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RESUMO

Durante anos a aquicultura vem se destacando por se caracterizar como uma atividade
de crescimento rapido no que diz respeito a producdo de alimentos e geragdo de
empregos, mostrando-se como o setor de maior producdo as pisciculturas do Brasil,
somando 54,1 milhdes de toneladas. De um modo geral, o potencial de crescimento desse
setor € significativo no mundo todo. Entretanto, s6 o Brasil produziu em 2018 cerca de
722.560 mil toneladas de peixes, expondo um numero 4,5% maior do que os resultados
obtidos no ano anterior. Uma pratica que se tornou muito comum na grande maioria das
pisciculturas de todo pais é a producdo de hibridos interespecificos ou intergénero,
resultantes do cruzamento de espécies diferentes, visando sempre a producdo de
linhagens diferenciadas e com maior valor comercial. Este estudo buscou monitorar a
utilizacdo de hibridos em pisciculturas que comercializavam peixes parentais e hibridos
e que receberam manejo e orientacdo correta para comercializar esses produtos, em um
intervalo de 10 anos e consequentemente, avaliou-se também qual a pratica atual adotada
para essas pisciculturas. Foram utilizados marcadores genéticos previamente descritos
para identificar lotes de peixes puros e hibridos dos grupos dos Serrassalmideos (peixes
redondos) como Piaractus mesopotamicus (Pacu) e Colossoma macropomum
(Tambaqui) e bagres Pimelodideos, Pseudoplatystoma corruscans (Pintado),
Pseudoplatystoma reticulatum (Cachara) e Leiarius marmoratus (Jandia), que
correspondem as espécies de peixes nativos mais utilizadas em hibridacdo. Os
resultados desse estudo mostraram que pelo menos 10% das amostras da primeira
piscicultura e 23,8% da segunda piscicultura estudada ndo foram comercializados de
forma adequada, apontando incongruéncias entre a mercadoria combinada e o que
verdadeiramente foi comercializado, mostrando que apesar da orientagdo recebida 10
anos atras, essas pisciculturas ndo alteraram a pratica na producdo e comercializacdo

trocada de produtos.



ABSTRACT

For years aquaculture has stood out for being characterized as a fast-growing activity
with regard to food production and job creation, showing itself as the sector of greatest
production as fish farms in Brazil, totaling 54.1 million tons . In general, the growth
potential of this sector is significant worldwide. However, Brazil alone produced around
722.560 thousand tons of fish in 2018, exposing a number 4.5% higher than the results
obtained in the previous year. A practice that has become very common in the vast
majority of fish farms across the country is the production of interspecific or
intergeneric hybrids, combined by crossing different categories, alignments always
producing differentiated lines and with greater commercial value. This study sought to
monitor the use of hybrids in fish farms that marketed parental and hybrid fish and that
received correct management and guidance to commercialize these products, over a 10-
year interval and, consequently, it was also evaluated what is the current practice adopted
for these fish farms. Previous genetic markers were used to identify lots of pure and
hybrid fish from the groups of Serrassalmids (round fish) such as Piaractus
mesopotamicus (Pacu) and Colossoma macropomum (Tambaqui) and Pimelodidae
catfish, Pseudoplatystoma corruscans (Pintado), Leiarius marmoratus (Jandia), which
corresponds to the species of native fish most used in hybridization. The results of the
study induced that at least 10% of people. Of the first fish farm and 23.8% of the second
fish farm studied, they were not marketed properly, due to the inconsistencies between
the combined merchandise and what was made available, showing that despite the
guidance they received 10 years ago, these fish farms did not change the practice in

exchanged production and marketing of products.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

Ao longo de anos a aquicultura vem se destacando pela atividade de rapido
crescimento na linha de producdo de alimentos saudaveis e geracdo de empregos no
mundo todo (Siqueira, 2018). Dentro da aquicultura, 0 ramo em que mais se produziu
foi o dos peixes, gerando 54,1 milhdes de toneladas e, embora o setor aquicola tenha
registrado uma queda no periodo de 2001 a 2016, ainda assim € o que mais cresce quando
comparado a outros grandes setores de producdo de alimentos (FAO, 2018). De acordo
com o relatorio sobre o estadoda Pesca e Aquicultura a nivel mundial (SOFIA, 2018) até
2030 estima-se que a aquicultura supere a pesca que corresponde a 54% do pescado
para consumoe contribua com 60% do montante final.

De modo geral, o potencial de crescimento da aquicultura no mundo todo é
extremamente significativo, ja que a atividade pode também ser praticada nos oceanos,
além de representar altas expectativas na possibilidade de maior producdo de alimentos
em escala mundial com qualidade e condigfes sustentaveis para as proximas décadas
(Siqueira, 2017)

Segundo dados da EMBRAPA (2017), durante o periodo de 2005 a 2015 a
atividade das pisciculturas brasileiras cresceu 123%, chamando atencdo para um setor
que no pais era caracterizado por empreendimentos de pequeno porte e pouco
investimento, além do baixo nivel tecnoldgico utilizado na época. De acordo com o
anuario da Associacdo Brasileira da Piscicultura (Peixe BR, 2019), o Brasil produziu em
2018 cerca de 722.560 mil toneladas de peixes, um numero 4,5% maior do que o
contabilizado no ano de 2017. Atualmente, o Brasil ocupa a posi¢do de 13° colocado
quando levado em consideracdo a producdo total de peixes e a 82 posi¢do no ranking

mundial quanto a producao de peixes de agua



doce (SOFIA, 2020), mostrando o grande desenvolvimento das pisciculturas no Brasil e
salientando um potencial de expansao ainda maior, ja que esse € um ramo que continua

se mostrando promissor ao longo dos préximos anos.

1.1 Hibridagio em peixes

A diversidade genética é um dos fatores essenciais para alavancar o potencial de
sobrevivéncia e 0 sucesso reprodutivo das espécies em contrapartida as mudancas
ambientais, sendo um fator transmitido atraves das geragdes e representando a base da
evolucdo das mais diversas espécies (Frankram et al., 2008; Laikre et al., 1999). Por
esse motivo, € necessario conservar o potencial evolutivo, representado pela
variabilidade genética e estruturacdo populacional que ocorre em populag¢@es naturais,
evidenciado em diversos estudos (Frankham et al., 2008; Habel e Schmidt, 2012;
Allendorf, 2017;Habel e Schmidt, 2018; Lowe et al., 2017).

A hibridac@o consiste no cruzamento de individuos geneticamente diferentes de
uma espécie (diferentes linhagens), entre espécies diferentes (hibridacdo interespecifica)
e até mesmo entre espécies de diferentes géneros, técnica usada para produzir
organismos com caracteristica desejaveis, com melhoria geral de desempenho na
aquicultura (EMBRAPA, 2014). Os programas de hibridacdo utilizam diversas espécies
com o objetivo de produzir individuos que possuam melhor desempenho que as
espécies parentais, envolvendo requisitos como resisténcia a doencas e variacOes
ambientais, alta taxa de crescimento e carne de qualidade. (Hashimoto et al., 2014).

