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DIVERSIDADE GENETICA DAS ESPECIES DE Prochilodus  spp.
UTILIZADAS EM PISCICULTURA NO BAIXO SAO FRANCISCO

RESUMO

Nos sistemas de cultivo os cruzamentos sdo geralmente realizados com um namero
reduzido de individuos. Se estes individuos forem aparentados, pode ocorrer um aumento
da consangtinidade na prole resultando na endogamia. O conhecimento da diversidade
genética dos estoques naturais ou cultivados de peixes é de fundamental importancia para o
manejo correto destes estoques. Atualmente, os programas de aquicultura tém dado
elevada importancia as avaliagcdes genéticas, com vistas ndo somente a ampliar a producéo
como também manter a diversidade genética dos mesmos. Nesse contexto, de identificacéo
da diversidade e estrutura genética é que estdo sendo aplicados os marcadores genéticos e
moleculares nas espécies de peixes neotropicais, buscando, inclusive, a exploracdo de
caracteristicas de interesse econbmico, bem como a preservacdo de unidades
evolutivamente significativas para a manutencéo dessa biodiversidade. O presente trabalho
propds, portanto, avaliar a diversidade genética das espécies de Prochilodus spp utilizadas
em piscicultura no baixo S&o Francisco através da técnica de RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA"), onde se espera produzir conhecimentos que sirvam como instrumento
norteador para a conservagcdo e o uso sustentivel deste recurso. Foram analisados 70
espécimes de estacdes de piscicultura do baixo S&o Francisco no estado de Sergipe. A
andlise taxondmica demonstrou que 0s espécimes coletados apresentam caracteristicas
fenotipicas de Prochilodus argenteus e que se houve hibridizagéo, esta ndo foi passivel de
ser detectada morfologicamente. Os percentuais de loci polimérficos obtidos variaram de
26.67% a 93.33%. Os indices de diversidade genética de Shannon obtidos foram de 0.16 a
0.53, indicando baixa diferenciacéo intrapopulacional. Estes resultados foram corroborados
pelos valores da matriz de distdncia e identidade genética de Nei e demonstrados
graficamente no dendrograma de similaridade genética. De modo geral, foi possivel
observar por meio dos indices pareados de identidade genética que o0s produtores
apresentam grande similaridade genética.

Palavras-chave: Piscicultura, Prochilodus spp, baixo Sdo Francisco, RAPD.



GENETIC DIVERSITY OF THE SPECIES OF Prochilodus spp. USED
IN PISCICULTURE IN THE LOWER SAO FRANCISCO

ABSTRACT

In hatchery station crosses are usually made with a small number of individuals. If these
individuals are related, may be an increase of inbreeding in the offspring resulting in
inbreeding. The genetic diversity of natural and cultured stocks of fish is of fundamental
importance for the correct management of these stocks. Currently, aquaculture programs
have given high importance to the genetic evaluations, aiming not only to expand production
but also maintain the genetic diversity of them. In this context, identification of genetic
diversity and structure is being applied to the genetic and molecular markers in Neotropical
fish species, seeking even the operating characteristics of economic interest and the
preservation of evolutionarily significant units for the maintenance of biodiversity. This paper
therefore proposes to evaluate the genetic diversity of the species of Prochilodus spp used in
pisciculture at the Lower Sdo Francisco through the RAPD technique (Random Amplified
Polymorphic DNA), which is expected to produce knowledge that will serve as a guiding
instrument for the conservation and sustainable use of this resource. Were analyzed 70
specimens of fish cultivated in the Lower S&o Francisco in the state of Sergipe. The
taxonomic analysis showed that the specimens show phenotypic characteristics of
Prochilodus argenteus and that there was hybridization, it was not likely to be detected
morphologically. The percentage of polymorphic loci obtained ranged from 26.67% to
93.33%. The indices of genetic diversity Shannon obtained were 0:16 to 0:53, indicating low
intrapopulation differentiation. These results were corroborated by the values of the array of
distance and Nei's genetic identity and demonstrated graphically in a dendrogram of genetic
similarity. Overall, it was observed by means of indices matched the genetic identity that
specimens have great genetic similarity.

Keywords: Pisciculture, Prochilodus spp, Lower S&o Francisco, RAPD.



1. INTRODUCAO

Ha oito mil anos, quando a regido amazonica era explorada apenas pelos indios, 0s
peixes ja se constituiam em recursos naturais importantes para a manutencdo das
populagdes humanas (SANTOS; SANTOS, 2005). Com a intensificagdo do processo de
globalizacdo da economia na ultima década, a producdo agropecuaria ficou mais sujeita a
competicdo internacional e foi induzida a buscar novas alternativas, para viabilizar
econbmica e socialmente as propriedades rurais, notadamente o segmento da agricultura
familiar. Dentre as alternativas, a piscicultura vem ganhando importancia por contribuir para
a preservacao ambiental e cultural, para a producdo de alimentos diferenciados, para a
valorizacdo do agricultor na sua atividade laboral e principalmente como uma nova
alternativa de renda (LORENZINI et al, 2005).

A fauna de peixes de agua doce no Brasil é particularmente diversa e muitas das
espécies que a compdem ndo sdo encontradas naturalmente fora da América do Sul. Essa
diversidade abrange um numero elevado de estoques naturais, os quais vém sofrendo
sensiveis reducdes nos cursos d'agua, como resultado da exploracdo desordenada dos
recursos, pela captura de espécimes jovens, pela pesca predatoria, falta de fiscalizacdo e
medidas protecionistas e, principalmente, pela crescente fragmentagdo dos rios devido a
construcdo de empreendimentos hidrelétricos, que modificam as areas de desova coletivas
e interrompem o trajeto migratério de algumas espécies. Desta maneira, torna-se
fundamental o conhecimento da biologia e da dindmica populacional destes animais para a
tomada de medidas racionais na preservagdo dos estoques (ASHIKAGA, 2008).

Segundo Rossi (1998), a criagcdo de espécies exoticas, como a carpa, a tilapia, a
truta e de espécies nativas, como o pacu e o tambaqui, vém crescendo a cada dia.
Atualmente, o Brasil produz mais de 60 milhdes de juvenis por ano destes peixes, em suas
cinco regides geogréficas.

De acordo com estudo realizado por Gomes (2007), a producdo aquicola brasileira
passou de 20,5 mil toneladas, em 1990, para 210 mil toneladas, em 2001, com um aumento
de 925%, enquanto a aquicultura mundial teve um crescimento de 187% no mesmo periodo,
0 que fez com que o pais ocupasse a 192 posi¢do na producdo de organismos aquaticos. O
Brasil, entretanto, apresenta uma série de condicbes que podem aumentar ainda mais sua
produtividade, tais como clima adequado, baixo custo da terra, grande variedade de
espécies com valor econbmico adaptaveis aos cultivos, profissionais qualificados e com
experiéncia, potencial mercado consumidor, infra-estrutura de apoio e escoamento para

exportacdo, linhas de crédito, auséncia de poluicdo e contaminagcdo acentuada dos



ecossistemas aquaticos além de ser um grande produtor e exportador de soja e outros
graos que formam a base da maior parte da alimentacdo dos peixes.

A aquicultura objetiva implantar programas de manejo da ictiofauna e resgatar a
atividade pesqueira com espécies nativas, fortalecendo-a como fonte de geracdo de
emprego e renda, bem como transferir tecnologias de cultivo, conservagéo, processamento
e distribuicAo de pescado e seus derivados e, dessa forma, diversificar a estrutura
econdmica e social do meio rural (ROSSI, 1998).

A regido do Baixo S&o Francisco possuia uma tradicdo histérica na atividade de
piscicultura extensiva, quando os produtores da regido utilizavam o ciclo anual de cheias
para represar as aguas do rio, capturando alevinos e peixes jovens que eram mantidos e
manejados em canais e lagoas para posteriores despescas. Entretanto, desde a construcéo
da represa de Sobradinho, a vazdo do Rio Sdo Francisco foi regularizada e esta atividade
inviabilizada pela inexisténcia de cheias anuais. A partir da década de 1980, particularmente
pelos esforcos da iniciativa privada e de entidades como a Companhia de Desenvolvimento
do Vale do Sao Francisco e do Parnaiba (CODEVASF) e o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e Recursos Naturais (IBAMA), a piscicultura ganhou énfase na regido. De acordo
com a CODEVASF (2004), existem mais de 1.000 ha de viveiros de piscicultura distribuidos
em cerca de 370 propriedades, apenas no estado de Sergipe.

Nos sistemas de cultivo, os cruzamentos sdo geralmente realizados com um namero
reduzido de espécimes. Se estes apresentarem alto grau de parentesco, pode ocorrer um
aumento da consanguinidade na prole resultando em endogamia (ARTONI; MATIELLO,
2003). A endogamia tem como conseqiéncia uma redugdo na heterozigosidade permitindo
gue alelos deletérios recessivos entrem em homozigose e manifestem fendtipos
indesejaveis (SOUZA, 2007).

A ocorréncia de variabilidade genética herdavel em caracteristicas adaptativas
fornece uma plasticidade fenotipica as populac¢des, 0 que permite uma maior chance destas
se resistirem a mudancas estacionais e/ou temporais, aumentando, portanto a capacidade
de sobrevivéncia destas diante de mudancas ambientais (DE PAULA, 2006).

Atualmente, os programas de agquicultura tém dado elevada importancia as
avaliacbes genéticas, ndo somente para ampliar a producdo como também manter a
diversidade genética dos estoques. O conhecimento da diversidade genética em estoques
naturais ou cultivados de peixes é de fundamental para o manejo correto destes (GOMES,
2007).

Neste contexto, o desenvolvimento de técnicas moleculares criou novas
possibilidades para a selecdo e melhoramento genético em estoques. A técnica da Reacdo

em Cadeia pela Polimerase (PCR) teve um grande impacto sobre a investigagdo de



genomas eucaridticos e contribuiu para o desenvolvimento e aplicagcdo de varios
marcadores genéticos (ALI et al, 2005).

Diferentes metodologias tais como, isoenzimas, marcadores que usam hibridizagéo
(VNTR-"Variable Number of Tandem Repeats”) e aqueles que usam a amplificacdo do DNA
(RFLP-Restriction Fragment Length Polymorphism, AFLP-“Amplified Fragment Length
Polymorphism”, microssatélites ou SSR—"Simple Sequence Repeats”, ISSR-“Inter Simple
Sequence Repeat” e o RAPD-“Random Amplified Polymorphic DNA") tém sido amplamente
aplicadas em estudos de genética pesqueira em diferentes paises (AFFONSO, 2004; DE
PAULA, 2006; COSTA, 2006; CORTINHAS, 2007; GOMES, 2007; SILVA, 2007 e
ASHIKAGA, 2008), ndo somente para fins econbmicos, mas também para preservacao e
manutencédo da biodiversidade (ASHIKAGA, 2008).

No Brasil, pouco tem sido feito no sentido de melhor utilizar os dados disponiveis
sobre a variabilidade genética de populacdes naturais de peixes, especialmente em relacdo
a sua interacdo com o ambiente visando a conservacdo deste importante recurso natural
(ARTONI; MATIELLO, 2003). Portanto, marcadores genéticos e moleculares de espécies de
peixes neotropicais, tanto para diversidade quanto para estrutura genética, permitiriam
também a exploragdo sustentavel de fendtipos de interesse econdémico, bem como a
preservacéo de unidades evolutivamente significativas para a manutencao da biodiversidade
piscivora (PAZZA, 2005; DE PAULA, 2006).

Até o presente momento, poucos trabalhos foram realizados com Prochilodus spp
com o objetivo de avaliar a diversidade genética; portanto, o conhecimento da variabilidade
e divergéncia genética de seus estoques naturais ou cultivados podera contribuir para o
desenvolvimento de um manejo adequado, permitindo um monitoramento especifico para
gue ndo ocorra reducao de variabilidade genética nos programas de cultivo (DE PAULA,
2006).

Diante do exposto, o presente estudo objetivou caracterizar geneticamente as
espécies de Prochilodus spp utilizadas em piscicultura no baixo Sao Francisco no Estado de

Sergipe.



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a diversidade genética das espécies de Prochilodus spp utilizadas em

piscicultura no baixo S&o Francisco no Estado de Sergipe.

