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RESUMO

O tambaqui, Colossoma macropomum, espécie originaria da bacia Amazonica
pertence a ordem Characiformes, familia Characidae, subfamilia Serrasalminae. No
Nordeste do Brasil, o tambaqui foi introduzido na década de 60 pelo Departamento
Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS). O tambaqui esta entre as espécies
mais cultivadas da producédo aquicola nacional devido a suas qualidades como
peixe apropriado para o cultivo. S8o varias as espécies de peixes de importancia na
pesca comercial e na aquicultura que vém sendo estudadas com marcadores
moleculares, entre elas o tambaqui Colossoma macropomum, pois, as
caracteristicas genéticas podem afetar a qualidade das larvas e de estoques juvenis,
influenciando no desempenho zootécnico. Diante disso, objetivou-se caracterizar a
variabilidade genética de estoques de tambaquis (Colossoma macropomum)
cultivados no CIl — AL e Betume, utilizando marcadores moleculares do DNA
mitocondrial, para verificar a variabilidade genética dos reprodutores e
descendentes, visando a qualidade zootécnica. Dentre os genes que compde o DNA
mitocondrial temos, o da ATPase (subunidade seis e 0ito), objeto deste estudo, que
codifica a enzima ATPase, responsavel pela hidrdlise do ATP. Foram realizadas
coletas de nadadeira (adiposa e/ou caudal) e posteriormente extracdes de DNA dos
mesmos, utilizando kit especifico. Apdés a extracdo o DNA foi quantificado,
amplificado via PCR e sequenciado. Os dados gerados pelo sequenciador foram
analisados em programas especificos para a verificacdo da variabilidade genética e
de polimorfismo do DNA como: Dnasp 5.10.1, ARLEQUIN 3.5 e MEGA 6. Os genes
mitocondriais (ATPase seis e oito) foram sequenciados para 118 individuos de
Colossoma macropomum perfazendo um total de 871pb. Foram observados 82
sitios polimérficos e 27 haplétipos, sendo o mais comum H_2 (Cm 2) compartilhado
com 77 individuos pertencentes as duas populacdes amostradas. A AMOVA
mostrou a maior variacdo (98,96%) dentro das populacbes. Os baixos niveis de
variabilidade genética encontrados para os tambaquis analisados (H = 0,6005 para
Ititba e H = 0,4233 para Betume) revelam ndo haver diferengcas genéticas entre as

duas populagdes estudadas e fornecem informagdes para um manejo mais eficaz.

Palavras chave: Piscicultura brasileira, Characiformes, marcador molecular,

diversidade genética, genoma mitocondrial.



ABSTRACT

The Tambaqui, Colossoma macropomum, species native to the Amazon basin
belongs to the order Characiformes, Characidae family, subfamily Serrasalminae. In
northeastern Brazil, tambaqui was introduced in the 60s by the National Department
of Works Against Drought (DNOCS).The Tambaqui is among the most cultivated
species of national aquaculture production due to his qualities as an appropriate fish
for farming. Are many species of fish in the importance of commercial fishing and
aquaculture have been studied with molecular markers, including the tambaqui
Colossoma macropomum thus the genetic characteristics can affect the quality of
larvae and juvenile fish stocks, influencing on the performance. View of this objective
was to characterize the genetic variability of tambaquis stocks (Colossoma
macropomum) cultivated in CIl - AL and Betume, using molecular markers of
mitochondrial DNA to verify the genetic variability of the breeding and descendants,
seeking to zootechnical quality. Among the genes that make up the mitochondrial
DNA have the ATPase gene (six eight subunit), object of this study, which encodes
the ATPase enzyme responsible for the hydrolysis of ATP. Were collected from fin
(adipose and / or caudal) and subsequently DNA extractions thereof, using specific
kit. After extraction the DNA was quantified, amplified by PCR and sequenced. The
data generated by the sequencer will be analyzed in specific programs to verify the
genetic variability and polymorphism of DNA as Dnasp 5.10.1,ARLEQUIN 3.5 and
MEGA version 6.The mitochondrial genome (ATPase six and eight) were sequenced
to 118 individuals Colossoma macropomum in a total of 871 base pairs. Were
observed 82 polymorphic sites and 27 haplotypes, the most commom H_2 (Cm2)
shared with in 77 individuals from the two sampled populations. The AMOVA showed
the greatest variation (98.96%) within populations. Low levels of genetic variability
found for the analyzed tambaquis ( H = 0,06005 para Itidba e H = 0,4233 para
Betume) show there are no genetic differences between the two study populations

and given information for more effective management.

Keywords: Brazilian fish farming, Characiformes, molecular marker, genetic diversity,

mitochondrial genome.



SUMARIO

I ) o Yo [ o= T L 11
o ODJEEIVOS e 14
I VAT T =71 o] [T oY o | == N 15
3.1C0l0SSOMA MACTOPOMUITE ..eviiiiiiiiiiiiiiiieeteeeteesesbseeebeeeeee bbb eeeeeeeneeesnnnenee 15
3.2 IMPOIANCIA ECONOMICEA ... 16
3.3 Variabilidade genétiCa .........cccooeieeiiiiiiiiiici e 16
3.4 Marcador MOIECUIAT .......ccooveieeeieeeeee e 17
3.5 DNA mitocondrial(DNAML) ...coooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
3.6 GENE ATPASE ...t 21
Y = L= = TSR/ =] o Yo [ E 22
4.1 Locais de coleta e coleta de material biolGgQICO .........ccccevveieiiiiiiiiiiiiinneee, 22
4.2 Extracdo e quantificacdo de DNA ... 23
4.3PCR € SEQUENCIAMENTO ....uutuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiabisebeabebbabeebebeenneennnnaane 23
N g = 1LY 25
. ReSUltadoSs € DISCUSSOES .....uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiie bbb eeeeeeeanaee 27
5.1 Analises com todoSs 0S EXEMPIArES .......coovvvviiiiiieeeeeeeeeee e 29
5.2Resultados por localidade amostradas ..........cccoovveeevieveiiiiiiinie e 34
5.3 RepProdutores € PrOgENIES ..........uuuuuuuuuumueeeriirneiiuneeeieereeeeeeeeaeeeeee e 35
B @) o3 ¥ =7 Vo 36
. Referéncias bibliografiCas ... 37

F AN 1) o 42



11

1. INTRODUCAO

Em 2011, a producdo aquicola nacional discriminada por espécies,
demonstrou que a tilapia (Oreochromis niloticus) e o tambaqui (Colossoma
macropomum) foram as espécies mais cultivadas, onde ambas representaram 67%
da producdo nacional de pescado na modalidade (MINISTERIO DA PESCA E
AQUICULTURA,2011). De acordo com Ostrensky et al. (2008), o Brasil possui uma
gama de espécies nativas com potencial para aquicultura continental, no entanto, a
maioria das espécies ndo possui aportes cientificos e tecnoldgicos que viabilizem o
potencial econdmico dessas espécies e praticas zootécnicas adequadas.

No Nordeste do Brasil, o tambaqui foi introduzido na década de 60 pelo
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), tendo o primeiro lote 24
alevinos procedentes de Manaus (ALBUQUERQUE et al., 1981) enviados ao Centro
de Pesquisas Ictiolégicas Rodolpho Von Ihering (Pentecoste, Ceara, Brasil) em
1972. No mesmo ano, o DNOCS introduziu no Centro acima referido mais 98
alevinos desta espécie provenientes do Peru. No entanto, somente em 1974, iniciou
pesquisas visando propagacao artificial do tambaqui (BEZERRA-SILVA, 1984), com
o intuito de povoar acudes e para criacdo em viveiros de engorda (MOLLE &
CADIER, 1992).

