UFé

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA

ESTUDOS PRELIMINARES PARA A IDENTIFICAGAO SEXUAL DO
PIRARUCU, Arapaima gigas (CUVIER) (TELEOSTEI, OSTEOGLOSSIDAE),
UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES DO TIPO RAPD.

ELIANA MATOS RIBEIRO

Monografia apresentada ao Departamento de
Engenharia de Pesca do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Ceara,
como parte das exigéncias para a obtencao do
titulo de Engenheiro de Pesca.

FORTALEZA - CEARA - BRASIL
JANEIRO/2007



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Manuel Anténio de Andrade Furtado Neto, pela

oportunidade e apoio dado para realizagao deste trabalho.

Ao meu co-orientador, Carlos Riedel, pela confianga depositada em mim.

Ao chefe do Centro de Pesquisas em Aqtiicultura do DNOCS, Pedro Eymard,

por todo suporte fornecido para a realizagao desse trabalho.

A toda minha familia, que direta ou indiretamente colaborou para essa conquista.

Ao meu namorado, que sempre me incentivou e me ajuda em tudo.

Aos colegas do LabGeM, e a todos que de alguma forma contribuiram para a
conclusédo deste trabalho.



Dados Internacionais de Cataloga¢éo na Publicagao
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

R368e Ribeiro, Eliana Matos.
Estudos preliminares para a identificagao sexual do pirarucu, Arapaima gigas (Cuvier)
(Teleostei, osteoglossidae), utilizando marcadores moleculares do tipo Rapd / Eliana Matos
Ribeiro. — 2007.
37 f. :il. color.

Trabalho de Conclusao de Curso (graduagao) — Universidade Federal do Ceara, Centro
de Ciéncias Agrarias, Curso de Engenharia de Pesca, Fortaleza, 2007.

Orientagao: Prof. Dr. Manuel Anténio Andrade Furtado Neto.

1. Pirarucu (Peixe) - Brasil, Nordeste. 2. Pirarucu - Reprodugao. 3. Engenharia de Pesca.
. Titulo.

CDD 639.2




COMISSAO EXAMINADORA:

g =

L

- Prof/Manuel Ant;f-rio Andrade Furtado Neto, PhD

Orientador/Presidente

Prof. Carlos Riedel Porto Carreiro, M.Sc
Membro

Prof? Erivania Gomes Teixeira, B. Sc.
Membro

VISTO:

Prof. Dr. Moisés Almeida de Oliveira
- Chefe do Departamento de Engenharia de Pesca

-~

Prof. Dr. Raimundo Nonato de Lima Conceigao
Coordenador do Curso de Graduacao em Engenharia de Pesca


Fernando
Retângulo

Fernando
Retângulo

Fernando
Retângulo


SUMARIO

RESUMO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

1. INTRODUCAO

1.1. Exploragao dos Recursos Pesqueiros
1.2. Pirarucu

1.3. Genética de peixes e marcadores moleculares
1.4. Isolamento de DNA gendémico

1.5. PCR

1.6. Objetivos

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Instalagdes

2.2. Coleta e Acondicionamento de Amostras
2.3. Extracéo de DNA gendmico

2.4. Quantificacao do DNA

2.5. Reacgbes em cadeia polimerase para identificacéo de
polimorfismos de DNA amplificado com primers arbitrarios (PCR-

RAPD) )
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracéo de DNA gendémico

3.2 Teste preliminar de Reacdes PCR-RAPD para identificagdo de

Sexo
4. CONCLUSOES
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pagina

N O N =2 =

11
11
13
16
17
19

21
21
26

28
29



i

RESUMO

O pirarucu (Arapaima gigas) € considerado o maior peixe escamado de
agua doce do mundo. O mercado brasileiro tem sido abastecido pela pesca, mas a
exploragdo predatéria tem reduzido os estoques, estimulando a producéo de
pirarucu em cativeiro. Entretanto, aspectos relacionados a sua reprodugéo ainda
nao se encontram definidos, pois a espécie ndo apresenta dimorfismo sexual,
sendo assim, sua identificacdo sexual sO € realizada quando o peixe atinge a
maturacao sexual, apds cinco anos de vida. O objetivo geral deste trabalho foi a
realizacao de estudos preliminares que fornecessem subsidios para a
identificagéo do sexo do A. gigas. Os objetivos especificos foram a comparagao da
qualidade do DNA extraido de varias partes do animal (musculo, gbnada, coragéo,
lamela da escama e sangue), verificagdo da eficiéncia de quatro métodos de
conservagao da amostra antes de ser efetuada a extracao e realizacao de reag¢des
teste de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para verificar aparecimento de
bandas polimérficas. Foram utilizados 22 exemplares de pirarucu oriundos do
Centro de Pesquisas em Aquicultura Rodolph Von lhering do Departamento
Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS). Foram realizadas extragdes do
DNA genbmico das amostras seguindo o protocolo CTAB (brometo de
cetiltrimetilamoénio), quantificacéo por espectrofotébmetro e reacdes teste por PCR-
RAPD. Os resultados mostraram que dentre as amostras comparadas, a lamela
da escama se mostrou como sendo a melhor opcao para extracdo, com alta
concentracao de DNA de boa qualidade e pureza. Foram observados resultados
satisfatérios de DNA gendmico para todos os métodos de preservacéo
comparados. Nas reacoes teste de RAPD, foram geradas bandas polimoérficas,
evidenciando a qualidade do material genémico extraido. Desta forma, o estudo
realizado contribuiu para as pesquisas a cerca da identificagao sexual do A. gigas
nos trabalhos realizados pelo DNOCS e aumentou a bibliografia sobre essa

espécie.
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ESTUDOS PRELIMINARES PARA A IDENTIFICAGAO SEXUAL DO
PIRARUCU, Arapaima gigas (CUVIER) (TELEOSTEI, OSTEOGLOSSIDAE),
UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES DO TIPO RAPD.

ELIANA MATOS RIBEIRO

1- INTRODUGAO

1.1 — Exploracao dos Recursos Pesqueiros

A exploragéo pesqueira no Brasil vem se intensificando ao passar dos
anos, contribuindo para a redugdo dos recursos pesqueiros e podendo ter
como resultado a extingdo de algumas espécies de importancia econdémica
(MMA, 2006).

A idéia de que os oceanos constituem fontes inesgotaveis de proteina
animal vem mudando diante do fato de que algumas das maiores regides
pesqueiras do mundo encontram-se hoje ameagadas, com cerca de 70% dos
seus estoques ja extintos ou em vias de extingdo (FREITAS, 2003).

Segundo estatisticas da “Food and Agricultural Organization” (FAO),
Orgao das Nagdes Unidas (ONU), o tamanho das frotas pesqueiras mundiais
aumentou mais que o dobro entre 1970 e 2000 (FAQ, 2005).

