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1. INTRODUCAO

A aquicultura consiste em uma atividade em franca expansdo, sendo a
mesma uma promissora alternativa para suprimir a crescente demanda por
alimentos no mundo, reflexo este do exponencial crescimento populacional nos
ultimos 50 anos. Segundo o recente relatério publicado pela Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO, 2016), o The State of World Fisheries and
Aquaculture , o Brasil especificamente deve registar um crescimento de 104% na
producdo pesqueira e aquicultura até o ano 2025, possibilitando a geracdo de
empregos no setor, e consequentemente aumentando a participacdo do pais no
agronegocio mundial.

Em consonancia com esta previsdo, se faz necessario maior competividade e
produtividade no setor aquicola, sendo o melhoramento genético estratégia
primordial para o fortalecimento da cadeia produtiva (TAVARES et al., 2014).

Com o0 avango da genética molecular no decorrer das Ultimas 3 décadas,
diversas técnicas moleculares vém sendo utilizadas para fins praticos em programas
de melhoramento genético, dentre eles, os marcadores moleculares do tipo
microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats) destacam-se como uma
importante ferramenta na avaliagcdo de composi¢ao genética de populacdes, sendo a
mesma amplamente utilizada em sistemas de monitoramento genético em peixes
(SILVA, 2012). Da mesma forma, estudos que visem a utilizacdo de métodos
eficientes e de baixo custo para a obtencdo de DNA podem ser considerados de
grande relevancia cientifica, visto que possibilita a inclusdo de espécies ndo modelo
para selecdo genética em virtude do baixo investimento inicial para a obtencédo do
material genético (PARPINELLI & RIBEIRO 2009).

Dentre as espécies candidatas para insercdo futura em programas de
melhoramento genético, destaca-se o jundia (Rhamdia quelen), peixe endémico da
América do Sul e de grande importancia econdmica para a regidao sul do Brasil,
sendo conhecido por suas caracteristicas zootécnicas favoraveis tais como:
rusticidade, habito alimentar onivoro e facilidade de manejo, além de possuir boa
aceitacao pelo mercado.

O objetivo deste estudo foi realizar o isolamento de DNA genémico de jundias
oriundos de duas populacdes selvagens através da utilizagdo de um protocolo de
extragdo de baixo custo, e posteriormente testar a amplificacdo de loci
microssateélites tetranucletideo especificos para espécie, tendo por escopo contribuir
para o conhecimento genético destes plantéis.
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2. METODOLOGIA

Os animais utilizados para o estudo foram oriundos de duas populagcbes
selvagens de jundias, residentes nas Lagoas Mangueira (33°05°27.02”°S e
52°46’03.01”0) e Mirim (31° 30’ a 34° 35’ S e 53° 31’ a 55° 15’ O), onde a coleta dos
peixes foi conduzida por pescadores artesanais atuantes nas duas lagoas e
licenciados pelo IBAMA e MAP, obtendo-se um total de 80 exemplares de jundias,
sendo 40 animais oriundos de cada populacéo.

Como fonte de material biolégico para posterior isolamento de DNA
gendmico, retirou-se fragmentos de tecido muscular e nadadeira caudal de cada
individuo coletado (200- 300mg), totalizando 160 amostras a fim de estabelecer
quais das duas fontes seria mais eficiente para utilizacdo no protocolo de extracao
de DNA.

Para extracdo do DNA utilizou-se um protocolo de separacdo organica por
Cloreto de Sdodio (BARRERO et al., 2008) com modificacdes, que consistiu em trés
etapas: lise, limpeza e precipitacdo. Primeiramente realizou-se a maceracdo da
amostra, adicdo das solucdes tampdo TNE1l e TNEZ2, onde posteriormente as
amostras foram incubadas overnight a 55°C com proteinase K para a desnaturacao
proteica.ApOs incubacdo, para precipitacdo de proteinas e restos celulares
adicionou-se NaCl 5M, onde foram acrescidos etanol absoluto gelado para a
precipitacdo do DNA e armazenados por 1 hora a -20°C. Apés, realizou-se a
lavagem do material com etanol 70% gelado, descartando-se a fase liquida e
secando-as em estufa a 40°C. Por fim, o DNA foi ressuspendido com agua milli-g.

A integridade do DNA obtido foi checada por meio de eletroforese horizontal
em gel de agarose 1% imerso em tampédo SB 1X durante 30 minutos a 120 volts.

