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Resumo

FREITAS, Suzane Fonseca. Caracterizacdo genética de duas populacdes de
Rhamdia quelen através da utilizacdo de marcadores microssatélites.2017.82f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

O jundida Rhamdia quelen destaca-se como uma espécie nativa de interesse
econdbmico para regidao sul do Brasil, sendo a mesma apontada como promissora
candidata para insercdo em programas de melhoramento genético. O sucesso da
implementacdo de programas de melhoramento estd embasado na formacédo da
populacdo base, onde deve-se atentar para a variabilidade genética dos plantéis
formadores e que normalmente sdo oriundos de populacfes selvagens. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar geneticamente duas populacdes naturais de jundias
oriundos das lagoas Mirim e Mangueira a fim de subsidiar estudos que visem
efetivamente o melhoramento genético desta espécie em questdo. Foram capturados
40 animais de cada lagoa, onde foram coletadas duas fontes de material biolégico de cada
peixe (fragmento de tecido muscular e nadadeira caudal). A extracdo de DNA gendmico foi
realizada mediante um protocolo de extracdo de DNA gendmico in house e de baixo
custo nas duas populacdes alvo, bem como aferida a eficiéncia do protocolo nas duas
fontes de material biolégico coletadas. Foram selecionados 8 loci microssatélites
especificos da espécie para amplificacdo via PCR, tendo como critério de escolha
dos mesmos a existéncia de motivo de repeticdo unicamente tetranucleotideo,
seguindo a tendéncia de andlise forense internacional (ISFG), que aponta o motivo
como o mais robusto e confiavel para analises de cunho genético. O protocolo de
extracdo mostrou-se eficaz para ambas fontes de material biologico, apresentando
amostras com DNA integro, sem indicativos de degradacdo, excesso protéico ou
contaminacgdo. De igual forma, os 8 loci selecionados amplificaram para as duas
populacdes de estudo, com amplicons de boa qualidade, sendo os mesmos
adequados para utilizagdo como ferramenta na andlise genética do jundig, visando
seu melhoramento.

Palavras-chave: marcadores microssatélites; melhoramento genético;
Rhamdia quelen



Abstract

FREITAS, Suzane Fonseca. Genetic characterization of two populations of
Rhamdia quelen through the use of microsatellite markers.2017. 82f. Post-
Graduate Program in Animal Science. Federal University of Pelotas, Pelotas — RS.

The catfish Rhamdia quelen stands out as a native species of economic interest for
the southern region of Brazil, being the same one indicated as promising candidate for
insertion in programs of genetic improvement. The success of the implementation of
breeding programs is based on the formation of the base population, where one must
pay attention to the genetic variability of the breeding stock and which usually come
from wild populations. Therefore, the objective of this study was to genetically evaluate
two natural populations of catfish from the Mirim and Mangueira lagoons in order to
subsidize studies that effectively aim at the genetic improvement of this species. A total
of 40 animals were collected from each pond, where two sources of biological material
were collected from each fish (fragment of muscle tissue and caudal fin). The extraction
of genomic DNA was carried out by means of an in house and low cost genomic DNA
extraction protocol in the two target populations, as well as the efficiency of the protocol
in the two sources of biological material collected. Eight microsatellite specific loci of
the species were selected for PCR amplification, with the criterion of their choice being
the existence of a motif of tetranucleotide repeat, following the trend of international
forensic analysis (ISFG), which points to the motif as the most robust and reliable for
genetic analyzes. The extraction protocol was effective for both sources of biological
material, presenting samples with good quality DNA, without indicative of degradation,
protein excess or contamination. Likewise, the 8 selected loci amplified for the two
study populations, with good quality amplicons, being the same ones suitable for use
as a tool in the genetic analysis of catfish, aiming at its improvement.

Keywords: genetic improvement; microsatellite markers; Rhamdia quelen.
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1. Introducéo

Dispondo de aproximadamente 12% de toda agua doce disponivel no planeta,
litoral que ultrapassa 8 mil quildometros de extensédo e faixa maritima correspondente
ao tamanho da Amazénia, o Brasil detém todos as prerrogativas necessarias para
despontar como uma poténcia aquicola mundial.

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e a
Alimentacgéo (Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO) no ano
de 2000 foram registrados cerca de 35 milhdes de empregos nos setores da producao
primaria de pesca e aquicultura, sendo 65% relacionados a pesca maritima, 15%
referentes a pesca continental e 20% na aquicultura (FAO, 2006).

Segundo dados divulgados pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), no
ano de 2011 o consumo médio de pescado no pais alcancou a marca recorde de 11,17
Kg por habitante/ano, com expressivo crescimento de 14,5% em relacdo ao ano
anterior. Com base nos numeros divulgados, € valido supor que atualmente os
brasileiros consomem pescado na média anual minima recomendada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) que é equivalente a 12 kg de pescado por
habitante. Este acentuado acréscimo de consumo ndo se restringe somente ao Brasil,
como tém sido uma tendéncia mundial; fato este que pode ser atribuido pela
incessante busca de alimentos mais saudaveis, e o pescado supre perfeitamente as
novas exigéncias do mercado consumidor.

Como perspectiva futura, espera-se que no ano de 2030 a demanda
internacional aumente em mais de 100 milhdes de toneladas anuais, considerando-se
que a producdo meédia atual € de 154 milhdes de toneladas. Segundo relatorio
publicado pela FAO, o Brasil tem capacidade de assumir 20% da demanda esperada
para 0s proXimos anos, mas para que isto ocorra € necessario tecnificacdo no
concernente as formas de captura destes animais, evitando-se desta forma o
esgotamento dos recursos pesqueiros, sendo a aquicultura uma excelente alternativa.
Paises detentores de grandes reservas de agua e terra, associada a uma

abundéancia de espécies aquicolas nativas, sdo promissores celeiros para o desen-
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volvimento da aquicultura. Paises como o Brasil, que necessitam de maior
desenvolvimento e organizacdo da cadeia produtiva, bem como adaptacdo
tecnologica as condi¢des locais, onde as instituicbes de pesquisa e 0 setor publico
devem trabalhar de forma conjunta, para o fortalecimento deste segmento produtivo
(TAVARES, 2010).

A genética da conservacdo desenvolveu-se no inicio da década de 1980,
objetivando apoiar a aplicacdo das analises genéticas moleculares em probleméticas
conservacionistas das espécies. Em decorréncia da crescente demanda de pescado
e consequentemente aumento da captura de diversos recursos aquicolas, a
comercializacao desses produtos tem sido permeada por diversas medidas legais ao
redor do mundo no sentido de regulamentar, fiscalizar e identificar corretamente as
espécies de peixes provenientes da captura comercial (DOMINGUES,2011).

As pesquisas em genética de populacfes de peixes tém sido determinantes
para elucidacdes relativas a estruturacdo de populacdes selvagens ou cultivadas de
diversas espécies, abordando questbes desde sua origem bem como de
caracteristicas peculiares, tais como sucesso reprodutivo, taxas de divergéncias
genéticas entre populacdes, migracdo, tamanho da populacdo, selecdo natural e
eventos histéricos (PARKER et al., 1998; SUNNUCKS, 2000).Esses estudos sdo de
grande importancia no que diz respeito a elaboracdo de projetos visando a
conservagao de recursos naturais, em especial ao papel desempenhado pelas
variacdes ao nivel do genoma em resposta as mudancgas ambientais, particularmente
aguelas de origem antropogénica.

Neste contexto, a biologia molecular tem sido a ferramenta mais utilizada para
estudos genéticos, onde a mesma tem acumulado avangcos importantes,
desenvolvendo técnicas cada vez mais precisas para o exame de segmentos de DNA,
em adicdo a descoberta de variados marcadores moleculares aplicaveis as mais
diversas problematicas encontradas no estudo de populacdes, da mesma forma que
a elaboracdo de analises estatisticas que visam desde a estimacdo do grau de
variabilidade genética de uma dada populacédo a construcdo de arvores filogenéticas,

relacionando espécies proximas e esclarecer questdes de parentesco.



2. Revisado da Literatura

2.1. Status da Producéo Aquicola Mundial

Segundo dados divulgados pela FAO (2016), o abastecimento mundial de peixe
per capta atingiu a marca recorde de 20 kg em 2014, devido principalmente ao
crescimento do setor aquicola, que pela primeira vez ultrapassou a pesca extrativista
no fornecimento de toda demanda de peixes direcionada a alimentagcdo humana.

Confrontada com a estagnacao da pesca extrativista em virtude das questdes
relativas a gestao sustentavel da atividade e conservagdo dos estoques pesqueiros,
a aquicultura constitui a alternativa mais viavel para suprimir a demanda do mercado
consumidor.

Considerando que a atividade forneceu apenas 7% da producao piscicola para
consumo humano em 1974, nas Ultimas décadas a aquicultura tem apresentado um
crescimento bastante expressivo, saltando para um incremento de 26% no ano de
1994 e 39% em 2004.

Este acentuado crescimento deve principalmente a China, que tem
desempenhado um papel primordial para o desenvolvimento do setor, representando
mais de 60% da producdo mundial de peixes oriunda da aquicultura. Contudo, outros
paises também estéo beneficiando-se com este crescimento, visto que a demanda de
pescado para consumo humano duplicou desde 1995. Da mesma maneira, com a
gradativa consolidacdo da producdo, o setor tem apresentado um crescimento
exponencial nas ultimas cinco décadas, com uma taxa anual média de 3,2% ao ano
no periodo 1961 a 2013 superando a taxa de crescimento populacional anual, que é
de 1,7%.

Peixes e demais produtos oriundos da aquicultura representam uma fonte
valiosa de proteinas e micronutrientes essenciais para uma boa nutricdo. Em 2009,

0S peixes representaram 16,6% da ingestdo mundial de proteina animal e 6,5% de
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todas variantes de proteinas consumidas.

O numero de espécies registradas na FAO referente as estatisticas de
producdo aquicola elevaram-se para 541 espécies e grupos de espécies em 2010,
incluindo 327 peixes 0sseos, dentre eles 5 hibridos, 102 moluscos, 62 crustaceos, 6
anfibios, 9 répteis e 35 invertebrados aquaticos ou algas. Este aumento reflete
melhorias na coleta de dados e emissdo de relatérios em nivel nacional e
internacional, bem como a criacdo de novas espécies, incluindo hibridos. Tendo em
vista o elevado grau de agregacao de espécies relatados por muitos paises, estima-
se gque producao aquicola mundial utiliza cerca de 600 variedades de peixes e algas
aguaticas.