Em regibes onde a pesca €& economicamente indispensavel, os
problemas de impacto ambiental por esta atividade tém gerado uma série de
impasses soécio-econémicos e ecoldgicos (MARQUES, 2003). Sendo assim,
novas alternativas devem ser estimuladas, visando atender as necessidades
atuais do mundo, como a aquicultura que se mostra com enorme potencial
quando se compara seu rapido crescimento em relagdo a outras atividades,
como a criagao de gado e a pesca por captura (FREITAS, 2003).

Atualmente, ha uma preocupagdo geral com a manutengao e
principalmente conservagéo dos recursos naturais, sendo desenvolvidos varios

estudos visando seu uso sustentavel, pois, apesar da enorme biodiversidade



da ictiofauna brasileira, as pesquisas relacionadas aos seus aspectos
bioldgicos, taxonomia e genética ainda séo escassas (MARQUES, 2003)

Uma das caracteristicas da exploracao dos recursos pesqueiros € o
extrativismo, ou seja, explora-se sem a preocupagao de repor ao meio
ambiente. Dessa maneira, a conservagao genética de populagdes naturais e de
recursos geneticos animais se mostra necessaria para fornecer as bases para
as decisdes racionais relacionadas a conservacao da biodiversidade, que
normalmente estdo inseridas em programas de manejo de recursos de
interesse econdmico (BARKER, 1994).

1.2 — Pirarucu

O pirarucu (Arapaima gigas), € um peixe da familia Osteoglossidae
natural da bacia amazdnica, que esta entre as espécies de maior porte dos
peixes primarios de agua doce (NELSON, 1994; LI & WILSON, 1996). Sua
carne é bastante apreciada pelo sabor e auséncia de espinhos no filé, que lhe
valem o apelido de “bacalhau de agua doce”. Por essa caracteristica, o
pirarucu tem despertado um grande interesse para exploragdo comercial,
tornando-se uma importante base econémica pesqueira de consideravel escala
na regiao amazoénica (GOULDING, 1983).

A intensificacdo da pesca comercial no Baixo e Médio Amazonas nas
ultimas trés décadas levou os estoques pesqueiros dessa regiao a sofrerem
uma intensa pressao, gerando impacto profundo nas populagcées das principais
espécies comerciais. No caso especifico dos pirarucus, ha uma tendéncia geral
a sobrepesca, fato agravado pelas caracteristicas biologicas da espécie que
ndo favorecem uma recuperacgao rapida dos estoques (IBAMA/PROVARZEA,
2006).

Apesar do pirarucu ser um animal resistente, algumas caracteristicas
ecoldgicas e bioldgicas o torna bastante vulneravel a acao dos pescadores. Os
cuidados com os ninhos apds as desovas expdem os reprodutores a facil
captura com malhadeiras ou com haste e arpao. Durante cerca de seis meses,
o macho protege a prole e a necessidade fisioldgica de emergir para captar ar
ocorre em intervalos menores que o usual, ocasiao em que 0S peixes sao
capturados. O abate dos machos, apds as desovas, expde os filhotes a

predacao por peixes carnivoros, especialmente as piranhas, e a longa fase de



imaturidade sexual (3-5 anos) propiciam a captura de espécies juvenis,
diminuindo o sucesso reprodutivo (IBAMA, 2006).

Visando a exploragdo racional, medidas legais de protecdo ao pirarucu
na Bacia Amazédnica foram implementadas pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) a partir de 1991, por
meio da Portaria do IBAMA N° 480/91, proibindo anualmente o exercicio da
pesca do pirarucu no periodo de 1° de dezembro a 31 de maio, correspondente
ao tempo de desova e cuidados parentais. Em 1993, estabeleceu-se o
tamanho minimo de 100 cm para a comercializagdo da manta ou posta seca
(Portaria do IBAMA 014-N, de 15 de fevereiro de 1993) e finalmente, foi
estabelecido o tamanho minimo de 150 cm para a sua captura na Bacia
Amazodnica (Portaria do IBAMA N° 08/96) e nas bacias dos rios Araguaia e
Tocantins (Portaria do IBAMA N°107/98).

Mais recentemente, foram implementadas outras leis, como a que
proibe anualmente a pesca, o transporte, a armazenagem e a comercializagéo
do pirarucu (A. gigas) no estado do Amazonas, durante o periodo de 1° de
junho a 30 de novembro (Portaria IBAMA N° 01, de 01 de junho de 2005)
(IBAMA, 2006).

Dessa maneira, tem se procurado controlar a exploracao dessa espécie
para evitar os efeitos nocivos da sobrepesca, gerando uma restricdo na oferta
de pirarucu para os mercados regionais. Por outro lado, tal restricdo se
apresenta como fator benéfico ao desenvolvimento da criacdo dessa espécie
em cativeiro.

Segundo Menezes (1951), o trabalho pioneiro de criacdo desse peixe
em cativeiro no Brasil foi realizado em 1935, no Museu Paraense Emilio Goeldi
(Belém, Pard). Desde a década de 40, essa espécie vem sendo introduzida em
acudes localizados em estados do Nordeste brasileiro, visando a sua
manutengao e propagagao em cativeiro.

O DNOCS (Departamento Nacional de Obras Contra as Secas)
introduziu o pirarucu pela primeira vez no Nordeste, em 1939 (Figura 1), com o
recebimento de 50 exemplares do Museu Paraense, visando o combate
biolégico as piranhas, Serrasalmus piraya, e pirambeba, S. rhombeus, que
nessa época proliferavam nos agudes nordestinos (FONTENELE, 1955).



Esses peixes foram criados no Posto de Piscicultura da antiga IFOCS
(Inspectoria Federal de Obras Contra as Secas), em Fortaleza. Em 1942,
dezenove desses exemplares foram transferidos para o Posto de Piscicultura
Lima Campos, mo Ceara, onde hoje esta situada a Estacdo de Piscicultura
Pedro de Azevedo. Com o auxilio desses peixes e de outros de desovas

ocorridas, foram peixados alguns grandes agudes.

=

Figura 1. Introducao do Pirarucu no DNOCS em 1939.

Apesar de ter obtido sucesso com o combate as piranhas, a
multiplicagdo do pirarucu nos agudes causou alguns problemas ecolégicos,
pois, por ser carnivoro e voraz, estava dizimando os cardumes das espécies
nativas.

Depois desse acontecimento, em 2004, a espécie foi reintroduzida no
Nordeste através do Projeto Pirarucu, uma parceria do DNOCS com a SEAP
(Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca da Presidéncia da Republica), com
o intuito de fornecer subsidios técnicos, cientificos e econdmicos aos
piscicultores que desejam cultivar o pirarucu em cativeiro.

