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RESUMO
Busca-se cada vez mais obter peixes geneticamente melhorados para caracteristicas de
importancia econdémica, e uma das praticas mais realizadas € a hibridizacao artificial.
No entanto, a identificacdo morfoldgica é cada vez mais dificil, visto que as espécies
hibridas sdo muito semelhantes as matrizes (espécies puras) e a identificacdo errbnea
destes animais pode levar a contaminagdo genética tanto em ambientes naturais como
em cativeiros, nesse sentido este trabalho teve como objetivo identificar espécies de
peixes provenientes de Rios e piscicultura do Mato Grosso do Sul por meio do gene
mitocondrial 16S, bem como verificar sua filogenética. Para tanto, 0 DNA foi extraido
da nadadeira caudal por meio da resina Chelex®. O DNA foi submetido a reacdo em
cadeia pela polimerase para amplificacdo do gene mitocondrial 16S. Ap0s, 0s
fragmentos amplificados foram purificados por meio de Isopropanol e sequenciados por
meio do ABI 3500 automated DNA sequencer (Applied Biosystems®). As sequéncias
nucleotidicas obtidas foram comparadas com as sequencias depositadas no GenBank e
posteriormente, foram alinhadas no ClustalX2 Software, ap6s foi construida a arvore
filogenética por meio do método neighbor-joining (MEGA 6.0 Software). A
amplificacdo baseada no gene mitocondrial 16S permitiu realizar a identificacdo das
sete espécies diferentes dos peixes de dgua doce coletados no Estado de Mato Grosso do

Sul. E a construcdo da arvore filogenética permitiu estudar a proximidade entre as
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espécies devido a ancestralidade das mesmas, além de confirmar a similaridade com as
sequéncias do Genbank. Desse modo, foi possivel confirmar a eficiéncia da técnica
molecular utilizada para identificacéo.
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INTRODUCAO

Se realizada de forma indiscriminada, a hibridizacéo artificial de peixes pode levar
a contaminacdo genética tanto em ambiente natural como também em cativeiro, pois o
erro de identificacdo pode resultar na mistura e formacao inadequada de reprodutores, o
que ndo é produtivo para a criacdo de peixes, ja que reduz a producao de valor ou de
uma cultura (HASHIMOTO et al., 2011). Como marcadores moleculares podem
fornecer a identificacdo viavel de espécies de peixe e seus hibridos (HASHIMOTO et
al, 2010; PRADO et al, 2011), estes recursos podem ser usados na identificacdo das
espécies, resolvendo os problemas da identificacdo morfoldgica. O gene 16S rRNA. é
um gene mitocondrial muito utilizado na identificacdo de espécies procariotas,
principalmente bactérias (CHUN et al., 2007).

O fato de esse gene codificar moléculas de RNA altamente estruturadas e possuir
uma certa variabilidade o torna uma das ferramentas mais utilizadas para identificacao
(PITTULE et al.,, 2002). Como este gene faz parte do ribossomo, uma estrutura
conservada, é possivel encontra-lo em seres eucarioticos, no entanto, do mesmo modo
que é uma estrutura preservada com o decorrer do tempo, ha porcbes do ribossomo,
denominados ndo aderentes, que sdo passiveis de mutacdo. Assim, torna-se possivel
diferenciar uma espécie de outra. Desse modo o presente trabalho visou verificar a
eficacia do gene mitocondrial 16S para realizar a identificacdo molecular e a filogenia

de espécies de peixes provenientes da Grande Dourados (MS).

MATERIAL E METODOS
Animais Extracdo de DNA
Sete espécies de peixes provenientes do Rio Aquidauana, Brilhante e Dourados e
Piscicultura da cidade de Dourados/MS foram identificadas fenotipicamente e coletados
fragmento da nadadeira caudal para analises moleculares. Para tanto, 0 DNA total foi
extraido seguindo o protocolo de resina Chelex 5% - Chelex® 100 (Bio-Rad) (WALSH
et al., 1991). A pureza (260nm/280nm) e a concentracdo (ng/puL) do DNA total foi



determinada em nanofotrofotdmetro (NanoPhotometer™ P-300 UV-Vis da
IMPLEN®).

Reacdo em Cadeia pela Polimerase e Sequenciamento

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em termociclador BIORAD® modelo
MyCyclerTM Thermal Cycler. As solucdes de amplificacdo foram preparadas em
volume final de 25 pL, constituidos por 12,5 uL de PCR Master MIX (Promega®,
USA), 2 uL de cada oligonucleotideo iniciador (10 pmoles) e 2 uL DNA gendmico (10
a 20 ng). Para a amplificagdo dos fragmentos foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores 16SF universal (5’-ACGCCTGTTTATCAAAAACAT-3"), 16SR universal
(5’-CGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’). O programa de amplificacdio do
termociclador foi: desnaturacéo inicial a 95°C por 5 min, 35 ciclos sob as condicGes : 30
segundos a 95 ° C, 30 segundos a 50 ° C , e 20 segundos & 72 ° C, e uma extensdo
final de 5 minutos a 72 ° C.

