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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética de estoques comerciais do camardo
Litopenaeus vannamei, por meio de marcadores RAPD e diferentes métodos estatisticos de andlises, em
Canavieiras, BA. Vinte primers foram utilizados para a obten¢ao de 59 marcadores polimoérficos. A andlise com o
programa AMOVA evidenciou diferenciacio genética significativa entre os estoques, com Py = 0,186 (p<0,001).
Entretanto, as andlises obtidas com o programa HICKORY sugeriram ndo existir estrutura¢do (6% = 0,002), mas
considerdvel taxa de endogamia dentro dos estoques, em razao, provavelmente, do cruzamento entre individuos
geneticamente mais similares (f = 0,729). Testes com bootstrap mostraram 48 como o nimero minimo de marcadores
RAPD adequados para estudos de variabilidade genética nessa espécie. Pelo dendrograma, gerado a partir da
matriz de similaridade de Jaccard (Sj), observou-se que nos trés estoques comerciais estudados existem animais
geneticamente distintos.

Termos para indexa¢do: marcadores moleculares, variabilidade genética, aqiiicultura, RAPD.

Genetic diversity of Litopenaeus vannamei cultivated in Bahia State, Brazil

Abstract — The objective of this work was to evaluate the genetic variability of commercial stocks of shrimp
Litopenaeus vannamei, using RAPD markers and different statistical methods of analysis in Canavieiras, BA,
Brazil. Twenty primers were used to obtain 59 polymorphic markers. A significant differentiation among stocks,
with ¢ = 0.186 (p<0.001), was observed by analysis with the software AMOVA. However, an analysis with the
software HICKORY suggested no genetic structure (6° = 0.002), but considerable inbreeding within stocks,
possibly due to consanguineous crossings (f = 0.729). Statistical tests with bootstrap indicated 48 as the minimum
number of RAPD markers suitable for studies on genetic variability of this species. By the dendrogram produced
from the Jaccard similarity matrix, it was observed that the analyzed stocks are composed of genetically different

individuals.

Index terms: molecular markers, genetic variability, aquaculture, RAPD.

Introducao

O cultivo de camardo é uma atividade em plena
ascensiao em todo o mundo. No Brasil, apesar dos
problemas enfrentados pelos carcinocultores, com
relacdo a enfermidades que afetaram o camardo, em
2003 o pais superou o Equador em producdo e tornou-
se lider desse segmento na América Latina (Associacio
Brasileira dos Criadores de Camarao, 2004). A Bahia é
o terceiro maior produtor de camardo em cativeiro do
Brasil, e aregido de Canavieiras, no Sul do Estado, possui
um ndmero significativo de fazendas de cultivo e é a
que mais se destaca nessa atividade. O Litopenaeus
vannamei, conhecido como camariao-branco-do-
pactfico, foi introduzido no Brasil no inicio dos anos 80 e
é, atualmente, a principal espécie de camarao marinho
cultivada no pais (Gongalves et al., 2005).

Com os avancos da biologia molecular, diversos
marcadores genéticos, baseados na técnica de PCR
(“polymerase chain reaction”), t€ém sido empregados,
para avaliar a estrutura genética em populacdes de
peneideos (Tassanakajon et al., 1997; Brooker et al.,
2000; Klinbunga et al., 2001). Marcadores como o RAPD
(“random amplified polymorphic DNA”), AFLP
(“amplified fragment length polymorphism™) e ISSR
(“inter simple sequence repeat polymorphism’’) possuem
potencial para fornecer dados sobre a variabilidade
genética de populacdes naturais ou cativas, sem a
necessidade do conhecimento prévio da seqiiéncia-alvo
(Williams et al., 1990).

A técnica de RAPD utiliza primers curtos, com
seqiiéncia arbitrdria na reacdo de PCR. Esses
marcadores sdo muito utilizados porque sao de fécil
obtencdo, apresentam elevado polimorfismo e tém custo
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relativamente baixo. Entre as diversas aplicagdes do
RAPD, estdo: a obtencdo de perfil gendmico de
individuos, variedades e populagdes, tanto animais quanto
vegetais; andlise da estrutura e diversidade em
populacdes naturais e de melhoramento; construcdo de
mapas genéticos de alta cobertura gendmica; e a
localizacdo de genes de interesse econdmico (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade
genética de estoques comerciais do camarao
L. vannamei, por meio de marcadores RAPD e
diferentes métodos estatisticos de andlises, em
Canavieiras, BA.