Atualmente a CODEVASF (Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Sao
Francisco e do Parnaiba), através do Centro Integrado de lItibba — CII (antigo
CERAQUA), é responsavel pela distribuicdo de alevinos para os piscicultores da
regido do Baixo S&o Francisco, entre eles o tambaqui, que aparece como uma das
principais espécies cultivadas nesta regidao (SILVA & FUJIMOTO,2012).

O tambaqui, Colossoma macropomum (CUVIER, 1818), pertence a ordem
Characiformes, familia Characidae, subfamilia Serrasalminae (NELSON, 2006). E
uma espécie de peixe de grande porte, capaz de atingir 100 cm de comprimento e
pesos superiores a 30 kg (GOULDING & CARVALHO, 1982; SANTOS et al., 2006),
oriunda das bacias do rio Amazonas e do rio Orinoco (SANTOS et al., 2006).

De acordo com Bartley et al. (2001), o tambaqui tem sido alvo de programas
de hibridizagdo nas ultimas décadas e cruzado com diferentes espécies com o
objetivo de produzir individuos estéreis ou produzir espécies diferentes das
progénies. Devido a consideravel fecundidade, a fémea normalmente € selecionada

para este procedimento e cruzada com machos de outras espécies de
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Characiformes, como Piaractus mesopotamicus (Pacu) e Piaractus brachypomus
(Pirapitinga) (GOMES et al., 2012). Esta hibridizac&o visa aliar caracteristicas de
espécies diferentes para produzir um organismo economicamente mais viavel, de
rapido crescimento e mais resistente a doencas e baixas temperaturas (SENHORINI
et al., 1998).

Contudo, em cultivos estabelecidos, a maioria dos plantéis de reprodutores
possuem matrizes com idade bastante avancada e excesso de consanguinidade.
Esta caracteristica genética pode afetar a qualidade das larvas e de estoques
juvenis, influenciando no desempenho zootécnico (CALCAGNOTTO & TOLEDO
FILHO, 2000). A consanguinidade afeta diretamente a variabilidade genética
(diversidade genética), que pode ser definida como a variedade de alelos e
gendtipos presentes no grupo estudado e constitui a forca que da as populacées
capacidade de suportar pressdes ambientais, diminuindo o risco de extincdo. Pode
ser medida usando-se estimativas genéticas como polimorfismo, heterozigosidade
média e diversidade alélica (FRANKHAM et al., 2002). Segundo Lopes et al. (2009)
o nivel de variabilidade genética dos estoques de reprodutores depende do manejo
reprodutivo, da origem, do numero de reprodutores utilizados e da diversidade
genética dos peixes que formam o estoque.

Na piscicultura brasileira, ha uma tendéncia das matrizes serem peixes que
possuem baixa variabilidade genética ou um alto grau de parentescos entre 0s
mesmo. Este fato se deve a fatores como: utilizacdo de baixo numero de
reprodutores, formacéo de lotes de reprodutores a partir de outras pisciculturas com
problemas de endogamia e a falta de recursos para obter matrizes de boa qualidade
(EMBRAPA, 2012).

Devido sua importancia o tambaqui atualmente faz parte do projeto
AQUABRASIL da EMBRAPA, gue tem por objetivo contribuir com a modernizacéo
das cadeias produtivas da aquicultura no Brasil, estabelecendo programas de
melhoramento genético de quatro espécies de interesse para a aquicultura
(RESENDE, 2009).

Entre as varias espécies de peixes produzidas em escala comercial no Brasil
estd o tambaqui (Colossoma macropomum), dentre suas qualidades como peixe
apropriado para o cultivo estdo: boa adaptacdo ao cativeiro, carne saborosa e
consistente, rapido crescimento, facil manuseio, grande rusticidade, habito alimentar

onivoro, propagacdo artificial e producdo de alevinos em grande escala, 6tima
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aceitacdo no mercado e pode ainda ser cultivado juntamente com outras espécies
de peixes em sistemas de policultivo (CODEVASF, 1993, 2013).

Sendo assim, o conhecimento sobre a variabilidade genética se mostra uma
ferramenta capaz de auxiliar e/ou melhorar o manejo dos reprodutores, a qualidade
dos organismos cultivados e consequentemente uma maior qualidade dos alevinos
produzidos e que estardo sendo cultivados por piscicultores na regido do Baixo Séao

Francisco.
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2. OBJETIVOS

GERAL:

Caracterizar a variabilidade genética de estoques de tambaqui (Colossoma
macropomum) cultivados no Centro Integrado de Itidba (ClI-AL) e do Centro
Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura de Betume — CODEVASF/42 SR,
utilizando marcadores moleculares do DNA mitocondrial, a fim de verificar a

qualidade genética dos reprodutores e descendentes.

ESPECIFICOS:

e Verificar a variabilidade genética de reprodutores e progénies cultivados no
ClI - AL, utilizando o gene da ATPase subunidade 6 e 8 do DNA mitocondrial;

e Fornecer dados que auxiliem na conservacédo e/ou aumento da variabilidade

genética do estoque de reprodutores visando a qualidade zootécnica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Colossoma macropomum

O tambaqui, Colossoma macropomum (CUVIER, 1818), pertence a ordem
Characiformes, familia Characidae, subfamilia Serrasalminae (NELSON, 2006). Os
Characiformes estdo distribuidos em 23 familias, cerca 270 géneros e
aproximadamente 1680 espécies. Desse total de espécies, 209 ocorrem na Africa e
as restantes apresentam-se distribuidas pela regido Neotropical, onde atingem sua
maior diversidade, representando 30% da ictiofauna (NELSON, 2006). Esta ordem
apresenta pequeno ou nenhum cuidado parental, periodos reprodutivos curtos,
possui fecundidade intermediéria a alta (VAZZOLER, 1996).

E uma espécie de peixe de grande porte, capaz de atingir 100 cm de
comprimento e pesos superiores a 30 kg (GOULDING & CARVALHO 1982;
SANTOS et al., 2006); oriunda das bacias do rio Amazonas e do rio Orinoco € uma
espécie de vida longa (de pelo menos 13 anos); onivora (adultos se alimentam
basicamente de frutos e sementes e utilizam o zooplancton como complemento
alimentar); apresenta desova total e uma alta fecundidade, com um nimero médio
de 78 ovdcitos por grama de peso corporeo (SANTOS et al., 2006).

De acordo com Vieira et al. (1999), o tambaqui, € uma espécie migradora, com
fecundacdo externa e sem cuidados com a prole. Com o periodo reprodutivo
estendendo-se de setembro a fevereiro (VILLACORTA CORREA & SAINT-PAUL,
1999).

Figura 1: Exemplar de tambaqui Colossoma macropomum adulto.
Foto: Jonas Aguiar.
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3.2 Importancia econémica

Entre as varias espécies de peixes produzidas em escala comercial no Brasil
estd o tambaqui (Colossoma macropomum), dentre suas qualidades como peixe
apropriado para o cultivo estdo: boa adaptacdo ao cativeiro, carne saborosa e
consistente, rapido crescimento, facil manuseio, grande rusticidade, habito alimentar
onivoro, propagacao artificial e producdo de alevinos em grande escala, 6tima
aceitacdo no mercado e pode ainda ser cultivado juntamente com outras espécies
de peixes em sistemas de policultivo (CODEVASF, 1993, 2013).

Em cativeiro aceita bem a racdo peletizada e extrusada, sendo a segunda
mais sugerida. Dependendo do nivel de tecnologia empregado, a produtividade do
tambaqui pode variar de 1,5 a 10 toneladas por hectare/ano. A temperatura é a
maior restricdo a essa espécie, seu metabolismo é reduzido a temperaturas abaixo
de 22° C e inferiores a 16 °C pode levar a morte (CODEVASF, 2013). Esta espécie
pode ser criada em qualquer sistema de cultivo, especialmente no Nordeste do
Brasil, onde as condi¢fes climaticas séo ideais ao seu desenvolvimento (PONZI
JUNIOR, 2013).