Objetivos Especificos

« Quantificar a variabilidade genética dos espécimes coletados nas estacoes de
piscicultura através da técnica de RAPD;

* Realizar andlise comparativa, através de diferentes parametros genéticos,
para verificar a existéncia de dissimilaridade genética interespecifica e

intraespecifica.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. A bacia do Rio S&o Francisco e o género  Prochilodus

O rio S&o Francisco tem a sua nascente historica ha Serra da Canastra, enquanto
que a nascente geogréafica localiza-se na Serra D’Agua, ambas em Minas Gerais,
abrangendo uma é&rea total de 631.133 Km?Z. E considerado o terceiro maior rio brasileiro,
representando 2/3 da disponibilidade de &gua doce da Regido Nordeste. Ocupa,
aproximadamente, 8% do territério nacional, drenando os Estados de Minas Gerais, Goias,
Bahia, Pernambuco, Sergipe, Alagoas e o Distrito Federal, numa extensdo de 2.700 km
(conforme representado na figura 1), além de atravessar trés biomas: Cerrado, Caatinga e
Mata Atlantica (GODINHO, GODINHO, 2003; COSTA, 2006; MMA, 2007). Cerca de 83% de
sua area banha os estados de Minas Gerais e Bahia, uma regido ocupada por cerca de 13
milhdes da habitantes (COSTA, 2006).

O rio S&o Francisco, apresenta uma area drenada de 639.219 km?, correspondente a
7,5% da area do Brasil, e oferece uma vazdo média de 2.850 m%s. A correnteza é no
sentido sul-norte pela Bahia e Pernambuco, onde altera seu curso para leste, chegando ao
Oceano Atlantico através da divisa entre Alagoas e Sergipe. Quinhentos e quatro municipios
se distribuem ao longo da bacia do “Velho Chico”, o que corresponde a cerca de 9% do total
de municipios do pais (MMA, 2007).

A Bacia do Sao Francisco é subdividida em quatro segmentos: Alto Sdo Francisco -
das nascentes até a cidade de Pirapora (111.804km? - 17,5% da regi&io); Médio S&o
Francisco — de Pirapora até Remanso (339.763km? - 53% da regi&io); Sub-Médio S&o
Francisco - de Remanso até Paulo Afonso (155.637km? - 24,4% da regido); e o Baixo S0
Francisco - de Paulo Afonso até sua foz (32.013km? - 5,1% da regi&o), conforme mostrado
na Figura 1 (GODINHO, GODINHO, 2003; IBAMA, 2007).
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Figura 1: Unidades hidrograficas de referéncia e diviséo fisiografica da Bacia do Rio Sao Francisco.
Fonte: Ministério do Meio Ambiente - MMA (2007).

De acordo com estudo realizado por Ashikaga (2008), os peixes de agua doce sao
responsaveis por 20 a 25% da biodiversidade dos vertebrados e ha indicios de que somente
na América do Sul ocorram mais de 8.000 espécies, considerando apenas duas ordens
descritas (Characiformes e Siluriformes). Essa enorme biodiversidade de peixes supre ndo
somente as necessidades alimentares da populagéo, com as diversas espécies exploradas,
mas também pode ser utilizada no manejo de ecossistemas, no controle de mosquitos
vetores de doencas, no controle de vegetacao aquatica invasiva e em biomanipulagdes e, as
vezes, na restauracdo de sistemas aquaticos. Além disso, é reconhecida a grande
contribuicdo dos peixes nos processos do ecossistema aquatico, 0os quais incluem a
participagdo na cadeia tréfica, transferéncia de energia entre os niveis tréficos e transporte
de nutrientes entre os ecossistemas marinhos, de 4gua doce e terrestre.

Excluidas as espécies diadromas (espécies que migram entre o mar e a agua doce),
a ictiofauna do Sao Francisco é composta por cerca de 158 espécies de agua doce, mas
novas espécies tém sido descritas sendo que aproximadamente 8% delas migram para

reproduzir-se. Dentre essas, sete sdo provavelmente migradoras de longa distancia: Brycon



lundii (Matrinchd), Salminus brasiliensis (Dourado), Leporinus elongatus (Piau-verdadeiro),
Prochilodus costatus (Curimbatéd-piod) e Prochilodus argenteus (Curimbata-pacu)
(Characiformes); Conorhyncus conirostris (Pira) e Pseudoplatystoma corruscans (Surubim)
(Siluriformes) (GODINHO; GODINHO, 2003; COSTA, 2006).

Esse grupo de vertebrados é importante ndo s6 pela quantidade de espécies, mas
também por ser uma relevante fonte de proteinas para varias comunidades humanas e,
apesar da grande importancia dos peixes para o0 homem, pouco se conhece sobre sua
diversidade. Estima-se que 20% da ictiofauna de agua doce do mundo esteja extinta ou
ameagada (HATANAKA, GALETTI JR, 2003; ASHIKAGA, 2008).

Em vérias partes do mundo o manejo da ictiofauna, seja ele no conceito da
conservacdo da biodiversidade ou pela manutencdo e incremento da producdo pesqueira,
tem forte apelo sdcio-econdmico e ambiental. Por isso mesmo tem sido alvo de grandes
esforcos em conhecimento e recurso financeiro por parte das iniciativas publicas e privadas
(SILVA, 2006).

A regido do Baixo S&o Francisco possuia uma tradicdo histérica na atividade de
piscicultura extensiva, quando os produtores da regido utilizavam o ciclo anual de cheias
para represar as aguas do rio, capturando alevinos e peixes jovens que eram mantidos e
manejados em canais e lagoas para posteriores despescas. Entretanto, desde a construgéo
da represa de Sobradinho, a vazdo do Rio Sdo Francisco foi regularizada e esta atividade
inviabilizada pela inexisténcia de cheias anuais. A partir da década de 1980, particularmente
pelos esforcos da iniciativa privada e de entidades como a CODEVASF e o IBAMA a
piscicultura ganhou énfase na regido. De acordo com a CODEVASF (2004), existem mais
de 1.000 ha de viveiros de piscicultura distribuidos em cerca de 370 propriedades, apenas
no estado de Sergipe onde algumas espécies de peixe nativas do Brasil tém sido cultivadas.
Dentre elas se destacam os curimatas (Prochilodus marggravii, P. costatus, P. argenteus, P.
lineatus e P. vimboides), também denominadas regionalmente de xira, curimbata, curimatd,
papa-terra e bambas (COSTA, 2006; HATANAKA, HENRIQUE-SILVA, GALETTI JR, 2006).

O género Prochilodus spp. tém distribuicdo geogréfica nas Bacias: Amazbnica e
Araguaia-Tocantins (P. nigricans), Prata (P. lineatus, P. scrofa, P. platensis) e Sdo Francisco
(P. marggravii, P. affinnis, P. vimboides), na qual Prochilodus costatus (= P. affinis
Valenciennes, 1850), € uma espécie endémica da bacia do Rio S&o Francisco que foi
introduzida na bacia do rio Jequitinhonha e as demais foram introduzidas nos acudes do
Nordeste (COSTA, 2006). O Prochilodus cearensis (Steindachner, 1911) é originario das
bacias nordestinas principalmente as cearenses sendo atualmente disseminado por todo o
Nordeste e parte da regido Sudeste (ARAUJO, GURGEL, 2002).



A familia Prochilodontidae constitui um dos mais importantes recursos pesqueiros da
Ameérica do Sul e esta distribuida em trés géneros e 13 espécies descritas que ocorrem em
guase todas as grandes bacias da América do Sul (CASTRO, VARI, 2004; COSTA, 2006).
Estes peixes tém como principais caracteristicas morfolégicas um focinho peculiar, boca
subterminal em forma de ventosa, com labios carnosos sobre os quais estdo implantados
numerosos dentes diminutos dispostos em fileiras. Seu corpo é fusiforme e comprido de
coloracdo prateada-acinzentada, ventre e face brancos, e escamas asperas. A altura do
corpo e 0 comprimento variam com a espécie, podendo alcancar de 30 a 80 cm de
comprimento total (Figura 2) (GODINHO, 2005; DE PAULA, 2006).

=laualalaly[ninla]

Figura 2: Exemplares de Prochilodus spp. (A) juvenil; (B) adulto. Fonte: Aquatrix®.

Os curimatds sdo espécies detritivoras, alimentam-se de matéria organica e
microrganismos associados a lama do fundo de lagos e margens de rios. Sdo limnéfagos
(ou ili6fagos) ingerindo grandes quantidades de lodo com matéria organica em fases
avancadas de dissociacao, juntamente com microrganismos, a partir de depésitos de fundo
ou sobre substratos verticais, exibindo especializacBes anatdomicas refinadas no trato
digestivo, tais como, o estbmago mecanico além do quimico. Estes peixes sdo migradores e
reofilicos (peixes de piracema), migram contra a correnteza dos rios para maturacao das
gbnadas, necessitando de ambientes I6ticos para desova. Sua periodicidade reprodutiva é
sazonal com picos nos meses de novembro a fevereiro, realizam fecundacdo externa,
desova total, alta fecundidade, ndo demonstrando cuidado com a prole (DE PAULA, 2006).
A captura dessa espécie ocorre em grandes cardumes, sendo importantes comercialmente,
principalmente para as populacdes de baixa renda, e desempenham papel importante na
conservacao dos rios neotropicais (GODINHO, 2005; COSTA, 2006).

A variacdo morfolégica entre as espécies de Prochilodus spp. € reduzida e as
grandes &reas de distribuicdo de cada espécie ndo tém sido caracterizadas adequadamente
no sentido de avaliar o grau de variagcdo intraespecifica e ecofenotipica uma vez que a
taxonomia deste grupo tem sido notadamente problemética (RENNO et al, 2005). O estudo
de Castro e Vari (2004) é uma excelente atualizacdo sobre a questdo sistematica neste



grupo de peixes, porém ndo esclarece as relacdes filogenéticas entre as espécies devido a
pequena variacdo na morfologia externa. Com o desenvolvimento de métodos moleculares,
vérias andlises tém sido realizadas a fim de gerar evidéncias genéticas que facilitem o
estudo filogenético entre estas espécies e também estabelecer os padrdes de variagdo
intraespecifica (RENNO et al, 2005).

1.2. A pesca e a piscicultura no Estado de Sergipe

O Estado de Sergipe possui uma &rea territorial de 22.050 km?, correspondente a
0,26% do territério nacional, e populacdo de aproximadamente 1.900.000 habitantes (MMA,
2007). Ao norte, o limite com Alagoas é definido pelo Rio Sdo Francisco, a oeste e ao sul
limita-se com a Bahia e, a leste com o Oceano Atlantico.

A pesca € uma das atividades mais importantes nessa regido, constituindo-se em
fonte de alimento, comércio, renda e lazer para grande parte de sua populacao,
especialmente a que reside as margens do rio S&o Francisco. A complexidade da pesca no
Baixo Rio Sdo Francisco € alta, pois o predominio de procedimentos artesanais na deteccéo
do cardume e nas operacdes de captura é reflexivo nas variedades de apetrechos e
estratégias de pesca. Coexistem quatro modalidades de pesca: a) a de subsisténcia,
praticadas por grupos de familias e pequenas comunidades; b) a pesca comercial destinada
ao abastecimento dos centros urbanos regionais e praticada em geral por pescadores
residentes nesses centros; c) a pesca em reservatorios, resultado da construgdo da
hidroelétrica de Xing0; d) e a pesca esportiva, que tem como alvo o tucunaré (Cichla sp.) e 0
robalo (Centropomus sp.) (MMA, 2007).

Na regido do Baixo Séo Francisco, no Estado de Sergipe existem 13 municipios (figura
3) onde a atividade da pesca € desenvolvida: Canindé do S&o Francisco, Po¢co Redondo,
Porto da Folha, Gararu, Canhoba, Amparo do Sao Francisco, Telha, Propria, Santana do
Sdo Francisco, Nedpolis, llha das Flores, Pacatuba e Brejo Grande (fazendo divisa
interestadual com o estado de Alagoas). Alguns municipios se destacam quanto ao volume
de producdo desembarcada, entre eles, Propria e Nedpolis, sdo considerados os maiores

produtores de pescado do Baixo Sao Francisco (MMA, 2007).
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Figura 3: Municipios do Estado de Sergipe na Bacia do Rio Sao
Francisco. Fonte: CODISE, 2010.

