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Resumo

s recentes avangos da ge-

nética tém permitido um

salto tecnologico na aqui-

cultura mundial, especial-
mente, pela utilizacado dos estudos
de DNA para determinac¢io de vari-
abilidade genética dentro e entre li-
nhagens de peixes, para identifica-
¢do de parentais e para formulacio
de mapas genéticos uteis na identi-
ficacio de genes ou seqliéncias de
DNA, ligadas a caracteristicas de va-
lor econdmico. Estes tipos de anali-
ses podem ser aplicados ao melho-
ramento dos estoques e linhagens,
levando a incrementos significativos
na produciao. Embora diversas regi-
oes do genoma vem sendo explora-
das como marcas nas andlises gené-
ticas, a identificacio de novos mar-
cadores ainda se faz necessdria. Des-
sa forma, foram objetivos deste es-
tudo analisar a potencialidade da
aplicacio das seqiiéncias de DNA ri-
bossomal 5S como marcadores para
estudos genéticos nos peixes, utili-
zando como modelo espécies de ti-
lapias de ampla utilizacao no setor
produtivo.

Introducio

As tilapias representam os primei-
ros peixes utilizados para criacio em
cativeiro no mundo — ilustracdes de
tumbas do Egito sugerem que a tila-
pia vem sendo criada ha mais de trés
mil anos (Popma e Masser, 1999).
As tilapias pertencem a familia Cich-
lidae que ocorrem, predominante-
mente, nos lagos africanos. Os cicli-
deos africanos tém representado um
excelente modelo de estudos, pois
além de apresentarem uma historia
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evolutiva bastante peculiar, que le-
vou ao surgimento de uma grande
diversidade de formas e comporta-
mentos, muitas espécies (como as
tilapias, por exemplo) apresentam
enorme importincia na aquicultura
mundial, especialmente em regides
onde hd uma caréncia cronica de
proteina animal (Kocher, 2004).

Algumas caracteristicas das tila-
pias fazem delas extremamente fa-
voraveis para a aquicultura: alimen-
tam-se de uma ampla variedade de
organismos e aceitam, muito bem,
qualquer tipo de alimento; sao rela-
tivamente robustas e resistentes a
doencgas; possuem tolerincia a bai-
x0s niveis de oxigénio e baixas tem-
peraturas e possuem rapido cresci-
mento, tornando-se sexualmente
maturas e comercializaveis aos 4-8
meses (Boscolo et al., 2001). Ao lado
de sua importincia econdmica, as
tildpias representam também, um
excelente animal de laboratério. Uma
das caracteristicas mais intrigantes
deste grupo € sua agressividade,
apresentando um comportamento
territorialista, o que permite amplos
estudos na area de etologia (Kocher,
2004). Algumas espécies de tilapia
protegem a prole na cavidade bu-
cal, podendo reproduzir-se em con-
dicodes de cativeiro durante todo o
ano, desde que a temperatura da
agua nio fique abaixo de 22°C. Além
disso, seus ovos podem ser facilmen-
te incubados de maneira artificial
(Zimmermann, 1999).

Embora cerca de 70 espécies de
ciclideos recebam a denominacio de
“tilapia”, somente Oreochromis ni-
loticus, Oreochromis mossambicus,
Oreochromis aureus, Tilapia ren-
dalli e seus hibridos tém grande
importancia na aquicultura mundial



(Stickney, 1997). Atualmente, as ti-
lapias representam o segundo gru-
po de peixes mais amplamente pro-
duzido no mundo (o primeiro € re-
presentado por espécies de carpas).
A tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus (Figura 1) é uma es-
pécie nativa do Norte da Afri-
ca, que foi introduzida em va-
rios outros continentes, espe-
cialmente na América, onde
sua produciao anual excede
1.000.000 toneladas. Neste ce-
nario, o Brasil tem contribuido
com uma infima parcela de
0.2% em relacao a producio
mundial e de 5% em relagao a
producao americana, equiva-
lendo a um total de, aproxima-
damente, 50 mil toneladas/ano
(Kubtiza, 2003).