A amplificacdo dos marcadores microssatélites realizou-se por meio do uso
da técnica de reacdo de PCR (polymerase chain reaction), cujo o volume final foi de
25uL, contendo 1uL de DNA genbémico, 1,0 uL de cada primer (forward e reverse),
2,5uL de 10X PCR buffer (Sigma Aldrich), 0,5uL de dNTP (100uM), 1,0 uL de
JumpStart™ Red taq ® DNA Polymerase (Sigma Aldrich) e 18,0 uL de agua livre de
nuclease.

As reacbGes foram realizadas em um termociclador Genetouch® (Bioer
Technology), onde a amplificacdo consistiu em uma desnaturacéo inicial de 94°C por
30 segundos, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento conforme a temperatura especifica de cada primer por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos, terminando com uma extensdo final de 10
minutos a 72°C, sendo a checagem da amplificacdo realizada através de
eletroforese em gel de agarose a 1%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de extragdo de DNA gendmico por NaCl mostrou-se eficiente
configurando em amostras de boa qualidade para as duas fontes de material
bioldgico utilizadas (Figura 1). Resultados semelhantes podem ser observados em
trabalhos abordando diferentes espécies de peixes, como pacu, peixe-rei, tilapia e
carpas no qual o protocolo NaCl € apontado como uma metodologia ndo-toxica e de
baixo custo para a obtencdo de DNA gendmico de alta qualidade e quantidade,
sendo a mesma apta para utilizacdo em estudos baseados em PCR (TAVARES et
al, 2014).
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Figural. Eletroforese em gel de agarose 1% contendo extra¢cdes de DNA genémico a partir de tecido
muscular (A) e nadadeira caudal (B) de jundias oriundos da Lagoa Mangueira e tecido muscular (C) e
nadadeira caudal (D) de jundias oriundos da Lagoa Mangueira

Os 6 loci microssatélites utilizados neste estudo amplificaram em todos os
individuos das duas populacdes abordadas (Figuras 2, 3 e 4) semelhante ao
encontrado por RODRIGUES et al. (2015) ao estimar a variabilidade genética de
diferentes populacdes de Rhamdia sp., no qual foram utilizados 6 loci microssatélites
sendo 2 dinucleotideo e 4 tetranucleotideos dentre eles Rq158947, Rql164109,
RQ137981 e Rg51373, os mesmos utilizados no presente estudo, porém avaliando
populacdes em cativeiro.

Da mesma forma, ao conduzir um estudo no qual avaliavam a contribuicéo
individual de machos de Rhamdia quelen em fertilizagdo com pool de sémen
RIBOLLI E ZANIBONI- FILHO (2009) amplificaram 5 loci ,todos dinucleotideo, para
populacdes cativas.

Evidenciando-se assim a escassez de estudos que abordem a amplificacéo
de marcadores microssatélites aplicadas a populacfes naturais e/ ou a caréncia de
um painel microssatélite unicamente tetranucleotideo para jundids, visto que o
padrdo de qualidade recomendado pelo International Society for Forensic Genetics
(ISFG) aponta o motivo tetranucleotideo o mais confiavel para investigacdes
genéticas, permitindo uma interpretacdo mais robusta dos genoétipos em
comparacao aos dinucleotideos. Além disso, BACHER et al. (1999) relata que a
utilizacdo de microssatélites dinucleotideos podem acarretar em uma maior
incidéncia de artefatos de amplificacdo, tais como bandas tipo stutters durante a
reacao de PCR, dificultando sua interpretacéo e posterior genotipagem.

(A) (B)
Figura 2. Amplificacdo do locus Rq137981 (A) e locus Rg155485 (B) nas duas populacdes de estudo.

(A) (B)
Figura 3. Amplificacdo do locus Rq158947 (A) e locus Rq164109 (B) nas duas populacdes de estudo
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Figura 4. Amplificacdo do locus Rq193810 (A) e locus Rqg 51373 (B) nas duas populacdes de estudo

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados expostos, o protocolo de extracdo empregado
mostrou-se eficaz para isolamento de DNA gendmico em jundids, ndo havendo
alteracdo na qualidade do mesmo com o uso de diferentes fontes bioldgicas.

De igual forma, a amplificacdo dos loci microssatélites tetranucleotideo foram
satisfatorias nas duas populacdes abordadas, sendo de vital importancia como
embasamento para que mais estudos abordando a caracterizacdo genética de
jundia sejam realizados.
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