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (2007), além da pesca, outras
atividades também sdo desenvolvidas nas localidades onde ocorrem desembarques de
pescado, tais como o artesanato e a pecuaria, onde na maior parte sao de subsisténcia. Em
geral, o pescado é de pequeno e médio porte (curimatd, piau, tambaqui, mandi, traira,
piranha, pirambeba, pilombeta, tucunaré, dentre outros) € comercializado, principalmente,
na forma resfriado inteiro. Outra forma de comercializar o pescado, em menor escala, é na
forma eviscerada. Raramente o pescado € congelado (somente quando é comercializado
para a capital ou outro estado). A maior parte do pescado € comercializada dentro dos
préprios municipios. Apenas pequenas quantidades saem para a capital e outros municipios
e alguns estados. Vale ressaltar que a comercializacdo do pescado no Baixo Rio Sao
Francisco em sua maioria é feita por atravessadores com excecdo da cidade de Proprid,
Unico da regido do Baixo Sao Francisco que possui um mercado de peixe.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 60% das doencas alimentares sao
relacionadas a préticas improprias de higiene e processamento de alimentos e o pescado

especificamente exige cuidados especiais ha sua manipulacdo, preparo e armazenamento,



por ser muito perecivel, principalmente quando comercializado in natura. No entanto, o
conceito de qualidade para muitos pescadores e consumidores brasileiros, normalmente se
limita a aparéncia geral do produto comercializado, como o aspecto vicoso e a auséncia de
trauma fisico devido ao manuseio. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2008), o peixe € um pescado em que se encontra uma das principais fontes de
proteina do ser humano. Todavia, é também um dos alimentos mais suscetiveis a
deterioracdo devido a atividade de agua elevada, teor de gorduras insaturadas facilmente
oxidaveis e, principalmente, um pH proximo a neutralidade, representando importante
relevancia em questbes de salde publica (ANVISA, 2008). No caso especifico do
Prochilodus spp., a morfologia do peixe também € responsavel por sua maior propensao a
deterioracdo a fresco, uma vez que este género apresenta especializacbes anatdmicas do
trato digestivo, como por exemplo, estbmago mecanico além do quimico e intestino mais
longo em relagéo a outros peixes (DE PAULA, 2006).

A situacao torna-se ainda mais problematica quando levamos em consideracéo o perfil
dos manipuladores de pescado na regido Nordeste, que desenvolvem uma atividade familiar
de geracdo de renda. Esses manipuladores, principalmente aqueles que trabalham em
mercados publicos ou pequenas peixarias, geralmente apresentam baixos niveis de
escolaridade e, na maioria das vezes, carecem de conhecimentos necessarios para a
prevencdo de riscos e perigos de contaminacdo alimentar. A preocupacao higiénico-
sanitdria com o produto a ser comercializado, por outro lado, beneficiaria ndo soé
consumidor, que obteria produtos com maior seguranca alimentar, mas possibilitaria a
agregacgédo de valor ao produto e, conseqlentemente, aumentaria a renda das familias de
pescadores que expdem seus produtos em bancas de mercado (CASTILHO-WESTPHAL et
al, 2008).

De acordo com estudo realizado por Anjos et al. (2009) o curimatd-pacu representa
metade das capturas realizadas no Baixo Sdo Francisco. Esta espécie é o segundo peixe
mais comercializado na feira livre de Penedo/AL, onde 70% do volume comercializado sao
oriundos das capturas no rio Sdo Francisco, o restante vem de cultivos semi-intensivo de
paragem acima do rio. Dessa forma o Curimatd-pacu, tem grande relevancia para a
populacdo local, motivando pesquisadores, técnicos e produtores a refletir sobre as
necessidades de ampliacdo, melhoramento do manejo e transferéncia de tecnologia a
pequenos e médios produtores, incluindo a espécie no plantel de peixes cultivAveis na
regido.

De acordo com o IBAMA (2007) a producédo estimada de peixes no estado de Sergipe
no ano de 2007 foi de 520,5 t com valor da producéo estimado em R$ 1.761.700,00. Entre

as principais espécies de peixes de agua doces mais comercializadas na regido, o curimata



foi a espécie capturada em maior quantidade no ano de 2007 e vendido com preco

médio/Kg a R$ 3,50, conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1: Principais espécies de peixes de agua doce comercializadas no baixo Sao

Francisco no Estado de Sergipe, producgéo e valores em reais. Fonte: IBAMA, 2007.

Principais Espécies Prego Médio Total
(R$/KQ) (1) (R$)

Curimata-pacu ( Prochilodus spp.)* 3,50 150,0 525.000,00
Tambaqui (Colossoma spp.)* 4,50 82,0 369.000,00
Tucunaré (Cichla spp.)* 4,50 65,0 292.500,00
Piau (Leporinus elongatus)* 2,50 77,0 192.500,00
Carpa (Cyprinus carpio)* 3,50 47,5 166.250,00
Traira (Hoplias malabaricus)* 2,00 38,5 77.000,00
Tilpia (Oreochromis spp.)* 3,50 17,5 61.250,00
Piaba (Astyanax spp.)* 1,80 20,0 36.000,00
Piranha (Pygocentrus spp)* 1,80 9,0 16.200,00
Pescada (Plagioscion spp.)* 3,00 0,5 1.500,00
Jundid (Rhamdia spp.)* 2,00 0,5 1.000,00
Apaiari (Astronotus ocellatus)* 2,00 0,5 1.000,00
Acara (Geophagus brasiliensis)* 1,80 0,5 900,00
Outros 1,80 12,0 21.600,00

* A nomenclatura cientifica foi determinada conforme descrito por Barbosa e Ferraz (2009).

As atividades de criacdo de peixes em tanque-rede no Estado de Sergipe, na Bacia do
Rio Sdo Francisco concentram-se na regido da hidroelétrica de Xingé no municipio de
Canindé do Séo Francisco. No perimetro irrigado de Betume, no municipio de Neopolis, a
CODEVASF mantém em funcionamento uma estacdo de piscicultura, que possui 38.146 m?
de area de viveiros destinados a producao de alevinos de espécies de peixes de importancia
econdmica e ecoldgica (MMA, 2007).

Contudo, ndo se teve nenhum cuidado na manutencdo da integridade genética dos
seus reprodutores, o que pode ter acarretado em endogamias e hibridismos muitas vezes
involuntarios, sem contar com a introducdo de espécies de outras bacias. A introducéo de
espécies pode causar sérios desequilibrios ambientais, ndo s6 pela competi¢cdo direta por
espaco e alimento com as espécies nativas, mas também através de sua hibridizacao,

degradando a integridade genética das popula¢des originais (MOREIRA et al, 2007).



A falta de conhecimento acerca dos aspectos reprodutivos, sdo sérios entraves a
sustentabilidade da piscicultura no Baixo S&o Francisco de Sergipe, seja por falta de
planejamento dos programas de sele¢édo genética, seja pelo uso de numero reduzido de
individuos como reprodutores (MOREIRA et al, 2007)

A piscicultura é uma atividade econémica que demanda um investimento consistente,
mas ndo muito elevado, de acordo com a producdo a ser atingida e os tipos de peixes a
serem criados. Para que o piscicultor possa atingir seus objetivos de producéo,
produtividade e lucratividade deve estar totalmente preparado ou devidamente assessorado
para empreender esse negdcio. A piscicultura intensiva, ou seja, desenvolvida em tanques
ou lagos nos quais o produtor possa ter total controle da criacdo, deve ser praticada com
rigidas normas zootécnicas e com a constante supervisdo de técnicos especializados, para
se ter uma producédo de boa qualidade e, principalmente, que ndo ofereca risco de perda da
integridade genética dos individuos cultivados (LORENZINI et al, 2005). Diante disso,
conhecer as espécies que estdo sendo cultivadas e quais apresentam melhores
caracteristicas zootécnicas para 0s sistemas de piscicultura praticados na regido €
imprescindivel para se montar bancos genéticos de reprodutores e iniciar planos de

cruzamento orientado das espécies cultivadas.

1.3. Diversidade Genética e Marcadores Moleculares

Diversidade, variacao ou variabilidade genética corresponde a variedade de alelos e
gendtipos dentro de uma populacéo e entender a distribuicdo da variacdo genética dentro e
entre populacfes € necessario para a conservacao de espécies (COSTA, 2008).

A reproducdo de um grande numero de peixes ndo garante que sua descendéncia
possua alta variabilidade. E comum que na formacdo de estacbes de producido sejam
utilizados peixes da prépria estacdo. Isto pode favorecer o cruzamento entre reprodutores
aparentados geneticamente (endogamia), aumentando a homozigose e reduzindo a
variabilidade genética. A selecdo casual (ndo intencionada) dos peixes para reproducéo,
também constituem um fator que pode reduzir a variabilidade genética das geracdes
seguintes (POVH et al*, 2008; LOPERA BARRERO et al, 2008).

O conhecimento prévio da distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre
populacdes de uma espécie é uma etapa inicial importante para o desenvolvimento do
manejo e conservagao in situ e de repovoamento. Para isso, deve-se levar em conta se uma
espécie esté distribuida como apenas uma populac¢édo, ou como populagdes geneticamente

diferentes e qual o grau de interacdo entre elas. No caso dos peixes de agua doce, suas



populacdes em geral se distribuem por locais isolados, o que pode minimizar as trocas
génicas entre elas, o que leva a processos de diferenciagdo genética (RAMOS, 2007).

Segundo Foresti et al (2005), marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados
na identificacdo de populagbes, quer cativas quer selvagens. Esses marcadores permitem a
verificacdo tanto de relacdes filogenéticas entre espécies quanto de segregacao reprodutiva
entre populacdes reprodutivamente isoladas, mesmo quando pertencentes ao mesmo
estoque de exploragdo pesqueira em zona de alimentagdo comum.

Os avancos na biologia molecular nas Ultimas décadas permitiram o desenvolvimento
de uma variedade de métodos que poderiam ser utilizados no presente estudo. Contudo,
estes diversos métodos apresentam vantagens e desvantagens, sendo que a definicdo do
método ideal necessita ser feita caso a caso (GOMES, 2007).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois
grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacdo e amplificacdo de
DNA. Entre os identificados por hibridizacdo estdo os marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) e minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats). Ja aqueles revelados por amplificacdo incluem os marcadores do tipo:
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), microssatélite ou SSR (Simple Sequence
Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), o ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) e 0 sequenciamento de DNA, sendo que todos dependem do método da reagcdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR) (AFFONSO, 2004; COSTA, 2006; DE PAULA, 2006;
CORTINHAS, 2007; GOMES, 2007 e SILVA, 20072).

A técnica da PCR consiste, fundamentalmente, na amplificagdo de fragmentos de DNA
pela acdo de uma enzima denominada Taq DNA polimerase capaz de polimerizar moléculas
de nucleotideos, com base em uma fita molde de DNA. Para este procedimento, utiliza-se
um equipamento conhecido como termociclador, que submete a amostra e reagentes a
ciclos subsequentes de temperatura variaveis, que permitem a desnaturacdo da molécula de
DNA, o anelamento dos iniciadores e a extenséo da sintese de uma nova fita complementar
catalisada pela Taq DNA polimerase. Todas as variaveis envolvidas neste processo, tais
como temperaturas, tempo de ciclagem, concentracdo de reagentes, sequéncia dos
iniciadores ou primers, devem ser otimizados a priori em laboratério, pois variam conforme o
tecido e a espécie de peixes sendo processada. (TORRES, MATOSO, ARTONI, 2004).

1.3.1 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

RAPD ou polimorfismo de DNA amplificado ao acaso € uma técnica especial da

Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) que utiliza iniciadores (primers) pequenos (cerca



de 10 a 11 nucleotideos), de sequiéncia arbitraria (SALEM et al, 2007; ASHIKAGA, 2008).
Cépias destes primers se anelam aleatoriamente a ambas as fitas do DNA produzindo
amplificacbes de fragmentos de tamanhos diferentes, representando locos diferentes. Estes
fragmentos sdo, entdo, visualizados através de eletroforese de gel de agarose e as bandas
sdo avaliadas quanto a sua presenca, auséncia e compartilhamento entre animais distintos
(FORESTI et al, 2005; YAZBECK, 2005).