A producdo de peixes hibridos no Brasil tem envolvido varias espécies

Neotropicais, especialmente peixes redondos da familia Serrassalmidae e



bagres da familia Pimelodidae, gerando produtos com viabilidade e valor comercial de
grande interesse dos produtores (Porto-Foresti et al., 2010), com relevante aceitacdo no
mercado consumidor e protagonismo no atual panorama de desenvolvimento da

piscicultura no pais (Hashimoto et al., 2012).

1.2 Hibridos de Serrasalmidae

A ampla familia Serrasalmidae que inclui 16 géneros e 92 espécies tem
distribuicdo Neotropical e engloba os peixes conhecidos popularmente como Pacus e
Tambaquis, considerados importantes economicamente e na alimentacdo na América do
Sul (Lopes et al., 2019). No panorama da aquicultura atual, essas espécies tem grande
destaque devido sua produgéo e comercializagdo em larga escala, principalmente de seus
hibridos a fim de supriras altas demandas (Hashimoto et al., 2014).

Os cruzamentos interespecificos das espécies Piaractus mesopotamicus (Pacu)
macho e Colossoma macropomum (Tambaqui) fémea, produzem hibridos
comercializados como “Tambacu”, possuindo hébito alimentar onivoro, rusticidade e
resisténcia a baixas temperaturas do Pacu, além da precocidade do Tambaqui, se adequa
a varios niveis de producdo popularizados no Brasil pela sua resisténcia e robustez,
caracteristicas que alavancaram sua produgdo e comércio ao longos dos ultimos dez
anos (Pedroza et al., 2016).0 hibrido Tambacu é muito apreciado pelos consumidores e
considerada uma espécie nobre devido as suas caracteristicas como textura, sabor e a
baixa quantidade de gordura quando comparado aos seus parentais, além de resistir
bastante a mudancas climaticas e apresentar desempenho satisfatorio se comparado a

outros peixes redondos existentes(Fortunato et al., 2017). Entretanto, a familia



Serrasalmidae ainda se destaca na producdo de outros hibridos a partir de uma terceira
espécie, Piaractus brachypomus conhecida popularmente como “Pirapitinga”. Seu
cruzamento com as espécies P. mesopotamicus e C. macropomum geram hibridos
conhecidos como ‘“Patinga” e “Tambatinga” respectivamente, que também possui

grande valor no mercado produtor (Martins, 2017).

1.3 Hibridos de Pimelodidae

Adentrando a familia Pimelodidade, considerada um dos grupos mais
importantes dentre os Siluriformes Neotropicais, destacam-se as espécies P. corruscans
(cachara), P. reticulatum (pintado) e L. marmoratus (Jandia), notaveis por seu grande
porte (Hashimoto et al., 2015), de alta importancia comercial, produzidas massivamente
e utilizadas em programas de hibridacdo em pisciculturas (Queiroz, 2020). A producgéo
de peixes nesse grupo vem crescendo devido a grande demanda de mercado e a
necessidade de diminuir os impactos das populacdes naturais exacerbados pela pesca
comercial (Sabaini et al., 2018). Muito visados na producdo aquicola por atrativos como
qualidade da carne e porte avantajado, a pratica de hibridacdo dessas espéecies também
tem contribuido para alavancar ainda mais a producdo dentro das pisciculturas
brasileiras, gerando hibridos popularmente conhecidos como ‘“Ponto-e-virgula”
(cruzamento de fémea P. corruscans e macho P. reticulatum) e “Cachapinta”
(cruzamento de fémea P. reticulatum e macho P. corruscans), detentores de melhor

desempenho em desenvolvimento do que seus progenitores (Prado et al., 2017a).



Existe uma caréncia de informaces a respeito da producdo desseshibridos e uma
dificuldade de producédo de algumas matrizes como o pintado por exemplo, fazendo com
que diversos produtores tenham se aventurado em cruzamentos entre diferentes géneros
dentro dos Siluriformes (Albuquerque et al., 2014), gerando individuos menos
carnivoros, com boa aceitacdo e diferentes tipos de alimentacdo, como os exemplares de
“Cachandia” ou “Pintado da Amazdnia” que sao provenientes de cruzamentos de fémeas
de P. reticulatum emachos de L. marmoratus (Sabaini et al., 2018). Essas caracteristicas
nesses hibridos, sdo provenientes da espécie L. marmoratus que embora em seu habitat
natural tenham habitos alimentares piscivoros, desenvolveram comportamento onivoro,
facilitando a transicdo e aceitacdo a uma diversidade de alimentos e até mesmo em sua
criacdo no confinamento, sendo essas particularidades uma justificativa para a inser¢ao
dessa espécie no ramo da piscicultura (Coelho, 2017). Outro “experimento” tem sido o
hibrido conhecido como “Pintado Real”, que em teoria € produto hibrido do cruzamento
entre P. reticulatum e P. corruscans que posteriormente é cruzado com L. marmoratus.
Porém, até 0 momento pouco se sabe sobre a viabilidade desses hibridos nas pisciculturas
ou a respeito de sua producdo, entretanto, seu comercio vem ganhando espaco

rapidamente.

1.4 Riscos da hibridacédo

A hibridagdo e introgressdo genética entre diferentes espécies (hibridagdo
interespecifica), também esté entre as principais ameacas para a conservagdo de muitas
espécies de plantas e animais (Allendorf et al., 2001; 2010; Steyer et al., 2018).

Hibridos interespecificos gerados através da reproducdo induzida



entre diferentes espéecies em cultivo podem entrar em contado com a naturezaatravés
de introducdes e escapes, contaminando geneticamente as populac6esnativas (Allendorf
et al., 2001; 2010; Hashimoto et al., 2014; Prado et al., 2017).

Os hibridos interespecificos ocorrem por intermédio humano na maioria das
vezes decorrente de interesses principalmente comerciais sobre esses individuos
diferenciados e que ndo ocorrem na natureza, exceto casos especificos e raros. A préatica
dos cruzamentos tem crescido ao longo dos ultimos anos exponencialmente, visando a
producao de diversas linhagens que venham a ter caracteristicas diferenciadas e por esse
motivo, maior valor comercial (Porto-Foresti, et al., 2011), sendo um problema
relevante o risco de contaminacdo dos estoques parentais, prejudicando sua integridade
e consequentemente o desempenho dos individuos produzidos (Albuquerque et al.,
2014).

No Brasil, embora estejamos vendo uma crescente de estudos ecoldgicos e
geneticos relacionados aos hibridos, ainda sdo escassos 0s resultados relacionados
diretamente a cadeia produtiva dos peixes, principalmente de hibridos possivelmente
férteis como por exemplo o “Tambacu” e “Cachapinta” citados anteriormente, que
podem retrocruzar com espécies parentais e gerar linhagens hibridas avancadas
(Hashimoto et al., 2012).

Além disso, estudos anteriores ja constataram a producdo em larga escala e
comercializacdo de hibridos sem monitoramento algum, o que pode ocasionar que
consumidores acabem adquirindo exemplares hibridos sem conhecimento (Hashimoto et
al., 2014; Porto-Foresti et al., 2013), além do acontecimento de possiveis escapes
recorrentes de individuos hibridos das pisciculturas para a natureza, um problema atual

mostrado por exemplo por Prado et al. (2017) e



Yabu et al. (2018), que relatam em seus estudos a ocorréncia de provaveis
contaminagOes na Bacia do Parana e Paraguai, rio Tibagi e seu afluentes por hibridos e
linhagens hibridas F1 oriundas de pisciculturas.