Material e Métodos

Amostras de trés diferentes empresas
fornecedoras de pds-larvas foram coletadas em duas
fazendas de engorda, da regido de Canavieiras, BA.
O total de 96 animais foi coletado dos seguintes
fornecedores: KT (N = 32), AL (N =32) ¢ EB
(N = 32). Os animais foram levados vivos, em caixas
de isopor com gelo, para o laboratério de marcadores
moleculares da Universidade Estadual de Santa Cruz,
onde amostras de tecido da musculatura abdominal
foram retiradas e fixadas em tubos de 2 mL, com
700 puL de etanol absoluto, e acondicionadas em
freezer a -20°C para posterior extracdo de DNA.

O DNA gendmico foi extraido de 200 mg de tecido,
tendo-se utilizado fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico
(25:24:1, v/v) (Sambrook et al., 1989).

As amplificacdes de DNA foram realizadas em
termociclador GeneAmpPCR System 9700, com volume
final de reacdo de 13 uLL composto por: 1,30 L de tampao
10x (Tris 1 M pH 8,3, MgCl, 1 M, KC150 mM), 1,04 uL.
de dNTPs (dATP, dCTP,dGTP, dTTP) a 2,5 mM, 1,04 uL.
de BSA (albumina bovina) a 2,5 mg mL!, 3 uL de primer
decAmeroRAPD a5 ng pl!, 3,42 uL. de H;O MilliQ, 0,2 uLL
de Taq DNA polimerase (5 U uL'!) e 3 uL de DNA
gendmico (1,25 ng uL-'h). O ciclo da PCR foi constituido
por 4 min a 94°C, para desnaturagio inicial de DNA,
seguido de 45 ciclos de 1 min a 92°C, 1,5 min a 37°C;
e 2 min a 72°C. A extensdo final foi feita a 72°C
durante 3 min.

Foram testados 39 primers RAPD, utilizados
previamente para a espécie (Freitas, 2005), a partir
dos quais foi feita uma sele¢do baseada na quantidade
e qualidade de bandas polimérficas apresentadas por
esses mesmos primers. Os produtos de amplificacao
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foram separados por eletroforese, em gel de agarose
1,5% (4 horas a 86 V), visualizados em coloragdao com
brometo de etidio. As imagens foram documentadas
pelo sistema Kodak EDAS 290.

O tamanho das bandas amplificadas foi verificado
por meio de padrao de peso molecular de 1 kb como
parametro. Matrizes bindrias foram construidas de
acordo com a presenca ou auséncia de fragmento
amplificado, para cada individuo. Os dados obtidos
foram analisados pelos programas AMOVA v1.5
(Excoffier et al., 1992) e HICKORY v1.0.4
(Holsinger et al., 2002), para avaliacdo da estrutura
genética dos estoques comerciais, tendo-se
comparado os resultados gerados por esses diferentes
aplicativos.

As andlises estatisticas como o coeficiente de
similaridade de Jaccard (Sj) foram realizadas com o
programa PAST v1.34 (Hammer et al., 2001), e um
dendrograma foi construido com base no método de
agrupamento UPGMA (“unweighted pair-group
method with arithmetic averages”). A consisténcia
entre os valores da matriz de similaridade e o
dendrograma gerado foi avaliada pelo coeficiente de
correlacdo cofenética (r), obtido por meio do
programa NTSYS v1.7 (Rohlf, 1992).

Para o estabelecimento do nimero minimo de
marcadores RAPD, capaz de fornecer informagdes
estatisticamente confidveis em estudos de diversidade
genética dessa espécie, foram feitas amostragens com
reposicao de nimeros crescentes de locos RAPD (3,
6,9,12,15,18,21, 24,27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 48,
51, 54, 57 € 59), a partir das matrizes bindrias. Para
cada conjunto de dados, os valores de dgr foram
calculados com o programa AMOVA. Para verificar
a dispersao dos valores de g1, em relagdo a média,
foi feito o cédlculo do coeficiente de variacdo, a partir
da estabilizacdo desses valores.

Resultados e Discussao

Dos 39 primers testados, 20 foram selecionados,
tendo-se obtido, ao final, um total de 59 locos
polimérficos que apresentaram 6timo padrdo de
amplificacdo (Figura 1). O primer OPAQ9 produziu
o maior nimero de bandas polimérficas (cinco),
enquanto os primers OPPO1, OPP17 e OPP19
amplificaram somente um fragmento polimérfico
(Tabela 1). Os fragmentos amplificados variaram de
150 a 2.100 pares de bases (pb). Apesar de alguns
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estudos demonstrarem que para uma boa
reprodutibilidade da reacdo de RAPD, os fragmentos
amplificados devam ter extensao entre 200 e 1.500 pb
(Fowler et al., 1998), os marcadores utilizados no
presente trabalho apresentaram boa reprodutibilidade,
observada por padrdes de amplificacdo semelhantes
em diferentes reacdes de PCR, nos trés estoques
estudados.