A utilizacdo da técnica RAPD deve-se, principalmente, a sua rapidez, baixo custo em
relacdo as demais técnicas, pouco tempo para se obter resultados, alto polimorfismo,
pequena quantidade de material biolégico para extracdo de DNA, ndo sendo necessario o
conhecimento prévio do genoma (OKUMUS e CIFTCI, 2003; JAYASANKAR, 2004; GOMES
et al, 2008; RAMOS, 2007, MASSAGO et al, 2009). Devido a essas peculiaridades, a
técnica de RAPD vem sendo utilizada nas mais diversas areas do conhecimento, tanto em
estudos que consideram a estrutura genética de populacbes naturais, quanto de espécies
domesticadas, incluindo aquelas oriundas da atividade de cultivo (FREITAS, 2003).

Williams et al (1993), caracterizaram como dominante o comportamento genético
(segregacdo mendeliana) dos marcadores de RAPD. A principal limitacdo na utilizacdo do
marcador RAPD ¢é justamente sua caracteristica dominante, onde a presenca da banda
ocorre tanto para os genétipos homozigotos como para heterozigotos (figura 4), sendo dificil
distinguir um gendétipo do outro atravées da intensidade da banda produzida (FREITAS, 2003;
ALl et al, 2005). Em razdo disso, alguns modelos estatisticos foram desenvolvidos
permitindo a estimativa de parametros populacionais com a utilizagdo de marcadores
dominantes. De acordo com tais modelos, deve-se assumir que os alelos dos diferentes
locos ndo co-migram para a mesma posicdo em um gel e que os grupos populacionais estédo
em equilibrio de Hardy-Weinberg (DE PAULA, 2006).
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Figura 4. Comportamento “dominante” de marcadores RAPD. Os painéis
(A, B e C) ilustram a correspondéncia que existe entre fenétipos RAPD no
gel de eletroforese e respectivos gendétipos. O fendtipo “presenca de
banda” (painéis A e B) pode corresponder a dois genétipos diferentes
(homozigotos e heterozigotos). O painel C ilustra causas de fendtipo nulo
(auséncia de banda). Fonte: DE PAULA, 2006.

A estimativa da similaridade genética entre um genétipo e outro podem ser obtidos
por meio de variaveis gquantitativas ou dicotbmicas. As medidas mais simples sdo aquelas
relacionadas a varidveis dicotdmicas, geradas por marcadores moleculares dominantes
como o RAPD. Para estes marcadores, as observacdes de comparacdo entre dois
gendtipos sdo baseadas na presenca (1) ou auséncia (0) da banda no gel de eletroforese
(FOWLER, 2008).

Os coeficientes ndo quantitativos sdo preferidos em estudos com marcadores
dominantes, ja que ndo se sabe a natureza molecular da auséncia da banda no gel de
eletroforese. Os mais utilizados em dados obtidos pelo marcador molecular RAPD séo
Jaccard, Sorensen-Dice e Nei e Li. Os valores do coeficiente de similaridade genética de
Jaccard e de Nei e Li na elaboracao de dendrogramas sao idénticos (FOWLER, 2008).

Apesar de sua limitacdo, devido & sua alta capacidade de detectar polimorfismo de
segmentos de DNA, este marcador vem sendo amplamente utilizado para o esclarecimento
de varios aspectos da variabilidade genética, evolucdo, filogenia e fisiologia de espécies
animais e vegetais (ALI et al, 2005; FORESTI et al, 2005; CORTINHAS, 2007).

Marcadores do tipo RAPD foram utilizados por Borges (2006), com o objetivo de
avaliar a diversidade genética de 29 acessos de amendoim (Arachis hypogaea L.). Nesse

estudo o autor concluiu que apesar da existéncia de diversidade entre os genotipos de



amendoim para Vvarias caracteristicas morfologicas, houve pouca variagdo entre 0s grupos.
Isso pode sugerir uma base genética estreita ou porque a capacidade de fixacdo bioldgica
de nitrogénio é uma caracteristica de carater quantitativo, sendo dificil a observagédo de
diferencas entre acessos proximos geneticamente.

Silva (2007)* utilizou marcadores RAPD com o objetivo de estudar a diversidade e
estrutura genética de populagdes entre isolados do fungo Phaeoisariopsis griseola coletados
nos estados de Minas Gerais e Goids e demonstrou uma elevada variabilidade entre os
isolados estudados, concluindo que essa variacdo foi maior dentro das populacdes e que as
populacBes estdo em equilibrio de ligacéo.

Melo, Ciampi e Vieira (2009) analisando a variabilidade genética de arnica
(Lychnophora ericoides Less. - Asteraceae) através de marcadores RAPD detectaram
gquatro agrupamentos consistentes, com indice de dissimilaridade variando entre 62 a 71%,
demonstrando uma alta variacdo entre as populacdes estudadas. A expressiva variabilidade
genética inter-populacional (35,7%) e intra-populacional (64,3%) configura-se em
importantes informacfes para definicdo de uma estratégia de conservacdo desta espécie
nativa do cerrado que se encontra em situacao vulneravel a extin¢ao.

Kamada et al (2009) estimaram a diversidade genética de populacdes naturais de
ginseng (Pfaffia glomerata) oriundas da bacia do rio Parana, por marcadores RAPD no qual
obtiveram fragmentos polimérficos em quantidade e qualidade suficientes para estimar a
distancia dos individuos, observadas pela reprodutibilidade e repetibilidade do padréo dos
fragmentos amplificados. As populagfes coletadas nas proximidades do rio Avai, um dos
efluentes do rio Parand, apresentaram os maiores valores de diversidade dentro e entre as
populacdes, indicando que sua preservacdo € prioritaria em comparagdo as demais
amostras de ginseng.

Magalhdes, Martinez e Gaiotto (2007) estudaram a variabilidade genética de estoques
comerciais do camardo Litopenaeus vannamei, por meio de marcadores RAPD em
Canavieiras, BA. Eles observaram diferenciacdo genética significativa entre os estoques.
Entretanto, as analises obtidas demonstraram nao existir estruturacdo, mas consideravel
taxa de endogamia dentro dos estoques, em razdo, provavelmente, do cruzamento entre
individuos geneticamente similares.

Em peixes, o procedimento de RAPD tem sido usado de forma extensiva fornecendo
dados sobre diversidade e diferenciac6es populacionais (CORTINHAS, 2007), incluindo
alguns casos de distin¢do interespecifica e relagBes sistematicas (HATANAKA; GALETTI
JR, 2003). Em peixes neotropicais, os marcadores de RAPD tém sido Uteis no manejo de
espécies em localidades sob acdo antrdpica, relacionando-se os dados de variabilidade
genética com parametros ambientais e identificando estruturacdo de populagfes (PRIOLI et
al, 2002; CORTINHAS, 2007).



Panarari (2006) demonstrou, através do uso de RAPD, a existéncia de diferenciacdo
genética entre espécies de Brycon orbignyanius coletadas no rio Parand quando
comparadas com individuos da mesma espécie coletados na estacdo de piscicultura de
Piracema em Maringd/PR. Nesse estudo, o autor concluiu que a ocorréncia de maior
polimorfismo genético em populacdes naturais € esperada, ja que normalmente o0s
cruzamentos se dao ao acaso e a possibilidade de consanguinidade € menor e que o alto
grau de similaridade genética encontrado na populacdo cultivada pode estar relacionado a
fatores tais como o uso de poucos peixes reprodutores, o emprego de estratégias de
reproducdo inapropriadas, deriva genética e cruzamentos consanguineos.

Povh et al (2008)? ao estudarem a diversidade genética de amostras de pacu do rio
Paranapanema e do estoque de um programa de repovoamento demonstraram, através da
técnica de RAPD, que o indice de diversidade genética de Shannon e a percentagem de
fragmentos polimdrficos foram superiores nos individuos capturados do Rio Paranapanema.
A similaridade genética foi maior nos individuos do estoque de reprodutores e a analise
mostrou que a maior parte da variacdo esta dentro de cada grupo (84,2%) e ndo entre 0s
grupos (15,8%). Através dos parametros encontrados eles concluiram que ha menor
diversidade genética do estoque de reprodutores em relagcdo aos individuos capturados do
Rio Paranapanema.

Lopera Barrero et al (2008) analisaram a diversidade genética de dois estoques de
alevinos de Prochilodus lineatus utilizados em programas de repovoamento, mediante o
marcador molecular RAPD. Nesse estudo os sete iniciadores selecionados produziram um
total de 77 fragmentos, dos quais 81,82% foram polimorficos. Os valores de variabilidade
genética estimados pela porcentagem de fragmentos polimérficos (A= 83,12%; B= 81,82%)
e pelo indice de diversidade genética de Shannon (A= 0,473; B= 0,463) mostraram que nao
existe uma alta diferenciacdo genética entre os dois estoques, possivelmente devido ao
efeito fundador e ao manejo reprodutivo.

Analisando a diversidade genética de quatro linhagens de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), através do marcador RAPD, Massago et al (2009) encontraram
baixa porcentagem de fragmentos polimérficos (linhagem G: 18,52%; linhagem C: 19,75%;
linhagem S: 20,99% e linhagem B: 24,79%). Os valores de distancia e identidade genética
(0,044 e 0,957 respectivamente) e o dendrograma demonstraram que as linhagens GxC séo
0s mais semelhantes geneticamente. A similaridade genética foi alta dentro das linhagens
(G: 0,932; C: 0,903; S: 0,891 e B: 0.900). Nesse trabalho eles concluiram que h4d uma alta
variabilidade genética dentro das linhagens e uma baixa diferenciacdo entre cada linhagem.

Lopes et al (2009) utilizaram 10 iniciadores aleatérios de RAPD para avaliar a
diversidade genética de 30 espécimes oriundos de estoques de reprodutores de tambaqui

(Colossoma macropomum) das pisciculturas de Boa Esperanca e Vale Verde, localizadas no



Estado de Rondobnia. Eles observaram que a porcentagem de fragmentos polimorficos e o
indice de diversidade genética de Shannon foram altos nos dois estoques de reprodutores,
porém a diferenciacdo genética entre os estoques foi baixa. Esses parametros foram
confirmados pelo dendrograma, pois ndo houve separacao dos espécimes dos estoques de
reprodutores em grupos distintos. Eles concluiram que h& 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.

Garg et al (2009) aplicaram cinco primers aleatérios de RAPD com o objetivo de
avaliar a diversidade genética de 20 espécimes do bagre Mystus vittatus oriundos de duas
reservas (Bhadwada e Mohinisagar) na india. Os primers utilizados produziram um
percentual de loci polimdrficos de 64.98% e um percentual de loci monomorficos de 49.90%

demonstrando variacao inter e intrapopulacional.



2. REFERENCIAS

AFFONSO, P. R. A. de M. Marcadores moleculares na analise de espécies e composi¢ao
populacional de peixes marinhos de recife de corais da familia Pomacanthidae
(Perciformes). Tese de doutorado. Universidade Federal de Sao Carlos. Sao Carlos/SP.
2004.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. 2008. Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br>. Acessado em: 02/06/2008 in: PRAZERES, A. GONDIM, A,
SOUZA, E., ANDRADE, M. E. e BATINGA, V. T. S. Qualidade, conservacao, manipulacéo e
higienizacdo dos peixes comercializados nos boxes do mercado publico de Sdo José em
Recife-PE. Encontro de Ensino, Pesquisa e Extensado da Faculdade SENAC. 2009.

ALI, B. A.; HUANG, T.; QIN, D. e WANG, X. A review of random amplified polymorphic DNA
(RAPD) markers in fish research. Reviews in Fish Biology and Fisheries, 14: 443-453. 2005.

ANJOS, G. M., MARTINS, A. S., SOARES, E. C., MELO, J., SANTOS, E. J. S., e DANTAS,
L. H. N. Mortalidade no transporte de curimatd-pacu (Prochilodus argenteus). Revista
Brasileira de Engenharia de Pesca [Online] (3): 3. 2009. Disponivel em:
http://ppg.revistas.uema.br/index.php/REPESCA/article/view/101/101.

ARAUJO, S. A. de e GURGEL, H. C. B. Aspectos da biologia de Prochilodus cearensis
(Steindachner, 1911) (Characiformes, Prochilodontidae) no acude Itans/Caicé, Rio Grande
do Norte. Rev. Bras. Zoociéncias. 4 (1): 85-96. 2002.