Uma outra questdo importante é a classificacdo dos individuos hibridos
produzidos. De acordo com documento da EMBRAPA (2014), existe uma vasta
dificuldade de sistematizar a nomenclatura dos hibridos produzidos no mundo todo,
sendo que apenas quatro espécies de hibridos de agua doce sdo reconhecidas e a demais
classificadas como “ndo identificadas como espécie validas”. Mesmo nao sendo
reconhecidos, ainda sim os hibridos representam uma parcela elevada da producgéo
mundial de peixes (FAO, 2014).

A identificacdo desses individuos por sua vez se torna ainda mais dificil devido a
existéncia de caracteristicas por vezes muito semelhantes as caracteristicas apresentadas
pelos parentais, principalmente quando ainda sdo juvenis, tornando a identificacdo
morfoldgica desses peixes uma tarefa ardua (Hashimoto et al., 2012). Essas questfes de
identificacdo dificultam muito os trabalhos de manejo, podendo fazer com que
comerciantes coloquem a venda algo diferente do que oferecem.

Dos anos 80 em diante, a aplicacdo de métodos e ferramentas genéticas passou a
ser mais efetiva com relagdo a contribuicdo nos programas de criacéo de peixes (Foresti,
2000; Hashimoto et al., 2012), fazendo com que nesse cendrio onde a hibridagdo
interespecifica uma das técnicas mais utilizadas nas pisciculturas do mundo todo,
incluindo o Brasil, os marcadores moleculares ganhem destaque auxiliando em
minimizar essa situacdo e sendo uma ferramenta eficiente na elucidagéo dos problemas

ja mensurados.



1.5 Marcadores moleculares

Os avangos dos estudos genéticos e a entrada da era da genética molecular
possibilitou levar os estudos a um nivel superior com diferentes métodos de analises que
se aplicam a diferentes formas de estudo da biodiversidade aplicadas a qualquer &mbito,
seja manejo ou conservacdo (Zhang et al., 2013) e o desenvolvimento de marcadores
moleculares para a deteccao de polimorfismos de DNA é um avan¢o muito significativo
no campo da genéticamolecular (Turcheto et al., 2017).

Marcadores moleculares monomérficos com qualidades diagndsticas entre
espeécies (Single Nucleotide Polymorphism — SNP, introns e diversas regides génicas)
sdo ferramentas que permitem identificar com tamanha precisdo por meio de mutacgoes
espécies e seus hibridos. (Hashimoto et al., 2014). Além da visualizacdo direta das
mutacOes através de sequenciamentos, também existe a possibilidade de utilizar técnicas
que permitam acessar estas mutagdes indiretamente por visualizagdo de bandas
diagnosticas em eletroforese, como a técnica de PCR (polymerase chain reaction),
podendo ser PCR-multiplex que consiste em utilizar primers espécie-especificos para
um determinado locus, o qual difere de uma a poucas substitui¢cdes nucleotidicas para as
espécies a serem analisadas, de tal forma que testes podem ser multiplexados, isto &,
duas ou mais reacdes de PCR podem ser aplicados simultaneamente no mesmo tubo
(Henegariu et al. 1997; Markoulatos et al. 2002).

Essa técnica tem se mostrado importante na diferenciacdo e identificacao
de espécies, o que também a torna promissora na identificacdo de hibridos,principalmente por

sua rapidez e eficiéncia (Gongalves et al., 2019). Além da



técnica PCR-RFLP (Restriction Fragmente Lenght Polymorphism), onde os produtos de
PCR podem ser digeridos com enzimas de restricdo e visualizados por simples
eletroforese devido a grande quantidade de DNA produzida pela PCR (Hashimoto et al.,
2011; Prado et al., 2011), além de representar uma consideravel redugdo do tempo de
execucdo, custo e complexidade (Hashim et al., 2019).

Por outro lado, marcadores polimdrficos com variacdo intraespecifica, como 0s
microsatélites (SSR - Simple Sequence Repeat), além de seu potencial para detectar
diversidade genética e estruturacdo populacional (Andersen et al., 2014; Mulder et al.,
2017; Prado et al., 2017a) também tém sido aplicados em estudos de hibrida¢do (Dubut
et al., 2010; Bohling et al., 2013; Khosravi et al., 2013; Zhang et al., 2013; Grobler et
al., 2018; Parveen et al., 2018; Steyer et al., 2018), destacando-se por ser uma alternativa
efetiva no processo decaracterizacdo de genomas complexos (Giustina et al., 2020).

A distincdo das espécies pode ser realizada através da comparacdo de suas
frequéncias e tamanhos alélicos, onde a acumulacdo de mutagcfes pode contribuir mais
substancialmente para a diferenciacdo interespecifica do que ao observado entre as
populacdes das espécies (Roques et al., 1999), sendo possivel observar padrdes de
hereditariedade em hibridos e cruzamentos F1 a partir de um gel de agarose (Solarte-
Murillo et al., 2020).

Os microssatélites sdo regides abundantes de DNA com sequéncias muito curtas
(de 2 a 6 pares de base) que se repetem em tandem, conhecidos também por SSR ou
Simple Sequence Repeats (TAUTZ, 1989). S&o marcadores neutros e podem ser
facilmente genotipados através de PCR, por isso tem sido amplamente desenvolvido

para diferentes espécies a fim de acessar diversidade



genética e estruturamento populacional. Requerem a constru¢cdo de bibliotecas
gendmicas e o desenho de iniciadores no caso de marcadores inéditos, porém também
pode-se utilizar iniciadores desenvolvidos previamente para espécies geneticamente
relacionadas (Penha et al., 2020).

Por fim, cada marcador molecular tem suas indicacdes, exigéncias, vantagens e
desvantagens, de acordo com o problema bioldgico a ser estudado (Liu e Cordes 2004),
como por exemplo os marcadores mitocondriais que sao Uteis para o conhecimento do
parental materno de um organismo ou os marcadores nucleares, que nos permitem
inferir até mesmo linhagens hibridas avangadas. O uso destes marcadores moleculares
em conjunto pode proporcionar informagdes complementares, enriquecendo a analise e
respondendo as questdes de forma mais precisa (Porto-Foresti et al., 2010; 2013; Prado
et al., 2014). Esses marcadores tem sido utilizado com sucesso em diversas especies,
mostrando-se extremamente Uteis para a manutencdo das mesmas em projetos aplicados

ao manejo, conservacdo e monitoramento de variabilidade genética (Souza et al., 2012)
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2. OBJETIVOS

Considerando a producdo de hibridos interespecificos nas pisciculturas de todo o
pais e a importancia de estudos genéticos sobre essa pratica, o trabalho tem como

objetivo avaliar e monitorar geneticamente o comércio e producéo de hibridos:

1) Identificar geneticamente amostras de hibridos de diferentes pisciculturas afim de
identificar as espécies e hibridos a que correspondem as amostras.

2) Avaliar e monitorar exemplares de pisciculturas orientadas geneticamente 10 anos
atras, na producédo e comércio de hibridos fim de verificar se os hibridos sdo manejados
corretamente dentro das pisciculturas e se existem possiveis misturas ou contaminacées
geneéticas que sdo provenientes de introgressdes entre estoques parentais e hibridos.

