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APRESENTAÇÃO

A obra  "Aquicultura e Pesca: Adversidades e Resultados 2" é composta por 
35 capítulos elaborados a partir de publicações da Atena Editora e aborda temas 
pertinentes a aquicultura de forma cientifica, oferecendo ao leitor uma visão ampla de 
vários aspectos que transcorrem desde sistemas de criação, até novos produtos de 
mercado.

No Brasil, ao longo dos anos a piscicultura vem ganhando espaço 
progressivamente, mas a caracterização da pesca, bem como o conhecimento de 
ictiofaunas, o manejo alimentar em criatórios, os processos genéticos e fisiológicos, 
não obstante ao manejo do produto destinado ao consumo humano, têm em comum 
a necessidade do aperfeiçoamento de técnicas. Dessa forma, os esforços científicos 
têm se voltado cada vez mais para a aquicultura. Sendo assim, apresentamos aqui 
estudos alinhados a estes temas, com a proposta de fundamentar o conhecimento 
acadêmico e popular no setor aquícola.

Os novos artigos apresentados nesta obra, abordando as demandas da 
aquicultura, foram possíveis graças aos esforços assíduos dos autores destes 
prestigiosos trabalhos junto aos esforços da Atena Editora, que reconhece a 
importância da divulgação cientifica e oferece uma plataforma consolidada e confiável 
para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Esperamos que a leitura desta obra seja capaz de sanar suas dúvidas a luz de 
novos conhecimentos e propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva 
novas soluções para os inúmeros gargalos encontrados no setor aquícola.

Flávio Ferreira Silva 
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CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA DO PIRÁ-TAMANDUÁ 
(Conorhynchos conirostris) POR MEIO DE MARCADORES 

MOLECULARES ISSR 

CAPÍTULO 25
doi

José Rodrigo Lírio Mascena
Universidade Federal do Recôncavo da Bahia - UFRB

Cruz das Almas - Bahia

Claudivane de Sá Teles Oliveira
Universidade Federal do Recôncavo da Bahia - UFRB

Cruz das Almas - Bahia

Ricardo Franco Cunha Moreira
Universidade Federal do Recôncavo da Bahia - UFRB

Cruz das Almas - Bahia

Soraia Barreto Aguiar Fonteles
Universidade Federal do Recôncavo da Bahia - UFRB

Cruz das Almas - Bahia

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi 
a utilização de técnicas moleculares de 
caracterização genética, através de marcadores 
ISSR, em espécimes de Conorhynchos 
conirostris da bacia do rio São Francisco. 
Foram coletados 32 exemplares de pirá-
tamanduá (Conorhynchos conirostris), 23 do 
rio Paracatu, em Minas Gerais, e 9 do rio São 
Francisco, na Bahia. O DNA total de todos os 
exemplares amostrados foi extraído de acordo 
com o protocolo Fenol: Clorofórmio. Os primers 
(GGAC)4 C, (GGAC)4 T, (AACC)4, (GGAC)4 e 
(AAGC)4 amplificaram na temperatura de 52ºC 
para as espécies de C. conirostris. Através 
da visualização dos géis de agarose a 2% foi 
possível obter uma matriz de dados binários, os 
espécimes foram analisados ​​com base em 75 

locus obtidos a partir dos cinco primers ISSR. 
A matriz de dados binários foi a base para o 
cálculo do índice de similaridade genética 
entre todos os 32 sujeitos do estudo. O valor 
médio de similaridade encontrado entre todas 
as comparações foi de 0,45. O maior valor de 
similaridade (0,88) foi entre os indivíduos de 
18 e 19 do rio Paracatu e o menor valor (0,07) 
entre os indivíduos 6 e 17 do mesmo local. 
Através da matriz de dados de similaridade, 
foi realizada uma análise de coordenadas 
principais (PCoA), que resultou em dois grupos 
distintos coincidindo com o local de captura. 
O grupo 1 foi composto por espécimes dedo 
rio São Francisco , enquanto o grupo 2 foi 
formado por indivíduos do rio Paracatu. Os 
exemplares apresentaram um bom índice de 
similaridade e a população amostrada no rio 
Paracatu apresentou o maior e o menor índice 
de similaridade de dois exemplares de C. 
conirostris.
PALAVRAS-CHAVE: Conservação, família 
pimelodidae, espécie endêmica.