Espécies aquaticas exdticas tém sido amplamente introduzidas e usadas para
producdo em massa na aquicultura, sendo o0 seu uso bastante comum especialmente
em paises asiaticos. A exemplo disto, destacam-se estirpes exéticas que tém sido
bem sucedidas em sistemas aquicolas, como as tilapias oriundas da Africa
(especialmente a tilapia do Nilo Oreochromis niloticus), carpas chinesas (carpa
prateada - Hypophthalmichthys molitrix, carpa cabega grande- Anstichtys nobilis e
carpa capim Ctenopharyngodon idella), Salmdo do Atlantico (Salmo salar), bagres
Pangasius (Pangasius spp.), pacu (Piaractus mesopotamicus), e truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss).

Mensurando por producdo, a espécie camardo perna-branca Litopenaeus
vannamei configura como a variedade de crustdceo marinho mais bem-sucedida na
aquicultura. Em 2010, foi responséavel por 71,8% da producdo mundial total de
variedades de camardo marinho cultivadas, dos quais 77,9% foram produzidos na
Asia (sendo o restante em seu continente nativo, a América), considerando que alguns
paises mantem a proibicéo de criacao desta espécie exotica.

Uma parte significativa da producdo global de moluscos marinhos,
designadamente da Europa e América, conta com a améijoa japonesa amplamente
introduzida (Ruditapes philippinarum), também conhecida como Manila clam, e ostra
(Crassostrea gigas). Atualmente, a China possui producao em larga escala da vieira
do atlantico (Argopecten irradians) e vieira yesso (Patinopecten yessoensis).

Um numero consideravel de hibridos, mais notavelmente de peixes, esta sendo
implantados na aquicultura, especialmente em paises com um nivel relativamente alto
de desenvolvimento e dominio de tecnologias auxiliares da atividade. Hibridos

comercialmente cultivadas incluem: esturjdes (originario do cruzamento entre beluga
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Huso huso x starlet Acipenser ruthenus) na Asia e Europa; Carassius spp.,
shakeheads e garoupas na China; Characins na América do Sul; e bagres de agua
doce (Clarias gariepinus e Heterobranchus longifilis) na Africa e Europa.

A insercao de tilapias hibridas em sistemas de cultivo € uma praticarecorrente
no cenario aquicola mundial, sendo o cruzamento mais comum entre Oreochromis
aureus x O. niloticus, onde os animais originarios deste cruzamento apresentam alta
porcentagem de descendéncia masculina.

Cinco variedades hibridas de peixes 6sseos foram registrados pela FAO com
estatisticas de producdo em 2010 sendo eles: 333.300 t de tilapia do Nilo hibrida
(Oreochromis aureus x O. niloticus) na China e no Panama,116.900 t de catfish
(Clarias gariepinus hibrido x C. macrocephalus) na Tailandia, 21.600 t de tambacu
(Piaractus mesopotamicus x Colossoma macropomum),4.900 toneladas de
tambatinga (Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus) ambos no Brasil e
4.200 t de robalo (Morone chrysops x M. saxatilis) nos Estados Unidos da América,

Italia e Israel.

2.2. Status da Producédo Aquicola Nacional

A aquicultura € uma atividade que vem crescendo acentuadamente desde a
década de 70 no Brasil. Segundo dados gerados pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA (2007), o setor aquicola
encontra-se em franca expansdo desde 1998. Algumas espécies ocupam posicao de
destaque no Brasil e no mundo, como a Tilapia (Oreochromis niloticus), a Truta
(Oncorhynchus mykis), o Salmé&o (Salmo salar) e o camaré&o (Litopenaeus vannamei).
Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura,
a aquicultura consiste no setor agropecuario de maior crescimento nos ultimos anos,
onde a mesma desempenha importante papel na economia e seguranca alimentar
mundial.

O desenvolvimento da atividade aquicola é de vital importancia para a
manutenc¢ao dos estoques pesqueiros, possibilitando a redugao da pressao ambiental

acerca das variedades obtidas por meio da pesca extrativista que tem promovido a
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reducao da biodiversidade e quantidade de diversas espécies nativas, sendo a criacdo
de variedades aquicolas em cativeiro um dos caminhos para o aumento da producéo
e consequentemente oferta de tais produtos para o consumo humano.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, no ano
de 2013 todas as 27 Unidades da Federacdo e 2.618 municipios apresentaram
informacgdes sobre algum dos produtos da aquicultura. O valor total da producéo foi
de R$ 3,055 bilhdes, sendo a criacdo de peixes a mais representativa dentre os
produtos investigados, representando 66,1% da producdo e logo apés destaca-se o
cultivo de camardes, com 25,0% do valor total da producéo nacional.

A regido brasileira de maior producao piscicola no ano de 2013 foi a centro-
oeste, totalizando 105 010 t, seguida da regido sul com 88 03 t, nordeste com 76 393
t, norte apresentando 72.969 t e por fim a regido sudeste que produziu 50 058 t.

Os estados de Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul, lideraram a
producdo de camardes no pais com incremento de 302 t para o setor, logo apoés
configura a regido nordeste com aproximadamente 64 t, a sudeste com 58 t e por
altimo a norte com 40 t.

A malacocultura, por sua vez, obteve maior é€xito no sudeste com 181 t, apds
a regidao nordeste com 87 t e finalmente as regibes sul e norte com 19.083 e 8 t

respectivamente.

2.3.Genética

O bidlogo inglés William Bateson, em 1906 definiu a genética como a ciéncia
que lida com a heranca e a variacdo, procurando estabelecer leis que governam
similaridades e diferengas em individuos relacionados por descendéncia, sendo o alvo
especifico da genética animal o estudo dos principios da heranca nos animais (ELER,
2014).

A genética fundamenta-se no estudo de dois fenbmenos distintos: a
hereditariedade e a variacdo. A hereditariedade consiste no processo biolégico no
qual os descendentes (geracao filial) se assemelham aos seus ascendentes (geracéo

parental), processo este que so é possivel devido ao fato que a expressao fenotipica
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dos diferentes caracteres é passada de pais para filhos por meio dos gametas.

Em contrapartida, a variacdo diz respeito a todas alteracbes ambientais e/ou
genéticas existentes entre 0s organismos relacionados por intermédio da
descendéncia. Logo, as variacdes existentes entre 0s seres vivos podem ser oriundas
exclusivamente do meio, sendo, por conseguinte ndo hereditarias, como da mesma
forma, podem ser ocasionadas por alteracbes na constituicdo genética, sendo de
origem hereditaria (RAMALHO et al, 2012).

Em suma, a hereditariedade e a variacdo sao forgcas antagbnicas visto que, a
hereditariedade esta relacionada com a semelhanca entre os individuos no
transpassar das geracdes e a variacdo faz com que 0os mesmos sejam distintos.

Porém, observa-se que estas duas forcas apesar se serem antagdnicas ao
mesmo tempo tornam-se complementares para a manutencdo da selecédo genética,
promovendo o melhoramento e evolucdo dos individuos (RAMALHO et al, 2012;
ELER, 2014).

Evidéncias apontam que ha 10 mil anos atras o homem ja se preocupava com
a selecédo de plantas e animais para sua sobrevivéncia, evidenciando que mesmo de
forma empirica o estudo da genética ja despertava a atencédo do ser humano.

Ao longo da historia, indmeras hipéteses foram formuladas objetivando explicar
e entender de forma concisa o mecanismo de transmissdo das caracteristicas
hereditarias ao longo do tempo. Todavia, a genética recebeu seu maior impulso
somente no século XX, quando os trés pesquisadores De Vries, Correns e Tschermak
comprovaram que a teoria proposta pelo monge agostiano Gregor Mendel em seus
experimentos com ervilhas realizados no final do século XIX era de fato verdadeira;
nascia entdo as trés leis de Mendel que tangem os principios da hereditariedade,
consagrando Mendel como o “pai da genética”.

Em virtude deste grande avango, a genética € conhecida como a ciéncia do
século XX, sendo, portanto, um campo de estudo relativamente novo, porém
apresenta uma evolucdo espetacular, sobretudo por despertar a atencdo de varios
ramos do conhecimento humano. Calcula-se que o periodo requerido para dobrar o
conhecimento cientifico &€ de aproximadamente dez anos, sobretudo reduz-se pela
metade para as ciéncias bioldgicas e, no caso especifico da genética, abrevia-se para
pouco mais de um ano (RAMALHO et al, 2012).
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2.4. Melhoramento Genético Animal

O melhoramento genético animal teve inicio com a domesticagdo animal,
pratica milenar que ja era realizada antes mesmo da escrita. Conjetura-se que
provavelmente tenha ocorrido no final do periodo paleolitico (idade da pedra lascada)
ou principios do neolitico (idade da pedra polida), embora tenha havido variacdes
entre os diferentes povos ao redor do mundo (ELER, 2014; TAVARES, 2010).

Sabe-se que os métodos de selecdo genética foram aplicados aos animais
domesticados objetivando caracteristicas comportamentais favoraveis, tendo como
inicio a selecdo de cées que apresentassem afinidade ao homem. Posteriormente,
ocorreu a selecado de equinos, visando animais aptos para o transporte de cargas e
pessoas, bem como bovinos, ovinos e suinos.

De acordo com Van Vleck (1987), o "melhorista animal" tem como enfoque
principal a utilizac&o eficiente dos registros produtivos disponiveis, tendo como escopo
a maximizacao da producéo.

O uso de registros produtivos como alicerce para a implantacao de estratégias
de melhoramento data do inicio do século XVIII, com o agricultor Robert Bakewell,
também chamado de “pai do melhoramento animal”. O sucesso de Bakewell como
criador e "melhorista", era resultante de sua acuracia em colher, e manter detalhados
registros de producdo, além do uso da endogamia para fixar determinada
caracteristica de interesse (ELER, 2014; TAVARES,2010).

O melhoramento genético animal converge na soma de processos seletivos
que objetivam o aumento da frequéncia dos genes desejaveis na populacéo,
diminuindo consequentemente a frequéncia dos genes indesejaveis. De forma
sucinta, o melhoramento genético nada mais é do que a aplicacdo da genética animal
com o intuito de aumentar a média de producdo dos animais; fundamentando-se em
dois dogmas centrais: métodos de selecéo e sistemas de acasalamento.