A partir de uma unica in-
troducio de tilapia do Nilo no nor-
deste brasileiro, na década de 70,
diversas linhagens foram desenvol-
vidas e sua criacao disseminada en-
tre os estados brasileiros (Lovshin,
2000). Embora a producio de tilapi-
as fosse inicialmente vista com bas-
tante desconfianca pelos aquiculto-
res, aos poucos este peixe foi con-
quistando seu espaco, provando ser
de grande potencial para criacio e
comercializacio. Nas décadas seguin-
tes, a producio se fixou, cresceu e
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tores nacionais tém almejado a con-
quista do mercado externo e, ainda,
tém se preocupado com a busca da
competicdo igualitiria com outros
paises produtores de tradicio no

Figura 1: Exemplar de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) da linhagem
Tailandesa

mercado. Desse modo, ha grande ex-
pectativa e incentivo ao desenvolvi-
mento de novos métodos que indu-
zam ao aumento da produtividade e
a diminuicao dos custos de produ-
cao.

A chegada da tecnologia tailan-
desa de reproducio em tanques-rede
e incubacio artificial de ovos e em-
brides tém aumentado nio apenas a
produtividade, mas também, a pos-
sibilidade de controle sobre o pro-
cesso de reversao sexual, aumentan-
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Figura 2: Esquema da organizacio em tandem do DNAr 5S no

genoma dos eucariotos

novas linhagens foram trazidas para
o territorio nacional, entre elas a Tai-
landesa ou Chitralada, em 1996 (Zim-
mermann, 1999) e, mais recentemen-
te, a Genomar Supreme, em 2002
(Zimmermann, 2003), que promete
ganhos significativos na producio
quando comparada com as demais
linhagens. Atualmente, os tilapicul-

do a eficiéncia do processo de ale-
vinagem, tanto no sentido da sobre-
vivéncia quanto na proporc¢io de
machos revertidos (Zimmermann,
1999). No entanto, em muitas tilapi-
culturas do pais, as praticas em aqui-
cultura tém inadvertidamente dimi-
nuido a variabilidade genética pre-
sente nos estoques de producio,

pela selecao e acasalamento de in-
dividuos aparentados ou pelo uso
de um pequeno numero de indivi-
duos como reprodutores, aumentan-
do grandemente a probabilidade de
endocruzamentos. Dessa for-
ma, um manejo adequado as-
sistido por andlises genéticas
podem contribuir grandemen-
te para o progresso da aqui-
cultura no Brasil.

Estudos genéticos
em tilapias

As linhagens domesticadas
da tilapia do Nilo utilizadas em
todo o mundo sofrem de um
empobrecimento genético,
oriundo de praticas sucessivas
de endocruzamentos; e as li-
nhagens de melhor performan-
ce sao aquelas isoladas mais recen-
temente da natureza. Da mesma for-
ma, durante os anos consecutivos as
primeiras introducoes de tilapia do
Nilo no Brasil, foram desenvolvidas
novas linhagens provenientes de cru-
zamentos hibridos entre as linhagens
importadas e, também, entre a tila-
pia do Nilo e outras espécies de tila-
pia. Como resultado, o produtor en-
frenta um grave problema relacio-
nado 2a incerteza quanto a origem
dos animais que vém sendo utiliza-
dos para producio e ao empobreci-
mento genético que gera individuos
com performance reduzida no cres-
cimento e pouca resisténcia a doen-
cas, afetando grandemente a produ-
¢do. Além disso, a questio da ma-
nutencao da variabilidade genética
dos estoques, que estd diretamente
associada a produtividade, muitas ve-
zes, nao recebe a valorizacao que
merece. Uma outra dificuldade en-
frentada pelos produtores relaciona-
se a identificacio eficiente de espé-
cies, subespécies e linhagens de ti-
lapias, e ao estabelecimento de pa-
rentesco genético entre os estoques.

Para isso, os estudos voltados a
caracterizacao genética dos estoques
de criacao e espécies podem ser de
extrema valia na solug¢io dos pro-
blemas de identificacio de linhagens
e subespécies deste peixe, bem
como, podem ser um instrumento
atil no estabelecimento de possiveis
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relacionamentos genéticos entre os
diversos estoques e, também, na de-
terminacao dos niveis de variacao ge-
nética existente em estoques parti-
culares de cultivo.