GENETIC CHARACTERIZATION OF PIRÁ-
TAMANDUÁ (Conorhynchos conirostris) 

THROUGH ISSR MOLECULAR MARKERS 

ABSTRACT: The objective of this work was 
the utilization of molecular technique of genetic 
characterization, through ISSR markers, in 



Aquicultura e Pesca Adversidades e Resultados 2 Capítulo 25 266

specimens of Conorhynchos conirostris from São Francisco River basin. 32 exemplars 
of pirá-tamanduá (Conorhynchos conirostris) were collected, 23 from Paracatu river, 
in the Minas Gerais state, and 9 from São Francisco river close to Xique-xique city, in 
the Bahia state. The total DNA of all sampled exemplars was extracted according to 
Phenol:Chloroform protocol. The primers (GGAC)4 C, (GGAC)4 T, (AACC)4, (GGAC)4 
and (AAGC)4 amplified at the temperature of 52º C for C. conirostris species. Through 
the visualization of agarose gels 2% it was possible to obtain a binary data matrix, the 
specimens were analyzed based in 75 locus obtained from the five ISSR primers. The 
binary data matrix was the basis for calculating the genetic similarity index among all 32 
study subjects. The average value of similarity found among all comparisons was 0,45. 
The highest similarity value (0,88) was between individuals 18 and 19 from Paracatu 
river and the lowest value (0,07) was found between individuals 6 and 17 from the 
same location. Through the data matrix of similarity, a major coordinates analysis was 
accomplished, that resulted in two distinct groups coinciding with the capture location. 
The group 1 was composed by specimens from Xique-xique, while group 2 was formed 
by Paracatu’s river individuals. The specimens presented a good index of similarity 
and the population sampled from Paracatu river showed the highest and the lowest 
similarity index of two specimens of C. conirostris.
KEYWORDS: Conservation, pimelodidae, endemic.

1 | 	 INTRODUÇÃO

A bacia do Rio São Francisco e sua ictiofauna têm sido estudadas desde as 
primeiras expedições científicas no país. Apesar disso, existem poucos trabalhos 
amplos sobre esta ictiofauna (BARBOSA; SOARES, 2009).

Segundo Martins-Pinheiro e Sarmento-Soares (2007), conhecer a diversidade 
ictiofaunística, sua distribuição, relações e com base nestas informações averiguar 
possíveis associações pretéritas entre as áreas geográficas, constituem passos 
necessários para o estabelecimento de metodologias mais eficientes.

Conorhynchos conirostris é considerada símbolo do rio São Francisco por ser 
endêmica da bacia e monoespecífica, pertence à ordem siluriforme e é popularmente 
conhecido como pirá-tamanduá ou simplesmente pirá, nas regiões onde é encontrado, 
seu período reprodutivo é curto e a desova é do tipo total (RIBEIRO, 2002). É 
um peixe de piracema, de interesse comercial e foi incluído na lista de espécies 
presumivelmente ameaçadas de extinção na bacia do Rio São Francisco (LINS et 
al., 1997). Devido a este comportamento migratório (GODINHO; GODINHO, 2003) 
e atual transformação do sistema lótico em lêntico na bacia, há poucos registros de 
presença de pirá em diversos trechos do São Francisco (MACHADO; DRUMMOND; 
PAGLIA, 2008).

Os marcadores moleculares são instrumentos básicos para os estudos que 
envolvem a genética, uma vez que permitem a caracterização da variabilidade e 
estrutura genética nas populações. Entre os marcadores moleculares baseados na 
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técnica de Reação de Polimerização em Cadeia (PCR), o método de sequências 
simples repetidas (ISSR) é amplamente utilizado em estudos de diversidade e 
variabilidade genética por não necessitar de informação prévia da sequência de DNA 
(RAMALHO et al., 2016). Além disso, esta técnica pode resultar em elevado grau 
de polimorfismo, apresentar alta reprodutibilidade e ter baixo custo (BRAGA, 2013). 
Este marcador possui potencial para fornecer dados sobre a variabilidade genética 
de populações naturais ou cativas, sem a necessidade do conhecimento prévio da 
sequência-alvo (MAGALHÃES; MARTINEZ; GAIOTTO, 2007).