Alguns estudos cientificos apontam varias vantagens dessa espécie em
reiégéo ao cultivo de outros peixes como: rapida velocidade de crescimento,
alcancando 10 kg no primeiro ano de cultivo (CARVALHO & NASCIMENTO,
1992; IMBIRIBA, 2001); rusticidade ao manejo; respiracao aérea pulmonar
(FONTENELE, 19583, 1955); confinamento em altas densidades, sem



manifestar canibalismo (CAVERO, 2002). Além disso, a espécie habitua-se a
alimentagdo com ragao comercial (CRESCENCIO, 2001).

Cavero (2002) aponta ainda o pirarucu como a espécie mais promissora
para o desenvolvimento da criagdo de peixes em regime intensivo na regiao
Amazobnica. Apesar de todas essas caracteristicas vantajosas, aspectos
relacionados a sua reprodugao (técnicas de reproducao e identificagédo sexual
de reprodutores) ainda nao se encontram totalmente definidos, sendo
necessario o uso de alevinos e reprodutores capturados na natureza.

A falta de informacgbes cientificas sobre a biologia reprodutiva do
pirarucu que possa subsidiar a elaboracdo de procedimentos que permitam
controlar a sua reprodugdo constitui o principal obstaculo a produgao de
alevinos em larga escala (ONO, 2004). O fato da espécie nao apresentar
dimorfismo sexual externo, faz com que sua identificagédo sexual s6 possa ser
realizada através de indicios fenotipicos (mudangas na coloracdo e nho
comportamento) ou pela observagéo de suas gbénadas, caso sejam dissecados.
Geralmente o macho apresenta coloragdo vermelha mais intensa e mais
escura na parte superior da cabecga e na regiao dorsal, manifestada somente
quando o peixe atinge a maturagao sexual, o que s6 ocorre com cerca de cinco
anos de idade, com 1,60 m de comprimento, quando entdo apresenta peso
entre 40 e 60 Kg (FONTENELE, 1953; SAINT PAUL, 1986; IMBIRIBA, 2001).

Com o dominio da tecnologia de reproducdo do pirarucu em cativeiro,
sera possivel a realizagao de programas de repovoamento e fornecimento de
alevinos aos criadores, uma vez que o abastecimento de individuos para
criacdo em cativeiro mostra-se exclusivamente dependente dos estoques
naturais.

Tendo em vista as dificuldades referidas, a identificagdo sexual do
pirarucu € complicada, sendo necessaria a utilizacdo da genética molecular e o
desenvolvimento de marcadores moleculares determinantes de caracteristicas
sexuais.

Alem da identificagdo sexual de peixes, a genética molecular também
permite solucionar outros problemas da aquicultura, tais como: a identificagao
de virus em estoques de reprodutores, a verificagao de endogamias (atuando
como poderosa ferramenta no melhoramento genético de diversas espécies) e

a identificagao de populagdes (facilitando o manejo de estoques).



1.3 - Genética de peixes e marcadores moleculares

Os recentes avancos na biologia molecular abriram novas perspectivas

para pesquisas em conservagao de espécies e para estudos de biologia como
um todo. O potencial de aplicagéo que a genética e a biotecnologia apresenta
para promover melhorias na aquicultura & bastante promissor e vai desde a
selecdo de linhagens e produgédo de individuos hibridos, polipldides e
monossexuais, até o desenvolvimento de animais transgénicos, via modernas
técnicas da engenharia genética (FREITAS, 20083).
i Durante a década de 1990, grandes avangos foram alcangados através
do desenvolvimento de inumeras técnicas da biologia molecular. Dentre as
diversas descobertas tecnoldgicas estdao o desenvolvimento e identificacdo de
diferentes tipos de marcadores moleculares (FREITAS, 2003). Os marcadores
moleculares sao utilizados amplamente tanto para estudo de extensdo e
distribuicdo da variagao entre espécies como também para investigar questoes
taxonémicas e evolutivas (FERREIRA & GRATTAPLAGIA, 1996; HAIG, 1998).
Sendo assim, o uso de marcadores moleculares torna-se, portanto, uma opgéo
viavel para atingir tais objetivos, além de gerar informacgdes importantes para
um eficiente plano de conservagéo e manejo.

Ferreira & Grattaplaglia (1998) definem marcadores moleculares como
todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um
segmento especifico de DNA, que podem ser regides expressas ou nao do
genoma, e muitas vezes de sequéncia de nucleotideos e funcédo desconhecida.
Antes do advento dos marcadores moleculares, os marcadores eram utilizados
por genes associados a caracteres morfolégicos, em geral fenotipicos, de facil
visualizagdo, que contribuiu significativamente para o desenvolvimento tedrico
da andlise de ligagdo génica e para a construgdo das primeiras versdes de
mapas genéticos. No entanto, os marcadores morfoldgicos tinham uma limitada
e restrita aplicacao.

Dentre os diversos tipos de marcadores moleculares atualmente
disponiveis, os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(WILLIAMS et al., 1990) destacam-se pelas vantagens que apresentam em
relagédo a outros tipos de marcadores (por exemplo, RFLP ou SSR), ja que séo

tecnicamente mais simples, ndo necessita de radioatividade, nao requer o



conhecimento prévio da seqUéncia alvo a ser amplificada, pequenas
quantidades de DNA séo suficientes, além de ser aplicavel a qualquer espécie.
Aliados a estas vantagens estao o baixo custo, facilidade e rapidez no emprego
da técnica.

O uso do RAPD em estudos de genética molecular em populagbes de
peixes tem se difundido entre os ictiologistas pelo fato de ser muito util na
caracterizacao de recursos genéticos, pois representa a variacdo genética,
descartando a influéncia do ambiente, o que permite a obtengcéo de
“fingerprintings” genémicos de individuos, populagdes e espécies (ALMEIDA,
1998). Em aquicultura, esta técnica tem sido amplamente utilizada em estudos
de diversas espécies como: enguias (TAKAGI & TANIGUCHI, 1995), bagres de
canal (LIU et al. 1999) e tilapias (NAISH et. al., 1995); funcionando como uma
ferramenta valiosa no esclarecimento de questdes referentes a identificacéo
sexual, no estabelecimento de relagdes filogenéticas, definicdo de estratégias
de melhoramento e na identificagdo de espécies hibridos. Com o passar dos
anos e surgimento de novas tecnologias — sobretudo a da PCR (Polimerase
Chain Reaction) - aumentaram extraordinariamente o nimero de marcadores
moleculares, possibilitando um grande avanco na utilizagéo de acidos nucléicos
nas elucidacdes de varios problemas da Biologia, inclusive o da identificacao

de caracteres sexuais, como é o caso em questao.