A producdo animal recebe influéncia direta da agdo concomitante de fatores
genéticos e ambientais, onde a alta produtividade sé € possivel por intermédio do
melhoramento simultaneo da constituicdo genética dos animais em questédo, e das
condicbes ambientais na qual os mesmos estdo submetidos (PEREIRA, 2008;
TAVARES,2010).
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A utilizacao racional destas duas forcas é a chave para a otimizacdo do sistema
produtivo, onde a genética representa o pilar para o estabelecimento de programas
de melhoramento, sendo o fator limitante da capacidade de resposta dos animais aos
processos seletivos. Desde maneira, torna-se indispensavel procurar compatibilizar
a genética com as condi¢cdes ambientais da exploracdo animal (PEREIRA, 2008).

O aumento da producéo e produtividade dos animais domésticos constitui um
desafio técnico e politico na atualidade, em decorréncia da incessante demanda de
produtos de origem animal. Esta demanda mostra-se mais premente em paises
tropicais, visto que uma grande parcela se encontra em estado de miséria e
subnutricdo, bem como producdo animal insuficiente ou com pouca tecnificacdo; se
comparadas com paises de clima temperado. Evidencia-se assim, a vital necessidade
de estabelecer o melhoramento genético das populacbes animais brasileiras,
desmistificando a premissa de que esta € uma técnica elitista, onde os Unicos
beneficiarios sdo os criadores abastados, usualmente detentores dos melhores
gendtipos e de condi¢des socioecondmicas mais privilegiadas.

Faz-se indispensavel que os criadores comerciais tenham acesso aos
reprodutores geneticamente superiores e que sejam instruidos no sentido de propiciar
condicbes ambientes adequadas, ao passo que venham receber, em troca, precos
justos pelo trabalho e investimento. (PEREIRA, 2008; TAVARES,2010)

Na aquicultura, melhoramentos genéticos dirigidos tém apresentado um
potencial de ganho na taxa de crescimento, em meédia, de 15% por geracdo, a exemplo
da tilapia GIFT (Genetically Improved Farming Tilapia), salmdo do pacifico
(Oncorhynchus spp.) e do Atlantico (Salmo salar), truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e bagre do canal (Ictalurus punctatus). O principal provento do melhoramento
genético tendo como enfoque a taxa de crescimento € a reducdo dos custos fixos e
custos de producdo, em decorréncia do menor requerimento para a mantenca dos
animais.

O programa Noruegués GENOMAR hoje supre hoje mais de 70% do mercado
de ovos geneticamente melhorados de salmdo do atlantico e truta arco-iris,
apresentando taxa de custo/beneficio de 1/15, ou seja, para cada real investido, ha
um retorno esperado de R$ 15,00 (HULATA, 2001; RESENDE et al., 2008).
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Nos ultimos anos houve um significativo avanco cientifico tendo como alvo o
desenvolvimento de novos métodos de analise de proteinas e DNA, devido ao
progresso tecnolégico da area de biologia molecular. Estes métodos tornaram-se
promissores, sendo de facil aplicacdo para auxiliar o melhoramento genético animal
(TAVARES,2010).

2.5. Genética Molecular

Desde a descoberta da estrutura molecular do DNA, por James Watson e
Francis Crick em 1953, o campo da genética tem progredido consideravelmente e sido
ferramenta auxiliar para o entendimento de processos bioldgicos inerentes a evolugéo
de espécies.

No decorrer das Ultimas 3 décadas, a genética molecular vem inovando o
campo das ciéncias bioldgicas, possibilitando o desenvolvimento de métodos para
caracterizar geneticamente individuos e populacées (FREELAND, 2005; TENEVA,
2009; SILVA,2012).

A genética molecular é definida como o ramo da biologia dedicado ao
conhecimento estrutural e funcional dos genes a nivel molecular, fazendo uso de
métodos da genética e biologia molecular. A finalidade deste campo cientifico € o
estudo e posterior aplicacdo de informac6es moleculares para a determinacdo de
padrbes de descendéncia, classificacdo zooldgica dos organismos, bem como
compreensao de mutacdes genéticas, etc. O avanco da genética molecular modificou
completamente o mundo atual, tornando possivel o que ha algumas décadas atras
seria impensavel, como a criacdo de clones, alimentos transgénicos (OGMSs)
resistentes as pragas, realizacdo de testes de paternidade, mapeamento de doencas
e realizacao de aconselhamento genético (SILVA,2012).
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2.6. Marcadores Moleculares

Com o advento de novas tecnologias, a genética molecular adquiriu um
expressivo espago no ramo cientifico atual. Os primeiros estudos envolvendo o uso
de marcadores genéticos eram fundamentados em aspectos morfologicos, sendo os
mesmos baseados nas leis basicas de heranca mendeliana. Todavia, este tipo de
parametro nem sempre se mostra satisfatorio para estudos de melhoramento, visto
que frequentemente estes marcadores ndo sao passiveis de identificacdo e
restringem a sua aplicacdo a somente algumas espécies. Além disso, possuem pouco
polimorfismo podendo ser mascarados por fatores ambientais (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995; ALMEIDA, 2012).

Os marcadores moleculares surgiram em decorréncia da necessidade de
deteccdo de polimorfismo genético diretamente no DNA, sendo definido como
qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento
especifico de DNA, possuindo capacidade de diferenciar dois ou mais individuos
geneticamente (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).

Existem diversas razbes comprovando a eficiéncia do uso de marcadores
moleculares se comparados com marcadores morfoldégicos convencionais, entre elas
a neutralidade fenotipica, a auséncia de interacdes epistaticas ou pleiotrépicas,
podendo ser detectados tanto em tecidos jovens como em adultos.

A utilizacdo de marcadores moleculares possibilita um consideravel aumento
da eficiéncia em programas de melhoramento genético, visto que 0 seu uso permite
gue a selecdo genética e posteriormente novos cruzamentos sejam realizados em
uma mesma geragédo (ALMEIDA, 2012).

Com o avango de biotécnicas moleculares, os marcadores moleculares
tornaram-se ferramentas de vital importancia para o estudo de populacdes, revelando
parametros genéticos primordiais para o0 melhoramento e conservagdo animal, entre
elas espécies aquaticas (ALMEIDA,2012).

Marcadores moleculares em espécies aquaticas neotropicais estdo sendo
utilizados objetivando a identificacdo da diversidade genética destes animais, bem
como na exploracao de caracteres de interesse econdmico e preservacao de unidades
significativas para a manutencdo dessa biodiversidade (TORRES et al.,, 2004;
TAVARES,2010).
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Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser divididos em dois
grupos distintos, sendo classificadas conforme a metodologia técnica utilizada para
identifica-los: hibridizagdo ou amplificagdo de DNA.

Entre os identificados por hibridizag&o estdo os marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) e Minissatélites ou loci VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats). Ja aqueles revelados por amplificacédo incluem os marcadores do
tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions) ou ASA (Amplified Specific Amplicon); Microssatélite (SSR -
Simple Sequence Repeats); e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
(JOHN et al., 1996; NEFF et al., 2000; ALl et al, 2005; MALDINI et al, 2006; ARANEDA
et al, 2009).

2.7.Marcadores Microssatélites

O DNA satélite foi descoberto no ano 1960, quando cientistas concluiram que
ao centrifugar sob certas condicdes o material genético, este apresentava-se em duas
ou mais camadas: uma banda principal contendo genes e bandas secundarias
constituidas de sequéncias de DNA repetidas e muito longas, sendo assim
denominadas de bandas satélites. Em 1985 na Universidade de Leicester, o professor
de genética Sir Alec John Jeffreys encontrou regides menores contendo sequéncias
de DNA repetitivo, as quais chamou de minissatélites, que consistiam de repeticdes
de 15 ou mais pares de bases. Jeffreys e seus colegas também determinaram que o
namero de repeticdes minissatélite diferia entre individuos, procedimento este que
levou a invencgéo posterior da técnica de DNA-fingerprinting.

No final da década de 80, o Dr. James L. Weber e Paula L. May, da Marshfield
Medical Research Foundation juntamente com Michael Litt e Jeffrey A. Luty, da
Oregon Health Sciences University isolaram satélites compostos de repeticdes de
bases ainda menores que as ja descritas em 1985, chamando-as de microssatélites.

Os microssatélites também denominados short tandem repeat (STR)
(repeticdes curtas em tandem) (Edwards et al, 1991) ou simple sequence repeat-

SSRs (simples sequéncias repetidas) (Tautz, 1989), sédo definidos como sequéncias
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curtas de 1 a 6 pares de bases repetidos em tandem e distribuidos aleatoriamente no
genoma de varios organismos, principalmente eucariotos.

O deslizamento (slippage) da DNA polimerase durante a replicacdo do DNA é
tida como a principal causa da variagdo no numero de repeticfes nessas regides. Os
diferentes numeros de repeticdes caracterizam os diferentes alelos, que podem ser
detectados numa eletroforese em gel.

Estas repeti¢des s&o utilizadas como marcadores moleculares devido ao alto
nivel de polimorfismo encontrado em seus loci, 0 que possibilita sua utilizagdo em
diversos propositos de estudo populacional, permitindo analisar desde individuos até
espécies proximamente relacionadas, sendo amplamente usado em genética e
melhoramento animal e vegetal (NEFF et al, 2000; MOREIRA et al., 2007; BOREM
e CAIXETA, 2009).

Além disso, esta classe de marcadores apresenta como caracteristica
comportamento codominante permitindo a deteccdo de alelos dominantes e
recessivos em um dado locus, bem como alto grau de informacéo de polimorfismo por
locus génico e distribuicdo aleatéria por todo o genoma, podendo estar associado a
regides expressas, alta conservacao entre espécies relacionadas e dependentes de
pouca quantidade de DNA na amostra (FERREIRA e CRATTAPAGLIA, 1996; XU et
al., 2001; BUSO et al., 2004).

Os marcadores microssatélites podem ser classificados conforme a
composicdo das sequéncias repetidas, das quais sdo denominadas repeticoes
perfeitas, quando ndo apresentam interrupcao (ATATATATATATATATA); repeticbes
imperfeitas, quando sdo interrompidas por bases que ndo correspondem ao motivo
(ATATATAGGATATATA); repeticbes compostas, quando duas ou mais repeticdes
estdo dispostas adjacentes (ATATATATATACGCGCGCGCGCGCGCGC).De igual
forma, estes marcadores podem ser definidos conforme a unidade de repeticao sendo
elas: mononucleotidica (A)n; dinucleotidica (AT)n; trinucleotidica (ATG)n;
tetranucleotidica (ATGA)n; pentanucleotidica (ATGCT)n; e hexanucleotidica
(ATGCTG) n (OLIVEIRA et al., 2006; BOREM e CAIXETA, 2009).
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2.7.1. Uso de Marcadores Microssatélites na Aquicultura

Aplicacbes dos SSRs na aquicultura, objetivando o estudo de genética e
reproducao de peixes tiveram inicio na década de 1990, quando trabalhos de Goff et
al. (1992) mostraram que SSRs sao abundantes em Zebrafish (Danio rerio), sendo os
mesmos altamente polimérficos, com taxa de mutacdo estimada em 102 — 10 locus
por geracgao.