A perda da variabilidade genética reduz a capacidade que uma população possui 
para se adaptar a diferentes condições ambientais, por isso é necessário estimar a 
variação genética da população (TAVARES, 2010). No presente estudo pretende-se 
estudar a variabilidade genética de C. conirostris em dois trechos do rio São Francisco.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

Coleta de material biológico

Foram coletados 32 exemplares de pirá-tamanduá (Conorhynchos conirostris), 
23 do rio Paracatu, no estado de Minas Gerais, e 9 do rio São Francisco próximo a 
cidade de Xique-xique, no estado da Bahia, de todos os indivíduos foram retirados uma 
porção de aproximadamente 1 cm² da nadadeira caudal. O material foi identificado, 
numerado, e estocado em álcool etílico absoluto, na proporção de 1:3, em temperatura 
ambiente, e acondicionada em tubos tipo Eppendorf. Após isso o material foi levado 
para laboratório de genética de organismos aquáticos (LAGOA) da Universidade 
Federal do Recôncavo da Bahia (UFRB), onde ocorreram as extrações de DNA.

Extração de DNA

O DNA total de todos os exemplares amostrados foi extraído de acordo com o 
protocolo Fenol: Clorofórmio descrito por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). Após 
a extração foi colocado 100 µl de tampão TE (Tris-EDTA) e deixado no banho-maria 
a 37ºC, durante 48 horas, para diluir o DNA. No dia seguinte todas as amostras 
foram estocadas no freezer a –20ºC, para a sua conservação e composição do banco 
genético “in vitro”. A concentração e a qualidade do DNA isolado foram avaliadas em 
gel de agarose 1,0%.

Testes de Primer

O DNA total foi submetido à PCR, empregando-se primers tetranucleotídicos 
(iniciadores) de sequência repetitiva simples. Foram realizados testes preliminares 
com um total de dezoito primers diferentes, em um volume final de 30 µL (TABELA 1). 
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Reagentes Volume (μL)

H2O Mili-Q 14,75

MgCl2 2,5

MgCl2 Buffer 2,5

dNTPs 5,0

Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) 0,25

Primer 2,5

Solução DNA (Diluição de 1:25) 3,0

Total 30

TABELA 1. Reagentes componentes da mistura de reação de PCR utilizada e seus volumes 
respectivos.

A amplificação das amostras foi realizada utilizando-se condições determinadas 
apresentadas na Tabela 2. Os produtos de amplificação foram separados em gel de 
agarose 2% e corados com brometo de etídio (3 µL). A visualização dos padrões foi 
sob luz ultravioleta e os géis foram fotografados em sistema de fotodocumentação de 
gel L-PIX.

Etapas Temperatura Tempo N° de ciclos

Desnaturação inicial 94°C 240 segundos 1

Amplificação -- -- --

Desnaturação 94°C 40 segundos 35

Anelamento 56°C 30 segundos                    35

Extensão 72°C 90 segundos                     35

Extensão final 72ºC 420 segundos 1

Resfriamento 4°C Indeterminado ∞

TABELA 2. Estágios do termociclador para realização do PCR das amostras de DNA.

Foram testados dezoito primers ISSR (iniciadores) em diferentes temperaturas 
(TABELA 3) para identificar se haveria amplificação das bandas nos indivíduos da 
espécie Conorhynchos conirostris e qual apresentaria melhor reprodutibilidade para 
caracterização genética da população amostrada.
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Número do Primer Sequencia de bases do Primer Temperatura 0C

ISSR 5 CTCTCTCTCTCTCTCTG 50, 52, 54 e 56

ISSR 6 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 50, 52, 54 e 56

ISSR 8 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 49, 50, 51, 52, 52.8 e 54

ISSR 9 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 50, 52, 54 e 56

ISSR 10 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 50, 52, 54 e 56

ISSR 11 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 49, 50, 51, 52 e 54