1.4 — Isolamento de DNA genémico

Isolar DNA genbmico de uma espécie compreende basicamente em
submeter amostras de diferentes tecidos a varios processos que incluem
principalmente diferencas de temperatura e de pH. Essas diferengas
desnaturam proteinas permitindo que os acidos nucléicos fiquem dispersos em
solucéo, sendo estes posteriormente precipitados e purificados.

De modo geral, o protocolo de extragdo de DNA mais utilizado para as
diferentes espécies ¢ o CTAB (brometo de cetiltrimetilamdnio), ou CTAB com
algumas modificagdes e variagbes daquele descrito por Dellaporta et al. (1983).
A diferenca basica entre os diversos tipos de protocolos de extragédo
disponiveis na literatura esta na composicdo do tampao de extragao que,
normalmente, integra um agente tamponante para estabilizar o pH em torno de

8.0; um sal para dissociar as proteinas do DNA; um detergente para solubilizar



as membranas e auxiliar na inativagdo de algumas enzimas; e um inibidor de
DNAses para proteger o DNA (BERED, 1998).

Os detergentes devem romper as membranas celulares para que ocorra
a liberagédo do DNA. Dellaporta et al. (1983) usam SDS (dodecil sulfato de
sédio) como detergente, enquanto Doyle & Doyle (1991) usam o CTAB e
Cheung et al. (1993) o sarcosyl. Protocolos extremamente simplificados como
de Cheung et al. (1993) podem fornecer DNAs parcialmente degradados ou
contaminados que, apesar de possibilitar amplificagdes PCR, podem
comprometer a reprodutibilidade das reacdes, resultando muitas vezes em
falsos negativos (ROMANO, 1998).

1.5-PCR

A reacédo de PCR envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de
coépias de um segmento especifico de DNA catalisado pela enzima Taq
polimerase. E baseada no anelamento e extensdo enzimatica de pequenas
moléculas de DNA de fita simples, que sdo os oligonucleotideos sintéticos,
denominados “iniciadores” ou “primers” funcionando como ponto de inicio para
a sintese de uma fita de DNA complementar a fita molde (DNA template). Além
disso, a reacao requer a presenca dos quatro tipos de desoxirribonucleotideos
(dATP, dCTP, dTTP e dGTP), complementares as extremidades da regido do
DNA que se deseja amplificar (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).

Cada ciclo de PCR envolve: a desnaturagdo da molécula de DNA alvo,
obtida por elevacdo da temperatura para 92°C a 95°C; anelamento dos primers
por reducéo da temperatura até o ponto ideal para a formacéo das pontes de
hidrogénio entre cada par de primer e a fita molde (35° a 40°C); e extensao da
sintese da nova fita de DNA (72°C). Uma vez que a replicacdao do DNA é
semiconservativa, ou seja, a enzima DNA polimerase utiliza um molde de fita
simples de DNA para sintetizar uma fita complementar, sem o qual a adigao de
nucleotideos € interrompida, as fitas recém sintetizadas passam a funcionar
como molde para o ciclo seguinte. Ao final de varios ciclos obtém-se o acumulo
exponencial de copias da regido delimitada pelos primers (REGITANO &
COUTINHO, 2001). Esta escala de amplificagdo permite, portanto, iniciar com

quantidades minimas de DNA (na ordem de pico ou nanogramas) e terminar a



reagdo com grandes quantidades de DNA de uma sequéncia especifica de
interesse (MULLIS & FALOONA, 1987; LIMA 1999).

O passo decisivo para a expansao da técnica da PCR ocorreu quando
SAIKI et al. (1985) isolaram uma DNA polimerase (Taqg polimerase) de uma
bactéria (Thermus aquaticus) que vive em fontes térmicas, polimeriza a 72°C,
mantendo assim a atividade por algumas horas a 95°C. Isto possibilitou a
completa automatizagdo do processo da PCR, que juntamente com as técnicas
de clonagem e sequenciamento de DNA tem possibilitado a descricdo da
estrutura do genoma de diversas espécies (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1996). A técnica do RAPD é um tipo de PCR que utiliza primers com 10 pares
de bases para localizar e amplificar segmentos aleatérios no DNA gendmico,
atuando em sitios do DNA gendmico incidente e podendo ser visualizados em
gel de agarose corado com brometo de etideo.

Marcadores RAPD possuem carater dominante, limitando seu uso na
estimacdo de parédmetros genéticos, além de apresentar problemas de
reprodutibilidade (KARP et al., 1996). A utilizacdo desta técnica envolve a
adogao de trés procedimentos basicos: a) otimizagdo das condi¢cées de reagao,
principalmente no que se refere a qualidade e quantidade do DNA gendmico
utilizado; b) abordagem sistematica na utilizacdo do ensaio RAPD, mantendo
constantes as condi¢gdes de concentracbes de reagentes e perfil térmico do
termociclador (inicialmente otimizados) e ¢) ado¢ao de um nivel adequado de
observagédo na selecdo de quais bandas utilizar, buscando aquelas mais
intensas, repetiveis em ensaios sucessivos e registradas por mais de uma

pessoa, independentemente.
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1.6 — Objetivos

Esse trabalho teve como objetivo geral realizar estudos preliminares que

fornecessem subsidios para a identificacdo do sexo do Pirarucu, A.gigas.

Os obijetivos especificos deste trabalho foram:

e Comparar a qualidade e concentracdo da extragdo de DNA de
varios tecidos do animal: gdnada, coragéo, tecido muscular, lamela da escama
e sangue; visando a otimizagéo de extragcdo de DNA.

. Verificar a eficiéncia de quatro métodos de conservagédo das
amostras antes de ser realizada a extragdo: congelada por uma semana em
temperatura de -20°C; acondicionada em alcool 70%; mantida sob refrigeragao
por uma semana a 4°C em alcool 70% e in vivo.

o Realizar um teste preliminar para verificar a eficacia da técnica de
RAPD-PCR na a identificacdo de sexo do Pirarucu, A. gigas.

® Contribuir para programas de manejo e conservagao da espécie
no Centro de Pesquisas Ictiolégicas Rodolpho Von Ihering, do Departamento
Nacional de Obras Contra as Secas - DNOCS.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Instalagé6es

A pesquisa foi desenvolvida nas instalacdes do Centro de Pesquisas em
Aquicultura Rodolph Von Ihering do Departamento Nacional de Obras Contra
as Secas (DNOCS), localizado no municipio Pentecoste, Ceara (Latitude
03°45'00"S e Longitude 39°21'00"W) e distante 90 Km de Fortaleza (Figura 2).