Este polimorfismo tem consequéncias importantes, como a geracao de alelos
polimorficos que podem ser utilizados em estudos genéticos populacionais, em
sistemética e no mapeamento gendmico.

Desde entdo o uso de marcadores microssatélites na aquicultura esta sendo
cada vez mais premente, visto que os mesmos podem ser classificados como
ferramenta auxiliar para o desenvolvimento da atividade. Em biologia pesqueira,
especificamente, este recurso genético tem sido utilizado para avaliacdo do tamanho
efetivo da populacdo de um estoque (Ne), identificacdo de popula¢des, niveis de
endogamia, estrutura populacional e fluxo génico, parentesco bem como
caracteristicas quantitativas (NEFF et al., 2000; MELO et al., 2006).

Estudos conduzidos por Yesbeck e Kalapothakis (2007) descrevem cinco loci
de microssatélites para espécie Prochilodus lineatus, endémica na América do Sul e
de extrema importancia comercial para a pesca artesanal. Os marcadores
demonstraram fornecer ferramentas Uteis no monitoramento da estrutura da
populacédo e diversidade genética desta espécie.

Trabalhos de variabilidade genética estdo sendo realizados em plantéis de
tilapia submetidas a programas de melhoramento, em sistema intensivo de cultivo, por
meio de marcadores microssatélites (MOREIRA et al.,, 2007; MELO et al.,2008
PETERSEN et al., 2012).

Seguindo o mesmo enfoque, Wu et al (2015) fizeram uso de marcadores
microssatélites para avaliacdo da diversidade genética da populacéo selecionada de
vieira hibrida Chlamys farreri x Patinopecten yessoensis que apresenta crescimento
superior fornecendo um novo angulo para entender a reproducao seletiva artificial em
sistemas aquicolas.

Especificamente em espécies nativas, Almeida (2012) conduziu um estudo,
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onde o0 mesmo teve como objetivo prospectar um fragmento gendémico sexo-
especifico para Arapaima gigas. Essa prospeccdo foi realizada com foco no
desenvolvimento de uma ferramenta molecular para sexagem do pirarucu na fase pré-
pubere para melhorar os processos de criagdo dessa espécie em cativeiro, pois 0
pirarucu ndo apresenta dimorfismo sexual. Desta maneira, os resultados obtidos
indicaram que a espécie possui um sistema de determinacdo sexual nao
exclusivamente cromossémico ou, alternativamente, que a espécie teria sofrido uma
perda recente do cromossomo portador do gene determinante do sexo, estando no
inicio do processo evolutivo de um novo sistema cromossdmico. Os resultados obtidos
também ndo permitem eliminar a hipétese de que a espécie A. gigas apresenta um
sistema de determinacdo sexual ambiental, sob regulacdo de fatores como
temperatura, fotoperiodo, e pH da agua.

Em peixe-rei Beheregarray e Sunnucks (2000) desenvolveram doze loci de
microssatélite a partir de Odontesthes argentinensis e Odontesthes perugiae,
apresentando altos niveis de polimorfismo e heterozigosidade. Estes loci também
foram testados em varias outras espécies de peixe-rei, onde todos os conjuntos de
iniciadores apresentaram extenso polimorfismo, indicando que estes marcadores sdo
potencialmente Uteis para uma ampla gama de estudos de populacdes de espécies
selvagens e de cativeiro.

Objetivando identificar loci potencialmente amplificaveis de microssatélites para
a espécie de peixe-rei Odonthesthes humensis, Tavares et. al (2014) obtiveram
1.265.204 leituras, contendo aproximadamente 0,184 Gpb onde 75.347 continham
SSRs; no entanto, 34% apresentaram sequéncias flanqueantes bastante adequadas
para desenho de primers, produzindo 25.806 PAL, sendo 21% de 2mers, 22% de
3mers, 37% de 4mers, 13% de 5Smers e 7% de 6mers. Do total de PAL, foram
selecionados os “Best PALs” (bPALs), estes loci SSRs apresentam unidades longas
de repeticOes (4mers, Smers e 6mers) e trechos mais longos de repeticoes (mais de
sete unidades de repeticbes observadas), que sdo mais propensos a seremvariaveis
nas populagdes de O. humensis. O numero de bPAL foi de 167, valores proximos aos
encontrados em aves (100 - 450), e inferiores aos resultados de estudos realizados
com Danio rerio. Os resultados demonstram que, com uma pequena cobertura do
genoma de O. humensis, foi possivel a identificagdo de um grande numero de loci
potencialmente amplificaveis de microssatélites. Além disso, foi gerado um numero

otimo de bPAL, com potencial para andlise de variabilidade genética dessa espécie.



30

Em decorréncia da dificuldade de insercdo de espécies nativas em sistemas
intensivos de criacdo e do crescente sobrepesca de animais ameacados de extingao
Oliveira (2014) conduziu um estudo tendo como enfoque principal realizar a
reproducdo em cativeiro de Brycon orbignyanus de diferentes locais de origem,
assistida por analises genéticas do DNA mitocondrial e, também de marcadores
moleculares do tipo microssatélite, de forma a produzir juvenis adequados para 0 uso
em programas de manejo.

Prado (2014) utilizou marcadores moleculares do tipo microssatélite na
identificacdo de hibridos e introgresséo genética em populac¢des de Pseudoplatystoma
corruscans e Pseudoplatystoma reticulatum visando desenvolver marcadores de
genes nucleares para a distincéo entre as espécies em questao, bem como identificar
seus hibridos F1 e avancados. J4 em estudo conduzidos por Tenério (2012), utilizou-
se marcadores microssatélites para uma avaliacdo da estrutura genética e
populacional do camardo de agua doce em extingao, pitu (Macrobrachium carcinus),

como ferramenta para apoiar programas de repovoamento da espécie.

2.8.Variabilidade genética de populacdes

Em 1900, com o redescobrimento dos trabalhos de Mendel, ficou cada vez mais
claro que as caracteristicas sao determinadas por genes, onde 0s mesmos segregam
durante a gametogénese e apOs sao transmitidos para a prole. A andlise da
transmissao genética em cruzamentos experimentais e heredogramas rapidamente
deu origem a um novo tipo de analise que envolvia populac¢des inteiras. Em 1930 a
genética de populacdes ja estava se estabelecendo como disciplina, contando com
a grande contribuicdo de pesquisadores como Sewall Wright, R.A. Fisher e J.B.S.
Haldane, passando a representar um alicerce fundamental para a teoria evolutiva e
para estudos de variacdo genética populacional.

Em peixes especificamente, a variabilidade genética promove a capacidade
adaptativa a mudancas ambientais, resisténcia as doencas e ainda pode afetar o
crescimento e a reproducdo. Logo, a manutencdo destes parametros se faz

fundamental para a insercdo de qualquer estratégia de melhoramento e de
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conservacao genética. (POVH et al.,2009).

Todavia, as praticas de manejo, em detrimento do volume de producédo da
atividade, também sao fatores que predispde a reducéo da variabilidade existentes
nas populacbes cativas, aumentado a probabilidade de ocorréncia de
endocruzamento (SOUSA et al., 2006; MOREIRA et al., 2007).

Em razéo disso, a consolidacdo de um programa de melhoramento genético
esta fundamentada no conhecimento da variabilidade genética da populagéo base e

a realizacao de analises especificas para o monitoramento da mesma.

2.8.1. Analise da variabilidade genética

2.8.1.1. Polimorfismo

O polimorfismo genético € definido como a ocorréncia em um conjunto de
individuos de dois ou mais alelos em um locus, o que implica em mudancas na
sequéncia genética entre integrantes de uma certa populagéo. A taxa de polimorfismo
estd associada ao numero de loci polimérficos em razdo do numero total de loci

analisados na populacédo em estudo (TAVARES,2010).

2.8.1.2. Heterozigose

A heterozigose é a condicdo genética na qual o individuo possui dois alelos
diferentes para determinar uma caracteristica. Por conseguinte, a heterozigose
observada de um locus diz respeito a proporcdo de individuos heterozigoticos
observados neste locus. Ja a heterozigose média observada traduz-se na
ponderacgdo de individuos heterozigéticos observados associado ao numero total de
loci estudados (RAMALHO et al.,2012)
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2.8.1.3. Diversidade alélica

Parametro utilizado para comparacéo de diferentes genotipos e populaces
bem como a variagcdo genética existente nas mesmas. Esta mensuracdo esta
embasada no conceito de frequéncia alélica, que pode ser definida como as
proporcdes dos diferentes alelos de um determinado gene na populagdo (RAMALHO
et al, 2012).

2.8.1.4. EstatisticaF

Constitui uma medida introduzida pelo geneticista estadunidense Sewall Wright
(1951) cuja finalidade é realizar a descri¢cao da estrutura genética de populacgdes.

Para tal intento sdo utilizados os parametros Fst, Fit e Fis; onde Fst mensura a
reducdo de heterozigose de uma subpopulacdo devido a deriva genética, sendo a
mesma um reflexo direto da diferenciacdo genética da subpopulacdo. Os valores
deste parametro podem variar de 0 a 1, onde um valor de Fst alto sugere que hd uma
consideravel diferenciacédo genética. O Fit calcula a reducdo de heterozigose de um
individuo frente ao total da populacéo, sendo associada ao efeito da consanguinidade
e deriva genética. Por fim, o Fis mede a diminuicdo da heterozigose de um individuo
em decorréncia da reproducéo nao casual existente dentro de uma subpopulagéo,
onde seu valor esté atrelado a consideraveis niveis de consanguinidade populacional.
(TAVARES, 2010; RAMALHO et al., 2012).