ISSR 12 ACACACACACACACACYC 50, 52, 54 e 56

ISSR 13 GGACGGACGGACA 50, 52, 54 e 56

ISSR 14 GGACGGACGGACC 50, 52 e 54

ISSR 15 GGACGGACGGACT 50, 52, 54 e 56

ISSR 16 AACCAACCAACCAACC 50, 52 e 54

ISSR 17 GGACGGACGGACGGAC 50, 52, 54 e 56

ISSR 18 TAGGTAGGTAGGTAGG 50 e 52

ISSR 19 GACAGACAGACAGACA 49, 50, 51, 52, 52.8, 54 e 56

ISSR 20 GGATGGATGGATGGAT 49, 50, 51, 52, 52.8, 54 e 56

ISSR 21 AAGCAAGCAAGCAAGC 50, 52, 54 e 56

ISSR 22 CACTCACTCACTCACT 49 e 51

ISSR 23 GGGTGGGTGGGTGGGT 50, 52, 54 e 56

TABELA 3. Relação dos primers ISSR testados e das temperaturas de anelamento utilizadas.

Após a reação de amplificação as amostras foram coradas por azul de bromofenol 
e 4 μL de brometo de etídio para que se tornassem visíveis refletindo parte da luz 
branca na faixa do azul marinho. Na sequência foram aplicadas em gel de agarose a 
2% e levadas a corridas eletroforéticas na cuba de eletroforese, contendo 200 ml de 
tampão TBE 1x. As corridas eletroforéticas ocorreram com voltagem de 80 V e 100 
mA durante duas horas e trinta minutos.  Depois dessa etapa as placas do gel de 
agarose uma por vez foram expostas à luz ultravioleta e fotografadas em sistema de 
foto documentação de gel L-PIX.

Os resultados obtidos a partir da visualização das bandas de DNA nos géis 
foram transformados em matrizes numéricas binárias com presença (1) e ausência 
de banda (0), para os fragmentos amplificados. A avaliação de polimorfismos foi de 
acordo com Falconer e Mackay (1996), onde um loco para ser considerado polimórfico 
deve apresentar a frequência do alelo mais comum inferior a 0,95. 

A similaridade genética foi calculada por meio do coeficiente de Jaccard, 
utilizando o programa DARWIN. As similaridades obtidas foram agrupadas segundo 
o método UPGMA (método de média aritmética não ponderada) e construído um 
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dendrograma e com base na matriz de similaridade genética foi calculada a análise 
de componentes principais.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÕES

Os resultados obtidos na verificação da presença de DNA nas amostras 
realizada por meio da corrida eletroforética foram positivos. Verificou-se que é 
possível extrair DNA dos tecidos de Conorhynchos conirostris utilizados no trabalho 
validando, portanto, o método proposto por Sambrook, Fritsch e Maniatis, (1989) para 
a espécie. Este resultado coincide com o trabalho de Garcia et al., (2010) que testou o 
protocolo de Fenol: Clorofórmio e outros protocolos para extrair DNA de Odontesthes 
bonariensis e percebeu que o protocolo de Fenol: Clorofórmio apresentou visualmente 
a boa qualidade e quantidade de DNA extraído, sem degradação e contaminação por 
proteína.

Na amplificação dos dezoito primers em temperaturas diferentes, os primers 14, 
15, 16, 17 e 21  amplificaram na temperatura de 52° (FIGURA 1 E 2), o restante não 
apresentaram resultados aceitáveis. Evidenciou-se que os primers que amplificaram 
apresentaram um padrão de bandas polimórfico, tornando estes ótimos candidatos 
a marcadores para estudos genéticos populacionais na espécie estudada. Estes 
resultados estão coerentes com a pesquisa de Gharbawi (2015), que trabalhou com 
Plectropomus areolatus e também foi constado que a técnica ISSR resulta em elevado 
grau de polimorfismo e apresenta alta reprodutibilidade. Nas Figuras 1 e 2 pode-se 
observar os perfis de eletroforese em gel de agarose a 2% utilizando os primers 15 
e 16 em 23 amostras de Conorhynchos conirostris coletados no rio Paracatu, Minas 
Gerias.