Os produtos resultantes das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 2%. Esses produtos amplificados foram purificados por meio de Alcool
Isoamilico e sequenciados pelo método de Sanger no ABI 3500 automated DNA
sequencer (Applied Biosystems®) com mesmos primers utilizados na PCR e o BigDye
Terminator cycle sequencing. As sequéncias obtidas foram analisadas com o auxilio dos
Softwares Cap 3 e BioEdit, ap6s, foram submetidas a alinhamentos, utilizando o
Software de alinhamento ClustalW2. As sequencias foram alinhadas de acordo com
sequencias disponiveis da espécie no Genbank, ap6s foi construida a arvore filogenética

por meio do método neighbor-joining (MEGA 6.0 Software).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificacdo baseada no gene mitocondrial 16S permitiu realizar a identificagéo
das sete espécies diferentes dos peixes de agua doce coletados no estado de Mato
Grosso do Sul (Tabela 1). As amostras 5 e 6, identificadas fenotipicamente como
hibridos, por meio do sequenciamento permitiu definir a origem materna destes peixes,
ja que o gene mitocondrial é doado pela mde. Desse modo, as amostra b5,
fenotipicamente classificada como um peixe de geracdo pos-F1, foi identificada
molecularmente como Pseudoplatystoma tigrinum (Caparari), sendo assim, conclui-se
qgue o cruzamento possivelmente ocorreu entre hibrido x Caparari ou entre hibridos

descendentes do Caparari. A amostra 6 foi classificada como o hibrido Patinga (Pacu-



fémea x Pirapitinga-macho), teve sua identificacdo confirmada como Piaractus
brachypomus. Nota-se que na arvore filogenética (Figura 4) a amostra 6 encontra-se
proxima a espécie Piaractus mesopotamicus (Pacu), comprovando a origem da

evolucéo desta espécie.

Tabela 1. Identificacdo fenotipica e molecular dos peixes coletados nos Rios e Piscicultura da Cidade de
Dourados/MS

Peixes Identificacdo fenotipica Identificacdo Molecular Local de Coleta

Genéro (Nome popular)

Amostra 1 Pterodoras (Abotoado) Pterodoras granulosus Rio Aquidauana
Amostra 2 Astyanax (Lambari) Astyanax bimaculatus Rio Dourados- Linha 4
Amostra 3 Sorubim (Jurupensém) Sorubim lima Rio Dourados- Linha 4
Amostra 4 Salminus (Dourado) Salminus sp. Rio Dourados- Linha 3
Amostra 5 Hibrido Pos-F1 Pseudoplatystoma tigrinum  Rio Dourados- Linha 16
Amostra 6 Hibrido Piaractus brachypomus Piscicultura Douradense
Amostra 7 Prochilodus (Curimba) Prochilodus lineatus Rio Brilhante

Quando as sequéncias foram comparadas com sequéncias depositadas no Genbank
utilizando como ferramenta o BlastN, toadas as sequéncias estudadas apresentaram alta
similaridade, houve menor a probabilidade de que ela tenha ocorrido ao acaso, sendo
mais provavel que as ambas as sequéncias tenham um ancestral comum, ou seja s&o
homologas. E a construcdo da arvore filogenética permitiu estudar a proximidade entre
as espécies devido a ancestralidade das mesmas, além de confirmar a similaridade com
as sequéncias do Genbank. Desse modo, foi possivel confirmar a eficiéncia da técnica
molecular utilizada para identificacdo. Com a identificacdo precisa das espécies diminui
0 risco do uso de espécies hibridas como animais reprodutores, evita a ingressdo de
espécies ndo nativas em determinados ambientes. Sendo assim, deve-se realizar a
conservacao e protecdo de espécies nativas, além de garantir o cruzamento entre

especies que forneceram hibridos com caracteristicas aceitaveis.



Sorubim Lima®

Sorubim lima |JF898653 1|

Sorubim elongatus [JF898654 .1
Sorubim maniradii [JFB98652 1|
Sorubim cuspicaudus [JF898651.1|

Pseudoplatystoma corruscans [JF898657.1]
ﬁeudoplatysmma tigrinum |JF898658.1|
Hibrido Pas-F1*
r Pterodoras rivasi [KC555940.1|
\_|_— Pterodoras granulosus™
Pterodoras granulosus |JAY264152 1|

|F'iaractus mesopotamicus |U33620.1]

Prochilodus reticulatus [HQ171358 1]
I— Prochilodus magdalenae [FJ944754 1|

Prochilodus nigricans [AY788075.1|
L:Prnchilodus lineatus™
Prochilodus lineatus |U34024 1|
Salminus brasiliensis [HQ171437.1]
Salminus hilarii [KF780006.1|
Salminus franciscanus [HQ171401.1]

Salminus maxillosus |AY 7380801
Salminus affinis [KFT80005.1)

Piaractus brachypomus™®
Piaractus brachypomus |GUT725439.1|

|—Astyanax bimaculatus®
Astyanax bimaculatus |[AY787955.1|
Astyanax nicaraguensis |[FJ439457 1|

Astyanax belizanus |FJ439428 1|
Astyanax nasutus [FJ439441 1]
Astyanax orthodus |FJ439455 1]
Astyanax hubbsi [FJ439440.1|
Astyanax jordani [HQ171327.1]
Astyanax aeneus |FJ439416.1]|
Astyanax mexicanus [AP011982.1|
Astyanax petenensis |[FJ439458 1|

Salminus sp.*

Figura 1. Arvore filogenética construida pelo método neighbor-joining (MEGA 6.0 Software). * Espécies estudadas.



CONCLUSAO

Com os resultados obtidos foi identificar espécies de peixes provenientes de
pisciculturas da regido da Grande Dourados (MS) por meio do gene mitocondrial 16S,

bem como verificar sua filogenética.
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