A piscicultura de tambaqui na regido Baixo S&o Francisco apresenta-se como
uma atividade recente, com menos de 20 anos de producdo e a maioria dos
piscicultores estdo na atividade de 1 a 10 anos. O sistema de producao familiar
nesta regido é semi-intensivo, caracterizada por viveiros de terra com o plantio de
outros tipos de cultura e criagdes de outros animais, como ovinos e patos. A forma
de comercializacao se da por vendas diretas ao consumidor como em feiras livres e
nas portas das pisciculturas ou a atravessadores (SILVA & FUJIMOTO, 2012).

Além da preservacdo dos ecossistemas, a piscicultura € uma ferramenta que
garante o estabelecimento da demanda por pescado, principalmente pelo tambaqui,
devido ao continuo aumento populacional e a natureza ndo prover a quantidade de
pescado que a sociedade deseja, sendo entdo a demanda suprida pela criacdo em
cativeiro (IZEL et al., 2013).

3.3 Variabilidade Genética

Variabilidade genética (diversidade genética) pode ser definida como a

variedade de alelos e gendtipos presente no grupo estudado, e constitui a forca que
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da as populacfes capacidade de suportar pressfes ambientais, diminuindo o risco
de extincdo. Pode ser medida usando-se estimativas genéticas como polimorfismo,
heterozigosidade média e diversidade alélica (FRANKHAM et al., 2002). O nivel de
variabilidade genética dos estoques de reprodutores depende do manejo
reprodutivo, da origem, do numero de reprodutores utilizados e da diversidade
genética dos peixes que formam o estoque (LOPES et al., 2009). De acordo com
Calcagnotto & Toledo Filho (2000), o conhecimento da variabilidade genética é de
grande importancia para a conservagdo e manejo bem sucedidos de espécies de
peixes. Essa ferramenta num determinado estoque é de grande interesse para
empresas e piscicultores que trabalham almejando a qualidade dos produtos
provenientes de cultivo e 6timo desempenho zootécnico. A perda da diversidade
genética reduz o potencial evolutivo e estd também associada com a reducgdo do
sucesso reprodutivo (FRANKHAM et al., 2008). De acordo com Santos (2010), se os
organismos cultivados passam por uma reducdo da variabilidade genética, estes
poderdo estar mais susceptiveis a doencgas, como parasitoses, podem ter menores
indices de sobrevivéncia e menor sucesso reprodutivo.

De acordo com Porta et al. (2006), os efeitos do manejo e selecdo das
matrizes (reprodutores) podem representar um conjunto de caracteristicas
responsaveis pela drastica reducado da variabilidade genética em apenas uma
geracdo. O monitoramento da variabilidade genética e endogamia em estacdes de
piscicultura sdo indispensaveis a manutencdo da capacidade adaptativa de uma
espécie (SAURA et al., 2006). Os altos niveis de endogamia podem apresentar
aspectos como: diminuicdo na taxa de crescimento, taxas de sobrevivéncia baixas,
organismos mais susceptiveis as doencas, deformidades na coluna vertebral e na
formacao dos opérculos (EMBRAPA, 2012).

3.4 Marcador Molecular

7

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), marcador molecular é todo e
qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso, como isoenzimas ou de
um segmento especifico de DNA. A importédncia dos marcadores moleculares
abrange desde as questfes evolutivas até a elaboragdo de programas de manejo
para uso em conservacdo, auxiliando também no planejamento do manejo

adequado dos estoques cultivados em piscicultura. Em unidades de cultivo, os
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marcadores moleculares sdo ferramentas amplamente utilizadas na selecdo de
linhagens e programas de melhoramento de caracteristicas tais como crescimento e
ganho de peso (MARQUES, 2002). Para isso uma ampla variedade de marcadores
moleculares tem sido utilizada pelos programas de aquicultura como DNA
mitocondrial, RFLP, RAPD e microssatélites (LIU & CORDES, 2004).

Uma grande contribuicdo a biologia molecular foi a técnica PCR (Reac¢do em
Cadeia da Polimerase) desenvolvida por Kary Mullis em 1983 (REGITANO, 2001
apud POVH et al.,, 2008), que consiste na amplificacdo de DNA (obtencdo de
milhdes de copias de fragmentos especificos de DNA) por meio da enzima DNA
polimerase e dos oligonucleotideos (iniciadores/primers) sobre o DNA molde
(HARTL & CLARK, 2010).

Os marcadores SSR (Simple Sequence Repeats- Sequéncias Simples
Repetidas) ou microssatélites sdo sequéncias no DNA constituidas de um a seis
nucleotideos de comprimento repetidos lado a lado no genoma dos eucariotos,
caracterizam-se por serem codominantes, multialélicos, abundantes, aparentemente
distribuidos por todo o genoma (BUSO et al., 2003), além de ser o marcador que
possui 0 mais elevado conteudo de informacdo de polimorfismo (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Entre os marcadores moleculares o RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism - Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo) tem
como caracteristica a codominancia o que o torna vantajoso para estudos da
estimativa da variabilidade genética populacional e geracdo de arvores filogenéticas
(MARQUES, 2002).

Existe ainda o RAPD ((Randomly Aplified polymorphic DNA- Polimorfismo de
DNA Amplificado ao Acaso), que detecta polimorfismos sem a necessidade de
conhecimento prévio das sequéncias utilizadas. Em estimativas de variabilidade e
similaridade entre populacdes, este marcador possibilita a inferéncia da historia
recente de determinadas populacbes (MARQUES, 2002). Para Pohv et al. (2008),
esta técnica € uma ferramenta potencial para o monitoramento da variacdo genética
de populacdes, devido ao baixo custo e simplicidade, pode ser usada como técnica
complementar no manejo reprodutivo com o intuito de minimizar as perdas da
variabilidade genética das progénies.

Atualmente os marcadores moleculares tem sido utilizados no estudo de muitas

espécies de peixes com grande participacdo comercial, com a finalidade de
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conhecer a variabilidade genética, entre elas podemos citar: a pescada Plagioscion
squamosissimus (GALLETTI, 2009), o tambaqui Colossoma macropomum
(SANTOS, 2010) e (SANTOS et al., 2007), o pirarucu Arapaima gigas (HRBEK et
al.,2005), o bagre Brachyplatystoma rousseauxii (BATISTA & ALVES-GOMES,2006),
a pescada-gé Macrodon ancylodon (SANTOS et al., 2006), a tildpia Oreochromis
niloticus linhagem Gift (genetically improved farmed) (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et

al., 2013), o aruana branco Osteoglossum bicirrhosum (SILVA, 2009) entre outros.

3.5 DNA Mitocondrial (DNAmt)

De acordo com Meyer (1993), o DNA mitocondrial (DNAmt) animal tem
aproximadamente 16.500 pares de bases (pb), distribuidos em 13 genes
codificadores de proteinas (sete subunidades da NADH desidrogenase, trés
subunidades da citocromo C oxidase, duas subunidades da ATP sintetase (6 e 8) e
o citocromo b); 22 de RNAs transportadores (RNAt); dois de RNA ribossémicos (12S
e 16S) totalizando 37 genes. Existe ainda uma regido ndo codificadora denominada
regido controle (D-loop) que contém os sitios de iniciacdo para replicacdo do DNA
mitocondrial e transcricdo do RNA (Figura 02).

genoma

mitocondrial

Figura 2: Esquema do genoma mitocondrial (modificado de Meyer, 1993).

Para a maioria dos animais, o DNAmt é haploide e de heranca materna
(BEAUMONT et al.,, 2010; MEYER, 1993; DUHAM, 2004). Dentre 0os genes que
compde o DNAmt, temos o gene da ATPase (subunidade seis e oito), que codifica a
enzima ATPase, responsavel pela hidrélise do ATP (LEHNINGHER, 2004). Por ser
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um gene codificante, tem como caracteristica principal ser mais conservado que 0s
outros seguimentos do DNA mitocondrial, como a regido controle (D-loop) (ARIAS et
al., 2003; LUI, 2010).