Uma ferramenta bastante expres-
siva, que se mostra promissora no
processo de identificacao de indivi-
duos, linhagens, hibridos e espéci-
es, sao os marcadores de DNA (Mar-
tins et al., 2002b). Estes marcadores
fornecem “marcas genéticas” que,
dependendo do tipo de analise, po-
dem ser utilizadas como marcas para
uma espécie, linhagem, estoque ou
mesmo um individuo. Além disso,
as marcas genéticas podem ser rela-
cionadas a alguma caracteristica de
interesse econdmico como maior
crescimento e resisténcia as doen-
¢as. De posse destas marcas, os pes-
quisadores podem realizar andlises
dos niveis de variacio genética de
estoques, cruzamentos dirigidos,
objetivando aumento da variabilida-
de genética, identificacao da origem
e pureza de linhagens e producio
de linhagens unissexuais. Para a ti-
lapia nilética existem varios traba-
lhos abordando o uso de marcado-
res genéticos baseados em micros-
satélites (Harris et al., 1991, Kellogg
et al., 1995; Lee e Kocher, 1996, Yue
e Orban, 2002), RAPD (Bardakci e
Skibinski, 1994) e andlises de restri-
¢do enzimatica (Seyoum e Kornfield,
1992). Essas técnicas requerem ma-
teriais e equipamentos custosos e
mao-de-obra altamente qualificada,
tanto para o seu desenvolvimento
quanto para sua andlise. Um dos
marcadores de DNA mais utilizados
ultimamente nos laboratérios de ana-
lises genéticas sio os microssatéli-
tes, os quais mostram eficientemen-
te niveis de variacdo genética den-
tro de um estoque de criacao. Po-
rém este tipo de marcador requer um
conhecimento inicial de segmentos
do genoma da espécie de interesse
que envolve a construcdo de biblio-
tecas gendmicas e de primers espe-
cificos, tornando a técnica trabalho-
sa e dispendiosa. Dessa forma, em-
bora diversos marcadores de DNA
ja foram desenvolvidos e aplicados
nas analises genéticas envolvendo a
tilapia do Nilo, a busca por novos
marcadores ainda € necessaria para

aumentar o espectro de cobertura de
analise do genoma.

O DNA ribossomal 5S como
marcador molecular

Seqiiéncias de DNA ribossonico
5S (DNAr 5S) tém-se mostrado de
grande aplicabilidade como um mar-
cador genético para identificaciao de
espécies, hibridos e estoques de di-
versas espécies de vertebrados, em
especial para peixes de interesse
econdmico como o salmio e a truta
(Pendas et al., 1995; Carrera et al.,
2000). O DNA 5S apresenta-se repe-
tido de centenas a milhares de ve-
zes no genoma, formando uma fa-
milia multigénica que € responsavel
pela codificagio do RNA ribossomi-
co 5S (RNAr 5S). Cada repeticao do
DNAr 5S contém uma regido con-
servada de 120 pares de base (pb),
que codifica o RNAr 5§, e um seg-
mento de DNA espacgador nao trans-
crito (NTS) altamente variavel (Figu-
ra 2). Tais repeticdes apresentam um
dinamismo bastante intenso no ge-
noma e a auséncia de pressio de
selecdo sobre os NTSs permite que
estes segmentos de DNA sofram
mutacdes em taxas bastante eleva-
das. Isto faz dos NTSs excelentes
marcadores na identificacio de di-
ferencas entre entidades biolégicas
que divergiram recentemente na sua
histéria evolutiva. O uso das repeti-
¢oes do DNATr 5S apresenta algumas
vantagens sobre os demais marca-
dores disponiveis, pois a presenca
de sequiéncias codificantes, conser-
vadas, flanqueando regides variaveis
dos NTSs, favorecem a aplicacao da
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Figura 3: Hibridacio de DNA
imobilizado em membrana
com sonda de DNAr 58 em
duas espécies e em um hibri-
do de tilapias: (1) Tilapia
rendalli (2), hibrido O.
urolepis x O. mossambicus e
(3) O. niloticus. Marcadores de
peso molecular em kilo base
siao mostrados a esquerda da
figura

técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) e, consequientemente, O
isolamento dos NTSs das mais dife-
rentes espécies sem um conhecimen-
to prévio do genoma da espécie em
questio (Martins e Wasko, 2004).
Assim, a andlise do DNAr 5S
mostra-se mais simples e menos cus-
tosa, sendo necessario somente a
aplicacdo da PCR e anilises eletro-
foréticas dos produtos da amplifica-
¢d0, 0 que torna este marcador mais
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Figura 4: Eletroforese mostrando os produtos de PCR do NTS do
DNAr 5S de amostras de quatro diferentes linhagens de tilapia do
Nilo cultivadas no Brasil: (A) Cesp, (B) Pernambuco, (C)
Chitralada e (D) Santa Catarina. Marcadores de peso molecular
em pb s3o mostrados a esquerda da figura (M)
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NTS/155
NTS/165