3) Com base em dados genéticos, dar subsidios para propor aos 6rgaos competentes a
criacdo de um selo de autenticidade, certificando as pisciculturas e criadores de peixes
que estdo produzindo e manejando hibridos, o que permitira como medida mitigadora,
um controle adequado sobre o uso destes animais de forma a minimizar os impactos
negativos aludidos com a implantacdo de projetos de hibridacdo interespecifica em
pisciculturas;

4) Indicar a eficiéncia do uso das analises geneética na identificacdo e organizagdo das
espécies puras e dos produtos hibridos produzidos nas pisciculturas brasileiras, com fins

comerciais e de pesquisa basica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Foi realizada a compra dos alevinos em duas pisciculturas particulares diferentes
dentro do pais, as quais ja haviam sido alvos de estudos passados (Hashimoto et al.,
2012) e conscientizadas a respeito da forma de manejo adequada para o tipo de trabalho
que esses estabelecimento prestam. Os individuos variaram entre 2 a 15cm. Visando
manter a integridade das pisciculturas, os nomes e informag6es comerciais ndao foram
divulgados. Desse modo, apenas 0 monitoramento da producdo e do comércio dos
individuos foi analisado, excluindo assim uma anélise forense.

Foram comprados na piscicultura A (MG) e piscicultura B (MS) (tabela 1 e
figura 1) juvenis hibridos reconhecidos como “Pintado Real” (figura 2) e “Tambacu”

(figura 3).

Tabela 1. Amostragem de juvenis coletados

Pintado Real Tambacu
Piscicultura A 30 50
(MG)
Piscicultura B (MS) 100 250

Total 430 Juvenis




O Piscicultura A
O Piscicultura B

Figura 1. Localizacdo das pisciculturas A e B.

Figura 2. Exemplar de Pintado Real. Figura 3. Exemplar de Tambacu.
FONTE: Revista Globo Rural. FONTE: www.cpt.com.br


http://www.cpt.com.br/

3.2 Métodos

Para as analises moleculares foram utilizados os métodos de extracdo e
purificacdo de DNA dos exemplares, obtidos a partir de material sélido como nadadeira
e, posteriormente, aplicou-se os marcadores moleculares para identificacdo dos

parentais e seus respectivos hibridos.

3.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi baseada no protocolo do kit comercial “Wizard
Genomic DNA Purification Kit — Promega”, com algumas modificagdes.

Protocolo extracdo de DNA consiste em retirar um pequeno pedaco de tecido,
adicionar aos tubos de microcentrifuga e levar a estufa por aproximados 10 minutos;
Adicionar 300ul de Nuclei lysis Solution ao tecido; Adicionar 6ul de Proteinase k ¢
utilizar o vortex; Levar a solugdo ao banho-maria a 60°C por aproximadamente 2 horas;
Retirar do banho-maria e esperar até que as amostras estejam em temperatura ambiente;
Adicionar 2,5ul de RNAse e levar ao banho a 37°C por 30 minutos; Retirar do banho-
maria e esperar até que as amostras estejam em temperatura ambiente; Adicionar 200l
de Protein Preciptation Solution e misturar; Levar ao freezer a -80°C por 10 minutos;
Centrifugar por 4 minutos a 13.000rpm; Transferir o sobrenadante para a segunda série
de tubos de microcentrifuga contendo 600ul de Isopropanol e misturar por inversio;
Centrifugar por 4 minutos a 13.000rpm e descartar o sobrenadante; Adicionar 600ul de
etanol 70% e centrifugar por 4 minutos a 13.000rpm; Descartar o sobrenadante e deixar

secar em temperatura ambiente



overnight e por fim, adicionar 30ul de DNA Rehydratation Solution por 12 horas em
temperatura ambiente.

A integridade e a quantidade das amostras de DNA foram analisadas através de
eletroforese em gel de agarose 1% corado gel red e visualizadas em transiluminador, sob
luz ultravioleta. As amostras de DNA obtidas estdo sendo mantidas no Laboratdrio de
Genética de Peixes do Departamento de Ciéncias Biologicas de Bauru - UNESP,
formando um banco de tecidos e de moléculas, para posterior processamento das

analises genético-moleculares.

3.2.2 Aplicagéo dos marcadores moleculares

ApoOs a extracdo de DNA, foi iniciado o processo de testagem dos marcadores
moleculares, os quais foram utilizados por Hashimoto et al, 2011. As reagdes de PCR
(reacdo da polimerase em cadeia) foram realizadas com primers especificos, sendo eles
0s genes nucleares RAG Il (recombination activating gene Il), Globina, mitocondrial
16S e loci microssatélites Prt3, Prt6, Prt12 e Prt30 para os pintados reais e 0S genes
nucleares APOC (apolipoprotein C-1 like), AZIN (antizyme inhibitor), ZPl, TROP (a-
tropomyosin) e mitocondrial CYTB (cytochrome — b) para os Tambacus (Tabelas 2 e 5).
As reacdes inicialmente foram realizadas a uma concentracdo de aproximadamente 150
uM de cada ANTP, MgCI2 1.5mM, tampdo da Tag 1X, 0.5 unidades de Taq polymerase
(Invitrogen), 0.1 a 0,4 uM de cada primer e 10-50 ng de DNA gendmico (total de 25
ul). As amplificacbes foram realizadas no termociclador Mastercycler personal

(Eppendorf) (tabelas 3 e 6).



Tabela 2. Primers utilizados da amplificacdo dos marcadores em Tambacu.

Marcador Primer Sequéncia do primer Referéncia
genético
Apoc PmF  5’- AGAAGCTGGAAGAGAGCGAGC -3’
Apoc Pb R 5’-
TTTAACTTACTCATCTGCTCATTGAT -
3>
Apoc Apoc Cm R 5’-TCGGACAGATCCTTTCCCAA -3’ Mouréo
Apoc Serra 5’-CGCTGATGCTCGTGCTTCTT -3° _
. in prep
Apoc Serra 5’- AATGAGGCGTAGCAATATCACA -3’
R
AzinPm R 5’-TGGCCTCCTCTGTCTGAGCTA -3’ Mourao
AzinPb R 5’-TTTCCATAAGGTGCCTGCAGT -3’ in prep.
Azim AzinCmR 5-CATATCAAATACACAACGGGCG -3’
AzinSerra  5’-CCCTGAGAACATCATCTTGTCG -3’
F
Trop Pm R 5-CTTCAGCTGGATCTCCTGA -3’
Trop Pb R 5’>-TTGACTTTATGCCACACAAAT -3’ Hashimoto
et
Tropomiosina
TropCm R 5’- ATACAACAATGCCATCGCT -3’ al. (2011)
Trop Serra 5’- GAGTTGGATCGGGCTCAG -3’
F
ZPIPmMR  5-CATTTCAGATACACAACGGGCG -3’
ZPI ZPIPb R 5’-TTTCCATAAGGTGCCTGCAGT -3’ Mourao
ZPI Serra F 5’-CGCTGATGCTCGTGCTTCTT -3’ in prep.
CYTB Serra  5’-GATATCTCYACAGCCTTCTCCTC -3 Hashimoto
F et
CYTB CYTB Serra  5’- GCGTAGGCAAATAGGAAGTATC -3’ al., 2011

R




Tabela 3.Condicdes utilizadas para obtencdo dos amplicons. Min: minutos, s: segundos.