A taxa de mutacdo do DNAmt € superior ao genoma nuclear devido a baixa
capacidade de reparo da enzima DNA polimerase e a alta exposicdo da molécula de
DNA aos agentes oxidativos gerados durante o processo de respiracao celular
(BEAUMONT et al.,, 2010; MEYER, 1993). Dentre as regides do DNAmt, a regiao
controle é chamada de hipervaridvel, porque € a que mais acumula mutacdes
(BUDOWLE et al.,, 2003), permitindo assim estudos sobre evolucdo recente
(BEAUMONT et al., 2010).

Os marcadores moleculares mitocondriais tém sido amplamente adotados em
estudos genéticos, pois, entre suas principais caracteristicas estdo a grande
variacdo nucleotidica, sua estrutura e organizacao simples (AVISE 1994,2000 apud
SCHNEIDER, 2007).

Hrbek et al. (2005), em estudo com Arapaima gigas (pirarucu), verificou niveis
de variabilidade genética baixos tendo como uma possivel causa a sobre exploragéo
dos estoques naturais e a possibilidade da espécie formar uma Unica populacéo.
Farias et al. (2010), utilizando a regiao controle do DNAmt de C. macropomum,
observaram que as corredeiras do rio madeira ndo constituiam uma barreira ao fluxo
génico entre as populacdes da Amazodnia brasileira e boliviana. Sivasundar et al.
(2001), estudando a ATPase (subunidade seis e 0ito) e a regido controle do género
Prochilodus em diferentes rios das bacias da América do Sul encontraram baixa
distancia genética entre os peixes, e 0s haplétipos localizados para estas regifes
nas diferentes bacias formaram grupos monofiléticos. Haplétipo pode ser definido
como variacbes na sequéncia de pares de base (FUTUYMA, 1992). Segundo
Frankham et al. (2008), pode também ser definido como gendétipo haploide, ou, a
composicdo alélica de varios locos diferentes em um cromossomo. Santos et al.
(2006), aliando analises morfométricas quantitativas da forma do corpo e sequéncias
do gene Citocromo b em Macrodon ancylodon (pescada-g0) constataram
diversidade nucleotidica baixa e niveis de diversidade haplotipica variando de
moderada a elevada, podendo o padrdo genético das populacbes tropicais e
subtropicais indicar expansao populacional recente e de constituirem um grupo

monofilético.
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3.6 Gene ATPase

Gene pode ser definido como unidade fisica e funcional da hereditariedade,
que carrega informacao de uma geracdo para a seguinte. Em termos moleculares, é
a totalidade da sequéncia de DNA necessaria para a producdo de uma proteina
funcional, ou RNA ( LODISH et al.2000).

O tamanho deste gene é de aproximadamente 850 pares de bases. Estudos do
genoma mitocondrial completo de Piaractus mesopotamicus (PIMENTEL et al.,
2014) e com Myleus sp. (NATAKANI et al., 2011) comprovam esta afirmacao, pois
encontraram para este gene, 851 pb correspondente a subunidades 6 e 8 do
DNAmt. Outros autores, como Habib et al. (2012) e Xin-Hong et al. (2004) para a
mesma regido do DNAmt, encontraram 842 pb, devido a uma regidao de
sobreposicao de 10 pares de bases entre as subunidades 6 e 8 da ATPase.

O gene da ATPase, tem sido utilizado para deducdes sobre aspectos
evolutivos, populacionais e filogeogréaficos de espécies de peixes (BERMINGHAM &
MARTIN, 1998; SIVASUNDAR et al., 2001; PERDICES et al., 2002). Ainda segundo
com Zardoya & Meyer (1996) o gene da ATPase € pobremente apropriado para
estudos filogenéticos, mas um dos mais recomendados para estudos fitogeograficos
e de diversidade genética (BERMINGHAM & MARTIN, 1998 ).

Xin-Hong et al. (2004) e Yan et al. (2009), sugere que genes da ATPase
subunidades 6 e 8 sdo marcadores genéticos Uteis para 0 monitoramento das
genealogias e das variacdes que ocorrem nas progénies.

Estudos realizados na Amazonia com populacdes selvagens como os de
Santos (2010) com a espécie C. macropomum e Silva (2009) utilizando exemplares
de Osteoglossum bicirrhosum reforcam a afirmacédo de que o gene da ATPase é
adequado para analises de variabilidade genética, pois utilizaram esta ferramenta
molecular nas populacdes estudadas e puderam inferir a estrutura populacional das
espécies alvos e sua distribuicdo ao longo da bacia Amazbnica por meio das

diferenciacdes genéticas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Locais de coleta e coleta de material bioldgico

As coletas foram realizadas nas instalacdes do Cll (Centro Integrado de Itiba
- Centro de Referéncia em Aquicultura da Companhia de Desenvolvimento dos
Vales do S&o Francisco e do Parnaiba - (CODEVASF) no municipio de Porto real do
Colégio (AL), responsavel pela distribuicdo de alevinos para 0s piscicultores da
regido do Baixo S&o Francisco, sendo obtidas no total 199 nadadeiras adiposa e/ou
caudal dos exemplares (25 reprodutores e 174 progénies) e 45 reprodutores do
Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura de Betume — CODEVASF/42
SR, localizado no municipio de Neopolis (SE), totalizando 244 individuos.

As nadadeiras foram colocadas em tubos tipo eppendorf devidamente

identificados contendo etanol 95% e armazenadas em freezer a - 10° C no

laboratério de genética molecular do CII.

Figura 3: InstalagBes do Centro Integrado de ltiiiba- Cll. Fotos: Sérgio Antdnio Medeiros Marinho.
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4.2 Extracdo e quantificacdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega Corporation, Madison, WI, USA) conforme instru¢cdes do

fabricante (anexo ). As amostras de tecido passaram pelos seguintes estagios:

- Lise das membranas plasmaticas e nucleares com 600 uL da solucédo Nuclei
Lysis Solution;

- Digestao de proteinas com 30 uL Proteinase K;

- Degradacao do RNA com 5 pL RNase;

- Remocdo ou separacdo das proteinas celulares com 200 uL Protein
Precipitation Solution deixando somente o DNA gendmico;

- Precipitacdo do DNA com 600 pL isopropanol e purificacdo (lavagem) com
600 uL etanol,

- Reidratacdo do DNA com 100 uL Rehydration Solution.

- Armazenamento em freezer.

Depois da extracdo o DNA foi aplicado em gel de agarose 0,8% corado com
SYBR® Safe DNA e submetido a eletroforese, que permitiu verificar a quantidade e
qualidade dos fragmentos extraidos (quantificacdo), nesta etapa o DNA extraido das
amostras foi comparado com marcador de peso molecular conhecido (Low DNA

mass- Invitrogen).

4.3 PCR e Sequenciamento

O gene ATPase foi amplificado via PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
utilizando o Kit comercial para PCR Top Taq '™ Master Mix (Qiagen) (Tabela 1).
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Reagentes

Volumes utilizados

Kit PCR Qiagen (TopTaq Master Mix 2X.

Componentes:Tampéo Tris-KCL, MgCl,, dNTPs, enzima Taq 10 pL
polimerase

Coral (10x) 1,5 uL

Iniciador especifico ATP 8.2_L8331 (2 uM)’ 1.5 UL

Iniciador especifico CO3.2_H9236 (2 uM)’ 1,5 L

Agua ultrapura 15 uL

DNA 4L

Volume final 20 pL

Tabela 1: Condi¢des de PCR utilizadas neste trabalho.

*Iniciadores ATP 8.2 L8331 e CO3.2_H9236(Sivasundar et al. (2001)

A amplificacédo foi realizada utilizando o termociclador onde as amostras

foram submetidas a diferentes ciclos de temperaturas de acordo com o quadro 1.