NTS/155
NTS/165

NTS/155
NTS/165

TGGRAARACGTGTTCAGAGACTTAGTAAA NG
TGCAAARACGTGTTCAGAGACTTAATA

SR CACACACACACGCGCACACACSE

TCTATGCTGAAGCTAAAGCTGAAGTGAAAGTTTTACCGTAGGAARARATGTTTCATTACTGGA
TCTATGCTGAAGGTAAAGCTGAAGTGAAAGGCTCACCGTAGGAAAARATGTTTCATCACTGGA

AATGCAGGCARAAC
ATGCAAGCAAAC

AGAGAAGAATATGGAGCAAAGCACARACAGAGACAGCAGCA-156
AGAGAAGAATATGGAGCAARGCACAAACAGAGACAGCAGCA-168

Figura 5: Sequiiéncia nucleotidica dos fragmentos de 155 e 165 pb dos NTSs da tiliapia do Nilo. A
diferenca de tamanho entre os dois fragmentos identificados deve-se a presenca de microrepeticoes
CA presentes no NTS (em destaque)

acessivel. Os resultados apresenta-
dos em trabalhos abordando o uso
das sequiéncias de DNAr 5S com o
marcador genético para distincao de
espécies relacionadas, hibridos e
estoques de criagdo, sao bastante
promissores. Um estudo desenvol-
vido para salmio do Atlantico (Sal-
mo salar), truta marrom (Salmo tru-
ta) e seus hibridos, usando a PCR e
primers especificos, para amplificar
as unidades repetitivas do DNAr 5S,
mostrou, ap6s andlise de eletrofere-
se em gel de agarose, diferencas
notérias no tamanho dos produtos
da amplificag¢do, enquanto os hibri-
dos apresentaram produtos de tama-
nhos intermediarios (Pendas et al.,
1995). Tal diferenciacao foi corrobo-
rada num estudo de identificacio de
espécies de peixes defumados, o
qual mostrou padroes especificos de
bandamento para o salmiao (S. sa-
lar), truta arco-iris (Oncorbynchus
mykiss) e pargo (Brama raii) (Car-
rera et al., 2000). Padroes espécie-
especificos de bandamento também
foram observados nas andlises dos
produtos de PCR de DNAr 5S das
espécies do género Brycon (matrin-
chas, piracanjubas, pirapitingas e
piabanhas) (Wasko et al., 2001).
Trabalhos prévios tém de-
monstrado um intenso dinamismo
das sequiéncias de DNAr 5S no ge-
noma da tilapia do Nilo (Martins et
al., 2000, 2002a), sugerindo que es-
tas seqiiéncias representam fontes
promissoras de variacoes na identi-
ficacdo de eventos evolutivos recen-
tes ocorridos nas espécies. Dessa
forma, no presente trabalho, seqtién-
cias de DNA ribossomal 5S foram
analisadas objetivando estimar a sua
potencialidade como marcadores

genéticos para espécies de tildpias.
As analises foram conduzidas em
diversas linhagens da espécie de ti-
lapia do Nilo (O. niloticus), na es-
pécie tilapia rendali (Tilapia ren-
dalli) e no hibrido tilapia vermelha
(0. mossambicus x O. hornorum).

Material biologico e
metodologia empregada

Amostras de DNA foram obtidas
a partir de pequenos segmentos de
nadadeiras coletados diretamente a
partir dos organismos vivos e fixa-
dos imediatamente em alcool 100%.
A bidpsia de pequenos segmentos
de nadadeiras nao causa estresse ou
qualquer outro tipo de dano ao ani-
mal, representando dessa forma, um
método nao evasivo de coleta de
tecido extremamente eficiente.

As analises foram conduzidas em
diversas linhagens da espécie de ti-
lapia do Nilo (O. niloticus), na es-
pécie tilapia rendali (Tilapia ren-
dalli) e no hibrido tilapia vermelha
(0. mossambicus x O. bornorum).
Foram obtidas amostras de 170 indi-
viduos referentes a quatro diferen-
tes linhagens de tilapia do Nilo: li-
nhagem CESP, procedente de Barra
Bonita (SP), linhagem Chitralada,
importada pela ALEVINOPAR do
Parani, de Toledo (PR), linhagem de
Santa Catarina, procedente da Fun-
dacao Municipal “25 de Julho”, de
Joinville (SC) e linhagem Pernambu-
co, obtida da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (Departamen-
to de Engenharia de Pesca), Recife
(PE). Também foram obtidos exem-
plares de outras espécies de tilapia,
tais como: cinco individuos de Tila-
pia rendalli, provenientes da Fazen-

da Araucaria (Londrina, Parani) e do
Rio Tieté (Anhembi, Sao Paulo); e
oito individuos hibridos entre O.
urolepis hornorum x O. mossambi-
cus, provenientes da piscicultura
Tole-Peixes (Toledo, Parani).