Gene Desnaturacéo Ciclos Extensdo Referéncia
95°C 72°C
APOC 5 min 35x 95°C/30s, 7 min Mouréo
61°C/30s, inprep
72°C/30s
Nuclear AZIN 5 min 35x 95°C/30s, 7 min Mourao
61°C/30s, inprep
72°C/30s
TROP 5 min 35x 95°C/30s, 7 min Hashimoto
60°C/30s, etal. 2011
72°C/10s
ZPI 5 min 35x95°C/30s, 7 min Mouréo in
61°C/30s,72°C/30s prep
Mitocondria CYTB 5 min 30x 95°C/30s, 7 min Hashimoto
! 60°C/45s, etal., 2011
72°C/30s

Tabela 4. Bandas diagndsticas por marcador, por espécie.

Método/Marcado Tamanho do fragmento (Pb)
rMolecular Piaractus Colossoma Referéncia
mesopotamicus macropomum
PCR-Multiplex 269 172 Hashimoto et al.,
/ITROP 2011
PCR- 400 280 Mour&o in prep.
Multiplex/APOC

PCR-Multiplex/AZIN 290 500 Mourdo in prep
PCR - Multiplex/ZPI 250 310 Mour&o in prep
PCR-RFLP /CYTB 152 e 513 261 e 405 Hashimoto et al.,

2011




Tabela 5. Marcadores moleculares para a identificacdo dos bragres Pintados Reais.

Primer Sequéncia Referéncia
RAG2 Silu F CCTGAGTGCTACCTATTCATGG Prado et al.,
RAG2 SiluR A 2011a

CTTGGGAGGAGAGACCATC
Glob Silu F TCAATATGGTTCATGGACAGA Porto-Foresti et
Glob SiluR CCAGAAGCTGAAAGTAGACAGT al., 2013

16S F ACGCCGTTTATCAAAAACAT Palumbi, 1996

16S R CCGGTCTGAACTCAGATCCGT

Prt3 F AGTGGCGTTAGGTCTGTGTG

Prado et al., 2014

Prt3 R CTCTGCCATCAATACGCTCA

Prt6 F CAGATTGCTGATGTGCTGTG

Prado et al., 2014
Prt6 R CTGCGTGATAACTTGCCAGA
Prt12 F AGAGCCATGCTGTTGTTGTG

Prado et al., 2014

Prt 12 R GTTTGTGGGACTCGGTGACT

Prt 30 F CACCTGAGACACCACACGTT Prado et al., 2014

Prt 30 R CGGAGGTAGGAGAGAAAGAG

AG

Tabela 6. Condi¢Oes utilizadas para a obtencdo de amplicons. Min = minutos; S=

segundos.
Gene Desnaturacéo Ciclos Extensd  Referéncia
95°C o 72°C
RAG 5 min 35x 95°C/30s, 7 min Prado et al.,
58°C/30s, 2011a
72°C/8s
Nuclear GLOBIN 5 min 35x 95°C/30s, 7 min Prado et al.,
A 59°C/30s, 2014
72°C/20s
Prt 3 5 min 35x 94°C/30s, 30min  Pradoetal.,
58°C/30s, 2014
72°C/10s
Prt 6 5 min 35x94°C/30s, 30min  Prado etal.,
58°C/30s,72°C 2014

/30s




Mitocondrial

Prt12 35x94°C/30s, 30min  Prado etal.,
58°C/30s,72°C 2014
/30s
Prt30 35x94°C/30s, 30min  Pradoetal.,
58°C/30s,72°C 2014
/30s
16S 5 min 30x 95°C/30s, 7 min Palumbi,
58°C/45s, 1996
72°C/8s

Tabela7. Bandas diagndsticas por marcador e espécie.

Meétodo/Marcado Tamanho do fragmento (Pb)
rMolecular Pseudoplatystoma Pseudoplatystoma Leiarius Referéncia
corruscans reticulatum marmoratus

PCR-Multiplex 308 277 521 Prado et
IRAG al., 2014
PCR- 137 569 - Prado et
Multiplex/GLOBIN al., 2014
PCR-Muﬁ\iplex/lGS 650 388 612 Prado et
al., 2014
PCR - 159 185-197 236 Prado et
Multiplex/Prt3 al., 2014
PCR-Multiplex/Prt6 210-228 254-272 280 Prado et
al., 2014
PCR- 296-310 272-282 230 Prado et
Multiplex/Prt12 al., 2014
PCR- 69-91 105-133 280 Prado et
Multiplex/Prt30 al. 2014

Os resultados de amplificacdo e testagem dos primers foram analisados em gel de

agarose corado com Gel Red, utilizando o DNA ladder de 100 Pb (Sinapse) de acordo com

os dados préevios apresentados nas tabelas 4 e 7. Os produtos resultantes da PCR foram

aplicados em gel de agarose 2%, corado com gel red e



visualizado em transluminador ultravioleta (Figura 4). Ap0s visualizagdo foi realizada a

comparacao dos pares de bases obtidos com os dados de referéncia(tabelas 4 e 7).

Figura 4. Gel de agarose 2% para visualizacdo das amostras. CT= Controle
Tambaqui; CP= Controle Pacu; A n° = Amostra
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4. RESULTADOS

Foram analisados no total 322 individuos provenientes de duas pisciculturas

relatadas anteriormente.

4.1 Piscicultura A
Foram analisados ao todo 126 individuos, 30 conhecidos popularmente como

“Pintado Real” e 96 conhecidos como “Tambacus”.

4.1.1 “Pintado Real”

Foram testados sete marcadores moleculares, sendo seis marcadores nucleares e
um marcador mitocondrial,

A partir do marcador mitocondrial utilizado (16S), pode-se observar que o
parental materno de todos os exemplares testados (salvo uma uUnica excecdo) € a
“Cachara” (P. corruscans). Analisando os marcadores nucleares, p6de-se observar que a
maioria dos individuos sdo provenientes de um provavel cruzamento do hibrido
“Cachapinta” (Cachara x Pintado) com Jandid, condi¢cdo observada através da presenga
de bandas das 3 espécies quando considerados todos os marcadores nucleares, indicando
a mistura genética de 3 espécies. Para trés individuos testados com marcadores
nucleares, as bandas heterozigotas apresentavam tracos apenas de Cachara e Jandia,
indicando provaveis linhagens hibridas F1. Um dos individuos apresentou somente
bandas de pintado e Jandia e um Gltimo exemplar testado apresentou padrées mistos de

Pintado e Cachara.



Sendo assim, obtivemos desse lote de Pintados Reais: 25 individuos que
provaram ser produto do cruzamento entre Pintado e Cachara, que posteriormente foram
cruzados com Jandia. Também obtivemos 3 individuos provenientes do cruzamento
apenas entre Cachara e Jandia, 1 individuo resultante do cruzamento de Pintando com
Jandia e por fim, 1 individuo vindo do cruzamento de uma Cachara com um Pintado.

Esses resultados podem ser observados no grafico 1.