Figura 2: Centro de Pesquisas em Aquicultura Rodolph Von Ihering.

O Centro de Pesquisas possui uma area inundada de tanques (48 de
350m? e 10 de 2500m?) e viveiros, totalizando 11,37 ha, nos Campus | e
Campus Il. Entende-se como area total inundada as estruturas destinadas a
acumular agua para estocagem e manejo de reprodutores e alevinos das mais
variadas espécies. Os viveiros sao estruturas escavadas em terra, destinados a
manutencao de reprodutores bem como reproducéo.

No Campus | esta instalado o LabGeM (Laboratério de Genética
Molecular) (Figura 3) que desenvolve estudos do genoma para controle de
doencas, consanguinidade, identificagcdao sexual, dentre outros.

No Campus Il esta sendo desenvolvido, desde 2004, o Projeto Pirarucu
(Figura 4), que adquiriu, inicialmente, 33 matrizes e 730 alevinos de pirarucu do
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Projeto Pacu, uma empresa especializada em reprodugao de peixes no estado
de Mato Grosso do Sul.

Figura 3: Campus | — Laboratério de Genética Molecular (LabGeM)

Figura 4: Campus Il — Projeto Pirarucu.
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2.2 - Coleta e Acondicionamento de Amostras

Foram utilizados 22 individuos neste trabalho, todos oriundos do
Campus Il, onde foram também realizados os procedimentos externos de
campo. A parte laboratorial foi realizada no LabGeM.

Dentre esses individuos, 18 exemplares eram juvenis, com comprimento
total médio de 100cm (Figura 5) e 4 alevinos com comprimento total médio de
14cm (Figura 6).

Figura 5: Exemplar juvenil de pirarucu indicando o local onde foi retirada a
escama para extracdo de DNA.

Figura 6: Exemplar de alevino de pirarucu do qual foram obtidas amostras de

tecidos.
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Inicialmente, trés machos e trés fémeas, foram sacrificados e dissecados
para a identificagdo anatdmica de suas gdnadas. Em seguida, as gbnadas
foram extraidas e levadas ao microscopio 6ptico, coradas em solugao de aceto
carmim, para teste histolégico visando confirmacao do sexo. Com base nesse
resultado, foi iniciado o processo de isolamento de DNA gendmico.

Amostras de aproximadamente 1cm® de diferentes tecidos foram
coletadas: gdnadas, coragéo, tecido muscular abdominal, lamela da escama e
sangue. A obtencao dessas varias amostras foi realizada objetivando a escolha
do melhor tecido para extracao de DNA gendmico de boa qualidade para
estudos de RAPD.

Ao ser coletado, o material foi acondicionado da seguinte maneira:

o Estocado em “freezer’ com temperatura de -20°C, até o momento
de extracdo de DNA para analise (que ocorreu uma semana depois da coleta).

o Acondicionado por alguns minutos em um tubo Eppendorf de
1,5mL com 1mL de alcool 70% e logo prosseguida a extracao.

o Acondicionado em tubo Eppendorf de 1,5mL com 1mL de alcool
70% e mantido sob refrigeracdo na geladeira até o momento da extracdo
durante até sete dias.

J In vivo, com realizagé@o de extracdo imediata.

Estdo apresentados na tabela 1 a identificagéo de todos os individuos
utilizados, a suspeita de sexo, as amostras de tecidos utilizadas para extracéao

e o tipo de conservagao.
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Tabela 1: Identificagdo dos individuos com a suspeita do sexo a partir de
caracteristicas fenotipicas, seus respectivos tecidos amostrados para extragao

e o tipo de preservacao empregada.

TR Suspeita de Material Tipo de
denitificagaa sexo ks coletado preservagao
1 3
Pirarucu - e 2 i ’
25/10/05 3 3
7 coracéo
. 5 gbnada
Pirarucu - Parcn 6 1
16/09/05 = coragao
8 sangue 4
3074 fémea 9 lamela da 3
escama
10 4
8514 fémea sangue
11 3
12
13 sangue 4
0874 macho
14 lamela da 4
15 escama 3
16 lamela da 4
17 escama
9836 macho 18 sangue 4
lamela da
19 escama 3
2971 - 20
2075 fémea 21
3053 fémea 22
4984 macho 23
8085 - 24
6192 fé 25
Sl lamela da 2
6424 - 26 escama
6393 fémea 27
1128 fémea 28
4340 macho 29
8579 - 30
3352 fémea 31
Alevino 1 - 32
Alevino 2 - 33 .
Alevino 3 = 34 musculo 4
Alevino 4 - 35

Legenda: Tipos de preservagéo: Tipo 1 - congelado por 1 semana em temperatura de -20°C;
Tipo 2 - acondicionada por alguns minutos em &alcool 70%; Tipo 3 - mantida sob refrigeragéo a

4°C em alcool 70% por 1 semana; Tipo 4 — in vivo, com extragao imediata.
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2.3 - Extracao de DNA gendémico

Foram realizadas extracoes de DNA de 22 individuos utilizando o
método CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio), descrito por Murray &
Thompson (1980). Algumas modificagdes foram realizadas no método, tendo
em vista que ele é geralmente aplicado para extragdo de DNA de tecidos
vegetais, mas também tem apresentado eficacia para tecidos animais.

A extracdo teve inicio com a adicdo de 6 mL de CTAB e 12 pL de
mercaptoetanol em tubos Falcon identificados individualmente para cada
amostra. Os tubos permaneceram em banho-maria, até atingir a temperatura
de 60°C.

Enquanto isso, as amostras de tecidos coletadas foram cortadas e
pesadas. Foi utilizada, aproximadamente uma grama (1g) de cada tecido,
sendo cada amostra macerada com um pouco da solugédo que estava em cada
tubo Falcon.

Apds a maceracdo, o material foi transferido para os tubos Falcon e
retornado para o banho-maria, ocorrendo homogeneizagdes perioddicas por
inversdes dos tubos. Esta fase tem como finalidade promover a digestao de
componentes celulares indesejaveis, tais como, lipideos e proteinas (FREITAS,
2003).

Depois de em média 12 horas de incubagao, os tubos foram retirados do
banho-maria, sendo adicionado em cada tubo um volume de cloroférmio-alcool
isoamilico (na proporgéo de 25:1, v/v), homogeneizando-se gradativamente.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 15.000
rpm em uma macrocentrifuga de bancada. Ao final, foram formadas trés
camadas diferentes em cada tubo. O sobrenadante (fase aquosa) de cada
tubo, contendo uma solugdo com &cidos nucléicos, foi removido e transferido
para um novo tubo Falcon, devidamente identificado. Para a precipitagdo do
DNA, foi acrescentado dois tergos de volume (em relagéo ao sobrenadante) de
isopropanol (100%) gelado, invertendo-se cuidadosamente os tubos, que foram
mantidos por 30 minutos a temperatura ambiente ou colocados sob
refrigeracéo a 4°C para favorecer a precipitagao do DNA.