ASHIKAGA, F. Y. Estudo da estrutura genética de Leporinus friderici (Characiformes,
Anostomidae) das escadas para transposicdo de peixes do complexo Canoas — rio
Paranapanema. Dissertacdo de mestrado. Universidade Estadual de Londrina. Londrina/PR.
2008.

BARBOSA, J. e FERRAZ, K. Sistematizacdo de nomes vulgares de peixes comerciais do
Brasil: 1. Espécies dulciaquicolas. Revista Brasileira de Engenharia de Pesca [Online]. (3):
3. 2009. Disponivel em: http://ppg.revistas.uema.br/index.php/REPESCA/article/view/99.

BORGES, W. L. Andlise da variabilidade genética e avaliagdo da fixacdo biologica de
nitrogénio entre acessos de amendoim (Arachis hypogaea L.) Dissertacdo de mestrado.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica/RJ. 2006.

CASTILLO-WESTPHALL, G. G., FARIAS, H., YVANKIU, C., GIROTTO, M. V. F,
OSTRENSKY, A. e BOEGER, W. Gestdo da qualidade em mercados municipais de
pescado. Revista Aquicultura & Pesca: 4° Anuério Brasileiro de Produtos e Servigos. 2008.

CASTRO, R. M. C. and VARI, R. P. Detritivores of the South American Fish Family
Prochilodontidae (Teleostei: Ostariophysi: Characiformes): A Phylogenetic and Revisionary
Study. Smithsonian Contributions to Zoology. (622): 83 — 89. 2004.

COMPANHIA DE DESENVOLVIMENTO INDUSTRIAL E DE RECURSOS MINERAIS DE
SERGIPE — CODISE. Mapa do territério sergipano. Disponivel em: www.codise.se.qgov.br

COMPANHIA DO DESENVOLVIMENTO DOS VALES DO SAO FRANCISCO E
DOPARNAIBA - CODEVASF. Censo Aquicultura. 2004. Disponivel em:
www.codevasf.gov.br.




CORTINHAS, M. C. da S. Analise da diversidade populacional de Atherinella brasiliensis
(Teleostei, Atheriniformes, Atherinopsidae) baseada em marcadores RAPD das localidades
de Pontal do Sul e Laranjeiras (PR), lagoa da Conceicéo e lagoa do Camacho (SC), lagoa
dos Patos (RS), lagoa de Carapebus (RJ) e Barra Grande de Camamu (BA). Tese de
doutorado. Universidade Federal do Parana. Curitiba/PR. 2007.

COSTA, F. R. da. Estudo das rela¢des genémicas em espécies de Caricaceae com base em
marcadores citomoleculares. Tese de doutorado. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro - UENF. Campos dos Goytacazes/RJ. 2008.

COSTA, L. F. C. Estudo da variacdo genética em Prochilodus costatus (Teleostei:
Characiformes: Prochilodontidae) na bacia do Rio S&o Francisco, na regido de Trés Marias
(MG). Dissertacao de Mestrado. Universidade Federal de S&o Carlos. Sdo Carlos/SP. 2006.

DE PAULA, F. M. Diversidade genética de Prochilodus lineatus (Pisces, Characiformes) das
escadas de transposicdo de peixes das usinas hidroelétricas do complexo Canoas-rio
Paranapanema. Dissertacdo de mestrado. Universidade Estadual de Londrina. Londrina/PR.
2006.

FORESTI, F.; OLIVEIRA, C.; REVALDAVES, E; FORESTI, F. P. e SANTOS, S.A. Analise
genética de estoques de reprodutores de curimbatéd (Prochilodus lineatus) e pacu (Piaractus
mesopotamicus) da estacdo de piscicultura de promissao, utilizando marcadores de RAPD.
Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu-SP. 2005.

FOWLER, J. A. P. Diversidade genética por marcador RAPD em populacdes naturais de
Pitocarpha angustifolia Dusén ex Malme. Tese de doutorado. Universidade Federal do
Parand. Curitiba/PR. 2008.

FREITAS, P. D. de. Estudo da diversidade genética em estoques de reprodutores de
camardes Litopenaeus vannamei cultivados no Brasil. Tese de doutorado. Universidade
Federal de S&o Carlos/SP. 2003.

GARG, R. K.; SILAWAT, N.; SAIRKAR, P.; VIJAY, N. and MEHROTRA, N. N. RAPD
analysis for genetic diversity of two populations of Mystus vittatus (Bloch) of Madhya
Pradesh, India. African Journal of Biotechnology. 8 (17): 4032-4038. 2009.

GODINHO, A. L. Life history movements and spawning of San Francisco river fishies, Brazil.
A dissertation submitted to the graduate of School of the University of Massachusetts
Ambherst in a partial fulfilment of the requirement for the degree of doctor of Philosophy.
Department of Natural Resources Conservation. Wildlife and fisheries conservation. 2005.

GODINHO, H. P. e GODINHO, A. L. Aguas, peixes e pescadores do S&o Francisco das
Minas Gerais. Belo Horizonte: PUC de Minas Gerais. SOGRAFE. 2003.

GOMES, P. C. Diversidade genética de trés estoques de Piapara (Leporinus elongatus),
utilizando RAPD. Dissertacédo de Mestrado. Universidade Estadual de Maringd/PR. 2007.

GOMES, P. C.; RIBEIRO, R. P.; LOPERA-BARERO, N.; POVH, J. A.; VARGAS, L. e SIROL,
R. N. Diversidade genética de trés estoques de piapara (Leporinus elongatus), utilizando
RAPD. Maringa. 30 (2): 241-247. 2008.

HATANAKA, T. e GALETTI Jr., P. M. RAPD markers indicate occurrence of structured
populations in a migratory freshwater fish species. Genetics and Molecular Biology. 26 (1):
19-25. 2003.



HATANAKA, T.; HENRIQUE-SILVA, F. & GALETTI JR, P. M. Population substructuring in a
migratory freshwater fish Prochilodus argenteus (Characiformes, Prochilodontidae) from the
S&o Francisco River. Genetica. (126):153-159. 2006.

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS
RENOVAVEIS — IBAMA. Estatistica da pesca — Brasil — grandes regifes e unidades da
federacdo. Brasilia/DF. Dezembro. 2007.

JAYASANKAR, P. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) fingerprinting resolves
species ambiguity of domesticated clown fish (genus: Amphiprion, family: Pomacentridae)
from India. Short communication. Aquaculture Research. (35):1006 — 1009. 2004.

KAMADA, T.; PICOLI, E. A. de T.; ALFENAS, A. C.; CRUZ, C. D.; VIEIRA, R. F. e OTONI,
W. C. Diversidade genética de populacdes naturais de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen
estimada por marcadores RAPD. Acta Scientiarum Agronomy. 31(3): 403-409. 2009.

LOPERA BARRERO, N. M.; RIBEIRO, R. P.; VARGAS, L.; POVH, J. A.; GOMES, P. C;
MANGOLIN, C. A.; BOSO, K. M. O. e GUALDA,T. Caracterizacao genética de estoques de
Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) (Characiformes: Prochilodontidae), utilizados em
programas de repovoamento: importadncia para a conservacdo da ictiofauna e do
ecossistema. Biosci. J., Uberlandia. 24 (4): 86-93. 2008.

LOPES, T.S.; STREIT Jr, D.P.; RIBEIRO, R. P.; POVH, J. A.; LOPERA BARRERO, N. M.;
VARGAS, L.; PINTO FILHO, C. e QUEIROZ, J.R. Diversidade genética de estoques de
reprodutores de Colossoma macropomum. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. 61 (3): 728-735.
2009.

LORENZINI, L. M.; CALEGARI, O.; ECHHARDT, G. e LIMA, M. S. Piscicultura: importancia
socioecondmica no espaco agrario de Assis Chateuabriand/PR. Trabalho apresentado na VI
Semana de Iniciagdo Cientifica ha FECILCAM — Faculdade Estadual de Ciéncias e Letras
de Campo Mourdo/PR. 2005.

MAGALHAES, M.; MARTINEZ, R. A. e GAIOTTO, F. A. Diversidade genética de
Litopenaeus vannamei cultivado na Bahia. Pesq. agropec. bras. Brasilia. 42 (8): 1131-1136.
2007.

MASSAGO, H.; RIBEIRO, R. P.; LOPERA BARRERO, N. M.; POVH, J. A.; CASTAGNOLLI,
N.; GOMES, P. C. Diversidade genética de quatro linhagens de Oreochromis niloticus
utilizando o marcador RAPD. Biosci. J. Uberlandia. 25 (4): 150-159. 2009.

MELO, L. Q., CIAMPI, A. Y. e VIEIRA, R. F. Andlise da variabilidade genética de arnica
(Lychnophora ericoides Less. - Asteraceae) usando marcadores RAPD. Acta bot. bras. 23
(2): 259-266. 2009.

MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE — MMA. Programa de revitalizagéo da bacia hidrogréafica
do rio Sdo Francisco. Estatistica de desembarque pesqueiro. Censo estrutural da pesca
2006. Relatorio final. Brasilia/DF. Abril. 2007.

MOREIRA, A. A.; HILSDORF, A. W. S.; SILVA, J. V. da e SOUZA, V. R. de. Variabilidade
genética de duas variedades de tilapia nilética por meio de marcadores microssatélites.
Pesq. agropec. bras. Brasilia. 42 (4): 521-526. 2007.



OKUMUS, I. & CIFTCI, Y. Fish population genetics and molecular markers: II- molecular
markers and their applications in fisheries and aquaculture. Turkish Journal of Fisheries and
Aquatic Sciences. Turkey. (3): 51-79. 2003.

PANARARI, R. de S. Variabilidade genética, evidenciada por marcadores nucleares e do
genoma mitocondrial, de espécies do género Brycon (Characiformes: Characidae) de trés
bacias hidrogréficas. Tese de doutorado. Universidade Estadual de Maringa. Maringd/PR.
2006.

'POVH, J. A.; LOPERA-BARRERO, N. M.; RIBEIRO, R. P.; LUPCHINSKI Jr. E.; GOMES, P.
C. e LOPES, T. S. Monitoreo genético en programas de repoblamiento de peces mediante
marcadores moleculares. Ciencia e Investigacion Agraria. 35 (1): 5-15. 2008.

’POVH, J. A.; RIBEIRO, R. P.; SIROL, R. N.; STREIT JUNIOR, D. P.; LOPERA-BARRERO,
N. M.; VARGAS, L.; GOMES, P. C. e LOPES, T. da S. Diversidade genética de pacu do Rio
Paranapanema e do estoque de um programa de repovoamento. Pesq. agropec. bras. 43
(2): 201-206. 2008.

PRIOLI, S. M. A. P.; PRIOLI, A. J.; JULIO Jr., H. F.; PAVANELLI, C. S.; OLIVEIRA, A. V,;
CARRER, H.; CARRARO, D. M. & PRIOLI, L. M. Identification of Astyanax altiparanae
(Teleostei, Characidae) in the Iguacu River, Brazil, based on mitochondrial DNA and RAPD
markers. Genetic and Molecular Biology. 25 (4): 421-430. 2002.

RAMOS, J. V. B. Estudo da estrutura genética de Leporinus elongatus (Pisces,
Characiformes) no complexo Canoas — rio Paranapanema. Dissertacdo de mestrado.
Universidade Estadual de Londrina. Londrina/PR. 2007.

RENNO, J. F., GARCIA, C.;: DUPONCHELLE, F. y NUNEZ, J. Biologia de las Poblaciones
de Peces de la Amazonia y Piscicultura. Comunicaciones del Primer Coloquio Internacional
de la Red de Investigacion sobre la Ictiofauna Amazonica. Iquitos, Perud. 2005.

SALEM, H. H.; ALI, B. A,; HUANG, T. H.; QIN, D. N.; WANG, X. M. and XIE, Q. D. Use of
random amplified polymorphic DNA analysis for economically important food crops. Journal
of Integrative Plant Biology, 49 (12): 1670-1680. 2007.

SILVA, R. G. Andlise da estrutura genética populacional do curimbata (Prochilodus lineatus,
Characiformes: Prochilodontidae) na regido da bacia do Rio Grande, SP. Dissertagao de
mestrado. Universidade de S&o Paulo. Sdo Paulo/SP. 2006.

ISILVA, K. J. D. Variabilidade entre isolados de Phaeoisariopsis griseola. Tese de
doutorado. Universidade Federal de Lavras. Lavras/MG. 2007.