O procedimento para extracao do
DNA seguiu o protocolo descrito por
Wasko et al. (2003). Aproximada-
mente 200mg de nadadeiras foram
segmentadas em pequenos pedacos
com auxilio de uma tesoura e sub-
metidos a 4ml de tampao de diges-
tao TNES (10mM Tris-HCl, pH 8.0;
125 mM NaCl; 10mM EDTA, pH 8.0;
0,5% SDS e 4M uréia) e 30pl de RNa-
se (10mg/ml), os quais permanece-
ram incubados a 42° C por uma hora
e, em seguida, 30ll de Proteinase K
(10mg/ml) foram adicionados. A so-
luciao foi mantida, na mesma tem-
peratura, por mais dez horas. Apos
esse periodo, o DNA foi isolado pela
adicao de mais 4 ml (mesmo volu-
me da solucao de digestio) de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) nos tubos, os quais, apos,
foram invertidos durante 15 minu-
tos e, entdo, centrifugados a 10.000
rpm por 15 minutos. Depois, a fase
superior aquosa foi separada e o
DNA foi precipitado em 1M de NacCl
e dois volumes de etanol 100% ge-
lado. Finalmente, o DNA foi recupe-
rado por centrifugaciao a 10.000 rpm
e secado em estufa a 37° C. O DNA
foi ressuspendido em TE (Tris-HCl
10mM, EDTA 1mM) e armazenado
em freezer a —20 °C.

Com o objetivo de determinar a
organizacio gendmica do DNAr 5S
nas espécies e no hibrido em estu-
do, foram conduzidos experimentos
de Southern-blot (Southern, 1975,
com modificagdes) e hibridacio em
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Freqii€éncia dos genoétipos dos NTSs (%)

Genotipos/linhagem NTSgl
CESP 0
Pernambuco 0
Santa Catarina 2.94
Chitralada 1.66

NTSg2 NTSg3
—d v

0 100

5.88 94.12

2.94 94.12

83.33 15

Tabela 1: Freqii€éncia dos padrdes de bandas dos NTSs presentes
entre os diferentes estoques de tilapia do Nilo analisados

membrana. Amostras de DNA refe-
rentes as duas espécies de tilapias
estudadas (Oreochromis niloticus,
Tilapia rendalli) e do hibrido (O.
urolepis hornorum x O. mossambi-
cus), foram digeridas totalmente pe-
las endonucleases de restricio Hin-
dill, Sacl, Scal, Psfl e Pvull. Estas
enzimas foram selecionadas com
base no seu padrio de restricio em
relacio ao DNAr 5S previamente
determinado para O. niloticus (Mar-
tins et al., 2002a). Apo6s a digestao
as amostras foram aplicadas em gel
de agarose 1% e a eletroforese foi
realizada em baixa voltagem ([50
Voltz). O DNA digerido e separado
no gel de agarose foi transferido por
capilaridade para uma membrana de
nylon (Hybond-N, Amersham Bios-
cience). A membrana carregada com
o DNA digerido foi submetida a hi-
bridacao com sondas contendo seg-
mentos do DNAr 5§ da espécie O.
niloticus. As sondas foram marcadas
por compostos quimioluminescentes,
utilizando o kit ECL direct nucleic
acid labelling and detection system
(Amersham Bioscience) e os sinais
de hibrida¢ao foram revelados em
filme de raio-X, utilizando revelador
Dektol (Kodak).

Através da anilise de seqiiéncias
prévias do DNAr 5S da tildpia do Nilo
(Martins et al., 2002a), foi desenha-
do o conjunto de primers - NTSIIA
(5’-CTG CTG CTG TCT CTG TTT
GTG-3) e NTSIIB (5-TGT ATG CTG
AAG CTA AAG CTG-3) - para am-

plificacio de segmentos especificos
dos NTSs do DNAr 5S desta espécie.
Os produtos das amplificacdes foram
analisados em gel de agarose 1% e
poliacrilamida 6%.