A variabilidade genética entre os estoques
comerciais de L. vannamei, pela andlise de variancia
molecular com o programa AMOVA, foi de 18,6%, e
a variabilidade dentro desses estoques foi de 81,4%.
O valor do dgr, estatistica andloga ao Fgy de Wright
(1951), encontrado no presente trabalho (0,186),
indica haver significativa diferenciagido entre os
estoques comercializados, e esse efeito poderia ser
causado pela estruturacdo genética dos proprios
estoques. Os dados gerados pela AMOVA
evidenciam que os conjuntos génicos dos estoques,
fornecidos pelas empresas atuantes em Canavieiras,
sdo substancialmente diferentes entre si. Assim, tais
animais podem apresentar respostas diferenciadas as
mudancas drédsticas das condi¢cdes ambientais,
introducdo de um potencial agente patogénico e
desempenhos contrastantes diante de uma
determinada férmula de racdo ou método de manejo
(De Donato et al., 2005).

Os valores de 0P, um estimador das estatisticas
Fgr de Wright (1951), obtidos com o programa
HICKORY, apresentaram-se estdveis diante dos
modelos analisdveis, tendo variado de 0,001 a 0,012.
Como modelo estatistico mais adequado para as
andlises, o DIC (“deviance information criterion”)
indicou o “full model” (DIC = 887,556). O valor de

Figura 1. Padrio de bandas RAPD, amplificadas a partir de
32 individuos de um estoque comercial de Litopenaeus
vannamei, com uso do primer OPA10. M: marcador de peso
molecular 1 kb.
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6P observado nesse modelo foi de 0,002 (intervalo de
confianca a 95% igual a 0,0003-0,0078), e o indice
de endogamia intrapopulacional (f) foi 0,729 (intervalo
de confianca a 95% igual a 0,495-0,936). Esses
resultados mostram taxa relevante de endogamia, em
conseqiiéncia do cruzamento entre individuos
consangiiineos, o que evidencia a existéncia de
possivel selecdo intencional, ao longo de geracdes
seguidas (Freitas & Galetti Junior, 2002). Segundo
Preston & Clifford (2002), os processos de
domestica¢cdo e melhoramento genético de espécies
tém por finalidade a fixacdo de caracteristicas
desejdveis, sob o ponto de vista produtivo. Contudo,
alguns estudos mostram que a perda de variabilidade
genética, provocada por esses processos, pode ter
efeitos negativos na producdo e, por esse motivo, o
monitoramento da variabilidade genética dos estoques
é importante para o sucesso do cultivo de camarao
(Sbordoni et al., 1986; Wolfus et al., 1997).
Comparando-se os dados gerados pelos programas
AMOVA e HICKORY, verificou-se que os resultados,
pelos diferentes métodos de andlises, apontaram
distintas causas para explicar os indices de endogamia
encontrados. O método de andlise de varidncia
molecular (AMOVA), baseado na matriz de distancia
euclideana, é consagrado e amplamente utilizado pela

Tabela 1. Caracterizag@o dos primers RAPD, selecionados para
as andlises da variabilidade genética dos estoques comerci-
ais de Litopenaeus vannamei, na regido de Canavieiras, BA.

Primer Seqiiéncia Numero de  Amplitude de tamanho
marcadores dos fragmentos
polimérficos (pb)
OPA02 TGCCGAGCTG 2 150-600
OPAO03 AGTCAGCCAC 2 650-800
OPA04 AATCGGGCTG 4 200-1.050
OPA07 GAAACGGGTG 3 450-1.600
OPA09 GGGTAACGCC 5 320-1.600
OPA10 GTGATCGCAG 3 350-750
OPA1l CAATCGCCGT 5 450-1.100
OPA14 TCTGTGCTCG 2 750-850
OPA18 AGGTGACCGT 3 550-750
OPA20 GTTGCGATCC 4 600-2.100
OPPO1 GTAGCACTCC 1 600
OPPO05 CCCCGGTAAC 4 400-1.050
OPP08 ACATCGCCCA 4 750-900
OPP09 GTGGTCCGCA 4 650-1.750
OPP11 AACGCGTCGG 3 450-1.400
OPP13 GGAGTGCCTC 3 650-950
OPP14 CCAGCCGAAC 3 750-1.100
OPP16 CCAAGCTGCC 2 1.300-1.400
OPP17 TGACCCGCCT 1 1.200
OPP19 GGGAAGGACA 1 300
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comunidade cientifica, para realizar inferéncias sobre
genética populacional a partir de dados dominantes
(Klinbunga et al., 2001; Tremetsberger et al., 2003;
Oliveira, 2005). Entretanto, com 0s avangos
tecnoldgicos na area de genética biométrica, novos
métodos de andlises de dados obtidos por meio de
marcadores dominantes t€m sido desenvolvidos, para
tentar solucionar algumas limitagdes encontradas na
AMOVA, como por exemplo, a estimacdo de
freqiiéncias alélicas. O programa HICKORY foi
idealizado para suprir essas defici€ncias, porém,
alguns testes ainda sdo necessdrios para a validagdo
do método utilizado por esse programa.

