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APRESENTAÇÃO

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

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

Para que produtores possam continuar com este crescimento, há necessidade 
de aperfeiçoamento nas áreas da ciência, tecnologia e inovação. 

Pensando nisto a Editora Atena traz esta compilação de artigos sobre produção 
animal, como forma de aprofundar o entendimento sobre as cadeias da produção 
animal, separados de forma a facilitar a busca e a leitura, destacando as principais 
produções, produções não convencionais e a agricultura familiar.

Boa leitura!

Valeska Regina Reque Ruiz
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CAPÍTULO 17

DESENHO DE PRIMERS PARA ANALISE DO 
POLIMORFISMO DO GENE MITOCONDRIAL MT-ATP 

SUBUNIDADE 6 (mtATP6) EM PEIXE-REI

Gabrielle Silveira Waishaupt
Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Zootecnia e Ciências Biológicas, 
Palmeira das Missões – Rio Grande do Sul

Daniel Ângelo Sganzerla Graichen
Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Zootecnia e Ciências Biológicas, 
Palmeira das Missões – Rio Grande do Sul

Vanessa Seidel
Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Zootecnia e Ciências Biológicas, 
Palmeira das Missões – Rio Grande do Sul

Lusma Gadea de Mello
Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Zootecnia e Ciências Biológicas, 
Palmeira das Missões – Rio Grande do Sul

Mateus Tremea
Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Zootecnia e Ciências Biológicas, 
Palmeira das Missões – Rio Grande do Sul

Alexandra Möller Alves
Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Zootecnia e Ciências Biológicas, 
Palmeira das Missões – Rio Grande do Sul

Gadrieli Cristina Gheno
Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Zootecnia e Ciências Biológicas, 
Palmeira das Missões – Rio Grande do Sul

Suellen Susin Gazzola
Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Zootecnia e Ciências Biológicas, 
Palmeira das Missões – Rio Grande do Sul

Rafael Aldrighi Tavares

Universidade Federal de Pelotas, Departamento 
de Zootecnia, Pelotas – Rio Grande do Sul

RESUMO: O seguinte trabalho teve como 
objetivo a construção de primers visando 
a identificação do polimorfismo do gene 
mitocondrial ATP6 nas diferentes espécies de 
peixe-rei do gênero Odontesthes. A construção 
dos primers foi realizada utilizando uma contig 
construída a partir de uma biblioteca de DNA 
da espécie Odontesthes humensis, contra o 
gene mtATP6 do gênero Odontesthes sp. O 
desenho dos primers foi realizado com o auxílio 
do programa Primer3, sendo estabelecido que 
os primers devessem apresentar um tamanho 
entre 20 a 30 pares de bases, temperatura de 
anelamento entre 50 a 60°C com diferença de 
no máximo 3°C e concentração de guanina 
e citosina entre 40 a 60%. Em simulações in 
silico, o par de primer desenhado demostrou-
se eficaz para detectar a maior proporção do 
polimorfismo do gene mtATP6 em diferentes 
espécies de peixe-rei do gênero Odontesthes, 
tornando uma ferramenta potencial para análise 
da diversidade genética.
PALAVRAS-CHAVE: Odontesthes, DNA 
mitocondrial, diversidade genética.

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.

1 | 	INTRODUÇÃO

O peixe-rei (Odontesthes humensis) habita as águas doces, comum na região 
Sul do país, Uruguai e Argentina. No estado do Rio Grande do Sul, tem relevância 
na pesca artesanal e grande aceitação pela população devido a ótima qualidade de 
sua carne. Além disso, a alta taxa reprodutiva e o amplo espectro alimentar sugerem 
grande potencial para cultivo, mas seus níveis de produção ainda são baixos (Tavares 
et al., 2014). 

Neste sentido, a pesquisa filogenética para o conhecimento da história evolutiva 
e a caracterização genética da espécie são ferramentas importantes para subsidiar 
programas de melhoramento genético e para monitorar as populações naturais de 
espécies deste gênero. O DNA mitocondrial apresenta características que o tornam 
importante nestas abordagens, como por exemplo, ser um genoma compacto, com 
estrutura e organização simples, ser de herança exclusiva materna, além de estar 
presente em organismos em número haplóide, o que impede (ou torna raros) os 
eventos de recombinação. Estas características possibilitam seu uso para diferenciar 
populações geográficas com eficiência pela identificação dos haplótipos ou clones de 
DNA Mitocondrial (mtDNA) (Churikov et al., 2001).

O gene mitocondrial MT-ATP subunidade 6 (mtATP6) é responsável por fornecer 
informações para produção da proteína MT-ATP 6, essencial para a função mitocondrial 
normal, pois forma uma parte de uma enzima chamada ATP sintase. O gene possui uma 
região codificadora e apresenta baixa taxa de substituição comparativamente com a 
região 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 populações de peixes, especialmente de espécies pertencentes a 
gêneros nativos sobre os quais se tenha pouco conhecimento. 

O presente trabalho teve como objetivo a construção de primers para o estudo e 
identificação de polimorfismos no gene mtATP6, em diferentes espécies de peixe-rei 
do gênero Odontesthes.
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2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

A construção 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 GAIIx (Illumina) no modo 
paired-end a partir de um único indivíduo, obtendo sequências com 150 pares de 
bases (pb). A montagem por referência foi feita com o programa Bowtie2 e a obtenção 
da contig com o programa Samtoll.

O desenho dos primers foi realizado com o auxílio 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 diferença de no máximo 3°C 
e concentração de guanina e citosina entre 40 e 60%.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

A contig gerada pelo alinhamento dos reads do sequenciamento contra o gene 
referência, foi de 684 pares de base, apresentando 43 sítios de polimorfismo, embora 
este número possa estar subestimado pela comparação apenas entre duas sequências. 
Helbert et al. (2003) relatam que os estudos de regiões 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 validação de uma reação de PCR, 
principalmente quando se trata de um par de primer, requer planejamento estratégico. 
Em nosso estudo, foram construídos cinco pares de primers, e foi selecionado o par 
que apresentou o maior produto da PCR (585 pb) e que englobaria o fragmento com 
o maior número de polimorfismos, neste caso 38 polimorfismos de um total de 43 da 
contig, ou seja 84,3% dos sítios polimórficos (Figura 1). O par de primer selecionado 
também apresentou características favoráveis para a amplificação 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 são finalizadas com G ou C, bases que fazem pareamento utilizando 
3 pontes de hidrogênio. Esta característica é importante, pois garante ao primer 
maior especificidade na reação de PCR. Além disso, a temperatura de anelamento 
estimada para o par do primer foi de 56°C, fato que aumenta a especificidade e impede 
amplificações inespecíficas.
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Figura 1- Par de primer selecionado para amplificar o gene mtATP6 de espécies do gênero 
Odontesthes

4 | 	CONCLUSÃO

O par de primer desenhado demonstrou-se eficaz para detectar polimorfismos no 
gene mtATP6 em diferentes espécies de peixe-rei do gênero Odontesthes, tornando 
uma ferramenta para análise da diversidade genética. Apesar de não ser a primeira 
escolha de genes para identificação 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 
amplificação do produto de PCR e para verificar o potencial deste marcador para 
estudos de diversidade genética.
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