Em seguida, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 15000 rpm,
o sobrenadante foi descartado, os pellets foram secos a temperatura ambiente

e ressuspensos em 1 mL de NaCl (1M), até dissolver os pellets por completo e



17

novamente precipitado pela adicédo de 2,5 volumes de etanol 100% gelado.
Realiza-se a centrifugagcdo por 15 minutos a 15000 rpm, descarta o etanol,
espera o pellet secar a temperatura ambiente e lava o pellet em 1 mL de etanol
70% durante 10 minutos. Mais uma vez, centrifuga por 15 minutos a 15000
rpm. O etanol 70% foi descartado e os pellets foram resuspensos em 2 mL de
TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) e estocados a 4°C.

2.4 - Quantificagcao do DNA

Para quantificar o DNA foi utilizada a espectrofotometria de absorgéo,
considerado um importante teste de analise quimica qualitativa e quantitativa.

Foi usado um espectrofotdmetro RNA/DNA para se obter a medida da
concentragao do DNA (ug/mL) de cada tecido das amostras, em diferentes
diluicbes (1:4 e 1:29) em TE pH 8,0.

A absorcdo de luz ultravioleta (UV) pelos anéis aromaticos dos
nucleotideos € freqlentemente usada para se estimar a concentragdo de DNA,
assumindo-se que o valor de absorbancia igual a 1 (um), correspondente a 1
cm de caminho optico (260nm) obtido a partir de uma solugdo pura contendo
50 ug/mL de DNA. Os aminoacidos aromaticos (especialmente residuos de
triptofano) absorvem, ao maximo, luz a 280nm. Uma estimativa da
contaminagao por proteinas pode ser obtida pela razao 260/280 nm, ou seja, a
relacdo entre DNA puro e proteinas contaminantes. Quanto maior for essa
razdo, menos contaminado sera o DNA.

Apds a determinagdo das concentragcbes do material genético, foi
realizada a eletroforese em gel de agarose a pH neutro, a fim de mostrar por
meio de corantes especificos a qualidade de material isolado.

O gel de agarose tem a fungao de filtrar os genes ou segmentos destes
que, quando submetidos a uma corrente elétrica em um liquido condutor
adequado, bem como (Tris-Borato-EDTA 0,5 X), migram de um pdlo para outro.
Durante o caminho do DNA na matriz do gel, os genes ou segmentos se
agrupam de acordo com seu peso molecular. As matrizes utilizadas para a
eletroforese de acidos nucléicos baseiam-se em agaroses, que proporcionam
um meio poroso, capaz de suportar as condigdes relativamente agressivas da
eletroforese empregada (por exemplo, altas voltagens ou temperaturas). A

porosidade da matriz determina seu poder de resolugdo, sendo geralmente em
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funcdo do grau de polimeralizagéo. Géis de agarose sdo mais utilizados em
funcao de sua facilidade de preparo, bem como a recuperagao subsequente de
DNA (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).

Foram preparados géis de agarose 1,5% a partir da adicdo de 0,90 g de
agarose adicionada a 6,0 mL de tampao TBE (Tris-Acido Bdrico 0,045 M,
EDTA 0,001 M) e 54 mL de agua destilada. Apés a completa fusdo em
microondas, a mistura foi resfriada para a adicdo de 5,0 uL de brometo de
etideo (EtBr), sendo entao transferido o gel para uma cubeta, e fixado o pente
até a solidificacao do gel.

Em seguida, foram aplicadas nos pocos do gel aliquotas de 10 pL das
amostras, com 2 pL de corante azul de bromofenol, para facilitar a visualizacéo
da corrida e fixar as amostras nos pocos (Figura 7). Com o gel submerso em
solucao (190mL de TBE 0,5 X e 1900 mL de agua destilada), contendo EtBr
(10 uL), as amostras foram submetidas a uma corrente elétrica constante de
90V até o azul de bromofenol percorrer aproximadamente 2/3 do comprimento
total do gel. Concluida a corrida, o gel foi transferido para um transluminador
onde as bandas foram visualizadas em luz UV (302nm) devido & presenga do
brometo de etidio impregnado nos acidos nucléicos. Uma banda de alto peso
molecular, correspondente a molécula de DNA, pode ser evidenciada.

Figura 7: Amostras sendo aplicadas no gel.
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Como registro e para posterior analise, os géis foram fotografados com
maquina digital Sony DSC-S85.

Depois de extraido e devidamente quantificado, o DNA esta pronto para
ser utilizado em diferentes procedimentos da Biologia Molecular, incluindo

reacoes de amplificagdo e construgéo de bibliotecas gendmicas.

2.5 — Teste preliminar de Reagdes PCR-RAPD para identificacao de sexo

Para termos confianga e verificarmos a eficiéncia da utilizacdo das
amostras de DNA para futuras reagcées de PCR-RAPD propriamente ditas,
foram realizadas reacdes de teste para verificar se haveria o aparecimento de
bandas polimdrficas nos géis de eletroforese.

Com esse intuito, as reacbes de RAPD foram realizadas usando trés
primers sintetizados da Invitrogen Life Technologies Inc. As quantidades de
reagentes utilizados para cada 25uL de reacdo encontram-se na tabela 2,
enquanto que a sequéncia dos primers encontra-se na tabela 3.

Foram separadas aliquotas de DNA diluido a diferentes concentracdes

finais para uso na PCR.

Tabela 2: Quantidade de reagentes utilizados para cada 25uL de reacao.

Volume para uma reagao
Reagente

25 uL
Agua 17,3uL
Tampao 2,5uL
DNTP 2,5uL
Primer 2,5uL
Taq DNA Polimerase 0,2uL
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Tabela 3: Seqléncia dos primers utilizados.

Primers Seqiiéncia (5’ para 3’)
OPF 03 CCT GATCACC
OPF 06 GGG AATTCG G
OPF 08 GGG ATATCG G

Nota: Convencdes utilizadas: A - Adenina, G — Guanina, C — Citosina e T —

Timina.

O programa de amplificagéo consistiu de 40 ciclos com temperatura de
desnaturagdo de 92°C (1 minuto), temperatura de anelamento de 35°C (1
minuto) e temperatura de extensao de 72°C (2 minutos) no termociclador. A
duracao da termociclagem foi de aproximadamente 4 horas, quando entéo os
produtos da amplificagéo foram retirados e submetidos a eletroforese em gel de

agarose a 1,5%, corados com brometo de etideo e fotografados sob luz UV.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Extragao de DNA gendémico

A extracao de DNA dos 22 individuos, baseada no método de CTAB
possibilitou a obtencdo de boas quantidades de DNA e baixa concentragéo de
proteina. Este € um aspecto muito importante, pois a presenca de impurezas
nas amostras afeta significativamente na realizagdo de reacdes que envolvem
etapas de ligagéo e amplificacdo (GONCALVES, 2004).