2.8.1.5. Equilibrio de Hardy-Weinberg

O principio de Hardy- Weinberg foi proposto em 1908 pelo matematico inglés
Godfrey Hardy e o médico alemao Wilhem Weinberg onde em estudos independentes

estabeleceram o teorema que norteia o principio do equilibrio génico populacional.
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Este teorema descreve a influéncia da reproducéo ao acaso (panmitica) nas
frequéncias alélicas e genotipicas em uma populacéo infinita. Nele € estabelecido que
dentro de determinadas condicfes, uma populagdo mendeliana apresentara
frequéncias alélicas constantes ao decorrer das geragfes. Independentemente da
presenca de genes raros ou frequentes, a frequéncia dos mesmos sera constante
desde que essas condicfes em que a populacdo esta inserida se mantenham
inalteradas. (EDWARDS, 2008; TAVARES,2010).
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3.1. Caracterizacao do problema

Dispondo de aproximadamente 12% de toda agua doce disponivel no planeta,
litoral que ultrapassa 8 mil quildbmetros de extensédo e faixa maritima correspondente
ao tamanho da Amazoénia, o Brasil detém todos as prerrogativas necessarias para
despontar como uma poténcia aquicola mundial.

De acordo com a Organizacdo das Nacbes Unidas para a Agricultura e a
Alimentacéo (Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO) no ano
de 2000 foram registrados cerca de 35 milhdes de empregos nos setores da producao
primaria de pesca e aquicultura, sendo 65% relacionados a pesca maritima, 15%
referentes a pesca continental e 20% na aquicultura (FAO, 2006).

Segundo dados divulgados pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), no
ano de 2011 o consumo médio de pescado no pais alcancou a marcarecorde de 11,17
Kg por habitante/ano, com expressivo crescimento de 14,5% em relagdo ao ano
anterior. Com base nos numeros divulgados, é valido supor que atualmente os
brasileiros consomem pescado na média anual minima recomendada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) que é equivalente a 12 kg de pescado por
habitante.

Este acentuado acréscimo de consumo nao se restringe somente ao Brasil,
como tém sido uma tendéncia mundial, fato este que pode ser atribuido pela
incessante busca de alimentos mais saudaveis, e o pescado supre perfeitamente as
novas exigéncias do mercado consumidor.

Como perspectiva futura, espera-se que no ano de 2030 a demanda
internacional aumente em mais de 100 milhGes de toneladas anuais, considerando-se
que a producdo média atual € de 154 milhdes de toneladas. Segundo relatério
publicado pela FAO, o Brasil tem capacidade de assumir 20% da demanda esperada
para 0s prOXimos anos, mas para que isto ocorra é necessario tecnificacdo no
concernente as formas de captura destes animais, evitando-se desta forma o
esgotamento dos recursos pesqueiros, sendo a aquicultura uma excelente alternativa.
Paises detentores de grandes reservas de agua e terra, associada a uma
abundéncia de espécies aquicolas nativas, sdo promissores celeiros para o0
desenvolvimento da aquicultura. Paises como o Brasil, que necessitam de maior

desenvolvimento e organizacdo da cadeia produtiva, bem como adaptagao
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tecnoldgica as condicdes locais, onde as instituices de pesquisa e 0 setor publico
devem trabalhar de forma conjunta, para o fortalecimento deste segmento produtivo
(TAVARES, 2010).

A genética da conservagdo desenvolveu-se no inicio da década de 1980,
objetivando apoiar a aplicacdo das analises genéticas moleculares em problematicas
conservacionistas das espécies. Em decorréncia da crescente demanda de pescado
e consequentemente aumento da captura de diversos recursos aquicolas, a
comercializacao desses produtos tem sido permeada por diversas medidas legais ao
redor do mundo no sentido de regulamentar, fiscalizar e identificar corretamente as
espécies de peixes provenientes da captura comercial (DOMINGUES,2011).

As pesquisas em genética de populacfes de peixes tém sido determinantes
para elucidacdes relativas a estruturacéo de populacdes selvagens ou cultivadas de
diversas espécies, abordando questbes desde sua origem bem como de
caracteristicas peculiares, tais como sucesso reprodutivo, taxas de divergéncias
genéticas entre populaces, migracdo, tamanho da populacdo, selecdo natural e
eventos historicos (PARKER et al., 1998; SUNNUCKS, 2000).Esses estudos sédo de
grande importancia no que diz respeito a elaboracdo de projetos visando a
conservacdo de recursos naturais, em especial ao papel desempenhado pelas
variacdes ao nivel do genoma em resposta as mudancas ambientais, particularmente
aquelas de origem antropogénica.

Neste contexto, a biologia molecular tem sido a ferramenta mais utilizada para
estudos genéticos, onde a mesma tem acumulado avancos importantes,
desenvolvendo técnicas cada vez mais precisas para o exame de segmentos de DNA,
em adicdo a descoberta de variados marcadores moleculares aplicaveis as mais
diversas problematicas encontradas no estudo de populacées, da mesma forma que
a elaboracdo de analises estatisticas que visam desde a estimacdo do grau de
variabilidade genética de uma dada populacéo a construcao de arvores filogenéticas,

relacionando espécies proximas e esclarecer questdes de parentesco.
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3.1.1. Caracterizacdo da espécie a ser estudada

Endémica no sul e sudeste do Brasil, bem como Uruguai, Paraguai e Argentina
a espécie Rhamdia quelen, popularmente conhecida como jundi4, é um peixe
caracterizado por sua rusticidade, podendo viver em aguas com condicdes
desfavoraveis para o desenvolvimento de outras espécies. Apresentam habito
alimentar onivoro, alimentando-se de pequenos peixes, moluscos, crustaceos,
insetos, restos de vegetais e detritos organicos, porém apresentando boa aceitacao
a racdo em sistema intensivo de cultivo (RINGUELET et. al, 1967).

A primeira maturacdo sexual ocorre quando as fémeas atingem
aproximadamente 165 mm de comprimento e 0os machos 134 mm. O periodo
reprodutivo sucede-se na primavera, desovando em locais de agua limpa, calma e de
fundo pedregoso. Seus ovos ficam cobertos por uma substancia gelatinosa,
demorando cerca de 3 dias para eclodir (BENTO,2003; KUTTER,2005).

No estado do Rio Grande do Sul, o jundia configura como a segunda espécie
nativa mais capturada e a mais promissora para producdo intensiva. Embora a
espécie apresente grande importancia para a piscicultura, pesquisas ou
levantamentos de dados no concernente a caracteristicas genéticas dos plantéis
nativos de jundia no Rio Grande do Sul sdo escassos, fazendo-se necesséario um
estudo nesse sentido, para que estratégias e medidas de conservacdo e

fortalecimento da cadeia produtiva de Rhamdia quelen sejam implementadas.

Figura 1 - Exemplar de jundia Rhamdia quelen.
Fonte: Fishbase
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3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivos geral

Descrever a divergéncia e a variabilidade genética de duas populacfes de
jundia (Lagoa Mirim e Lagoa Mangueira), através do polimorfismo de oito

marcadores microssatélites.

3.2.2. Objetivo especifico

e Analisar a frequéncia alélica nos oito loci microssatélites, para obtencao
da diversidade entre as populacdes e estrutura populacional;

e Realizar analise estatistica dos parametros genéticos populacionais que
definam a estrutura de populacéo;

e Analisar a diferenciacéo alélica e genotipica e desvio do equilibrio de
Hardy- Weinberg.

3.3. Metodologia

O estudo sera desenvolvido em parceria entre o Laboratério de Ictiologia do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel e o Laboratoério
de Engenharia Genética Animal do Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética,
ambos pertencentes a Universidade Federal de Pelotas — RS, no periodo de agosto
de 2015 a fevereiro de 2017.

Os peixes serao coletados por pescadores artesanais, licenciados pelo IBAMA
e MAP para exercer a atividade de pesca nas lagoas e autorizacdo do SISBIO
(Licenga SISBIO N° 45945-1). Serdo analisados um total de 80 exemplares de duas
populacées de jundid (Rhamdia quelen), sendo 40 animais provenientes da Lagoa
Mangueira, localizado no municipio de Santa Vitéria do Palmar-RS, Brasil e 40
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animais oriundos da Lagoa Mirim, situada no extremo sul do Estado do Rio Grande
do Sul, na fronteira entre Brasil e Uruguai.

O material biolégico coletado para anélise genética serdo fragmentos de tecido
muscular e nadadeira caudal (aproximadamente 200—300mg), sendo 0S mesmos
armazenados em etanol 70% e preservados a -20°C. Apos a coleta, o DNA genémico
total sera extraido usando separacdo organica pelo protocolo de Cloreto de Sodio
(BARRERO et al.,2008), que consiste:

o Maceracdo do tecido muscular, objetivando a ruptura da
parede e membranas celulares, promovendo assim a liberacdo da

molécula de DNA;

o Adicao de 600 uL de solugao tampao TNE1 (5 ml de tris HCI
1 Molar, pH 8.0, 10 mL de EDTA, 1ml de NaCl, 84 mL de agua Milli-Q), tendo
por finalidade promover a lise das células, porém preservando sua

estrutura, acidez e osmolaridade;

o Adigao de 330 uL de TNEZ2 (5ml tris HCI 1 Molar pH 8,0; 10
mL EDTA, 1mL NaCl; 10 mL SDS 20%), como solugéo detergente para

solubilizagdo das membranas e auxiliando na inativagéo de enzimas;

o 4 uL de proteinase K para a desnaturacdo proteica e

incubacao imediata a 50°C por 12 horas;

o Apoés a incubacédo, para precipitacdo de proteinas e restos

celulares serao adicionados 340 uL de NaCl 5M;

o o material sera centrifugado a 12000 rpm e transferido o
sobrenadante para novos microtubos, onde serdo acrescidos 900uL de

etanol absoluto gelado para a precipitacéo do DNA;

o Posteriormente, sera realizada a lavagem do material com 200
ML de etanol 70%;
o A fase liquida é entdo cuidadosamente desprezada e as

amostras serao secas em estufa a 40°C;

o Por fim, o DNA sera ressuspendido com 100 uL de tampao
TE buffer (10 mM de Tris pH 8.0 e 1 mM de EDTA).
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Para checagem da integridade do DNA obtido, as amostras serdo submetidas
a eletroforese horizontal com gel de agarose 1% e tampé&o SB buffer (H3BO3 e NaOH)
1X durante 30 minutos a 140 volts. Para tal, serd usada uma aliquota de 7 uL de DNA
sendo o mesmo corado com 1,1 yL de GelRed (Biotium,USA) e posteriormente
visualizados em transiluminador.