SILVA, M. M. Caracterizacdo da variabilidade genética do camardo Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) em fazendas de producdo da regido de Canavieiras (BA). Dissertacao de
mestrado. Universidade Estadual de Santa Cruz. Ilhéus/BA. 2007.

TORRES, R. A.; MATOSO, D. A. e ARTONI, R. F. Genética de peixes neotropicais. Il.
Biologia molecular de peixes neotropicais Publ. UEPG Biol. Health Sci. 10 (2): 27-37. 2004.

WILLIAMS, J.G.K.; HANAFEY, M.K.; RAFALSKI, J. A. & TINGEY, S. V. (1993). Genetic
analyses using random amplified DNA markers. Pp. 704-740. In: Wu, R. (Ed.). Methods in
Enzymology, Recombinant DNA. Academic Press. San Francisco. 218 (Part ).



YAZBECK, G. de M. Genética populacional de peixes migratérios. Relatério Técnico de
Estagio de Doutorando no Exterior (Bolsa Sanduiche). Processo: 201280/2003-5. Maio.
2005.



CAPITULO Il — AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA
DE Prochilodus spp . NO BAIXO SAO FRANCISCO/SE
ATRAVES DA TECNICA DE RAPD-PCR



AVALIAC}L&O DA DIVERSIDADE GENETICA DE Prochilodus spp . NO
BAIXO SAO FRANCISCO/SE ATRAVES DA TECNICA DE RAPD-P CR

RESUMO

Nos sistemas de cultivo os cruzamentos sdo geralmente realizados com um numero
reduzido de individuos. Se estes individuos forem aparentados, pode ocorrer um aumento
da consangtinidade na prole resultando na endogamia. O conhecimento da diversidade
genética dos estoques naturais ou cultivados de peixes é de fundamental importancia para o
manejo correto destes estoques. Atualmente, os programas de aquicultura tém dado
elevada importancia as avaliagcdes genéticas, com vistas ndo somente a ampliar a producéo
como também manter a diversidade genética dos mesmos. O presente trabalho propés,
portanto, avaliar fenotipicamente os espécimes de Prochilodus spp. cultivados e avaliar a
diversidade genética das espécies de Prochilodus spp. utilizadas em piscicultura no Baixo
Sao Francisco através da técnica de RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”), onde
se espera produzir conhecimentos que sirvam como instrumento norteador para a
conservagdo e 0 uso sustentavel deste recurso. Foram analisados 70 espécimes de
estacdes de piscicultura do baixo S&o Francisco no estado de Sergipe. A andlise
taxonbmica demonstrou que os espécimes coletados apresentam caracteristicas fenotipicas
de Prochilodus argenteus e que se houve hibridizacdo, esta ndo foi passivel de ser
detectada morfologicamente. Os percentuais de loci polimoérficos obtidos variaram de
26.67% a 93.33%. Os indices de diversidade genética de Shannon variaram de 0.16 a 0.53,
indicando baixa diferenciagéo intrapopulacional. Estes resultados foram corroborados pelos
valores da matriz de distancia e identidade genética de Nei e demonstrado graficamente no
dendrograma de similaridade genética. De modo geral, foi possivel observar por meio dos
indices pareados de identidade genética que os produtores apresentam grande similaridade
genética.

Palavras-chave: Piscicultura, Prochilodus spp, baixo Sdo Francisco, RAPD.



ASSESSMENT OF GENETIC DIVERSITY OF Prochilodus spp. IN
THE LOWER SAO FRANCISCO/SE THROUGH THE RAPD-PCR
TECHNIQUE

ABSTRACT

In hatchery sotcks crosses are usually made with a small number of individuals. If these
individuals are related, may be an increase of inbreeding in the offspring resulting in
inbreeding. The genetic diversity of natural and cultured stocks of fish is of fundamental
importance for the correct management of these stocks. Currently, aquaculture programs
have given high importance to the genetic evaluations, aiming not only to expand production
but also maintain the genetic diversity of them. This paper therefore proposes to evaluate the
genetic diversity of the species of Prochilodus spp. used in pisciculture at the Lower S&o
Francisco through the RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”") technique, which is
expected to produce knowledge that will serve as a guiding instrument for the conservation
and sustainable use of this resource. Were analyzed 70 specimens of fish from the stocks in
the Lower S&o Francisco at the state of Sergipe. The taxonomic analysis showed that the
specimens show phenotypic characteristics of Prochilodus argenteus and that there was
hybridization, it was not likely to be detected morphologically. The percentage of polymorphic
loci obtained ranged from 26.67% to 93.33%. The indices of genetic diversity ranged from
Shannon 0:16 to 0:53, indicating low intrapopulation differentiation. These results were
corroborated by the values of the array of distance and Nei's genetic identity and shown
graphically in the dendrogram of genetic similarity. Overall, it was observed by means of

indices matched the genetic identity that producers have great genetic similarity.

Keywords: Pisciculture, Prochilodus spp., Lower S&o Francisco, RAPD.



1. INTRODUCAO

A regido do Baixo S&o Francisco possuia uma tradicdo histérica na atividade de
piscicultura extensiva, quando os produtores da regido utilizavam o ciclo anual de cheias
para represar as aguas do rio, capturando alevinos e peixes jovens que eram mantidos e
manejados em canais e lagoas para posteriores despescas. Entretanto, desde a construgéo
da represa de Sobradinho, a vazdo do Rio Sdo Francisco foi regularizada e esta atividade
inviabilizada pela inexisténcia de cheias anuais. A partir da década de 1980, particularmente
pelos esforcos da iniciativa privada e de entidades como a CODEVASF e o IBAMA a
piscicultura ganhou énfase na regido e estima-se que existam mais de 1.000 ha de viveiros
de piscicultura distribuidos em cerca de 370 propriedades, apenas no estado de Sergipe
(CODEVASF, 2004).

Algumas espécies de peixe nativas do Brasil tém sido cultivadas na regido, dentre as
quais se destacam os curimatds (Prochilodus marggravii, P. costatus, P. argenteus, P.
lineatus e P. vimboides; Characiforme; Prochilodontidae), também denominadas
regionalmente de Xira, Curimbata, Curimatd, Papa-terra e Bambas (CODEVASF, 2004;
COSTA, 2006; HATANAKA, HENRIQUE-SILVA, GALETTI JR, 2006; LOPERA BARRERO et
al, 2008). O curimatd é um peixe migratorio, de desova total, fecundacdo externa sem
cuidado parental e de habito alimentar ili6fago (DE PAULA, 2006). Esta espécie é endémica
das bacias formadas pelos rios Parana e Paraguai, que atualmente apresenta uma
diminuicdo na quantidade de populacdes naturais de peixes (LOPERA BARRERO et al,
2008).

Na regido do Baixo S&o Francisco Sergipano existem 13 municipios onde a atividade
da pesca € desenvolvida: Canindé do S&o Francisco, Po¢co Redondo, Porto da Folha,
Gararl, Canhoba, Amparo do Sao Francisco, Telha, Propria, Santana do S&o Francisco,
Neodpolis, llha das Flores, Brejo Grande e Pacatuba. Alguns municipios se destacam quanto
ao volume de producao desembarcada, entre eles Proprid e Neopolis, que sdo considerados
0s maiores produtores de pescado do Baixo S&o Francisco (MMA, 2007).

De acordo com o IBAMA (2007) a produgéo estimada de peixes no estado de Sergipe
no ano de 2007 foi de 520,5 t com valor da producéo estimado em R$ 1.761.700,00. Entre
as principais espécies de peixes de agua doces mais comercializadas na regido, o curimata
aparece como a espeécie capturada com maior produtividade no ano de 2007, sendo
comercializada com preco médio/Kg de R$ 3,50.

As atividades de criacdo de peixes em tanque-rede nesta regido concentram-se na

regido da hidroelétrica de Xingd no municipio de Canindé do S&o Francisco. No perimetro



irrigado de Betume, municipio de Nedpolis, a CODEVASF mantém em funcionamento uma
estacfo de piscicultura, que possui 38.146 m? de area de viveiros destinados a producéo de
alevinos de espécies de importancia econémica e ecologica (MMA, 2007).

Apesar dos esforcos para o resgate da piscicultura na regido, ndo se observou
nenhum cuidado na manutenc¢éo da integridade genética dos seus reprodutores, o que pode
ter acarretado processos de endogamias e hibridismos, muitas vezes involuntérios, sem
contar com a introdug&o de espécies de outras bacias (MMA, 2007), tornando-se necessario
0 manejo genético de progénies que direcionem 0s potenciais riscos genéticos, tais como a
selecdo dos reprodutores, acasalamentos e praticas de criacdo e liberacdo (LOPERA
BARRERO et al, 2008). Para isso, as analises genéticas em estoques de pisciculturas
representam informacdes importantes para alcancar resultados mais expressivos na
produtividade e na manutencao da variabilidade das espécies piscivoras.

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados na identificacdo de
populacBes cativas e selvagens. Esses marcadores permitem a verificacdo tanto de
relacdes filogenéticas entre espécies, quanto de segregacao reprodutiva entre populacdes
reprodutivamente isoladas, mesmo quando pertencentes ao mesmo estoque de exploracéo
pesqueira em zona de alimentagdo comum (FORESTI et al, 2005).

Entre os varios marcadores moleculares desenvolvidos nos ultimos anos, o marcador
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é um dos mais usados em estudos de
genética de peixes, devido ao seu alto potencial de deteccdo de polimorfismo (ALI et al.,
2005; LOPERA BARRERO et al, 2008). Desta forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a diversidade genética de Prochilodus spp cultivados no baixo Sao Francisco (SE)

através do marcador RAPD.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta das amostras

Foram selecionados ao acaso 95 espécimes de Prochilodus spp., oriundos de
despesca de 17 estagOes de producéo localizadas no baixo S&o Francisco no Estado de
Sergipe (tabela 1), que foram fotografados (Kodak®) para identificacdo taxonémica no
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Sergipe (S&o Cristovao/SE).
Concomitantemente, foram seccionadas 95 amostras teciduais dos espécimes,
acondicionadas em microtubos contendo solucdo de DMSO-EDTA e encaminhadas, em

caixas isotérmicas, ao Laboratdério de Biologia Molecular do Instituto e Tecnologia e



Pesquisa — LBM/ITP (Aracaju/SE) e armazenadas em freezer a -20°C para posterior

extracdo do DNA.

Tabela 1: Produtores, localidade das estacfes de producao e origem dos alevinos.

Produtores Municipios Origem dos alevinos
A Pacatuba/SE Rio S&o Francisco/Piscicultura Sdo Sebastido
B Pacatuba/SE CODEVASF-Estacédo Betume/IBAMA/Aquicultura Tropical
Brejo Grande/SE ] ]
C Rio Séo Francisco
llha das Flores/SE
D Pacatuba/SE Rio Sdo Francisco/Piscicultura Sdo Sebastiao
Piscicultura Sdo Sebastido/ IBAMA/ Aquicultura Tropical/ Rio
E Pacatuba/SE ]
Séo Francisco
F Proprid/SE Rio S&o Francisco/ Piscicultura Sdo Sebastido
G Propria/SE Piscicultura Sao Sebastido
H Telha/SE Piscicultura Jundiahy
I Brejo Grande/SE Piscicultura Sdo Sebastido/Aquicultura Tropical
J Propria/SE Rio S&o Francisco
K Propria/SE Povoado Lagoa Comprida
Brejo Grande/SE ) )
L Rio S&o Francisco
llha das Flores/SE
M Pacatuba/SE Rio S&o Francisco/ Piscicultura Sdo Sebastido
Piscicultura Sdo Sebastido/ IBAMA/ Aquicultura Tropical/ Rio
N Pacatuba/SE )
Séo Francisco
(0] Propria/SE Rio S&o Francisco/ Piscicultura Sao Sebastido
P Telha/SE Piscicultura Jundiahy
Q Brejo Grande/SE Piscicultura Sao Sebastido




2.2. ldentificacdo Taxonbmica

Os espécimes foram identificados por meio da contagem das escamas da fileira
transversal, de origem da nadadeira dorsal a linha lateral, conforme descrito na chave de

identificac@o das espécies de Prochilodus spp de acordo com Castro e Vari (2004).

