda do potencial no melhoramento genético
(Melo et al., 2006; Moreira et al., 2007). Além
disso, o recente projeto de construgdo de
barragem para geragdo de energia elétrica no rio
Madeira, em Rondénia, possivelmente estimulara
a implantagdo de programas de aumento de
estoque de peixes para contornar os efeitos
adversos na ictiofauna e, dessa forma, a
conservacdo da variabilidade genética, que ¢
fundamental para a viabilidade desses
programas, e para evitar os impactos negativos
na ictiofauna (Sirol e Britto, 2006).

Devido a importancia da variabilidade genética
em programas de melhoramento e de aumento de
estoques de peixes, o monitoramento genético
dos estoques de reprodutores ¢ fundamental, e a
utilizagdo dos marcadores moleculares como
ferramenta para esse propodsito tem se mostrado
eficiente (Wasko et al., 2004; Barroso et al.,
2005; Hisdorf et al., 2006).

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.61, n.3, p.728-735, 2009

O objetivo deste estudo foi analisar a diversidade
genética do estoque de reprodutores de C.
macropomum de duas pisciculturas do Estado de
Rondo6nia, mediante o marcador RAPD.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram obtidas dos estoques de
reprodutores de C. macropomum da piscicultura
Vale Verde, Pimenta Bueno (latitude 11°40'21"S,
longitude 61°11'37"0), e da piscicultura Boa
Esperanga, Ouro Preto do Oeste (latitude
10°44'53"S, longitude 62°12'57"0), ambas no
Estado de Rondoénia (Fig. 1). Embora os estoques
de reprodutores possam ter sido formados por
peixes capturados do rio Guaporé, nio existe
registro sobre a origem nas pisciculturas.

Foram colhidas 30 amostras de nadadeira caudal
de cada um dos estoques de reprodutores. A
extragdio do DNA foi realizada segundo a
metodologia modificada por Povh et al. (2006).
O DNA foi quantificado por comparagdo com
concentragdes de DNA fago A em gel de agarose
1%, sendo a eletroforese conduzida com tampao
1X TAE (40mM de Tris-acetato ¢ ImM de
EDTA) por uma hora a 70 volts.

O DNA foi amplificado em um volume de reagdo
de 15uL, no qual se utilizaram tampao 1X Tris-
KCl, 2,0mM de MgCl,, 0,46uM de primer,
0,2mM de cada dANTP, uma unidade de Taq
DNA Polimerase e 10ng de DNA. O DNA foi
desnaturado a 94°C por quatro minutos e, em
seguida, foram realizados 40 ciclos, cada um
consistindo de um minuto de desnaturagdo a
94°C, um minuto e 30 segundos de anelamento a
40°C e dois minutos de extensio a 72°C.
Posteriormente aos ciclos, foi realizada uma
extensdo final a 72°C por sete minutos. As
reacdes foram amplificadas em termociclador
Eppendorf  Mastercycler  Gradient, sendo
avaliados 60 primers do kit OPA, OPX ¢ OPW
da Operon', dos quais foram selecionados os que
apresentaram bandas consistentes e
reproduziveis. A eletroforese foi realizada em
tampdo 0,5X TBE (45mM de Tris-Borato ¢ ImM
de EDTA) por quatro horas a 70 volts.

1Operon Technologies Inc. — Alameda, Ca, EUA.
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Figura 1. Localizagdo dos municipios de Pimenta Bueno e Ouro Preto do Oeste, Rondonia, onde se
encontram as pisciculturas de Boa Esperanca e Vale Verde, respectivamente. Na figura, destaca-se o rio
Guaporé, possivel origem dos estoques de reprodutores.

Os géis utilizados para quantificagdo do DNA e
verifica¢do dos produtos de amplificagdo foram
visualizados sob radiagdo UV apds exposigdo
destes ao brometo de etidio (0,5ug mL™) por
uma hora. Posteriormente, a imagem dos géis foi
fotografada com o programa Kodak EDAS-290
(Kodak 1D Image Analysis 3.5). Este mesmo
programa foi utilizado para estimar o tamanho
dos fragmentos amplificados a partir do
marcador 100pb DNA ladder.

A variabilidade genética foi estimada pelo indice
de diversidade genética de Shannon e pela
porcentagem de fragmentos polimoérficos
utilizando-se o programa POPGENE 1.31 (Yeh
et al., 1999). Este programa também foi utilizado
para determinar a diferenciacdo genética (Gsr)
entre os individuos dos estoques de reprodutores,
sendo sua significAncia testada pelo teste y°, e
para determinar o nimero de migrantes por
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geracdo (Nm). As frequéncias dos fragmentos
entre os individuos dos estoques reprodutores
foram analisadas pelo teste exato (Raymond e
Rousset, 1995) utilizando-se o programa TFPGA
1.3 (Miller, 1997). A fim de representar
graficamente a similaridade genética, utilizou-se
o programa NTSYS 1.7 (Rohlf, 1989) para
construir um dendrograma com base no
coeficiente de Jaccard e com o algoritmo de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Using an Arithmetic Average).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 10 primers amplificados nas amostras dos
estoques de reprodutores de C. macropomum das
Pisciculturas de Boa Esperanca ¢ de Vale Verde
produziram 100 fragmentos (9 a 12 por primer)
com tamanho entre 100pb a 2500pb (Tab. 1).
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Tabela 1. Sequéncia dos primers, nimero ¢ tamanho dos fragmentos obtidos com a amplificagdo das
amostras dos estoques de reprodutores de Colossoma macropomum