Os marcadores microssatélites serdo amplificados através datécnica de reacao
de PCR, cujo o volume final sera 25uL, contendo 1uL de DNA gendmico, 1 uL de cada
primer (10 pmol), 2,5 uL de 10X PCR buffer (Sigma Aldrich)), 0,5 uL de dNTP (100uM),

1,0 pL de JumpStart™ Red tag ® DNA Polymerase (Sigma Aldrich) e 18,0 uL de
agua livre de nuclease. O controle negativo (reacdo sem a presenca de DNA) sera

utilizado em cada amplificagéo para confirmar a auséncia de contaminacao, sendo a

reacao de PCR realizada em um termociclador Genetouch® (Bioer Technology).

A amplificagdo consistira em uma desnaturacdo 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 extenséo final de 10 minutos
a72°C.

A posterior checagem da amplificacdo do produto de PCR sera realizada por
meio de eletroforese horizontal em gel de agarose a 1%, onde ap0s a eletroforese,
os produtos serdo analisados em transiluminador (L-Pix, Loccus Biotecnologia) sob
luz UV e registrados digitalmente.

Os alelos dos loci serdo discriminados através de observacao direta no gel,
baseando-se na presenca ou auséncia de bandas de tamanhos moleculares idénticos
(mesmo locus).

A diversidade genética dentro das populacfes estudadas sera caracterizada
pelas frequéncias alélicas, heterozigosidade observada, diversidade génica esperada
segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg, nimero de alelos por locus, porcentagem
de loci polimérficos e indice de fixacdo de Wright, estimativas obtidas pelo uso do

programa Genepop 4.
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3.4. Resultados e impactos esperados

O trabalho pretende contribuir na producado de conhecimento que auxilie no
entendimento da estrutura populacional da espécie em estudo, visando a conservacao
bem como a exploracao sustentavel da mesma.

O estudo almeja de igual forma, servir como subsidio para implementacéo de
futuros programas de melhoramento genético de espécies nativas para cultivo, onde

se faz necessario o conhecimento das popula¢cdes base.
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3.6. Outros projetos e financiamentos

O coordenador deste projeto participa em varios projetos de pesquisa
aprovados pelo COCEPE, como colaborador ou coordenador. A seguir séo citados 0s

projetos aprovados:

e Modelagem néo-linear da curva de crescimento de codornas de corte em
analises bayesianas. Codigo do COCEPE: 5511.

e Estudo da associacéo de polimorfismos em genes relacionados a resisténcia
de bovinos ao carrapato. Cédigo do COCEPE: 5358.

e Estudos epigénicos e de marcadores microssatélites em uma linhagem de
codornas de corte. Cédigo do COCEPE: 4989.

e Arroz na dieta de codornas. Cédigo do COCEPE 3950.

e Preservacdo de sémen de aves silvestres Codigo do COCEPE 20406002.

e Avaliagdo do tamanho adulto de vacas e associagbes com eficiéncia
reprodutiva e qualidade da carcaca Codigo do COCEPE 5490.

e Omega-3 na dieta da gestante: Efeitos epigenéticos no metabolismo
energético em sucessivas geragdes. Codigo do COCEPE 50500024.

e Avaliagdo do tamanho adulto de vacas e associacbes com eficiéncia

reprodutiva e qualidade da carcaca. Codigo do COCEPE 5490.

e Uso de marcadores moleculares no estudo de associagéo e sele¢cdo gendmica
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ampla para caracteristicas de crescimento e escores visuais em bovinos
Hereford e Braford. Codigo do COCEPE 5611.

e Desempenho e qualidade de ovos de codornas alimentadas com dleo acido
de soja e os efeitos na sua progénie. Cédigo do COCEPE 6443.

3.1. Aspectos éticos

Durante o estudo, questdes relacionadas ao bem-estar animal, tais como coleta
e abate dos mesmos, serdo atendidas conforme a determinacgao do protocolo de bem-

estar animal.
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4 Relatério do Trabalho de Campo

41. Local de estudo

4.1.1. Lagoa Mangueira

A lagoa Mangueira esta situada no extremo sul do Estado do Rio Grande do
Sul, mais precisamente entre as dunas que separam o municipio de Santa Vitéria do
Palmar e o Oceano Atlantico (33°05'27.02”S e 52°46°03.01”0) (Figura 2). Possui
volume aproximado de setecentos milhBes de metros cubicos de agua doce,
distribuidos em 92 km extenséo, oscilacdo de dois a seis km de largura e profundidade
média aproximada de 1,5 a 6 metros de profundidade (DELANEY, 1965; ARTIOLI et
al, 2009).

Suaformacéo € originaria de regressoes e transgressdes marinhas decorrentes
do processo de erosao e posterior deposicdo de areia, bem como a acao edlica;
podendo ser considerada uma lagoa costeira jovem do ponto de vista geoldgico
(aproximadamente 5.000 anos) (SCHAFER, 1984; TOMAZELLI & VILLWOCK, 2005).

Além disso, a lagoa Mangueira € caracterizada como um sistema fechado e
sem influéncia de marés, sendo desta forma uma area com diversas particularidades
geograficas, bem como populacbes biolégicas e regime hidrico Unicos, sendo
associada também a diversas atividades econémicas como a pesca, recreacao e
irrigacéo (JICA, 2000).
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Figura 2 - Localizagdo Lagoa Mangueira.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.2. Lagoa Mirim

Situada no extremo sul do estado do Rio Grande e norte do Uruguai (31° 30°
a 34° 35 Seb53°31’ab5° 15 O) (Figura 3), a lagoa Mirim abrange uma superficie de
62.250 km?, dos quais, 47% estao em territorio brasileiro e 53% em territdrio Uruguaio
(PIEDRAS, 1994; FIA et al. 2009).

A bacia da lagoa Mirim € o segundo maior corpo hidrico com presenca de
caracteristicas lacustres no pais, onde prevalece o regime de aguas compartilhadas
de acordo com o Tratado de Limites de 1909 e Tratado da Lagoa Mirim de 1977. Além
disso, apresenta area superficial de 3.749 km?, sendo aproximadamente 185 km de
extensao e largura maxima de 37 km (IBGE, 1986; PIEDRAS, 1994).

Se comparada com outros ambientes limnicos, a lagoa Mirim possui sedimento
pobre em matéria organica (Carbono e Nitrogénio), sendo este comportamento
atipico, visto que lagoas costeiras sdo caracterizadas pelo acumulo de matéria
organica e, por conseguinte, elevados niveis de producéo primaria.

Apontada como um importante reservatério de agua para o desenvolvimento
econdmico e social no qual a mesma abrange, as aguas da lagoa Mirim séo utilizadas

para diversas atividades tais como: orizicultura, recreacdo, abastecimento publico,



navegacao e pesca artesanal (PIEDRAS et al. 2012).
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Figura 3 - Localiza¢&do da lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Os animais utilizados para o estudo foram coletados por pescadores artesanais

atuantes nas Lagoas Mangueira e Mirim, na qual os mesmos possuem licenca do
IBAMA e MAP bem como autorizacdo do SISBIO (Licenca SISBIO N° 45945-1), para

exercer a atividade da pesca.

Para captura dos peixes foram utilizadas redes de emalhe, sendo a pesca

realizada no periodo da noite durante 12 horas e posterior coleta pela manha.

Foram obtidos um total de 80 exemplares da espécie Rhamdia quelen sp.,

sendo 40 animais oriundos da Lagoa Mangueira e 40 animais da Lagoa Mirim.

Como fonte de bioldgico para posterior extracdo de DNA gendmico, retirou-se

fragmentos de tecido muscular e nadadeira caudal de cada individuo coletado,

totalizando 160 amostras.
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4.3. Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA gendmico, utilizou-se o protocolo mediante precipitacédo
por NaCl seguindo metodologia proposta por Barrero et al. (2008).

A integridade do DNA extraido foi checada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1%, onde a mesma foi conduzida em cuba horizontal a 140 volts por 30
minutos usando tampao SB 1x (H3BO3 e NaOH).

Para tal, utilizou-se uma aliquota de 7 ul de DNA sendo as amostras coradas

com GelRedT™™ (Biotium USA). Apés corrida, os géis foram visualizados em

transiluminador sob luz UV e registrados digitalmente.

4.4. Amplificacdo dos Microssatélites

Foram utilizadas 8 loci microssatélites tetranucleotideos paraamplificac&o, nos quais
os mesmos foram desenhados e sequenciados segundo metodologia utilizada na
literatura (Castoe et al., 2012).

Asreacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25uL, contendo1uL
de DNA gendmico, 1,0 yL de cada primer (10pmol), 2,5uL de 10X PCR buffer (Sigma

Aldrich), 0,5uL de dNTP(100puM), 1,0 uL de JumpStart’™M Red tag ® DNA
Polymerase (Sigma Aldrich) e 18,0 pyL de &gua livre de nuclease. O controle negativo
(reacdo sem a presenca de DNA) foi utilizado em cada amplificagdo para confirmar

a auséncia de contaminagao.

As reacBes foram realizadas em um termociclador Genetouch® (Bioer
Technology). A amplificagdo consistiu em uma desnaturacao 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 (Tabela 2) por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, terminando com uma extensao final
de 10 minutos a 72°C.

A checagem da amplificacao foi realizada através de eletroforese em gel de
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agarose a 1,0 %, utilizando uma aliquota de 4 pL de produto de PCR. Apds a

eletroforese, os produtos foram analisados em transiluminador sob luz UV e

registrados digitalmente.

Tabela 1 - Sequéncias e temperaturas de anelamento dos primers e sequéncia motif.

A . Sequéncia « r0 Tamanho do
Locus Sequéncia primers (5’-3’) motif Ta" (°C) fragmento (ph)
F: TGACAATAAAGCAAGGTCATTTCG
RA137981 | B, GGGTCTGAATCACCAGTTGC AAAT 60,5 120-140
F: CTTCATGGTCAGCTGTGAGG
RA155485 | o, GTGATGCGTTGCTTTCGG TGCG 54,9 120-130
F: CCTGCACTGTGCCAGAAGG
RA158947 | o, ATCCATGCGTTTGTCCATGC TCCG 55,6 140-160
F: TGATACACTGGTGCGAATCC
Rq164109 | B TCCACTCTAAACGACACTGATGC AAAC 57,0 140-160
F: TTACTGAATGATCGATATTATTGACG
RG193810 | o AAAGGATGGATAGTCTCGCC ATCT 66,0 60-80
F: CACTCCATTGCAGCTTCTTCC
RAS1373 | B ATCGAGTGAAATGCAGCAGG ATGG 61.7 80-100
068040 | F: GGTTAAAGTGAGCTCAGGCAGG AATG 59,2 120-140
q R: GGCGGAGGAGAGAAAGGG
Rq193399 | ' TECTGAACTTCCAAACGTTCC AGTG 54,3 100-120

R: GACTAAAGCCGGGACCTTCC

*Ta = temperatura de anelamento

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.