2.3. Extracdo do DNA

Todos os métodos potenciais incluem um passo onde o DNA é extraido de amostras
de tecido. Tal procedimento de extracdo de DNA consiste, basicamente, nas etapas de lise
celular e precipitacdo das moléculas de DNA utilizando-se reagentes e temperaturas
variadas. (TORRES, MATOSO e ARTONI, 2004; FORESTI et al, 2005).

O DNA total foi extraido conforme descrito por Sambrook e Russel (2001) e Marques
(2003) com algumas modificacdes. Cerca de 100mg de tecido muscular ou branquial foi
digerido em tampédo de digestdo (Tris-base 50mM, EDTA 100mM + SDS 0,5%/pH 8,0)
contendo ainda, proteinase-K 20mg/mL (Biotools®) e mercaptoetanol. A mistura foi incubada
em banho-maria a 65T por oito horas a 12 horas para digestdo de tecido muscular e
branquial, respectivamente. Apos a digestdo, o DNA foi extraido com fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1), precipitado com isopropanol a 4C. O precipitado foi lavado com etanol
70% e etanol absoluto (ambos a 4°C), ressuspendido em tampéo TE (10mM Tris-HCI, 1mM
EDTA/ pH 8.0) e armazenado a -20°C.

2.4. Concentracdo, Grau de Pureza e Integridade do  DNA

A estimativa da concentracdo do DNA presente em cada amostra foi quantificada em
biofotdmetro (Modelo 6131, Eppendorf®). A confirmacéo da pureza do DNA foi verificada
pela razdo das absorbancias 260nm e 280nm para leitura do DNA e proteina,
respectivamente, como também, em 260nm e 220nm para leitura do DNA e polissacarideos,
respectivamente (MARENGONI, MACHADO, GASPARINO, 2006). ApGs a quantificacao,
6,5uL do material genémico foram corados com Blue Green Loading Dye
(LGC/Biotecnologia®) e submetidos a uma corrida eletroforética, em gel de agarose 1,0%, a
90V/30 minutos em tampé&o TBE 1X (89mM Tris-base, 89mM &cido borico e 2mM EDTA
dissodico). Os géis foram visualizados em transluminador (sob luz UV) e fotografados por

sistema de foto-documentacéo (Olympus®) para avaliacdo de sua integridade.



2.5. Andlise da Diversidade Genética

2.5.1. Reacédo de Amplificacdo do DNA por RAPD-PCR

As condicdes de amplificacdo foram realizadas conforme descrito por Marques
(2003), com algumas modificagbes. O DNA gendémico foi amplificado em um volume de
reacdo de 25puL utilizando-se 2,8uM de cada primer aleatério com 10-mers (Alpha DNA®);
2,5U da enzima Tag-DNA polimerase recombinante (Invitrogen®); 2,5uL de buffer; 3,33mM
de MgCl,; 2,5mM de dNTPs (Invitrogen®); 5ng/uL de DNA molde e &gua ultrapura g.s.p. Um
controle negativo (auséncia de amostra de DNA) foi incluso em cada processo de
amplificacao.

As reacbGes foram processadas em termociclador (Modelo MJ96G: BZ-001 -
Biocycler®) programado para 35 ciclos, com um passo inicial de desnaturacdo a 94°C por
gquatro minutos e um passo de extensao final a 72°C por cinco minutos. Cada ciclo consistiu
de desnaturacdo a 94°C por 40 segundos; anelamento a 41,2°C por um minuto; e extensdo
a 72°C por dois minutos. As amostras foram estocadas a -20°C para processamento

posterior.

2.5.2. Analise Eletroforética dos Fragmentos Amplif  icados

Para visualizacdo dos padrdes de RAPD gerados, 7,5uL dos produtos de
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,7%, corados com Blue
Green Loading Dye (LGC/Biotecnologia®). A eletroforese foi conduzida a 90V por uma hora
e 20 minutos utilizando-se tampédo TBE 1X (89mM Tris-base, 89mM acido borico e 2mM
EDTA dissodico), sendo os géis visualizados em transluminador (sob luz UV) e fotografados

por sistema de foto-documentac&o (Olympus®).

2.5.3. Andlise dos Dados

Somente as bandas reprodutiveis e bem delineadas foram consideradas nesta etapa.
O tamanho dos fragmentos obtidos com as amplificacdes foi estimado por comparacdo com
o padr&o ladder 100 pb (Invitrogen®, EUA) através do programa computacional Gel Quant®.

A presenca ou auséncia de fragmentos de tamanhos moleculares medianos foi usada para a



construcdo de uma matriz binaria, com base no célculo no coeficiente de similaridade de
Jaccard, codificando 1 como presenca de fragmento e O como sua auséncia.

A variabilidade genética para cada estoque foi determinada pelo indice de
diversidade genética de Shannon e pela porcentagem de fragmentos polimérficos. O indice
de Shannon varia de 0 a 1 e considera-se que, quanto mais proximo o valor for de zero,
menor é a diversidade (SILVA, 2007). A divergéncia genética entre os estoques foi
analisada através da distancia genética de Nei (1972). Essas analises estatisticas
juntamente com a determinacdo da distancia e identidade genética (Nei) foram
determinadas através do programa computacional Pop Gen32® (GOMES, 2007). A fim de
representar graficamente o padréo de divergéncia genética, foi construido um dendrograma
da distancia genética, baseado em Nei (1972), pelo algoritmo de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average) utilizando o programa
computacional NTSYS-PC 2.1® (GOMES, 2007).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificacdo Taxondmica

A analise por meio das imagens dos espécimes coletados demonstrou que 0s mesmos
apresentaram cerca de 10 a 11 escamas na fileira transversal, de origem da nadadeira
dorsal a linha lateral, sugerindo que os espécimes seriam todos Prochilodus argenteus e
gue, se houve hibridizacéo, esta néo foi passivel de ser detectada morfologicamente (figura
1).

Figura 1: Contagem das escamas da fileira transversal. Fonte: Aquatrix.

3.2. Concentracdo, Grau de Pureza e Integridade do  DNA

A concentracdo média do material genémico obtido foi de 191,4ng/uL com grau de
pureza médio de 1,62 e 1,36 para a relacdo DNA/proteina e DNA/polissacarideos,
respectivamente.

ApGs a analise desses parametros, juntamente com a analise eletroforética da
integridade do DNA, 73,7% das amostras coletadas (70 amostras) foram selecionadas para
amplificacdo, por apresentarem melhor definicdo da banda gerada (figura 2).
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Figura 2: Perfil eletroforético da integridade dos DNAs extraidos.

3.3. Selecéao dos primers RAPD

O DNA extraido de um espécime de Prochilodus spp. foi utilizado, em duplicata, para
a selecao de primers que apresentassem o bindmio maior nimero - melhor definicdo das
bandas geradas para o estudo do género em questdo. Foram testados 20 primers (figura 3)
das séries OPA, OPP e OPR (Alpha DNA®).
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Figura 3: Perfil eletroforético da amplificacdo dos 20 primers RAPD. (L)
ladder — marcador de peso molecular; (P) controle positivo da eletroforese;
(N) controle negativo; (1 a 6) primers da série OPA; (7 a 16) primers da
série OPP; (17 a 20) primers da série OPR.

Entre os primers testados, cinco foram selecionados como marcadores para a
analise de diversidade genética de acordo com a quantidade e definicdo dos fragmentos
gerados. Na Tabela 2, sdo apresentadas as seqliéncias dos primers selecionados, 0 nimero

de nucleotideos e o nimero de fragmentos amplificados.

Tabela 2: Sequéncia, n°de nucleotideos e nimero de fragment os amplificados dos primers

RAPD, selecionados.

Primers  Seqliéncia dos nucleotideos (5° —3’) N°de nucleotideos N° de fragmentos

OPA-03 AGTCAGCCAC 10 10
OPA-04 AATCGGGCTG 10 07
OPA-18 AGGTGACCGT 10 07
OPP-07 GTCCATGCCA 10 09

OPP-08 ACATCGCCCA 10 10




3.4. Gradiente de Temperatura de Anelamento

Apos selecéo dos cinco primers como marcadores, realizou-se teste de gradiente de
temperatura de anelamento (que variou entre 30C e 50C) para cada um deles até
estabelecermos a temperatura ideal de 41,2C para os cinco primers. A andlise deste
gradiente e a otimizagdo da temperatura de anelamento teve como objetivo minimizar as

variaveis que possam afetar a reprodutibilidade do RAPD-PCR.

3.5. Anadlise da Diversidade Genética por RAPD-PCR

Foram obtidos 45 loci polimoérficos, com os cinco primers utilizados, na amplificagéo
do material gendmico dos espécimes coletados das 17 esta¢cfes de producdo do Baixo S&o
Francisco/SE. A analise dos perfis eletroforéticos de RAPD permitiram a obtencéo de dados
para a estimativa de parametros de diversidade genética para os grupos analisados (ver
figuras em anexo). A figura 4 apresenta o percentual de loci polimoérficos entre as amostras

de Prochilodus argenteus analisadas por RAPD-PCR neste estudo.

100+
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Figura 4: Percentual de loci polimoérficos das amostras de Prochilodus argenteus do baixo Sao
Francisco/SE.

Percentuais de loci polimorficos iguais a zero foram encontrados entre os peixes dos
produtores D, | e Q; 0 que pode ser reflexo do pequeno nimero de espécimes analisados.

Para os demais parametros ecoldgicos a mesma interpretacéo deve ser considerada.



Entre os demais produtores, o percentual de loci polimérficos foi de 26.67% (produtor
G), 28.89% (produtor O), 42.22% (produtor L), 46.67% (produtor N), 48.89% (produtor F),
60.00% (produtor K), 64,44% (produtores B, E e J), 66.67% (produtor P), 68.89% (produtor
C), 75.56% (produtor H), 80.00% (produtor M) e 93.33% (produtor A). Observa-se, portanto
que entre estoques de Prochilodus argenteus cultivados na regido do baixo S&o Francisco, a
amplitude de variacdo polimorfica é bastante elevada e variavel de 26,67% a 93,33%.

Os percentuais de loci polimérficos obtidos para os espécimes de Prochilodus
argenteus dos produtores K, B, E, J, P e C sdo similares aos observados por De Paula
(2006) em Prochilodus lineatus provenientes do complexo Canoas-rio Paranapanema
(58.3% a 72.7%) através da técnica de RAPD. Entretanto, Lopera Barrero et al (2008), na
analise de diversidade genética de estoques de alevinos de Prochilodus lineatus utilizados
em programas de repovoamento no Parana, observou percentuais de loci polimoérficos mais
elevados (81,82% e 83,12%), apesar de ndo haver diferenciacdo genética entre 0s mesmos.

Ao comparar o grau de polimorfismo com outras espécies de peixes cultivadas,
observa-se que o polimorfismo de Prochilodus argenteus cultivado na regido do baixo Séo
Francisco sergipano pode ser considerado alto, com exce¢do do produtor G (26,67%).
Sekine et al. (2002), utilizando marcadores RAPD, observaram que populacdes de pintado
(espécie migradora) apresentaram percentuais de polimorfismo de apenas 27%. Massago et
al. (2009), em estudo de diversidade genética de quatro linhagens de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) com marcador RAPD, observou percentuais ainda menores, entre
18,52% a 24,79%.

Lopes et al (2009) numa andlise de diversidade genética entre dois estoques de
reprodutores de tambaqui, utilizando a mesma ferramenta metodologica deste estudo,
obtiveram percentuais de loci polimorficos elevados (77% e 75%) intra-estoque e baixa
variabilidade entre as duas estacoes de reproducdo de peixes localizadas no norte
brasileiro.

Assim como o percentual de loci polimorficos, o indice de diversidade genética de
Shannon tem sido utilizado com sucesso na estimativa de niveis de diversidade genética em
estoques e populagdes naturais de peixes neotropicais. Neste estudo os indices obtidos em
ordem crescente foram de: 0.16 (produtores G e O); 0.26 (produtor L); 0.27 (produtor F);
0.28 (produtor N); 0.36 (produtor K); 0.38 (produtores B, C, J e P); 0.40 (produtor E); 0.42
(produtor H); 0.45 (produtor M) e 0,53 (produtor A). Considerados inferiores, com excec¢ao
dos produtores M e A, aos indices obtidos por Lopes et al (2009) numa analise de
diversidade genética entre dois estoques de reprodutores de tambaqui mediante o marcador
RAPD (A= 0.469; B= 0.440) e com o estudo realizado por Lopera Barrero et al (2008), na

andlise de diversidade genética de dois estoques de alevinos de Prochilodus lineatus



utilizados em programas de repovoamento mediante o marcador RAPD (A= 0.473; B=
0.463).