Sequéncia de nucleotideos N°de Tamanho dos fragmentos

Primer (5°—>3) fragmentos (pb)
OPAO1 CAGGCCCTTC 12 330-2.500
OPA02 TGC CGA GCT G 12 220-1.950
OPA16 AGC CAG CGA A 10 400-2.400
OPWO1 CTC AGT GTCC 10 600-1.900
OPWO02 ACC CCGCCA A 8 500-2.400
OPWO03 GTC CGG AGT G 9 340-2.300
OPWO08 GACTGC CICT 9 470-1.990
OPWI19 CAA AGCGCTC 10 400-2.200
OPX01 CTG GGC ACG A 11 100-1.800
OPX02 TTC CGC CACC 9 700-2.200

Total - 100 100-2.500

Oito dos 100 fragmentos  analisados
apresentaram  diferenga  significativa  na
frequéncia entre os estoques de reprodutores
(Tab. 2). O estoque de reprodutores da
piscicultura de Boa Esperanga apresentou um
fragmento exclusivo de 1.370pb e quatro de
maior frequéncia. O estoque de reprodutores da
piscicultura Vale Verde apresentou trés
fragmentos de maior frequéncia. A eliminacao de
um fragmento e a baixa frequéncia do fragmento
de 1.750pb (0,0742) no estoque de reprodutores
desta ultima piscicultura, indicam menor

variabilidade genética deste em relagdo ao
estoque de reprodutores de Boa Esperanca.

O indice de diversidade genética de Shannon ¢ a
porcentagem de fragmentos polimorficos foram
de 0,469 e 77,0%, 0,440 e 75,0% para os
estoques de reprodutores das piscicultura Boa
Esperanga e Vale Verde, respectivamente. Assim
como a analise dos fragmentos, estes resultados
mostram menor variabilidade genética no
estoque de reprodutores de Vale Verde.

Tabela 2. Caracterizagdo, tamanho ¢ frequéncia dos fragmentos que apresentaram valores significativos
pelo teste exato (P<0,05) entre os estoques de reprodutores de Colossoma macropomum de Boa

Esperanca e Vale Verde

Frequéncia dos fragmentos

Primer Tamanho (pb) Boa Esperanca Vale Verde Povalor
OPAL16 1.800 0,7418 0,3417 0,0014
OPX02 2.200 0,1835 0,4226 0,0189
OPWO03 1.250 0,7643 0,2662 0,0043
OPWO1 600 0,5451 0,1340 0,0000
OPWO1 1.370 0,1290 0 0,0116
OPWO1 1.750 0,2344 0,0742 0,0365
OPXO01 1.150 0,4429 0,8110 0,0116
OPX02 1.950 0,4429 0,8110 0,0111
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Embora a diversidade genética seja bastante
variavel conforme a espécie, o local de captura
dos peixes e as pressdes existentes em cada
ambiente, os dois estoques de reprodutores
estudados apresentaram valores superiores de
variabilidade genética em relacdo a outras
espécies da mesma familia Characidae, como ¢é o
caso de populagdes nativas de Pimelodus
maculatus do Rio Paranapanema e Tieté
(Almeida et al., 2003), e de populagdes nativas
de Astyanax altiparanae do Rio Paranapanema
(Leuzzi et al., 2004). Da mesma forma que o
presente estudo, Santos et al. (2007), ao
estudarem o DNA mitocondrial, ja haviam
considerado como alta a variabilidade genética
de populagdes nativas de C. macropomum de
localidades do rio Amazonas.

O nivel de variabilidade genética dos estoques de
reprodutores depende da origem, do niimero de
reprodutores utilizados, do manejo reprodutivo
adotado e da diversidade genética dos peixes que
formaram o estoque. Estes mesmos fatores
podem justificar a diferenga de variabilidade
genética observada entre os dois estoques de
reprodutores. Contudo, ndo ¢ possivel fazer
inferéncias com relagdo a isso, visto que nao ha
registro sobre a formacgdo desses estoques. A alta
diversidade  genética dos  estoques de
reprodutores ¢ extremamente importante. No
entanto, produzir peixes jovens com essa
caracteristica nao depende apenas dessa
condigdo. O inadequado manejo reprodutivo
pode promover diminuicdo da variabilidade
genética (Moreira et al., 2007), e em apenas uma
geragdo (Porta et al., 2006).