Quadro 1 : Etapas de PCR com respectivos temperatura e tempo.

Etapas Temperatura (° C) Tempo (minutos)
Desnaturacao inicial 92 2
Desnaturacdo 92 1
Anelamento (hibridizac¢éo) 50 |35 ciclos 1
Extenséo 72 2
Extensao final 72 5
Conservacéo das amostras 4 -

Para verificar a eficiéncia da amplificacdo foi aplicado 2 yL do produto de

PCR em gel de agarose a 1% corado com SYBR® Safe DNA e para comparacao foi

utiizado 4 pL de marcador 100bp (DNA ladder - Invitrogen) para estimar a

concentracdo do PCR. Cerca de 30 minutos foram necessarios para migracdo das

amostras no gel a 100 volts, que posteriormente foram visualizadas e registradas no

transiluminador.

Apés a confirmacdo da amplificagcdo, as amostras com 40 ng/pL ou mais

foram enviadas a Macrogen (Seul, Coréia do Sul) para o sequenciamento, utilizando

iniciador ATP 8.2 18331 (2 pmol/uL) especifico para o gene da ATPase. As

sequéncias obtidas foram entdo alinhadas no programa Clustal W (THOMPSON et
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al., 1994) implementado no programa Bioedit 7.2.5 (HALL, 1999) e editadas no

mesmo programa.

4.4 Andlises

O gene da ATPase de C. macropomum, foi checado e comparado com o
mesmo gene dos Characiformes Myleus sp e Piaractus mesopotamicus, cujo
genoma mitocondrial completo esta disponivel no GenBank, para fins de
identificacdo e comparacao.

Através do programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013) foi possivel traduzir o
gene sequenciado em aminoacidos hipotéticos para determinar se o fragmento
obtido realmente correspondia ao gene de interesse. A sequéncia de aminoacidos
gerada pelo MEGA 6 (TAMURA et al., 2013) foi entdo comparada com as
disponiveis no GenBank para verificacdo da proteina.

Adicionalmente o mesmo foi realizado no GenBank, onde uma sequéncia de
nucleotideos foi selecionada, traduzida e comparada com as depositadas no banco
de dados do GenBank, através da ferramenta BLASTtx.

As analises de polimorfismo de DNA foram realizadas no programa Dnasp
5.10.1 (ROZAS et al., 2010), entre os parametros calculados estdo: a) diversidade
haplotipica (H), que € a probabilidade de cada duas sequéncias serem distintas; b)
diversidade nucleotidica (1), que indica a quantidade média de diferencas
nucleotidicas por sitio; ¢) numero total de mutacdes (Eta) e também a porcentagem
das quatro base nitrogenadas encontradas no conjunto de sequéncias. A
variabilidade genética foi também verificada utilizando o ARLEQUIN 3.5
(EXCOFFIER & LISCHER, 2010).

Foram também observados o namero de haplétipos nos programas Dnasp
5.10.1 (ROZAS et al.,, 2010) e ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010).
Para a construcédo da rede de hapldtipos foi utilizado o programa Network versao
4.6.1.3 (BANDELT et al,1999).

Utilizando o programa ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010) foi
obtido o numero de mutag¢des, em outras palavras, as substituicdes de bases, como

as transicbes (troca de uma base por outra que possui caracteristica quimica
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semelhante, ou seja, purina por purina ou pirimidina por pirimidina) e as
transversdes (substituicdo de bases com caracteristicas quimicas diferentes, ou
seja, purina por pirimidina) (PAGE & HOLMES, 1998). Através do programa
mencionado acima também foi calculada a AMOVA (Analise de Variancia Molecular)
calcula o grau de diferenciacdo e estruturacdo das populacdes, sendo 0s niveis
hierarquicos de diferenciacdo populacional, entre populacdes e dentro das
populacées. Na AMOVA, também é possivel calcular o Fsr, indice este que reflete a
quantidade de endocruzamentos em uma populacédo, estimando a diferenciacao

populacional a partir da variancia das frequéncias alélicas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 174 amostras apresentou boa qualidade e quantidade de DNA
(quantificagéo) (Figura 04), estas foram entdo selecionadas para a etapa seguinte
gue consistia na amplificacdo (PCR) do fragmento desejado. A PCR gerou 125
amplificacBes positivas (Figura 05). Para o sequenciamento foram selecionadas 122,
gue representaram os melhores produtos de PCR e 118 foram selecionadas para

analises.

MM 30 31 32 33 34 35 36 37

wQHEQHTﬁw;

Figura 4: Fotografia do gel de agarose mostrando a concentracdo de DNA em
individuos de C. macropomum. Amostra de DNA contém 100 ng/ UL, exceto a 25 que
contém 80 ng/ yL. MM- Marcador Molecular Low DNA Mass Ladder.
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MM 213 218 219 222 229 232 236 237 238 243

- e e e - ‘. - -

Figura 5: Fotografia do gel de agarose mostrando o perfil dos fragmentos produzidos
(800 pbs) pelo primer ATP8.2 L8331 em individuos de C. macropomum. MM-
Marcador Molecular (100 pb) (DNA ladder - Invitrogen).

Por meio do programa MEGA 6 (Tamura et al 2013) o gene sequenciado foi
traduzido em aminoacidos hipotéticos e verificado que o fragmento obtido realmente
correspondia ao gene ATPase. Posteriormente, por meio da ferramenta BLAStx
(GenBank), foi novamente constatado que se tratava do gene ATPase 6 e 8 do
DNAmt (figura 6).

1 125 25 5 $00 625 7?0 44
] 1 ] 1
RF #1 — o ————— —
Non=-specific ATPS
hits

Superfanilies | aTP-swt.8 superfanily

1 15 250 37I$ So0 625 7?‘ 844
RF 43 I — e ———— T —
Non-specific 6
hits ATP-synt A

RTP_synthase_subunit_a
PRK13419

Superfanilies ATP-synt_A superfamily

Figura 6: Resultado da traducao do segmento amplificado realizada no GenBank.
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5.1 Andlises com todos os exemplares

O sequenciamento de 118 amostras gerou um total de 871pb para cada
amostra, porém foram utilizados para as anélises 841 pb, que corresponde as duas
subunidades (6 e 8) do gene da ATPase.

Foram observados 27 haplétipos (anexo 1), sendo trés compartilhados e 24
haplotipos Unicos (tabela 2). Santos et al. (2010), estudando populagdes naturais de
tambaqui com a regido ATPase, também encontraram um maior numero de
haplétipos Unicos, dos 444 haplétipos apenas 44 eram compartilhados e 400 eram

unicos

Tabela 2: Haplétipos totais encontrados

Quantidades de

. Individuos Localidades
haplétipos

Haplétipos

H_1(Cm 01) 1 01 ltiiba

02, 10, 12, 34,40, 43, 46, 47, 48,
49, 51, 55,56, 57, 62, 63,64, 65,
68,71, 72,74, 75, 78, 79, 82, 83,
84, 85, 86, 87, 89, 91, 95, 97, 98,
105,106, 108, 110, 112, 127,
H_2(Cm 02) 77 132, 149, 151, 161,189,190, 191, Itilba e Betume
192, 193, 194, 195, 196, 197,
198, 199, 209, 210, 211, 212,
213, 216, 219, 220, 222,
223,234, 235, 236, 237, 238,
239, 241,242 e 243