Andlise dos dados

Foram realizadas 160 extracdes de DNA gendémico, correspondendo a 40

animais proveniente de cada populagao de estudo, nas quais foram coletados de cada

animal, fragmentos de duas fontes de material biol6gico para comparacéo.

Como € evidenciado nas Figuras 4, 5, 6 e 7 tanto a utilizacao de tecido muscular

quanto de nadadeira caudal mostraram-se eficientes para extracdo de material

genético da espécie Rhamdia quelen, apresentando amostras limpas, sem

degradacéo e sem apresentar alteracfes quanto a qualidade das mesmas nas duas

populacdes estudadas



51

Figura 4 - Perfil eletroforético de amostras de DNA gendmico extraido a partir de fragmentos de tecido
muscular de jundias oriundos da Lagoa Mangueira.
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 5 - Perfil eletroforético de amostras de DNA gendmico extraido a partir de fragmentos
de nadadeira caudal de jundias oriundos da Lagoa Mangueira.
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 6 - Perfil eletroforético de amostras de DNA gendmico extraido a partir de fragmentos de tecido
muscular de jundias oriundos da Lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 7 - Perfil eletroforético de amostras de DNA gendmico extraido a partir de fragmentos de
nadadeira caudal de jundias oriundos da Lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pela autora.

Em consonéancia com a qualidade das extraces de DNA obtidas, os 8 loci
microssatélites utilizados no presente estudo apresentaram amplificacdo nas duas
populacdes investigadas (Figuras 8 a 23), fato este primordial para a conducéo das
etapas subsequentes deste projeto, que tem por finalidade principal caracterizar
geneticamente duas populacdes selvagens de jundia através do polimorfismo destes

microssatélites testados.

Rq 137981 - Mangueira Marcador 100pb

Figura 8 - Amplificacédo do locus Rg137981 em jundias oriundos da Lagoa Mangueira.
Fonte: Elaborado pela autora



Rq 137981 - Mirim Marcador 100 pb

Figura 9 - Amplificacédo do locus Rq137981 em jundias oriundos da Lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pela autora.

Rq155485 - Mangueira Marcador 100pb

Figura 10 - Amplificagdo do locus Rq155485 em jundias oriundos da Lagoa Mangueira
Fonte: Elaborado pela autora.
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S Marcador 100 pb

Figura 11 - Amplificagdo do locus Rq155485 em jundias oriundos da Lagoa Mirim
Fonte: Elaborado pela autora.

Rq 158947 - Mangueira Marcador 100 pb

Figura 12 - Amplificagdo do locus Rq158947 em jundias oriundos da Lagoa Mangueira.
Fonte: Elaborado pela autora




Rq 158947 - Mirim Marcador 100 pb

Figura 13 - Amplificagdo do locus Rq158947 em jundias oriundos da Lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pela autora.

Rq 164109 - Mangueira
Marcador 100pb

Figura 14 - Amplificagdo do locus Rq164109 em jundias oriundos da Lagoa Mangueira.
Fonte: Elaborado pela autora.




Marcador 100 pb Rq 164109 - Mirim

Figura 15 - Amplificagdo do locus Rq164109 em jundias oriundos da Lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pela autora.

Rq 193810 - Mangueira Marcador 100 pb

Figura 16 - Amplificagdo do locus Rq193810 em jundias oriundos da Lagoa Mangueira.
Fonte: Elaborado pela autor.




Marcador 100 pb
Rq 193810 - Mirim

Figura 17 - Amplificag&o do locus Rq193810 em jundias oriundos da Lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pela autora

Rq51373 - Mangueira Marcador 100 pb

Figura 18 - Amplificacdo do locus Rq51373 em jundias oriundos da Lagoa Mangueira.
Fonte: Elaborado pela autora.




Marcador 100 pb Rq 51373 - Mirim

Figura 19 - Amplificagéo do locus Rg51373 em jundias oriundos da Lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pela autora.

Rq68040 - Mangueira Marcador 100 ph

Figura 20 - Amplificagdo do locus Rg68040 em jundias oriundos da Lagoa Mangueira
Fonte: Elaborado pela autora.




Rq68040 - Mirim

Marcador 100 pb

Figura 21 - Amplificacdo do locus Rq68040 em jundias oriundos da Lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pela autora.

Marcador 100 pb Rq193399 - Mangueira

Figura 22 - Amplificacdo do locus Rq193399 em jundias oriundos da Lagoa Mangueira.
Fonte: Elaborado pelo autor.




Rq193399 - Mirim Marcador 100 pb

Figura 23 - Amplificagdo do locus Rq193399 em jundias oriundos da Lagoa Mirim.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 Artigo submetido a Revista Ciéncia Agronémica

Extracdo de DNA genémico e amplificacdo de loci microssatélites em populacdes

selvagens de jundia (Rhamdia quelen)

Genomic DNA extraction and amplification of microsatellite loci in wild populations of

jundia (Rhamdia quelen)

RESUMO - Dentre as espécies nativas de interesse econdmico no sul do pais destaca-se o
jundia (Rhamdia quelen), como possivel candidato a inclusdo em programas de melhoramento
genético, objetivando a maximizacdo da producdo da espécie em cativeiro. Todavia, 0 SuUcesso
da implementacdo de programas de melhoramento genético esta fundamentado no
conhecimento genético da populacdo base, sendo a extracdo de DNA de boa qualidade fator
preponderante para a avaliacdo dos mesmos. De igual forma, marcadores microssatélites tém
sido amplamente utilizados para avaliacdo genética de populacbes. O objetivo deste trabalho
foi testar um protocolo de baixo custo para extracdo de DNA genémico de duas populagdes
selvagens de jundias a partir de duas fontes de material biolégico e posteriormente testar a
amplificagdo de 8 loci microssatélites tetranucleotideo. Os animais foram coletados das Lagoas
Mangueira e Mirim, juntamente a pescadores locais. A extracdo de DNA genbémico foi
conduzida a partir de fragmentos de tecido muscular e nadadeira de cada animal coletado a
fim de comparacgdo, utilizando um protocolo de separacdo organica por NaCl. Por fim,

realizou-se a reacdo de PCR a fim de verificar a amplificagdo dos microssatélites. Ambas
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fontes de material bioldgico mostraram-se eficientes para extragdo de DNA genémico da
espécie, de igual modo ocorreu amplificacdo dos 8 loci microssatélites nas duas populacdes de
estudo, sendo os resultados obtidos satisfatorios para maiores estudos abordando a
caracterizagdo genética da espécie em questao.

Palavras-chave: marcadores moleculares. melhoramento animal.SSR.

ABSTRACT- Among the native species of economic interest in the south of the country,
catfish (Rhamdia quelen) stands out as a possible candidate for inclusion in genetic
improvement programs, aiming to maximize captive species production. However, the success
of the implementation of genetic improvement programs is based on the genetic knowledge of
the base population, and the extraction of DNA of good quality is a preponderant factor for their
evaluation. Similarly, microsatellite markers have been widely used for genetic evaluation of
populations. The objective of this work was to test a low cost protocol for extraction of genomic
DNA from two wild populations of jundia from two sources of biological material and later to
test the amplification of 8 loci microsatellite tetranucleotide. The animals were collected from
Mangueira and Mirim Lagoons, together with local fishermen. Genomic DNA extraction was
conducted from fragments of muscle tissue and fin of each animal collected for comparison,
using an organic NaCl separation protocol. Finally, the PCR reaction was performed to verify
the amplification of the microsatellites. Both sources of biological material were efficient for
extracting genomic DNA from the species, as well as amplification of the 8 microsatellite loci
in the two study populations, and the results obtained were satisfactory for further studies
addressing the genetic characterization of the species in question.

Key words: molecular markers. animal breeding.SSR.

INTRODUCAO
A aquicultura consiste em uma atividade em franca expansédo, sendo a mesma uma promissora

alternativa para suprimir a crescente demanda por alimentos no mundo, reflexo este do exponen
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cial crescimento populacional nos ultimos 50 anos. Segundo relatério publicado pela Food and

Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2016), o The State of World Fisheries
and Aquiculture, o Brasil especificamente deve registar um crescimento de 104% na produgéo
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 necessdrio maior competividade e
produtividade no setor aquicola, sendo o melhoramento genético estratégia primordial para o
fortalecimento da cadeia produtiva. Por sua vez, 0 sucesso da implementacao destes programas
esta fundamentado na formacdo da populacdo base, através do cruzamento de populagdes de
diferentes origens e posterior controle da variabilidade genética e da endogamia dos plantéis
(PETERSEN et. al, 2012; TAVARES et al.,2014).

Com o avanco 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 avaliacdo de composicao genética
de populacdes, apresentando ampla distribuicdo no genoma, natureza codominante e carater
altamente polimorfico; sendo a mesma utilizada em sistemas de monitoramento genético em
peixes (BENTSEN;OLESEN, 2002; FESSEHAYE et al., 2006; SILVA,2012; TENEVA,
2009). 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 sele¢cdo genética em virtude do baixo
investimento inicial para a obtencdo 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 econémica para a regido sul do Brasil, sendo conhecido por suas caracteristicas
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zootécnicas favoraveis tais como : rusticidade, habito alimentar onivoro e facilidade de manejo,

além de possuir boa aceitacdo pelo mercado (BALDISSEROTTO;RADUNZ NETO, 2004 ;
CARNEIRO;MIKOS, 2005; POUEY et al., 2011).

O objetivo deste estudo foi realizar o isolamento de DNA gendmico de jundias oriundos
de duas populacBes selvagens através da utilizacdo de um protocolo de extracdo de baixo
custo, e posteriormente testar a amplificacdo de loci microssatélites tetranucleotideo
especificos para espécie, tendo por escopo contribuir para o conhecimento genético destes
plantéis.

