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APRESENTACAO

As cadeias produtivas tém ganhado destaque na economia nacional havendo
necessidade de se promover melhoria do desempenho dos diversos setores envolvidos,
especialmente aqueles que envolvem a producdo animal.

Dentre as cadeias produtivas de maior destaque temos as criagoes de ruminantes
(bovinos, ovinos e caprinos), a piscicultura (que tem aumentando consideravelmente),
a avicultura, a suinocultura e a criagdo de animais ndao convencionais (como codornas
e coelhos).

Para que produtores possam continuar com este crescimento, ha necessidade
de aperfeicoamento nas areas da ciéncia, tecnologia e inovagéao.

Pensando nisto a Editora Atena traz esta compilacdo de artigos sobre producéo
animal, como forma de aprofundar o entendimento sobre as cadeias da producéao
animal, separados de forma a facilitar a busca e a leitura, destacando as principais
producdes, producdes ndo convencionais e a agricultura familiar.

Boa leitura!

Valeska Regina Reque Ruiz
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CAPITULO 17
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RESUMO: O seguinte trabalho teve como
objetivo a construcdo de primers visando
a identificacdo do polimorfismo do gene
mitocondrial ATP6 nas diferentes espécies de
peixe-rei do género Odontesthes. A construgcao
dos primers foi realizada utilizando uma contig
construida a partir de uma biblioteca de DNA
da espécie Odontesthes humensis, contra o
gene mtATP6 do género Odontesthes sp. O
desenho dos primers foi realizado com o auxilio
do programa Primer3, sendo estabelecido que
0os primers devessem apresentar um tamanho
entre 20 a 30 pares de bases, temperatura de
anelamento entre 50 a 60°C com diferenca de
no maximo 3°C e concentracdo de guanina
e citosina entre 40 a 60%. Em simulagdes in
silico, o par de primer desenhado demostrou-
se eficaz para detectar a maior proporcdao do
polimorfismo do gene mtATP6 em diferentes
espécies de peixe-rei do género Odontesthes,
tornando uma ferramenta potencial para analise
da diversidade genética.
PALAVRAS-CHAVE: Odontesthes,
mitocondrial, diversidade genética.

DNA

ABSTRACT: The objective of this work was
to construct primers aiming at identifying the
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polymorphism of the mitochondrial ATP6 gene in the different Peixe-rei species of
the genus Odontesthes. Construction of the primers was performed using a contig
constructed from a DNA library of the Odontesthes humensis species against the
mtATP6 gene of the genus Odontesthes sp. The design of the primers was performed
with the aid of the Primer3 program, and it was established that the primers should
have a size between 20 and 30 base pairs, annealing temperature between 50 and
60° C with a difference of maximum 3 ° C and concentration of guanine and cytosine
between 40 and 60%. In silico simulations, the primer pair was shown to be effective
in detecting mtATP6 gene polymorphism in different Peixe-Rei species of the genus
Odontesthes, making it a potential tool for genetic diversity analysis.

KEYWORDS: Odontesthes, mitochondrial DNA, genetic diversity.

11 INTRODUCAO

O peixe-rei (Odontesthes humensis) habita as dguas doces, comum na regiéo
Sul do pais, Uruguai e Argentina. No estado do Rio Grande do Sul, tem relevancia
na pesca artesanal e grande aceitacao pela populacéo devido a 6tima qualidade de
sua carne. Além disso, a alta taxa reprodutiva e o amplo espectro alimentar sugerem
grande potencial para cultivo, mas seus niveis de producéo ainda sdo baixos (Tavares
et al., 2014).

Neste sentido, a pesquisa filogenética para o conhecimento da histéria evolutiva
e a caracterizagao genética da espécie sao ferramentas importantes para subsidiar
programas de melhoramento genético e para monitorar as populagdes naturais de
espécies deste género. O DNA mitocondrial apresenta caracteristicas que o tornam
importante nestas abordagens, como por exemplo, ser um genoma compacto, com
estrutura e organizagdo simples, ser de heranca exclusiva materna, além de estar
presente em organismos em numero hapldide, o que impede (ou torna raros) os
eventos de recombinacéo. Estas caracteristicas possibilitam seu uso para diferenciar
populacdes geograficas com eficiéncia pela identificacdo dos haplétipos ou clones de
DNA Mitocondrial (mtDNA) (Churikov et al., 2001).

O gene mitocondrial MT-ATP subunidade 6 (mtATP6) é responsavel por fornecer
informacgdes para producado da proteina MT-ATP 6, essencial para a fungao mitocondrial
normal, pois forma uma parte de uma enzima chamada ATP sintase. O gene possuiuma
regiao codificadora e apresenta baixa taxa de substituicdo comparativamente com a
regido controle do DNA mitocondrial, utilizada geralmente nos estudos com mtDNA de
peixes (Lenaz et al., 2004), desta forma poderia ser facilmente identificado e utilizado
em estudos de populacdes de peixes, especialmente de espécies pertencentes a
géneros nativos sobre os quais se tenha pouco conhecimento.