Grafico 1. Resultado das analises de Pintado Real da Piscicultura A

AMOSTRAS DE PINTADO REAL

®Pintado Real ® Hibridos F1 de Cachara
| | | |

e JandidHibrido de Pintado e Jandia  Hibridos

de Cachara e Pintado

4.1.2 “Tambacu”

Foram utilizados 5 marcadores moleculares para os testes, sendo 4
marcadores nucleares e um marcador mitocondrial.

A partir do marcador mitocondrial (CYTB) pbéde-se observar que, para a

maioria dos individuos (95), o parental materno dos exemplares analisados foi a



espécie C. macropomum, enquanto que em apenas 1 individuo o parental materno € a
espécie P. mesopotamicus.

As analises apontaram que do total de 96 Tambacus, 88 apresentaram duas
marcacOes de bandas diferentes e dentro dos padrfes esperados para cada marcador
nuclear testado, mostrando serem realmente hibridos provenientes do cruzamento das
espécies de Colossoma macropomum (tambaqui) e Piaractus mesopotamicus (pacu),
enquanto 6 individuos mostraram-se possiveis hibridos F1 entre essas espécies, 1
individuo apresentou bandas apenas para P. mesopotamicus e um ultimo individuo

apresentou marcag6es somente para C. macropomum (grafico 2).

Grafico 2. Resultado das analises de Tambacu da Piscicultura A

AMOSTRAS DE TAMBACU

Wambacu Imnhagem F1 G macropomumpP® mesopotamicus




4.2 Piscicultura B
Foram analisados ao todo 196 exemplares: dos quais, 100 sdo classificados

como “Pintados Reais” e 96 como “Tambacus”.

4.2.1 “Pintado Real”

Assim como na piscicultura A, parar esses individuos também foram utilizados 7
marcadores moleculares, dentre eles 6 marcadores nucleares e 1 marcador mitocondrial.

O marcador mitocondrial utilizados (16S) sinalizou que todos os individuos tem
como parental materno a espécie P. corruscans (Cachara). Quanto aos marcadores
nucleares, a maioria das amostras (96 individuos) apresentaram as bandas com o nimero
de pares de bases adequados para trés especies em questdo. Houve também
bandamentos que deram indicios de 3 individuos de linhagens F1 provenientes do
cruzamento apenas de Cachara e Jandia e 1 individuo mostrou-se um hibrido
“Cachandia” (cruzamento entre Cachara eJandia).

Dessa forma, observamos que as analises trataram de 96 hibridos conhecidos no
mercado como Pintado Real, 3 possiveis hibridos de linhagem F1 entre Cachara e Jandia

e por fim um unico individuo hibrido entre Cachara e Jandia diretamente (grafico 3).



Gréafico 3. Resultado das analises de Pintado Real da Piscicultura A

AMOSTRAS DE PINTADO REAL

® Pintado Real Hibridos F® Hibrido Cachara x Jamdia

4.2.2 “Tambacu”

Para os testes foram mantidos 0 mesmo padrdo de marcadores moleculares da
piscicultura anterior, sendo testados 5 marcadores. Dentre eles 4 marcadores nucleares e
um marcador mitocondrial.

O marcador mitocondrial (CYTB) evidenciou que o parental materno
predominante nas analises era a espécie C. macropomum, ja que este foi o parental
materno apontado no resultado para todos os individuos testados.

Ja os marcadores nucleares, evidenciaram que a maioria dos exemplares
apresentaram as bandas em tamanhos adequados para as duas espécies que sdo cruzadas
para a obtencdo desse hibrido. Entretanto, um ndmero relevante de individuos
obtiveram bandamentos que indicam alta probabilidade de serem uma linhagem hibrida
F1. Por fim foram encontrados também individuos puros. Em resumo: as analises
comprovaram a presenca de 73 individuos hibridos entre as espécies P. mesopotamicus

e C. macropomum, 20 individuos de



linhagem F1 e por fim 3 individuos de Tambaqui, totalizando assim 96exemplares

analisados (gréafico 4).

Grafico 4. Resultado das analises de Tambacu da Piscicultura B

AMOSTRAS DE TAMBACU

® Tambacum Hibridos FL Tambaqui

Quando observamos o panorama geral apresentado por esses resultados, é notavel
que uma parte significante de ambos os lotes de mercadoria obtidos das duas
pisciculturas estudadas se mostraram incorretos (gréafico 5). Os resultados especificos de
ambas as pisciculturas para cada marcador utilizado podem ser visualizados nos

apéndices deste trabalho.



Graéfico 5. Comparacdo dos resultados em porcentagem obtidos atravésdos
marcadores moleculares entre as pisciculturas
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5. DISCUSSAO

O Brasil tem conquistado ano apds ano seu espago na aquicultura mundial(Ferreira
e Barcellos, 2018), chegando a ser protagonista na producdo de peixes de cativeiro.
Diante desse panorama, € adequado que estudemos cada vez mais as formas de producéo
das diversas espécies em cativeiro no pais, para obter metodologias que possam ser
valiosas ao manejo e fiscalizacdo e de uma producdo sustentavel e consciente em nosso
Brasil.

Os marcadores utilizados permitiram eficacia na identificacdo dos hibridos
estudados e linhagens hibridas F1 constatadas. O estudo analisou duas pisciculturas de
diferentes estados que ja haviam sido orientadas quanto ao manejo adequado na criacdo
desses peixes, nas quais foram comprados diferentes hibridos. Apds a aplicacdo dos
marcadores moleculares, foram constatadas inconsisténcias entre o que foi pedido na
compra e o que foi recebido. Na piscicultura A localizada em MG, foram analisados 30
exemplares adquiridos como Pintado Real, porém 16% do produto recebido estava
sendo comercializado de maneira incorreta, correspondendo a hibridos diferentes do
pedido, mas que possuem morfologia quase idéntica ao verdadeiro Pintado Real, assim
como na piscicultura B que apresentou 4% da mercadoria de pintados reais incorreta.
Embora em margem menor na piscicultura B, € possivel relatar que as duas pisciculturas
ndo estdo realizando o monitoramento adequado em relacdo a esses individuos, fazendo
dessa forma o comércio inadequado e ilegal desses peixes. A grande mistura de espécies
que ocorre na formacdo dos hibridos € um dos maiores fatores atuantes sobre os

resultados dessa andlise,



visto que em diversos casos pode-se usar 3 espécies para a produgdo dos individuos,
como por exemplo o Pintado Real.

Os hibridos conhecidos como Tambacus, ap6s analises com os marcadores
moleculares apresentaram também contradi¢cbes. Embora que em menor ndmero se
comparado aos pintados reais, 8% dos exemplares recebidos da piscicultura A se
tratavam de hibridos de linhagem F1 ou até mesmo exemplares de espécies puras (no
caso 0 Tambaqui). J& na piscicultura B, os resultados das analises apontaram para um
comércio inadequado de 23,9% dosTambacus.

E notavel o fato de que quando comparados os dados obtidos por Hashimoto
(2012) aos apresentados até o momento nesse trabalho podemos observar que ha
aproximadamente dez anos atras a piscicultura A ja apresentava o comércio inadequado
dos peixes e apesar da orientacdo prestada nada foi feito para que essa pratica fosse
alterada. J& a piscicultura B ndo havia apresentado mercadoria inadequada relacionada
aos tambaquis no ultimo estudo, enquanto no presente, apresentou o0 maior indice de
incompatibilidade entre produto na nota e produto obtido dentro desse estudo, revelando
uma faltade controle e monitoramento dos estoques nos Ultimos anos.