H_3(Cm 03) 03 Itidba
04, 05, 20, 21,23, 28, 29, 32, -
H_4(Cm 04) 13 33.37. 70, 229 e 232 Itilba e Betume
H_5(Cm 05) 1 06 Itidba
H_6(Cm 06) 1 07 Itidba
H_7(Cm 07) 1 08 Itidba
H_8(Cm 08) 1 09 Itidba
H_9(Cm 09) 1 13 Itidba
H_10(Cm 10) 1 15 Itidba
H_11(Cm 11) 1 16 ltitba
H_12(Cm 12) 1 17 ltilba
H_13(Cm 13) 1 18 Itidba
H_14(Cm 14) 1 19 Itidba
H_15(Cm 15) 4 22,31,218 e 240 Itilba e Betume
H_16(Cm 16) 1 24 Itidba
H_17(Cm 17) 1 27 Itidba
H_18(Cm 18) 1 30 Itidba
H_19(Cm 19) 1 35 Itidba
H_20(Cm 20) 1 36 Itidba
H_21(Cm 21) 1 45 ltilba
H_22(Cm 22) 1 50 Itidba
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H_23(Cm 23) 1 53 Itiuba
H_24(Cm 24) 1 60 Ititba
H_25(Cm 25) 1 80 Ititba
H_26(Cm 26) 1 214 Betume
H_27(Cm 27) 1 215 Betume

Constatou-se 756 sitios monomorficos e 85 polimorficos. O numero
encontrado de mutacdes totais foi de 94 (Eta), sendo, transicfes 41 e transversdes
53.No estudo de Santos et al. (2010), foram observadas 234 mutacdes (Eta), destas
mutacgdes observadas, 193 consistiam de transi¢coes (TS) e 41 transversoes (TV).

Santos et al. (2007), trabalhando com a regido controle de tambaquis de
ambiente natural, obteve um total de 1077 pb, 47 haplétipos Unicos e apenas um
compartilhado, 71 sitios eram variaveis, com 59 transi¢des e 12 transversfes. Com
os dados obtidos foi possivel verificar uma tendéncia de aparecimento de haplétipos
anicos, também encontrados nas populacdes naturais. Em populacdes de cativeiro,
o fato de terem sido observados haplotipos Unicos, pode ser devido ao fato da
populacao ter um pequeno tamanho devido ao efeito fundador. Sendo assim, inicia-
se o0 periodo de expansdo populacional e com isso originando mutacfes e o
aparecimento de novos haplétipos dentro da populacdo. Posteriormente, alguns
individuos cultivados ou um grupo deles sao selecionados e se tornam fonte de
diversidade que ird originar as proximas geracoes.

Os resultados obtidos por Santos (2010) e Santos (2007) em relagdo as
mutacBes concordam com a afirmacdo de Page & Holmes (1998), em que as
transicfes sdo mais frequentes que as transversdes porque modificam menos a
estrutura do DNA. Porém neste foi verificado um maior numero de transversées, que
segundo Meyer (1993) pode estar relacionado as transversdes terem a capacidade
de apagar o registro prévio de transicbes, sendo acumuladas lentamente e deste
modo ultrapassam o namero de transicoes.

O haplétipo mais comum H_2 (Cm 02) foi compartilhado por 77 individuos
este foi seguido pelo haplétipo H_4 (Cm 04) com 13 individuos (figura 6). Em relacdo
ao compartilhamento dos haploétipos, verificou-se que os haplétipos: H 2, H 4 e
H 15, estdo presentes nas duas localidades amostradas (Itiba e Betume). O
compartilhamento de haplétipos se deve ao efeito fundador, pois, individuos de

Itilba foram levados para compor o plantel de Betume.
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Uma rede com os 27 haplotipos € mostrada (figura 6), sendo possivel
observar a presenca de varios haplotipos Unicos e menor quantidade de haplétipos

compartilhados.

Ha2r@h—H26@p

H3C——
H 21— et

H 23 H 2500

Figura 7: Rede de haplotipos das subunidades 6 e 8 do gene codificador da ATPase, construida no
programa Network 4.6.1.3. Os circulos azuis pequenos representam haplétipos ndo amostrados.
Haplétipos: Betume — vermelho e ltilba —amarelo.

A diversidade haplotipica encontrada foi igual a 0,564 e a diversidade
nucleotidica 0,00482, ambas sdo consideradas baixas se comparados com o0s
resultados de populacdes selvagens (Santos, 2010) utilizado também a ATPase em
qgue observou grande diversidade haplotipica (h=1.000 a 0,984) e diversidade
nucleotidica (0.0095 a 0.0133). Em populac¢des naturais, podemos perceber que a
variabilidade genética das mesmas se mantém a niveis elevados quando
comparados aos de cativeiro. Alguns cultivos podem introduzir haplotipos no seu
estoque provenientes de populagbes naturais quando a obtencdo das matrizes ou
reposicdo das mesmas se d& por coletas de juvenis. Como descrito por Aguiar

(2012), onde as populagbes de reprodutores (H=0,93) apresentaram diferencas
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discretas quando comparadas com as populacées naturais (H= 0,99). Esse fato é
devido a uma pratica na regido, em que piscicultores coletam juvenis da natureza e
misturam ao seu estoque cultivado, introduzindo assim novos haplotipos.

Gomes et al. (2012), trabalhando com a regido controle (D-loop) encontraram
menor nimero de haplétipos, com 93 individuos de tambaqui obtiveram apenas dois
haplétipos a partir de 10 pisciculturas localizadas no norte do pais, o que caracteriza
uma variagdo genética muito baixa para um cultivo. Para a mesma regidao, Aguiar et
al. (2012), encontraram 18 haplétipos e altos valores de diversidade haplotipica
(H=0.84) para 63 exemplares de 15 pisciculturas do oeste do Para, fato este que
difere do encontrado por Gomes et al. (2012) . Mesmo com estas contradi¢cdes foi
possivel verificar que, estudos sobre pisciculturas com tambaquis revelam reducao
da variabilidade genética, que pode ser devido ao manejo utilizado, a selecédo das
matrizes, o numero de reprodutores utilizados, aumentando os niveis de endogamia.

A composicao nucleotidica observada nas 118 sequéncias foi de 29,38% para
adenina, 33,40% para citosina, 25,43% para timina e 11,79% para guanina,
mostrando uma baixa porcentagem de guanina (grafico 1) . Este evento € chamado
de tendéncia anti-G, esta forte tendéncia contra a guanina € padrdo para o genoma
mitocondrial (MEYER, 1993). De acordo com Xia (1996), esta carateristica pode ser
devido a preferéncia por adenina (A) durante a transcricdo do RNA mensageiro, por
ser o ATP o ribonucleotideo mais disponivel nas mitocéndrias, 0 que tornaria a
transcricdo muito mais eficiente. Clayton (1982) explica que a selecdo contra a
guanina pode ser devido a menor estabilidade deste nucleotideo na fita leve, durante

a replicagcdo do DNAmt.

Composicao nucleotidica
35,00% -

30,00% -

25,00% - mC

20,00% - mT
15,00% - mA

mG
10,00% -

5,00% -

0,00% T T T T
C T A G

Gréfico 1: Média das frequéncias de bases nucleotidicas, dos 841 pb
sequenciados das subunidades 6 e 8 da ATPase de C. macropomum
mostrando a tendéncia anti-guanina.
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Tabela 3: Panorama geral de estudos com DNAmt em Colossoma macropomum e indices de

diversidade genética.

Aguiar (2013) Santos (2010) Gomes (2012) Presente estudo
Regido do DNAmt D-loop ATPase D-loop ATPase
Populagbes SCeall\t/i?/g?rgil(oszl)) Selvagens Cativeiro Cativeiro
N 153 539 93 118
Pb 703 732 505 841
Hap. totais 67 444 2 27
Hap. Unicos 51 400 1 24
Hap. comp. 16 44 1 3
Eta * 234 * 94
TS * 193 * 41
™ » 41 * 53
H Ca?i\e;gli?g?r(])sﬁgge?o?% 1.000 a 0,984 * 0,564
T Selvagens 0.016e 5495 4 0 0133 * 0,00482

Cativeiro - 0,013 a 0,015

Legenda: N - nimero de individuos; Hap. — Haplétipos; Comp.- compartilhado; Eta — Mutagfes totais; TS —
Transi¢Oes; TV- Transversdes; H - diversidade Haplotipica e « - diversidade nucleotidica.