O presente trabalho teve como objetivo a construgao de primers para o estudo e
identificacéo de polimorfismos no gene mtATP6, em diferentes espécies de peixe-rei
do género Odontesthes.

Producéao Animal Capitulo 17




2| MATERIAL E METODOS

A construcao dos primers foi realizada a partir de uma contig montada de uma
biblioteca de DNA da espécie Odontesthes humensis, utilizando como molde o gene
mtATP6 de Odontesthes sp., depositado no GenBank (acesso: JF898664).

A biblioteca de DNA foi gerada por um sequenciador GAlIx (lllumina) no modo
paired-end a partir de um unico individuo, obtendo sequéncias com 150 pares de
bases (pb). A montagem por referéncia foi feita com o programa Bowtie2 e a obtencéo
da contig com o programa Samtoll.

O desenho dos primers foi realizado com o auxilio do programa Primer3, sendo
estabelecido que os primers deveriam apresentar um tamanho entre 20 e 30 pares de
bases, temperatura de anelamento entre 50 e 60°C com diferenga de no maximo 3°C
e concentracao de guanina e citosina entre 40 e 60%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A contig gerada pelo alinhamento dos reads do sequenciamento contra o gene
referéncia, foi de 684 pares de base, apresentando 43 sitios de polimorfismo, embora
este nUmero possa estar subestimado pela comparagao apenas entre duas sequéncias.
Helbert et al. (2003) relatam que os estudos de regides de genes mitocondriais com
alto polimorfismo permitem identificar e diagnosticar novas espécies, auxiliando a
desvendar a diversidade genética em um ambiente, essa metodologia ficou conhecida
como DNA Barcoding e tem sido amplamente usada em estudos com diversas espécies
de peixe, como Pseudoplatystoma spp., Cnesterodon decemmaculatus e Rhamdia
quelen (Carvalho et al., 2008; Ramos-Fregonezi et al. 2017; Angrizani e Malabarba,
2018).

De acordo com Markoulatos et al. (2002) a validacdo de uma reacédo de PCR,
principalmente quando se trata de um par de primer, requer planejamento estratégico.
Em nosso estudo, foram construidos cinco pares de primers, e foi selecionado o par
que apresentou o maior produto da PCR (585 pb) e que englobaria o fragmento com
0 maior numero de polimorfismos, neste caso 38 polimorfismos de um total de 43 da
contig, ou seja 84,3% dos sitios polimorficos (Figura 1). O par de primer selecionado
também apresentou caracteristicas favoraveis para a amplificacdo do gene mtATP6
nas espécies de peixe-rei: Odontesthes humensis, Odontesthes bonariensis e
Odontesthes sp. Como também pode ser observado na figura 1, as extremidades 5’ de
ambos os primers séao finalizadas com G ou C, bases que fazem pareamento utilizando
3 pontes de hidrogénio. Esta caracteristica € importante, pois garante ao primer
maior especificidade na reacdo de PCR. Além disso, a temperatura de anelamento
estimada para o par do primerfoi de 56°C, fato que aumenta a especificidade e impede
amplificagdes inespecificas.
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Primer3Plus — Seures Code
pick primers from a DNA sequence Help About
< Back

#| Pair 1: Primer

Left Primer 1: CTAAMACAGAATCCTGAACCTG

Start; 100 Length: 22bp Tm:54.8C GC:409% Any:00 End: 0.0 TB:6.0 HP;43.0 3 Stab:4.0 Penalty: 3.247
Right Primer 1: | GGTATTAGGGGAAGAAGAACAAATG

Start: 684 Length: 25bp Tm: 57.7C GC:40.0% Any:0.0 End: 0.0 TB:12.0 HP:0.0 3 Stab:2.3 Penalty: 2.665
Pair: Product Size: 585 bp Any: 0.0 End: 0.0 TB:17.0 Penalty: 5.913

Send to Primer3Manager || Reset Form

=} CTGGCTCATA CTTTCCCTAA
101 TAAARACAGAR TCCTGAACCT

AC

CTTCCCCTAA

Figura 1- Par de primer selecionado para amplificar o gene mtATP6 de espécies do género
Odontesthes

41 CONCLUSAO

O par de primer desenhado demonstrou-se eficaz para detectar polimorfismos no
gene mtATP6 em diferentes espécies de peixe-rei do género Odontesthes, tornando
uma ferramenta para analise da diversidade genética. Apesar de nao ser a primeira
escolha de genes para identificacédo de espécies por DNA barcoding, que tem utilizado
o gene Citocromo oxidase subunidade 1 (CO1) e o gene Citocromo B (CytB) como
modelos, este gene apresenta polimorfismos adicionais que contribuiriam para
aumentar o conhecimento evolutivo da espécie, além de ser um importante marcador
do metabolismo energético. Estudos posteriores devem ser conduzidos para validar
amplificacdo do produto de PCR e para verificar o potencial deste marcador para
estudos de diversidade genética.
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