MATERIAL E METODOS
Coleta dos animais

Os animais utilizados para o estudo foram oriundos de duas populagdes selvagens de
jundias, residentes nas Lagoas Mangueira (33°05°27.02”°S e 52°46°03.01°°0) localizada no sul
do Estado do Rio Grande do Sul - Brasil ¢ Mirim (31° 30’ a 34° 35° S ¢ 53° 31’ a 55° 15 O)
(Figura 24) situada na fronteira entre o estado do Rio Grande do Sul e norte do Uruguai, onde
a coleta dos peixes foi conduzida por pescadores artesanais atuantes nas duas lagoas e

licenciados pelo IBAMA e MAP para exercer a atividade da pesca.
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Figura 24 - Localizacdo das lagoas Mangueira e Mirim.
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Para captura dos jundids utilizou-se redes de emalhe, sendo a pesca realizada no
periodo da noite durante 12 horas e posterior coleta pela manhd, obtendo-se um total de 80
exemplares de jundias, sendo 40 animais oriundos da Lagoa Mangueira e 40 animais da Lagoa
Mirim. Como fonte de material bioldgico para posterior isolamento de DNA genémico, 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 extracdo de DNA. Os materiais bioldgicos obtidos foram
armazenados em microtubos tipo eppendorf (1,5mL), contendo etanol 70% e
acondicionados a - 20 °C até 0 momento da extrag&o.
Extracdo de DNA
Para extracdo do DNA utilizou-se um protocolo de separacdo organica por Cloreto de

Sodio (BARRERO et al.,2008) com modificacdes, que consistiu em trés etapas: lise, limpeza e

precipitacao.

Primeiramente realizou-se a macera¢do da amostra, objetivando a ruptura da parede e

membranas celulares, promovendo assim a liberacdo da molécula de DNA; apds adicionou-se
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as solugdes tampdo TNE1L (tris HCI 1 Molar pH 8.0, EDTA, NaCl ) , tendo por finalidade

promover a lise das células, porém preservando sua estrutura, acidez e osmolaridade e TNE2
(trisHCI 1 Molar pH 8,0; EDTA, NaCl ; SDS 20%), como solugéo detergente para solubilizacdo
das membranas e auxiliando na inativacdo de enzimas. Posteriormente as amostras foram
incubadas overnight a 55°C com proteinase K para a desnaturacdo proteica. Apds incubacao,
para precipitagdo de proteinas e restos celulares adicionou-se NaCl 5M; sendo transferido o
sobrenadante para novos microtubos, onde foram acrescidos etanol absoluto gelado para a
precipitacdo do DNA e armazenados por 1 horaa-20°C. Apos, realizou-se a lavagem do material
com etanol 70% gelado, descartando-se a fase liquida das amostrase secando-as em estufa a
40°C. Por fim, o DNA foi ressuspendido com &gua milli-q.

A integridade do DNA obtido foi checada por meio de eletroforese horizontal em gel
de agarose 1% e tampao SB 1X (H3BO3, NaOH) durante 30 minutos a 120 volts. Para tal, usou-
se aliquota de 7 uLL de DNA sendo o mesmo corado com GelRed (Biotium,USA) e visualizados
em transiluminador (L-Pix, Loccus Biotecnologia).

Amplificagdo dos microssatélites

Foram selecionados 8 marcadores microssatélites desenvolvidos anteriormente por
RODRIGUES et. al (2015) , no qual a amplificacdo dos mesmos foi realizada por meio do uso
da técnica de reacdo de PCR (polymerase chain reaction), cujo o volume final foi de 25uL,
contendo 1uL.de DNA gendmico, 1,0 uLL de cada primer (forward e reverse), 2,5ul de 10X
PCR buffer (Sigma Aldrich), 0,5uL de dNTP (10pM), 1,0 pL de JumpStartTM Red taqg ® DNA
Polymerase (Sigma Aldrich) e 18,0 uL de agua livre de nuclease.

As reacdes foram realizadas em um termociclador Genetouch® (Bioer Technology),
onde a amplificagdo consistiu em uma desnaturagéo inicial de 94°C por 5 minutos, seguido

por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento conforme a temperatura



132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

67
especifica de cada primer (Tabela 2) por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos,

terminando com uma extenséo final de 10 minutos a 72°C.
A checagem da amplificacéo foi realizada através de eletroforese em gel de agarose a
1%, utilizando uma aliquota de 4 uL de produto de PCR. Apo6s a eletroforese, os produtos

foram analisados em transiluminador sob luz UV e registrados digitalmente.

Tabela 2 - Sequéncias e temperaturas de anelamento dos primers e sequéncia motif.

Tamanho
Sequéncia Ta do

Locus Sequéncia primers (5°-3) motif (°C) fragmento

(pb)
F: TGACAATAAAGCAAGGTCATTTCG
RQI3798L & GGGTCTGAATCACCAGTTGC AAAT 605 120-140

F: CTTCATGGTCAGCTGTGAGG
Rq15485 1. GTGATGCGTTGCTTTCGG TGCG 549 120-130

F: CCTGCACTGTGCCAGAAGG
RQ158947 . ATCCATGCGTTTGTCCATGC TCCG 556 140-160

F: TGATACACTGGTGCGAATCC
Rq164109 o TCCACTCTAAACGACACTGATGE AAAC 570 140-160

F: TTACTGAATGATCGATATTATTGACG
Rq193810 . AAAGGATGGATAGTCTCGCC ATCT 660  60-80

F: CACTCCATTGCAGCTTCTTCC

ROS1373 B ATCGAGTGAAATGCAGCAGG ATGG 617  80-100

Reesod0  F: CCTTAAAGTGAGCTCAGGCAGG AATG 592  120-140
R: GGCGGAGGAGAGAAAGGG

Rq93399 F: TECTGAACTTCCAAACGTTCC AGTG 543  100-120

R: GACTAAAGCCGGGACCTTCC

RESULTADOS E DISCUSSAO
O protocolo de extracdo de DNA genémico por NaCl mostrou-se eficiente configurando
em amostras de boa qualidade para as duas fontes de material biologico utilizadas (Figuras 25
e 26). Resultados semelhantes podem ser observados em trabalhos abordando diferentes
especies de peixes, como pacu (LOPERA-BARRERO et al. 2010), peixe-rei (TAVARES et
al., 2014), tilapia (BLANCK et al. 2009) e carpas (COSTA FILHO et al.,2015) onde os autores
apontam o protocolo NaCl como uma metodologia nédo-toxica e de baixo custo, fornecendo

DNA integro e sem contaminacdo, sendo estes requisitos primordiais para analises genéticas
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que tenham por base a utilizacdo de PCR.

Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose 1% contendo extragcdes de DNA gendmico a partir
de tecido muscular (A) e nadadeira caudal (B) de jundias oriundos da Lagoa Mangueira.

Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose 1% contendo extracdes de DNA gendmico a partir
de tecido muscular (A) e nadadeira caudal (B) de jundiés oriundos da Lagoa Mangueira.

Os 8 loci microssatélites utilizados neste estudo amplificaram em todos os individuos das
duas populacGes abordadas (Figuras 27;28;29;30;31;32;33 e 34) semelhante ao encontrado
por Rodrigues et al. (2015) ao estimar a variabilidade genética de diferentes populacdes de
Rhamdia sp. no qual foram amplificados 6 loci microssatélites sendo 2 dinucleotideo e 4
tetranucleotideos dentre eles Rq164109, Rq137981, Rq5137 e Rq 68040 0os mesmos utilizados no
presente estudo, porém avaliando popula¢Ges em cativeiro.

Figura 27 - Amplificacdo do locus Rg137981 nas duas populacdes de estudo.
Rq137981 - Mangueira Rq137981 - Mirim




163  Figura 28 - Amplificacdo do locus Rg155485 nas duas populacdes de estudo.
Rq155485 - Mangueira Rql155485 - Mirim

164

165 Figura 29 - Amplificacdo do locus Rg158947 nas duas populac@es de estudo.
Rql58947 - Mangueira Rql158947 - Mirim

166

167  Figura 30 - Amplificacdo do locus Rg164109 nas duas populacdes de estudo.

Rql164109 - Mangueira Rq164109 - Mirim
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169 Figura 31 - Amplificacdo do locus Rg193810 nas duas populacdes de estudo.
Rq193810 - Mangueira Rq193810 - Mirim
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172  Figura 32 - Amplificacdo do locus Rg51373 nas duas populagdes de estudo.
Rq51373 - Mangueira Rq51373 - Mirim
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174  Figura 33 - Amplificacdo do locus Rg68040 nas duas populacdes de estudo.

Rq68040 - Mangueira Rq68040 - Mirim
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Figura 34 - Amplificacdo do locus Rg193399 nas duas populacdes de estudo.
Rq193399 - Mangueira Rq193399 - Mirim

Da mesma forma, ao conduzir um estudo no qual avaliavam a contribuicao individual de
machos de Rhamdia quelen em fertilizacdo com pool de sémen Ribolli e Zaniboni-Filho
(2009) amplificaram 5 loci microssatélites (Pcor 1, Pcor 2, Rh 1, Pc 17 e P 97) todos
dinucleotideo para populagbes cativas. Por sua vez, RIOS et al. (2013) validaram 10
microssatélites para populagdes selvagens de Rhamdia quelen oriundas da Laguna del Sauce no
Uruguai, dentre os quais 9 loci eram dinucleotideo e um do tipo pentanucleotideo.
Evidenciando-se assim a escassez de estudos que abordem a amplificacdo de marcadores
microssatélites aplicadas a populacfes naturais e/ ou a caréncia de um painel microssatélite
unicamente tetranucleotideo para jundias, visto que o padrdo de qualidade recomendado pelo
International Society for Forensic Genetics (ISFG) aponta o motivo tetranucleotideo o
mais confiavel para investigacBes genéticas, permitindo uma interpretacdo mais robusta
dos genotipos em comparacdo aos dinucleotideos (KISHINE; TSUTSUMI; KITTA, 2017).
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 reagédo de PCR, dificultando sua interpretacdo e posterior genotipagem.

CONCLUSAO
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 0 uso de diferentes fontes bioldgicas. De igual forma, a amplificacdo dos loci
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microssatélites tetranucleotideo foram satisfatdrias nas duas populagfes abordadas, sendo de
vital importancia como embasamento para que mais estudos abordando a caracterizacdo
genética de jundié sejam realizados.
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6 Consideracfes Finais

Com base nos resultados obtidos até a presente etapa deste projeto, as
extracbes de DNA genbmico bem como os 8 loci microssatélites testados para
amplificacdo nas duas populacdes abordadas neste estudo mostraram-se eficientes,
demonstrando qualidade e robustez para utilizagdo como material embasador das
etapas subsequentes deste trabalho, que abrangerdo genotipagem dos individuos e
posterior avaliagdo da variabilidade genética intra e interpopulacdes.
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