Estes resultados foram corroborados pelos valores de distancia e identidade genética
de Nei (tabela 3) e também de acordo com o dendrograma de similaridade genética (figura
30)
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Figura 5: Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetical Average) a partir da distancia genética de Nei para Prochilodus argenteus
dos 17 produtores selecionados (A a Q) do baixo S&o Francisco/SE.

Na figura 5 observa-se uma similaridade genética maior entre os espécimes dos
produtores D e I, seguidos pelo produtor Q onde estes juntos sdo mais aparentados com o0s
espécimes do produtor A. Os espécimes que apresentam uma similaridade genética menor
em relacdo aos demais sé@o 0s espécimes do produtor J. Este dendrograma mostra que 0s
estoques de reprodutores ndo formaram grupos distintos, assim como a analise da
diferenciacéo genética, indica grande proximidade genética entre os espécimes analisados.

De modo geral, é possivel observar por meio dos indices de identidade genética que
0s peixes oriundos destes produtores apresentam baixa variabilidade genética. Tal fato pode
estar relacionado ao numero reduzido de fundadores destas populacbes na etapa de
aquisicao de alevinos, uma vez que estes tém origem de somente sete locais (tabela 1).

Alguns autores tém relatado que a diminuicdo da variabilidade genética em estacdes
de piscicultura é de dificil reversdo quando ndo existem praticas de manejo e cruzamento
adequado entre progénies (WASKO et al., 2004; SEKINO et al., 2004). Os peixes cultivados
em ambientes controlados podem estar expostos a uma diminuicdo da sua variabilidade
genética devido ao cruzamento de individuos geneticamente aparentados e a praticas de
manejo inadequadas, ocasionando homogeneizacdo do componente genético dos
descendentes (GOMES, 2007). Uma vez que a variabilidade genética é o atributo mais

importante em uma populacdo e constitui o material sobre o qual a selegdo natural age,



supbe-se que uma populacdo com variabilidade elevada tera maior possibilidade de
enfrentar com sucesso as mudancas ambientais, melhor potencial reprodutivo, maior
resisténcia a doencas, dentre outras caracteristicas (SOUZA, 2007).

Em vista do panorama da piscicultura no baixo S&o Francisco sergipano,
especificamente com relacdo a espécie Prochilodus argenteus, justifica-se um maior
incremento a capacitacdo dos produtores nas etapas de manejo, em razdo do elevado
potencial econdbmico desta atividade econ6mica para geracao de renda principalmente das

comunidades locais do semi-arido.

4. CONCLUSAO GERAL

- A analise morfolégica demonstrou que o0s espécimes coletados apresentam
caracteristicas fenotipicas de Prochilodus argenteus e que se houve hibridizacdo, esta ndo
foi passivel de ser detectada morfologicamente;

- 0S parametros genéticos estimados por meio do marcador molecular RAPD,
utilizado neste estudo para as analises de Prochilodus spp. utilizados em piscicultura no
Baixo Sao Francisco demonstraram uma alta similaridade genética entre os diferentes
grupos analisados, indicando a formacao de uma Unica populagéo de Prochilodus spp.;

- 0s estoques de produtores de Prochilodus argenteus obtiveram uma baixa

diferenciacéo genética, devido possivelmente ao efeito fundador e ao manejo reprodutivo.
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CAPITULO Ill — CONSIDERACOES FINAIS



CONSIDERACOES FINAIS

Através deste estudo foi possivel verificar que:

- O parametro morfolégico utilizado demonstrou que o0s espécimes estudados
apresentam caracteristicas fenotipicas de Prochilodus argenteus.

- Os parametros genéticos estimados por meio do marcador molecular RAPD,
utilizado neste estudo para as andlises de Prochilodus spp. utilizados em piscicultura no
Baixo S&o Francisco/SE demonstraram uma alta similaridade genética entre os diferentes
grupos analisados, indicando a formag&o de uma Unica populagéo de Prochilodus spp.

- Comparando-se os dados obtidos através da identificacdo taxondmica, da andlise
genética através do RAPD e dos dados de origem dos alevinos observou-se uma baixa
variabilidade genética entre os estoques de Prochilodus argenteus, devido possivelmente ao
efeito fundador e ao manejo reprodutivo.

- A reproducdo de um grande namero de peixes ndo garante que sua descendéncia
possua alta variabilidade. E comum que na formacdo de estacbes de producido sejam
utilizados peixes da prépria estacdo. Isto pode favorecer o cruzamento entre reprodutores
aparentados geneticamente, aumentando a homozigose e reduzindo a variabilidade
genética.

- A caracterizacao do perfil genético da populacdo mantida em cativeiro € de grande
importancia para uma piscicultura voltada a producdo de alevinos. Tal abordagem
determinar4 condutas de manejo mais adequadas para a homogeneizagdo genética,
objetivando reunir um bom potencial zootécnico do estoque de producdo ou formar um
estoque fundador para fins de repovoamento de variagdo genética na natureza. Diante
disso, a presente pesquisa encontra-se na vanguarda acerca da caracterizacao genética de
estoques piscicolas no Estado de Sergipe, visando estimar o quanto de contribuicdo
genética um estoque cativo pode disponibilizar na producdo de proteina animal, na geracéo
de emprego e renda, bem como na mitigacdo de alteragbes ambientais, fruto do
desenvolvimento humano desordenado.

- Estudos cientificos adicionais, como o realizado no presente trabalho, devem ser
propostos com o objetivo de auxiliar na indicacdo de atividades de manejo desses estoques

ou até mesmo de estacBes de piscicultura em outros Estados.
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ANEXO A

L AODS A0 WO0MT A03E  A0dn E053  W0E35 W03 H145 HM30 W58 A1vE AROT ARdS [}

Figura 6: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-03. (L) Ladder;
Amostras (X005 a X249); (CN) Controle negativo.

L A06 A0z A0S X033 H0dd E062 HA0EE A09F HM20 0 A132 W60 2180 X208 K252 CH

Figura 7: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-03. (L) Ladder;
Amostras (X006 a X252); (CN) Controle negativo.



L A007 W04 H0da E0Ed MOS0 A0ER M0 Aoga A1 13? ez W183 H210 AEGE CH

Figura 8: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-03. (L) Ladder;
Amostras (X007 a X253); (CN) Controle negativo.

A0E W01 HOF H0dS R0d1 Roed Rbdd o WMIOT O XA2F K141 XIeF K19 KIS4 k2E0 CM

Figura 9: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-03. (L) Ladder;
Amostras (X008 a X260); (CN) Controle negativo.



L w0l B016 X0E1 K036 B052 RORE ROSE X112 M1EE R1S00 B1F 1 H183 RKIE1 HIFS M

Figura 10: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-03. (L)
Ladder; Amostras (X010 a X273); (CN) Controle negativo.



ANEXO B

L A0S K011 H0T 0 E0E2 A040 0 E053 H085 K093 H115 E1300 &133 H1F2 H207 K249 CH

Figura 11: Perfl eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-04. (L)
Ladder; Amostras (X005 a X249); (CN) Controle negativo.

L H006 &H0M2 &E0e &A0323 Andd H0E2 X086 A0AT E1z20  H132 E1e0 E1480 =202 L2i2 CH

Figura 12: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-04. (L)
Ladder; Amostras (X006 a X252); (CN) Controle negativo.



L 007 E014 W09 Z03d4 E0S00 063 H09M H099 M1 W37 H162 0 X185 E200 H253 CH

Figura 13: Perfil eletrforético de RAPD obtid com o primr OPA-04. L)
Ladder; Amostras (X007 a X253); (CN) Controle negativo.

L A0S H04s A030 EH035 &03d A0sd {092 E407 &123 A1d41 6T A186 A25d H2E0 CH

Figura 14: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-04. (L)
Ladder; Amostras (X008 a X260); (CN) Controle negativo.



Lo A 048 H03 H0S6 Kiaz Hied HI:I:‘33H112 129 190 w1V w18 s26d WEVS CH

Figura 15: Perfil elerofrético de RAD obtido com o primer OPA-04. (L)
Ladder; Amostras (X010 a X273); (CN) Controle negativo.



ANEXO C

L A H0d H0F 0 H0E2 0 E0dn H053 0 HJ0E5 H085 A5 H4300 Eqa68 0 H17E Hz207¥ 0 K248 CH

Figura 16: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-18. (L)
Ladder; Amostras (X005 a X249); (CN) Controle negativo.

L AO0E EiZ A0S A033 0 A0d4 HO0eZ X0SE EDAT O E1200 F132 HM1e0 E180 E20s8 A2a2 CH

Figura 17: Perfil eletroforético de RAPD obtido com oprimer OPA-18. (L)
Ladder; Amostras (X006 a X252); (CN) Controle negativo.



L Z00F E0dd E0qa d02d4 0 H030 X0E3 A091 E093 EM2q 0 HMEF 0 H1e2 W18 210 H2iE CM

Figura 18: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-18. (L)
Ladder; Amostras (X007 a X253); (CN) Controle negativo.

L 2002 H0Md F0E0 H033 0 K031 E0ed W09z X107 122 A4 HIeT 26 H234 HEED CM

Figura 19: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-18. (L)
Ladder; Amostras (X008 a X260); (CN) Controle negativo.



_ L 2010 3016 H031 %026 X052 OGE 4093 $112 4129 4150 4171 %129 4281 %272 CH [

Figura 20: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPA-18. (L)
Ladder; Amostras (X010 a X273); (CN) Controle negativo.



ANEXO D

L X005 X011 X017 X032 K00 X0:3 X035 X85 XI15 »130 159 K172 K207 X248 CH

Figura 21: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-07. (L)
Ladder; Amostras (X005 a X249); (CN) Controle negativo.

L A00E HOMZ2 MO H0E: H0dd Hdez H0sE HA097 0 A-20 132 A1e0 H180 H20s Masz CH

Y

Figura 22: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-07. (L)
Ladder; Amostras (X006 a X252); (CN) Controle negativo.



L A007  H014 2049 034 HA050 0 AmES X091 2093 &1 H43F 0 HMEZ HM8S H20 HE2SE CH

Figura 23: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-07. (L)
Ladder; Amostras (X007 a X253); (CN) Controle negativo.

L 008 X013 FEoE0 f0E5 A0 H0Ed H082  WM07 d1EE A4 X167 G186 XE54 KEE0 CM

Figura 24: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-07. (L)
Ladder; Amostras (X008 a X260); (CN) Controle negativo.



L EZm0 206 &A0F1 Z036 X052 A066 X033 &A112 &123 130 X171 A153 XEE1 E2TE O CH

Figura 25: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-07. (L)
Ladder; Amostras (X010 a X273); (CN) Controle negativo.



ANEXO E

=005 E01A A017 KOsz A040 A0RE H0S5 A083 E13 0 A1E00 A1E89 JTE 0 HE07 XR4a

Figura 26: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-08. (L)
Ladder; Amostras (X005 a X249); (CN) Controle negativo.

L A00E X012 X0ME A0@E 044 A0eZ  A0BE S08T d120 Al1@z Aed X1E0 X208 323z CHM

Figura 27: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-08. (L)
Ladder; Amostras (X006 a X252); (CN) Controle negativo.



. L 007 EK01d K019 &03d A0S0 XOB3 X031 A033 EME1 W13V A6z A8 W10 E253 0 CH

s

Figura 28: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-08. (L)
Ladder; Amostras (X007 a X253); (CN) Controle negativo.

L #003 A013 A030 4033 4031 AUE4 #092 £107 W1ZF 4141 4167 X136 #254 Ag60 CN

Figura 29: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-08. (L)
Ladder; Amostras (X008 a X260); (CN) Controle negativo.



L &010 E0M6 w031 X088 X052 G0EE  Z093  W11Z G1F3 A1E0 E171 3183 AEE1 i3FE CH

Figura 30: Perfil eletroforético de RAPD obtido com o primer OPP-08. (L)
Ladder; Amostras (X010 a X273); (CN) Controle negativo.