Se levarmos em consideracao todos os exemplares analisados da piscicultura A,
podemos chegar ao consenso de que 10% do que foi comprado no estabelecimento ndo
estava de acordo com a nomenclatura comercial utilizada na venda, enquanto a
piscicultura B apresentou indices maiores de 13,8%.

Estudos anteriores ja haviam apontado como tem sido imprecisa a produgdo e o

comeércio de peixes e seus hibridos (Hashimoto et. al., 2012; 2014),



sendo essa uma ocorréncia frequente e com implicacdes problemaéticas desde o comeco
do manejo, sendo importante frisar que a identificacdo e o monitoramento ndo séo
simples, uma vez que as diferencas morfoldgicas entre hibridos e parentais tem
diferengas muito sutis. Essa sutileza e a falta de ferramentas de identificacdo, podem
causar problemas desde as etapas iniciais de producao até a venda do produto final e a
falta do manejo adequado pode resultar na geracdo de retrocuzamentos ou
intercruzamentos hibridos, uma pratica que pode levar a diluicdo ou até mesmo perda de
caracteristicas desejaveis, viabilidade da prole e até mesmo aumento da mortalidade.
Diante da realidade de falhas encontradas é importante ressaltar que em nosso
pais, diversos estabelecimentos que realizam o cultivo de peixes ndo sdo
licenciados/regulamentados, problema esse que muitas vezes também esta relacionado
com o comeércio ilegal de espécies, muito difundido até mesmo nas redes sociais
segundo um estudo da UFBP em 2020, o que dificulta ainda mais uma fiscalizagdo
eficiente. Além da significativa falta de padronizacdo de nomenclatura comercial
relacionada ao pescado interno brasileiro, que acaba por exacerbar o comércio trocado

de espécies e hibridos produzidos (Carvalho et al., 2011; Martins, 2017).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir do conhecimento das diversas batalhas que cercam a cadeia produtiva de
peixes no Brasil ha muitos anos, varios autores ja sugeriram que existe a necessidade
de adocdo de préticas que possam monitorar e regular o problema encontrado por
meio de ferramentas que possibilitem a identificacdo eficaz dos produtos cultivados e
posteriormente comercializados (Porto-Foresti et. al., 2010; Hashimoto et. al., 2012;
2014).

O estudo mostrou até 0 momento que as pisciculturas com praticas inadequadas
a respeito da genética de seus individuos ha& dez anos ainda continuam a realizar o
manejo incorreto e a venda imprudente de mercadorias, mostrando que esse ramo que
tanto tem crescido no Brasil vem realizando suas atividades sem muito
monitoramento.

Isso indica que ainda é recorrente a necessidade de metodologias ativas de
monitoramento genético principalmente como a abordada nesse estudo, com marcadores
de baixo custo que permitirdo quando atreladas aos 6érgdo competentes, a construgdo de
um plano de manejo correto desses animais minimizando os impactos da implantacéo de
técnicas de hibridacéo.

Os marcadores utilizados contribuem elucidando as subestimagdes, evitando a
produtividade pela introgressao genética e a venda trocada de produtos (Porto-Foresti
et. al., 2010), além de poder ser usado nas diversas etapas da cadeia produtiva,
abrangendo desde o manejo e estoque de matrizes até a venda final dos juvenis
(Hashimoto et. al., 2014). Sendo entdo a ferramenta principal do monitoramento que
vem sendo deixado de lado nas pisciculturas brasileiras, mas que desempenha um

papel fundamental na producdo e desenvolvimento da aquicultura.
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APENDICES



Tabela 1. Resultados das amostras de Tambacu da piscicultura A

Identificagio APOC AZIN TROPO ZP CYTB Identificacéo
daamostra Pm Cm Pm Cm Pm Cm Pm ! Cm Pm Cm genética
12995 X X X X - X X - X Tambacu
12996 X X X - - X - - X Tambacu
12997 X X X - X X - - X Tambacu
12998 X X X - - X - - X Tambacu
12999 X X X - - X - - X Tambacu
13000 X X X - X X X - X Tambacu
13054 X X X - X X - - X Tambacu
13055 - - X - - X - - X Tambacu
13056 X X X - X X - - X Tambacu
13057 X X X X X X - - X Tambacu
13058 X X X - - X - - X Tambacu
13059 X X X - X X - - X Tambacu
13060 X X X - - X - - X Tambacu
13061 X X X X X X - - X Tambacu
13062 - X X - - X - - X Tambacu
13063 X X X - - X X - X Tambacu
13064 X X X - - X - - X Tambacu
13065 X X X X X X - - X Tambacu
13066 X X X X - X X - X Tambacu
13067 - - X X - X - - X Tambacu
13068 - X X X - X - - X Tambacu
13069 - X X X X X - - X Tambacu
13070 - X X X X X - - X Tambacu
13071 X X X X - X - - X Tambacu



13072 X X X X - X X - - X Tambacu

13073 X X X X X X X - - X Tambacu
13074 X X X X - X X - - X Tambacu
13075 X X X X - X X - - X Tambacu
13076 0 0 X X X X X - - X Tambacu
13077 0 0 X X X X X - - X Tambacu
13078 X X X X X X X - - X Tambacu
13079 X X X X - X X - - X Tambacu
13080 X X X X - X X - - X Tambacu
13081 X X X X X X X - - X Tambacu
13082 X X X - X X X - - X Tambacu
13083 X X X - X X X - - X Tambacu
13084 X X X - X X X - - X Tambacu
13085 X X X - X X X - - X Tambacu
13086 - X X - 0 0 - X - X Hibrido F1
13087 X X X - X X X - - X Tambacu
13088 X X X - - X X - - X Tambacu
13089 X X X - - X X X - X Tambacu
13090 X X X - - X X - - X Tambacu
13091 X X X X - X X - - X Tambacu
13092 X X X - X X X - - X Tambacu
13093 X X X - - X X - - X Tambacu
13094 X X X - - X X - - X Tambacu
13095 X X X - X X X - - X Tambacu
13096 X X X - X X X - - X Tambacu
13097 - X X - - X X X - X Tambacu

13098 X X X - X X X X - X Tambacu



13099

13100

13104

13105
13106

13107
13108
13109
13110
13111
13112
13113
13114
13115
13116
13117
13118
13119
13120
13121
13122
13123
13124
13125
13126

13127
13128

Tambacu

Hibrido
F1

Hibrido
F1

C. macropomum

Hibrido
F1

Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu

P. mesopotamicus

Tambacu



13129
13130
13131
13132
13133
13134
13135
13136
13137
13138
13139
13140
13141
13142
13143
13144

13145

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Hibrido F1

Hibrido F1

P.m— P. mesopotamicus (Pacu); C.m— C.macropomum (Tambaqui); ° = Sem resultados
no marcador; x = Presenca de banda diagnostica; - = Auséncia de banda diagnostica.