* [ndices ndo observados

Uma andlise feita retirando trés individuos considerados como mais
divergentes (individuos 7,15 e 17), houve uma reducdo do numero de haplétipos (24
haplotipos) e consequentemente em outros indices de diversidade genética como:
(H=0,541), (tr= 0,00317), total de 62 mutacdes , respectivamente, 40 transversdes
(TV) e 22 transic¢des (TS).
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5.2 Resultados por Localidades Amostradas

A populagdo de Itiuba apresentou a maior diversidade haplotipica se
comparada com a de Betume (quadro 02), isso pode ser devido ao maior numero de
individuos desta populacdo, o que influenciou no maior niamero haplotipos. Foram
observados 22 haplétipos Unicos em ltilba enquanto que em Betume apenas dois.
Na populagdo de Itiba sdo compartilhados trés haplétipos, em Betume também foi

observado o mesmo namero (quadro 2).

Quadro 2: indices de diversidade da regido ATPase do DNAmt em Colossoma macropomum.

Local N Namero de Diversidade Diversidade
haplotipos Haplotipica Nucleotidica
Itiliba 93 25 0.6005+/- 0.0586 0.005558+/- 0.003093
Betume 25 5 0.4233+/- 0.1194 0.001538+/- 0.001110

Os resultados da AMOVA (Andlise de Variancia Molecular) apresentaram a
maior variacdo genética dentro das populacdes amostradas (98,96%) que entre as
populacdes (1,04%). Enquanto o valor observado de F foi de 0,01038,evidenciando
a pouca diferenciacdo genética, como sugere Wright (1978), Fst entre 0 e 0,05
indicam pequena diferenciacdo genética. Uma raz&o para a maior variagdo ocorrer
dentro das populacdes deve estar aliada ao fato de ter sido encontrado haplétipos
exclusivos nas duas populacbes e as divergéncias encontradas nas sequéncias,

causando assim, diferencgas entre os individuos dentro de suas populacdes.

Quadro 3: Anadlise de variancia molecular nas populacdes de Colossoma macropomum analisadas

(Itiuba e Betume).

Fonte de variacao Componentes da variancia Porcentagem da variancia
Entre as populagdes 0.02120 1.04
Dentro das populacdes 2.02089 98.96
Fst: 0,01038

Significance tests (1023 permutations)
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5.3 Reprodutores e progénies

Analisando o0s resultados levando em consideracdo o0s reprodutores e
progénies, foram encontrados para as progénies 23 haplotipos totais, sendo trés
compartilhados e 20 Unicos. Foram observados 761 sitios monomorficos e 80
polimorficos. JA para os reprodutores, foram observados sete haplétipos totais,
sendo trés compartilhados e quatro Unicos. Encontrados 29 sitios polimorficos e 812
sitios monomorficos. O fato de serem observados haplétipos compartilhados se deve
ao efeito fundador, que como explicado anteriormente, alguns individuos de Itilba
foram levados a Betume para compor o plantel do Centro Integrado de Recursos
Pesqueiros e Aquicultura de Betume — CODEVASF/42 SR. Sugere-se que 0 motivo
para o aparecimento de haplétipos Unicos se deve ao pequeno tamanho das
populacdes causado pelo efeito fundador.

A diversidade haplotipica foi maior para as progénies que consequentemente
mostrou maior diversidade genética, fato devido ao maior nimero de individuos o
que gerou maior numero de haploétipos, enquanto para os reprodutores foram
verificados indices inferiores (quadro 5).

Analisando o numero de mutacdes por reprodutores e progénies foi
possivel verificar; 13 transicdes e 16 transversdes para reprodutores, totalizando 29
mutacbes. E 39 transicdbes e 50 transversdes para progénies totalizando 89
mutacBes. Os maiores indices de transversdes encontrados sdo explicados pela
capacidade das transversdes de apagar o registro prévio de transicfes, sendo
acumuladas lentamente e deste modo ultrapassam o0 numero de transicfes
(MEYER, 1993).

Quadro 4: indices de diversidade da regido ATPase do DNAmt em Colossoma macropomum.

Local N Namero de Diversidade Diversidade
haplétipos Haplotipica Nucleotidica
Reprodutores 45 7 0.3596 +/- 0.0907 0.002061+/- 0.001357

Progénies 73 23 0.6705 +/- 0.0600 0.006424 +/- 0.003471
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6. CONCLUSAO

e Os resultados encontrados comprovam que o gene da ATPase foi um
marcador eficiente para a caracterizar a variabilidade genética dos individuos
de Itilba e Betume.

e Baixos niveis de variabilidade genética foram encontrados para os tambaquis
analisados.

¢ Nao foi observado diferencas genéticas entre as populagfes estudadas.

e O haplétipo H_2 (Cm 2) mostrou ser os mais abundante dos 27 haplétipos
encontrados nas populagbes amostradas, sendo compartilhados por 77
individuos

e As analises mostraram maior numero de haplétipos Unicos.

e A aplicacdo da genética molecular em pisciculturas se faz uma ferramenta
auxiliar para o melhor desempenho zootécnico, maior sucesso reprodutivo e
individuos menos suscetiveis a doencas.

e Aconselha-se a introducdo de novos métodos de manejo para a reproducéo
desta espécie, garantindo menores indices de endogamia entre o0s
organismos que constituem o estoque cultivado, incrementado desta forma a
variabilidade genética na populacéo cultivada.

e Faz-se necessario a introducdo de novos reprodutores com a finalidade de
aumentar a variabilidade genética do estoque.
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Wizard® Genomic DNA Purification Kit ( JUICRK
INSTRUCTIONS FOR USE OF PRODUCTS A1120, A1123, A1125 AND A1620. “PROTOGOL
Isolation of Genomic DNA from Animal Tissue and Tissue Culture Cells
Prepare Tissues e

Tissue Culture Cells: Centrifuge at 13,000-16,000 x g*for 10 seconds. ,,mmo

Wash the cell pellet with PBS, vortex and then add 600l of Nuclei Lysis Lysls Solution.

Solution and mix by pipetting.

Animal Tissue: Add 10-20mg of fresh or thawed tissue to 6001 of chilled
Nuclei Lysis Solution and homogenize for 10 seconds. Alternatively, use
10-20mg of ground lissue. Incubate at 65°C for 15-30 minutes.

Mouse Tail: Add 600yl of chilled EDTA/Nuclei Lysis Solution to 0.5-1cm of
fresh or thawed mouse tail. Add 17.5pl of 20mg/ml Proteinase K and incubate
overnight at 55°C with gentle shaking.

Lysis and Protein Precipitation

1. Add 3yl of RNase Solution to the cell or animal lissue nuclei lysate and mix.
Incubate for 15-30 minutes at 37°C. Cool to room temperature.

2. Add 200yl of Protein Precipitation Solution. Vortex and chill on ice for
5 minutes.

3. Centrifuge at 13,000-16,000 x g* for 4 minutes.

DNA Precipitation and Rehydration
4. Transfer supernatant to a fresh tube containing 600y of room temperature
isopropanol.
5. Mix gently by inversion.
6. Centrifuge at 13,000-16,000 x g*for 1 minute.
1. Remove superatant and add 600p! of room temperature 70% ethanol. Mix.
8. Centrifuge as in Step 6.
9. Aspirate the ethanol and air-dry the pellet for 15 minutes.
10. Rehydrate the DNA in 100pI of DNA Rehydration Solution for 1 hour at 65°C
or overnight at 4°C.

*Maximum speed on a microcenfrifuge.