A razao do comprimento de onda de DNA e de proteinas (260/280), que
mede o grau de pureza das amostras, apresentou valores de niveis de pureza
com variacOes de 1.15 a 2.38 (Tabela 4).

De acordo com Sambrook et al. (1989), se a razdo 260/280 apresentar
valores entre 1,8 e 2,0, a absorcéo é provavelmente devido a acidos nucléicos
de boa qualidade. No presente estudo, embora a maioria das amostras
apresentou razbes satisfatérias, indicando baixo nivel de contaminagéo,
apenas 0 sangue néo obteve razbes menores que 1,8, que juntamente com a
lamela da escama, apresentou menor nivel de contaminacao.

As concentragcoes de DNA gendmico pela medida da absorbancia a
260nm e 280nm obtiveram variagdo de 79,6 a 494,5ug/mL (Tabela 5),
considerando todos os tipos de amostras que foram utilizadas. Foi obtida uma
média de 337,42ug/mL a partir de aproximadamente 1g por amostra de tecido.

Segundo Walker (1999), o isolamento de DNA em quantidade, pureza e
integridade suficientes, representam um requerimento essencial para a
obtencéo de boas reagdes de RAPD.

Outro fator significante para obtencdo de bons resultados é a
conservacdo da amostra, pois tecidos em perfeito estado podem garantir o
sucesso das etapas subsequentes dos experimentos realizados em laboratdrio
(FREITAS, 2003). Portanto, a realizagdo de extracbes de amostras
diferencialmente conservadas no presente estudo foi importante para se

verificar a eficacia dos tipos de conservagao.
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Tabela 4: Absorbancia e razdo das amostras de DNA gendmico extraidas

através do reagente CTAB.

Amostra ABS% 260 ABS% 280 Razao 260/280

1 0,548 0,398 1.87
2 0,398 0,278 1,43
3 0,997 0,678 1,47
4 1,512 0,776 1,9

5 0,924 0,805 1,15
6 1,169 0,755 1,55
T 1,004 0,719 1,39
8 0,197 0,098 2,010
9 0,220 0,093 2,365
10 0,188 0,082 2,292
11 0,171 0,079 2,164
12 0,185 0,088 2,102
13 0,186 0,078 2,384
14 0,232 0,101 2,297
15 0,277 0,133 2,083
16 0,190 0,085 2,235
17 0,20 0,089 2,247
18 0,204 0,093 2,193
19 0,226 0,111 2,036
20 0,268 0,115 2,33
21 0,302 0,155 1,94
22 0,214 0,142 1.5

23 0,341 0,200 1.7

24 0,281 0,129 2,18
25 0:313 0,138 2,26
26 0,260 0,117 2,22
27 0,318 0,146 2,14
28 0,314 0,138 2,27
29 0,356 0,159 2,24
30 0,281 0,133 2.1

31 0,298 0,132 2,26
32 0,318 0,156 2,04
33 0,292 0,129 2,26
34 0,325 0,152 2,14
35 0,288 0,129 2,23
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Tabela 5: Concentragdes diluidas e concentradas das amostras de A. gigas

com respectivas diluigdes para quantificagao.

Concentragéo (*)
(g de DNA/mL)
Amostra Diluigio Diluida Concentrada

(pg/mL) (ng/mL)
1 1/4 27,4 109,6
2 1/4 19,9 79.6
3 1/4 49,85 199.4
4 1/4 75,6 302,4
5 1/4 46,2 184.8
6 1/4 58,45 233,8
7 1/4 50,2 200,8
8 1/29 9,85 285,65
9 1/29 11,00 319
10 1/29 9,4 272.6
A 1/29 8,55 247,95
12 1/29 9,25 268,25
13 1/29 9,3 269,7
14 1/29 11,6 336,4
15 1/29 13,85 401,65
16 1/29 9.5 5755
17 1/29 10,0 290,0
18 1/29 10,2 2958
19 1/29 11,3 3277
20 1/29 13,4 388.6
21 1/29 15,1 437.9
22 1/29 10.7 310,3
23 1/29 17,05 494,45
24 1/29 14,05 407,45
25 1/29 15,65 453,85
26 1/29 13,0 377
27 1/29 15,65 453,85
28 1/29 15,7 4553
29 1/29 17,8 516,2
30 1/29 14,1 408,9
31 1/29 14,9 4321
2 1/29 15,9 461,1
33 1/29 14,6 423 4
34 1/29 16,25 471,25
95 1/29 14,4 417,6

(*) Valor calculado admitindo-se que uma solugéo de absorbancia a 260nm de
1,0 contém aproximadamente 50 pg/mL de DNA de fita dupla.
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Ferreira & Grattapaglia (1998) constataram que a quantidade e
qualidade de DNA obtido em extracdes s&o afetadas pela condi¢cdo do tecido
antes da extracao, sendo preferivel a extracao de DNA de tecidos vivos sempre
que possivel, assim como a manutencdo dos tecidos entre a coleta e o
momento da extragdo em laboratério.

Durante o procedimento de extracéo, foi verificado que a amostra de
gbnada obteve mais dificuldade na etapa de precipitacdo, momento em que foi
adicionado isopropanol (100%) gelado. Foi necessario manter a solugao sob
refrigeracédo a 4°C para favorecer a precipitagdo do DNA, prolongando o
processo.

Em relacdo aos diferentes tecidos utilizados, a eletroforese (Figura 8) de
DNA gendmico realizada em gel de agarose a 0,8% em geral apresentou bons
resultados, sendo observadas algumas diferencas: Colunas 1, 2, 3, 4, 5, e 7
(amostras de sangue, lamela da escama, coragdo e gdnada) apresentaram
banda unica e nitida, com as amostras de sangue concentradas apresentando
melhores resultados; Colunas 8, 9, 10 e 11 nao apresentaram nenhuma
banda, o que pode ter sido causado por apresentarem niveis baixos de

concentragoes.

e

34567891011

Figura 8: Eletroforese de DNA gendmico de A. gigas, com amostras de

diferentes tecidos e diferentes concentracdes.