Alguns estudos recentes vém comparando os
resultados obtidos pelo HICKORY com os dados
gerados pelo AMOVA, em diferentes espécies, e
tem-se verificado, ao final, certa coeréncia entre
esses aplicativos (Juan et al., 2004; Baus et al.,
2005; Sica et al., 2005). Todavia, no presente
trabalho, os resultados encontrados com o
HICKORY nido foram congruentes com os dados
gerados pelo AMOVA. Assim, as informacgdes
geradas pelos modelos estatisticos do HICKORY
devem ser utilizadas com cautela. Talvez, um dos
motivos da incongruéncia entre esses resultados se
deva a utilizacdo de diferentes formas de estimacao
do Fgr por esses programas (Cockerham, 1969;
Excoffier et al., 1992). Embora Holsinger et al.
(2002) tenham demonstrado a possibilidade da
obtencdo de boas estimativas de 8P com o
HICKORY, eles também alertam que os indices de f,
gerados com esse programa, podem ser pouco
informativos. Estudos com outros modelos
populacionais, com essas mesmas ferramentas, sdo
necessarios para confirmar a eficiéncia do método
utilizado pelo programa HICKORY.

Os valores de &5t (AMOVA), obtidos com uma
quantidade variada de marcadores, atingiram
estabilidade (platd) a partir da utilizacdo de
48 marcadores, o que indica que esse € o nimero
adequado de marcadores RAPD, para a realizacdo
de inferéncias estatisticamente confidveis sobre
estrutura genética da espécie estudada (Figura 2).
O coeficiente de variacdo dos valores de Pgr,
calculado a partir da utilizacdo de 48 marcadores,
foi menor que 4%. Segundo Gill (1987), em ciéncias
biolégicas, valores de coeficiente de variacio
menores que 1% sdo muito raros, € mais comum
encontrar valores para esse coeficiente na faixa de
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5 a 50%. Telles et al. (2001) utilizaram o mesmo
método do presente trabalho e determinaram
50 como o nimero minimo de marcadores RAPD
necessdrios para estimar a divergéncia genética
entre racas bovinas.

As similaridades genéticas, medidas pelo método
de Jaccard, variaram aproximadamente de 42 a 85%,
e o coeficiente de correlagdo cofenética (r) foi de
0,811, o que indica uma boa confiabilidade do
dendrograma gerado, em relacdo a matriz de
similaridade. No dendrograma obtido, observa-se a
separacdo de um grupo distinto, composto por
29 individuos oriundos do estoque comercial EB, e
outro grupo mais heterogéneo, formado por individuos
dos trés estoques comerciais analisados, com
predominancia de individuos do estoque AL.
Os individuos do estoque comercial KT encontram-se
dispersos ao longo do dendrograma, o que indica que
nesse estoque hd um considerdvel nivel de variabilidade
genética, em relacdo aos demais (Figura 3). Foi
possivel verificar, também, que alguns individuos do
estoque comercial KT, um individuo do estoque
comercial EB (EB08) e um individuo do estoque
comercial AL (AL17) apresentaram-se geneticamente
mais divergentes dos demais. Esses dados mostram
que nos estoques comerciais das empresas
fornecedoras de pds-larvas existem animais que
podem ser utilizados em processo futuro de reprodugao,
com o intuito de se inserir maior variabilidade genética
nesses estoques, caso haja necessidade.
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Figura 2. Variacdo das estimativas @gr com uso de diferen-
tes nimeros de marcadores RAPD.
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Figura 3. Dendrograma da similaridade genética, obtida entre
os trés estoques comerciais de Litopenaeus vannamei,
definido pelo método de agrupamento UPGMA, com base
nas similaridades genéticas de Jaccard calculadas a partir dos
dados RAPD.

Conclusoes

1. Os resultados do coeficiente de endogamia entre
os estoques comerciais de Litopenaeus vannamei,

obtidos pelo programa HICKORY, ndo sdo
compativeis com os dados gerados pelo AMOVA.

2. O valor de dgr, gerado pelo AMOVA, mostra
que os conjuntos génicos, utilizados pelos
fornecedores de poés-larvas de Litopenaeus
vannamei, sdo diferentes entre si.

3. O comportamento das estimativas de @grindica
que 48 deve ser o nimero minimo de loci RAPD a
ser utilizado em trabalhos sobre a variabilidade
genética de populacdes desta espécie.

4. Existe considerdvel variabilidade genética dentro

dos estoques de Litopenaeus vannamei

comercializados em Canavieiras, BA.
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