Resultados e Discussiao

A analise do DNAr 5S nas dife-
rentes espécies de tilapias, através
de Southern blot e hibridacbes em
membrana, possibilitou a distin¢cao
genética das diferentes espécies de
tilipias analisadas, bem como, con-
tribuiu para a melhor compreensio
da organizacao gendmica dessas se-
quéncias e da possivel relagio evo-
lutiva existente entre as amostras de
tilapias (Figura 3). A espécie 7. ren-
dalli mostrou um padriao bem dife-
rente das demais amostras, as quais
evidenciaram bandas com tamanhos
bastante similares. A diferenca evi-
dente entre as amostras do hibrido
e de O. niloticus foi a presenca de
uma banda de aproximadamente
1000 pb nesta ultima e ausente no
hibrido. Estes resultados relacionam-
se a proximidade evolutiva existen-
te entre estes dois organismos, ou
seja, eles pertencem ao mesmo gé-
nero — Oreochromis. Os dados tam-
bém permitem inferir uma menor
complexidade de organizacio do
DNAr 58 no genoma de 7. rendalli,
pois a hibridagdo revelou uma Uni-
ca banda, diferentemente das demais
amostras que exibiram varias ban-
das. Isto indica que as repeti¢oes de
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DNAr 5S apresentam uma maior di-
versidade de copias e arranjos no
genoma do género Oreochromis
em relacio ao género Tilapia. Des-
sa forma, as analises de hibridacao
em membrana indicam que o DNAr
5S apresenta padroes de organiza-
¢do que permitem distinguir espé-
cies de tilapias.

Através das amplificacdes por
PCR de um segmento interno do
NTS do DNAr 5S de diferentes li-
nhagens da tilapia do Nilo, foi pos-
sivel distinguir trés padroes de ban-
das entre os individuos analisados
(Figura 4): (i) presenca de uma Gni-
ca banda de aproximadamente 165
pb, denominado de gendtipo
NTSg1; (ii) presenca de uma Gnica
banda de aproximadamente 155 pb,

denominado de gendtipo NTSg2; (i)
presenca de duas bandas de aproxi-
madamente 155 e 165 pb, denomi-
nado de gendtipo NTSg3. A anilise
destas bandas nas diferentes linha-
gens de tilapia do Nilo em cultivo
no pais permitiu verificar que as li-
nhagens provenientes da primeira in-
trodu¢ao nacional (CESP, Pernambu-
co, Santa Catarina), ocorrida em
1970, apresentaram freqiéncias dis-
tintas de gendtipos quando compa-
radas com a linhagem proveniente
da segunda introducao (Chitralada)
no pais, ocorrida em 1996, (Figura 4
e Tabela 1). Os individuos da linha-
gem CESP, por exemplo, apresenta-
ram o gendtipo NTSg3 em 100% dos
seus individuos e os das linhagens
Pernambuco e Santa Catarina apre-
sentaram 94.12% de frequiéncia para
o gendtipo NTSg3. A linhagem Chi-
tralada apresentou 83.66% do geno-
tipo NTSg2.

A clonagem e o seqlienciamento
das bandas de 155 e 165 pb permiti-
ram definir a seqiiéncia nucleotidica
destes fragmentos de DNA e identi-
ficar a origem da variacao detectada
(Figura 5). A diferenca de tamanho
nos fragmentos deve-se a presenca
de um microsatélite CA que se en-
contra expandido no fragmento mai-
or e retraido no fragmento menor. A
presenca de microsatélites nos NTSs
mostra que estas regidoes sao gover-
nadas por intensas taxas evolutivas.

De forma geral, as andlises do
DNAr 5§ possibilitaram distinguir



espécies e linhagens de tilipias em
cultivo no Brasil. As variagdes apre-
sentadas pelos NTSs da tilapia do
Nilo além de mostrarem-se uteis na
identificacao das linhagens, mostram-
se promissoras também na analise
dos niveis de variacao existente den-
tro de estoques especificos de culti-
vo. Neste sentido, a exploracio do
microsatélite CA mostra-se promis-
sora para este tipo de andlise, pois
se trata de uma regiio com taxas
evolutivas extremamente elevadas.
Estes resultados atestam o DNAr 5§
como marcador para estudos gené-
ticos nas tilapias.
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