FIGURA 1. Perfil de eletroforese em gel de agarose a 2% utilizando o primer 15 em 23 
amostras de Conorhynchos conirostris coletados no rio Paracatu, Minas Gerias.
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FIGURA 2. Perfil de eletroforese em gel de agarose a 2% utilizando o primer 16 em 23 
amostras de Conorhynchos conirostris coletados no rio Paracatu, Minas Gerias.

Através das visualizações dos géis de agorase 2% (FIGURAS 1 e 2) foi possível 
a obtenção de uma matriz de dados binários. Os indivíduos foram analisados com 
base em 75 locus obtidos a partir dos 5 primers ISSR (TABELA 4). Posteriormente os 
dados foram submetidos ao programa DARWIN, que gerou a matriz de coeficiente de 
similaridade. 

      Nº do primer Sequência de bases do Primer Nº total de 
locus

Nº de locus po-
limórficos

ISSR 14 GGACGGACGGACC       16 11
ISSR 15 GGACGGACGGACT       16  9
ISSR 16 AACCAACCAACCAACC       16 12
ISSR 17 GGACGGACGGACGGAC       12  7
ISSR 21 AAGCAAGCAAGCAAGC       15 12
Total       75  51

 TABELA 4. Primers de ISSR selecionados para caracterizar indivíduos da espécie 
Conorhynchos conirostris e o número de locus gerados.

A matriz de dados binários foi base para o cálculo de índice de similaridade 
genética (Jaccard) entre todos os 32 indivíduos do estudo. O valor médio de 
similaridade encontrado entre todas as comparações foi de 0,45. O maior valor de 
similaridade (0,88) foi entre os indivíduos 18 e 19 do rio Paracatu, MG e o menor valor 
(0,07) foi encontrado entre os indivíduos 6 e 17 do mesmo local. Hatanaka e Galetti 
Jr (2003), ao analisar indivíduos do gênero Prochilodus em três locais ao longo do rio 
São Francisco próximo a barragem de Três Marias-MG, encontraram valor mínimo 
do coeficiente de similaridade 0,44, mostrando a pouca similaridade dos indivíduos, 
diferenciando do resultado desse trabalho.  
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A relação de similaridade genética revelada pelo índice de Jaccard entre os 
indivíduos do estudo permitiu a construção de um dendrograma (UPCMA) (FIGURA 
3).

FIGURA 3. Dendrograma baseado no índice de similaridade de Jaccard e método de 
agrupamento UPGMA para os genótipos de Conorhynchos conirostris

Através da matriz de dados de similaridade foi realizado analise de coordenadas 
principais (PCoA) que resultou em dois grupos distintos (FIGURA 4) coincidindo com o 
local de captura. O grupo 1 foi composto por espécimes de Xique-xique, BA, enquanto o 
grupo 2 se formou com indivíduos do rio Paracatu, MG. As duas populações estudadas 
apresentaram similaridade genética intrapopulacional e diferenças interpopulacionais 
entre os indivíduos coletados nas duas localidades.

FIGURA 4. Coordenadas principais e analise estrutural de 32 Conorhynchos conirostris de 
oriundos da Bacia do rio São Francisco.
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4 | 	CONCLUSÕES

•	 Através desde trabalho foi possível montar um banco genético “in vitro” de 
DNA preservado de 32 exemplares de Conorhynchos conirostris, captura-
dos em pontos de regiões estratégicas do rio São Francisco.

•	 O protocolo Fenol: Clorofórmio mostrou-se eficiente para a extração de DNA 
dos exemplares de C. conirostris.

•	 Dos dezoito primers testados, cinco conseguiram amplificar o DNA dos 
exemplares C. conirostris. Assim poderão ser úteis para detectar variabilida-
de genética em populações nativas ou cultivadas desses indivíduos.

•	 Os indivíduos apresentaram um bom índice de similaridade, e a população 
amostrada do rio Paracatu, apresentou maior e menor índice de similaridade 
de espécimes de C. conirostris.

•	 As duas populações estudadas apresentaram similaridade genética intrapo-
pulacional e diferenças interpopulacionais entre os indivíduos coletados nas 
duas localidades.
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