Tabela 2. Resultado das analises de Tambacu da piscicultura B

Identificacdo  APOC AZIN TROPO ZP CYTB Identificacéo

daamostra Pm Cm Pm Cm Pm Cm Pm | Cm Pm Cm Genética
13201 X X X X X X - - X Tambacu
13202 - X X X - X X - - X Tambacu
13203 - X X X - - X - - X Tambacu
13204 - X X X X X X - - X Tambacu
13205 - X X X - X X - - X Tambacu
13206 - X X X X - X - - X Tambacu
13207 - X X X X - - - - X Tambacu
13208 X X X X X X X - - X Tambacu
13209 X X X X X X X - - X Tambacu
13210 X X X X X X X - - X Tambacu
13211 - X X X X X X - - X Tambacu
13212 X X X X X X X - - X Tambacu
13213 X X X X X X X - - X Tambacu
13214 X X X X X X X - - X Tambacu
13215 X X - X X X X - - X Tambacu
13216 X X - X X X X - - X Tambacu
13217 X X - X - X - - - X Hibrido F1
13218 X X - X - X X - - X Tambacu
13219 X X - X X - X - - X Tambacu
13220 - X - X - X - - - x  C. macropomum
13221 - X - X 0 0 X - - X Hibrido F1
13222 - X - X X - - - - X Hibrido F1

13223 X X - X 0 0 X - - X Tambacu



13224
13225
13226
13227
13228
13229
13230
13231
13232
13233
13234
13235
13236
13237
13238
13239
13240
13241
13242
13243
13244
13245
13246
13247
13248

13249
13250

Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Hibrido F1
Hibrido F1
Hibrido F1
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Hibrido F1
Hibrido F1
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Hibrido F1
Hibrido F1
Hibrido F1
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu

Tambacu

Tambacu



13251

13252

13253
13254
13255

13256

13257

13258

13259

13260
13261
13262
13263
13264

13265
13266
13267
13268

13269
13270

13271
13272
13273
13274
13275

13276
13277

x

C. macropomum

Hibrido
F1

Tambacu
Tambacu

Hibrido
F1

Tambacu

Hibrido
F1

Hibrido
F1

Hibrido
F1

Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu

Hibrido
F1

Tambacu
Tambacu
Tambacu

Hibrido
F1

Tambacu

Hibrido
F1

Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu
Tambacu

Tambacu

Tambacu



13286

13287
13288
13290
13291

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

Hibrido
F1

Tambacu
Tambacu
Tambacu

C. macropomum

P.m — P. mesopotamicus (Pacu); C.m — C.macropomum (Tambaqui); ); °= Sem
resultados no marcador; x = Presenca de banda diagndstica; - = Auséncia de banda

diagnostica.



Tabela 3. Resultados das anélises de Pintado Real da Piscicultura A.

RAG 16S Globina Prt3 Prt6 Prtl2 Prt30 Identificaca
Identificaggo P.c P.or Lm P.c Pr an P.c F;. Pc Pr Lm Pc Pr Lm Pc Pr Lm Pc Pr Lmm ogenética
da amostra
12965 X - X - X - X X - X X X - X - - X 0 0 0 Pintado
Real
12966 - X X - X - X X X X - X X - - X X X - X Pintado
Real
12967 X - X - - - 0 0 X - X X - X - - X X - X Pintado
Real
12968 X - X - X - X X - X X X X - - X - - - X Pintado
Real
12969 - X X - X - - X - X X - X - - X - - - X Hibrido F1
12970 - X X - X - X X - X X X X - X X - X - X Pintado
Real
12971 - X X - X - X X - X X - X X X X - X - X Pintado
Real
12972 - X X - X - X X - X X X - X X X - X - X Pintado
Real
12973 X - X - X - X X X - X X - X - X X 0 0 0 Pintado
Real
12974 - X X - X - X X - X X X X - X X - - X X Pintado
Real
12975 - X X - X - X X - X X X - X X - X X X - Pintado
Real
12976 - X X - X - X X - X - X X - X - X X - X Pintado
Real
12977 - X X - X - X X X - X X X - X - X 0 0 0 Pintado
Real
12978 - X X - X - X X - X X X X - - - X X - X Pintado
Real
12979 - X X - X - X X - X X X X - X - X X - X Pintado

Real



12980
12981

12982

12983

12984

12985

Hibrido F1
Pintado
Real
Pintado
Real
Pintado
Real

Pintado
Real
Cachandia



12986

12987
12988
12989

12990
12991
12992
12993
12994

xX X X

X

X
X

X X X X

x

xX X X

X X X

X

X X X X

X X X X X

X X X X

X X X X X

x

X X X X X

X X X

xX X X

x

X X X X

X X X X

X X X

X X X X X

X X X

Pintado Real

Pintado Real
Cachandia
Ponto e
Virgula
Pintado Real
Pintado Real
Pintado Real
Pintado Real
Pintado Real

P.c — Pseudoplatystoma corruscans (Pintado); P.r — Pseudoplatystoma reticulatum (Cachara); L.m — Leiarius marmoratus (Jandia); ); © = Sem resultados no

marcador; X = Presenca de banda diagnostica; - = Auséncia de banda diagnostica.



Tabela 4. Resultados das analises de Pintado Real da Piscicultura B

RAG 16S Globina Prt3 Prt6 Prt12 Prt30 Identificacao
Identificacdo P.c P L.m Pc Pur L.m Pc Pr Pc Pr Lm Pc Pr Lm Pc Pr Lm Pc Pr L. genética
da amostra m
13151 - X X - X - X X - X X - X X X X - X X - Pintado
Real
13152 - X X - X - X X - X X X X - X X - X - X Pintado
Real
13153 - X X - X - X X - X X X X - X X - 0 0 0 Pintado
Real
13154 - X X - X - X X - X X X - X - X X - - X Pintado
Real
13155 - X X - X - X X X - X X - X - X X - - X Pintado
Real
13156 - X X - X - X X X X - X - X 0 0 ° 0 ° 0 Pintado
Real
13157 - X X - X - X X - - X X - X X X - - X X Pintado
Real
13158 - X X - X - X X X - - X - X - X X - X X Pintado
Real
13159 - X X - X - X X - X X X X - X X - - - X Pintado
Real
13160 X - X - X - X X - X X X - X X - X - X X Pintado
Real
13161 - X X - X - X X - X X X - - ° 0 0 - X X Pintado
Real
13162 - X X - X - X X - X X - X X X - X - X X Pintado
Real
13163 - X X - X - X X - X X X X - ° 0 0 0 0 0 Pintado
Real
13164 - X X - X - - X - X X - X - - X - - - X Hibrido F1

o

13166 - X X - X - X X - X X X X - X X - 0 0 Pintado



13167

13168

13169

13170

13171

13172

Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real



13173

13174

13175

13176

13177

13178

13179

13180

13181

13182

13183
13187

13188

13189

13190

13191

13192

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Hibrido F1

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado
Real

Pintado



13193

13194

13195
13196

13197
13198

13199

Real
Pintado
Real
Pintado
Real
Hibrido F1
Pintado
Real
Cachandia
Pintado
Real

Pintado
Real



13200 - X X - X - X X - X X X - X X - - X - - Pintado Real

P.c — Pseudoplatystoma corruscans (Pintado); P.r — Pseudoplatystoma reticulatum (Cachara); L.m — Leiarius marmoratus (Jandid); ); ®© = Sem resultados no
marcador; x = Presenca de banda diagnostica; - = Auséncia de banda diagnostica.