A endogamia, utilizacdo de um pequeno numero
de reprodutores, e a selecdo ndo intencional
durante a reprodugdo (escolha de reprodutores
sem pretensdes de melhoramento genético,
como, por exemplo, de peixes maiores ou
menores, a ndo utilizagdo de todo o periodo
reprodutivo) sdo os principais fatores do manejo
reprodutivo que promovem a diminui¢do da
variabilidade genética. Portanto, 0
monitoramento  genético dos estoques de
reprodutores ¢ de grande importdncia para a
manutencdo da diversidade genética, visto que a
diminuicdo deste parametro tende a limitar o
potencial de ganho no melhoramento genético
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(Povh et al., 2005; Melo et al., 2006; Moreira et
al., 2007) e a afetar diretamente a viabilidade
(sobrevivéncia no ambiente aquatico) dos peixes
jovens dos programas de aumento de estoques de
peixes.

A alta prolificidade dos peixes reofilicos, como é
o caso da espécie C. macropomum, tende a
favorecer os fatores do manejo reprodutivo que
conduzem a diminuigdo da variabilidade
genética. Sendo assim, ¢ fundamental o
adequado manejo genético dos reprodutores, € o
monitoramento  mediante os  marcadores
moleculares ¢ ferramenta adequada para este
propdsito. Contudo, considerando que essa perda
da diversidade genética ¢ irreversivel, podendo
ser recuperada somente com a introdugdo de um
novo material genético (Yokota et al., 2003;
Sekino et al., 2004), uma forma de aumentar a
variabilidade  genética no  estoque de
reprodutores € a introdugdo de novos individuos.

A diferenciagdo genética de 0,0361 entre os
estoques de reprodutores de pisciculturas de Boa
Esperanga e Vale Verde foi baixa segundo a
defini¢do de Wright (1978). Isso mostra grande
proximidade genética entre os estoques de
reprodutores. Segundo Aratijo-Lima e Goulding
(1998), a maioria dos estoques de reprodutores
de C. macropomum das pisciculturas de
Rondénia ndo foram formados por um grande
niumero de reprodutores, situagdo que pode ter
favorecido a troca de reprodutores entre estas
pisciculturas, o que justificaria a baixa
diferenciagdo genética e o alto numero de
migrantes por geragdo (Nm) obtidos entre os
estoques de reprodutores, que foi de 13,35. Outra
hipotese ¢ que a origem dos estoques de
reprodutores tenha sido a mesma, possivelmente
por peixes capturados do rio Guaporé, o que
justificaria a baixa diferenciagdo genética e o alto
nimero de migrantes por geracdo. Contudo, ndo
existem registros para confirmar tais hipoteses.

O dendrograma mostra que os estoques de
reprodutores ndo formaram grupos distintos, e,
assim como a analise da diferenciagdo genética e
o Nm, indica grande proximidade genética entre
os individuos dos estoques de reprodutores

(Fig. 2).
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Figura 2. Dendrograma mostrando a similaridade genética entre os individuos dos estoques de
reprodutores de Colossoma macropomum. A: Estoque de reprodutores da piscicultura Boa Esperanca,
Ouro Preto do Oeste, RO; B: Estoque de reprodutores da piscicultura Vale Verde, Pimenta Bueno, RO.

Com a constru¢do de barragem para geragdo de
energia elétrica no rio Madeira, possivelmente
surgirdo programas de aumento de estoque de
peixes para contornar os efeitos adversos que
estas proporcionam nas populagdes de peixes
nativos, como aconteceu em varios rios
brasileiros. Contudo, varios desses programas
sdo realizados sem respaldo cientifico
(Agostinho et al., 2005). Tendo em vista que a
diminuicdo da variabilidade genética pode tornar
o programa de repovoamento ineficiente (baixa
sobrevivéncia dos peixes jovens no ambiente
aquatico) e proporcionar impactos genéticos
irreversiveis na  populagdo  nativa, o
monitoramento  genético dos estoques de
reprodutores, assim como dos peixes jovens que
serdo soltos nos rios, ¢ fundamental para estes
programas.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.61, n.3, p.728-735, 2009

Este estudo fornece informacdes sobre a
diversidade genética de dois estoques de
reprodutores das  pisciculturas que  sdo
responsaveis por 65% dos alevinos produzidos
no Estado de Rondonia. Estes dados sdo uteis
para futuros programas de melhoramento
genético e também de conservagio da
diversidade genética. O marcador molecular
RAPD, além de ser uma ferramenta eficiente
para estimar o nivel de diversidade genética dos
estoques de reprodutores, também pode auxiliar
o manejo reprodutivo, evitando a diminui¢do da
variabilidade genética, mediante a identificacéo
dos reprodutores mais divergentes
geneticamente,  permitindo  maximizar a
variabilidade genética e minimizar o nivel de
endogamia e também do afunilamento genético
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(efeito bottleneck) nas proximas geracdes.
Contudo, embora envolva um maior custo, o
marcador molecular microssatélite, desenvolvido
para Piaractus mesopotamicus e testado para C.
macropomum por Calcagnotto et al. (2001), ¢
outra opg¢do eficiente para estes propositos, o
qual pode fornecer um maior numero de
informagdes por ser um marcador codominante.

CONCLUSOES

A variabilidade genética dos estoques de
reprodutores de C. macropomum de Boa
Esperanga e Vale Verde ¢ alta, um pouco no
estoque de reprodutores de Boa Esperanca. A
diferenciacdo genética entre os dois estoques de
reprodutores ¢ baixa.
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