Additional protocol information is available in Technical Manual #TM050,
available online at: www. promega.com

0 -5 <b - <uh — B

‘_a,

Add RNase
Solution.
Incubate at 37°C.

Add Protein
Precipitation
Solution.

Centrifuge.

Transfer
supernatant
to new tube
containing
isopropanol.

Centrifuge.

Discard
supernatant.
Add ethanol.

Centrifuge.

Aspirate ethanol.
Arr-dry pellet.
Rehydrate DNA,



ANEXO I

H_1 (CmOL1Iti) Haplétipo unico

ATGCGCCAATTATACCCCGCCCCATGGAACGCCATCCTGGTATTCTCTTGACTAAGCTGGCTGACG
GTCATTCCACCCAAAGTCCTTTGACACACCTTCACTAATGAACCGACGACACTCAGCACTGAAAGA
CCCAAAACCAAACCCTGAAACTGACCATGACACGAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACAT
ACTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAAT
CGGTGACTAAACAACCGAGTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTA
CTCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCT
TATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACAT
AGGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGC
CCTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAAC
AATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCA
CTTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATC
TTAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACG
TATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_2 (Cm02Iti) Haplétipo compartilhado

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTAACGG

TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTCGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC

TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC

CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC

TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT

ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_3 (Cm03Iti) Haplétipo Gnico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTAACGG

TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTCGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC

TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC

CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC

TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAGCCCTACGT

ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_4 (Cmo04lti) Haplétipo compartilhado

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTAACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
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GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_5 (CmO06Iti) Haplétipo Gnico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTGTCTAACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTTGACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_6 (Cm07Iti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAAGCTGTCTGACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTTGACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAAAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCAAAACA
ATCACCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTAAAATTTCAGTAACCATAATCCAACCCTACTT
ATTTTTTCTCCTACTAAACCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_7 (CmO08Iti) Haplétipo unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATACGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAAGCTGTCTGACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTTGACACACCTTCACTATTGAACCAACGACACTCAGCAGTGAAAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_8 (CmO09lti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAAACGGGCTAACG
GTCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAA
CCCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTCGACCAATTTATGAGCCCCACAT
ACTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAAT
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CGGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTA
CTCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCT
TATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACAT
AGGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGC
CCTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAAC
AATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCA
CTTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATC
TTAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACG
TATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_9 (Cm13Iti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAAGCTGTCTGACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACGAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_10 (Cm15Iti) Haplétipo Unico

ATGCGCCAATTAAACCCCGCCCCACGGAGCACCCTCGCTGTATTCTCTTGATTAAGGGGGCTGACG
GCCTTTCCACCTAAGGTCTGTTGACCCATCTTCACTAATGAACCTGCGTCACTCAGCACTGAAAGGC
CCAAAACCGAACCCAGAACCTGACAATCACACTACCCTTCATAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTAATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCTTACTAAGCCTCTAGCTACAAGAAAACGTCTA

H_11 (Cm16lti) Haplétipo Unico

ATGCGCCTATTAAACCCCGCCCCATGATTCCCCCTCCTGGTATTCTCCTGACTATGCTTGCTAACGG
TTCTTCCACCTAAAGTCCGTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAACCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_12 (Cm17Iti) Haplétipo Unico

ATGCGCCTATTATACCCCGCCACATGGAACGCCTTCCTGGTATTCTCTTGATTAAGCTGGCTAACGG
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CCATTTCACCCAAGGTCTGTTGACACACCTTCACTATTGAACCAACGACACTCAGCACTGAGGGAC
CCACAACCAAACCCTGAAACTGACCATGACACGAACCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAAAC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_13 (Cm18lIti) Haplétipo dnico

ATGCGCCAATTATACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAAGCTGTCTGACGG
TCATTCCACCCAAAGTCCTTTGACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAGAC
CCACAACCAAACCCTGAAACTGACCATGACACGAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_14 (Cm19Iti) Haplétipo Unico

ATGCGCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCGTGGTATTCTCCTGACTAAGCTGTCTGACGG
TCATTCCACCCAAAGTCCTTAGACACACCTTCACTAATGAACCAGCGACACTCAGCACTGAAAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTACGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_15 (Cm22Iti) Haplétipo compartilhado

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTGACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA
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H_16 (Cm241Iti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTAACGG

TCATTCCACCTAAAGTCCGTTAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC

TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC

CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC

TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_17 (Cm27Iti) Haplétipo tnico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTGACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCGACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCACAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_18 (Cm30Iti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTGTCTGACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_19 (Cm35Iti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCACATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCGGTCTGACGG
TCATTCCACCCAAAGTCCTTAGACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCGGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCCTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCAGCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
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TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_20 (Cm36lti) Haplétipo tUnico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCACATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTAACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTCGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC

TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC

CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGGCAC

TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAAAGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT

ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_21 (Cm45Iti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTAACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTCGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAACCCTACGT
ATTTTTTCTCCTACTAACCCTCTACCTACAAAAAAACTTCTA

H_22 (Cm50Iti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTGACGG

TCATTCCACCCAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC

TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC

CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC

TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT

ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_23 (Cm53Iti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTGACGG
CCATTCCACCCAAAGTCCTTAGACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
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CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCAAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAAAGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACATTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAACCCTACCT
ATTTTTTCTCCTACTAACCCTCTACCTACAAAAAAACGTCTA

H_24 (Cm60lti) Haplétipo dnico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTGACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTAGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTACCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCGGCCTTCGTTCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTAACCCTCCCTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAAAAAACGTCTA

H_25 (Cm80Iti) Haplétipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTAACGG

TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTCGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC

TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC

CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCGTATTAATCATTATCGAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC

TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGT

ATTTTTTCTCCTACTAAGCCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_26 (Cm214Bet) Hapl6tipo unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTAACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTCGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCCTATTAATCATTATCAAAACA
ATCAGCCTATTTATTCGACCCCTAGCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCAC
TTACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCT
TAACCGCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAACCCTACGT
ATTTGTTCTCCTACTAAACCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA

H_27 (Cm215Bet) Hapl6tipo Unico

ATGCCCCAATTAAACCCCGCCCCATGATTCGCCATCCTGGTATTCTCCTGACTAATCTTTCTAACGG
TCATTCCACCTAAAGTCCTTAAACACACCTTCACTAATGAACCAACGACACTCAGCACTGAGAAAC
CCAAAACCGAACCCTGAAACTGACCATGACACTAAGCTTCTTCGACCAATTTATGAGCCCCACATA
CTTAGGCATTCCTTTAATTGCTATCGCACTTGTATTTCCATGAATCCTTTACCCCTCACCATCAAATC
GGTGACTAAACAACCGACTCATCACCCTCCAAAGCTGACTTATTAACCGTTTTACACAACAACTAC
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TCCTCCCCCTCAACCCAGGCGGACATAAATGAGCCCTAATCTTAACCTCATTAATAATCTTCCTCTT
ATCCATAAACCTATTAGGACTCCTCCCATATACTTTTACCCCAACGACGCAACTTTCACTAAACATA
GGATTAGCAGTTCCATTCTGACTAGCTACCGTAATTATTGGAATACGAAACCAACCCACCGCAGCC
CTAGGACACCTCCTACCAGAAGGAACCCCCGTACCACTAATCCCCCTATTAATCATTATCAAAACA
ATCACCCTATTTATTCAACCCCTACCCTTAGGCGTACGACTAACAGCCAACCTCACAGCCGGCCACT
TACTCATTCAACTCATCGCAACTGCAGCCTTCGTCCTGCTACCTATAATGACCACGGTAGCAATCTT
AACCCCCACAGTTCTCTTCCTCCTTACCCTCCTTGAGATTGCAGTAGCCATAATCCAAGCCTACGTA
TTTGTTCTCCTACTAAACCTCTACCTACAAGAAAACGTCTA