Legenda: Coluna 1 — Amostra 18 (C=292,9ug/mL); Coluna 2 — Amostra 10 (C=136,3ug/mL); Coluna 3 —
Amostra 8 (C=159,5ug/mL); Coluna 4 — Amostra 14 (C=168,2ug/mL); Coluna 5 — Amostra coragdo macho
(C=21,6ug/mL); Coluna 6 — Amostra génada fémea (C=6,95ug/mL); Coluna 7 — Amostra 18 (C=5ug/mL);
Coluna 8 — Amostra 10 (C=5ug/mL); Coluna 9 — Amostra 14 (C=5ug/mL); Coluna 10 — Amostra 8
(C=5ug/mL); Coluna 11 — Amostra 1 (C=27,4ug/mL); Coluna 12 — Amostra 6 (C=58,45ug/mL).
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Para as amostras concentradas de lamela da escama que foram
conservadas em solucéo de alcool a 70% por alguns minutos, foi obtida uma
eletroforese que apresentou bandas nitidas e definidas, com aproximadamente
23Kb, como mostra a figura 9.

Quando o DNA se encontra muito degradado, em vez de uma unica
banda evidente, € visualizado um grande rastro difuso ao longo do gel
(CARREIRO, 2001).

Figura 9: Eletroforese de DNA extraido da lamela da escama, acondicionada

por alguns minutos em alcool 70%.

Legenda : Coluna 1 — Amostra 20; Coluna 2 — Amostra 21; Coluna 3 Amostra 22; Coluna 4 — Amostra 23;
Coluna 5 — Amostra 29; Coluna 6 — Amostra 24; Coluna 7 - Amostra 24; Coluna 8 — Amostra 25; Coluna 9 —
Amostra 31; Coluna 10 — Amostra 26; Coluna 11 — Amostra 27; Coluna 12 — Amostra 30; Coluna 13 —
Amostra 28; Coluna 14 — Amostra 32; Coluna 15 — Amostra 33; Coluna 16 — Amostra 34; Coluna 17 —
Amostra 35; Coluna 18 — Amostra 32.

Quanto aos melhores tecidos verificados para extracdo de DNA, a
lamela da escama e o sangue apresentaram vantagens em relagao aos outros,
pois possuiram alta concentracao de DNA, com boa qualidade e pureza. Sendo
0 processo de retirada de escama mais pratico, sem necessidade de pratica
para a realizacdo e menos traumatico para o animal quando da sua obtengao,
permitindo uma melhor manipulacdo no processo de coleta da amostra. A
retirada do sangue com a seringa foi de dificil realizagado, pois é necessario um
minimo de experiéncia para encontrar a veia no peixe, além do risco de

acidente ser maior, pois 0 animal pode se debater a qualquer momento.
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3.2. Teste preliminar de Reagoes PCR-RAPD para identificacao de sexo

As anadlises preliminares da técnica RAPD foram realizadas com o
objetivo de ser mais um parametro para a avaliagdo da qualidade do DNA
extraido.

Dos trés primers utilizados, o primer OPF 03 foi o mais eficiente,
gerando produtos de amplificacdo polimdrficos e com repetibilidade. Tanto o
primer OPF 06 e OPF 08 nao apresentaram bandas polimérficas.

Para as reacOes de teste realizadas, foram escolhidas amostras de um
macho (amostra 4) e de uma fémea (amostra 8), tendo em vista que
apresentaram niveis baixos de contaminacdo e boa concentracdo. Mesmo
assim, foi necessario efetuar diluicbes para que permitisse uma boa
visualizacdo no gel. A amostra 4 foi diluida 1:14, ficando com concentracdo de
21,6ug/mL. Da mesma maneira foi diluida a amostra 8, que ficou com
concentracao de 16,7ug/mL.

Como resultado satisfatério, foi obtida uma eletroforese com as referidas
amostras de concentracdes variadas, apresentando bandas polimérficas

diferenciadas, mostrada na figura 10.

123456 789 101112131415161718

Figura 10: Padrao RAPD-PCR de A. gigas, apresentando bandas polimérficas
diferenciadas.
Legenda: Colunas 1 a 9 — Amostra 8 ; Colunas10 a 18 — Amostra 4

Os resultados verificaram que a técnica de RAPD utilizada foi eficiente
em gerar fragmentos polimdérficos. Esse marcador molecular exige amostras de
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DNA com alto nivel de pureza, pois a qualidade das mesmas é um fator crucial
para o sucesso desta técnica (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Dessa
forma, foi constatado que o DNA gendmico extraido foi bastante eficiente.

Estudos genéticos em A. gigas sdo praticamente inexistentes, dentre
eles esta o trabalho publicado por Farias et al (2003), que a partir da utilizagao
de marcadores moleculares, registraram um alto nivel de variabilidade intra-
populacional da espécie na bacia amazonica, mostrando que a populagdo tem
condigdes genéticas satisfatorias para se manter no ambiente.

O estudo realizado forneceu contribuicdes importantes para a genética
do pirarucu, A. gigas, colaborou para as pesquisas a cerca da identificacao
sexual desse animal nos trabalhos realizados pelo DNOCS, além de ter
aumentado a bibliografia sobre essa espécie.

Estudos futuros de uso de técnicas de RAPD-PCR baseados nesta
pesquisa, irdo contribuir para programas de manejo e conservacao da espécie
no Centro de Pesquisas Ictiolégicas Rodolpho Von lhering, do Departamento
Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS). Isto porque a aplicagédo dessa
tecnologia podera permitir a prévia selegao de casais de reprodutores, o que ira
economizar tempo e dinheiro no processo biotecnoldgico de reproducéo, e no
fornecimento de reprodutores previamente sexados aos produtores que

pretendem desenvolver o cultivo de pirarucu no Ceara.
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4 — CONCLUSOES

v' As extracoes de DNA gendmico pelo método CTAB apresentaram
resultados satisfatérios para todos os métodos de preservacao das

amostras.

v" O sangue apresentou bons resultados, com boas concentragées de DNA
e baixa contaminagdo, mas € preciso uma consideravel pratica para

retirada da amostra.

v" A lamela da escama se mostrou, nesse caso, como sendo a melhor
opcéo para extracéo, com alta concentracéo de DNA de boa qualidade e
pureza, sem necessitar de um certo nivel de especializagao para a

coleta da amostra, além de ser menos traumatico ao animal.

v As reacbes teste de RAPD foram eficientes em gerar fragmentos

polimadrficos, evidenciando a qualidade do DNA extraido.

v Os resultados obtidos no presente trabalho fornecem contribuicdes
importantes para a genética do pirarucu, A. gigas, a cerca de sua

identificacéo sexual nos trabalhos realizados pelo DNOCS.

v" Novos estudos devem ser realizados com o intuito de aumentar a
bibliografia sobre o A. gigas e fornecer subsidios que impulsionem o

cultivo, conservacao ou exploragao sustentavel da espécie.
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