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Tecnologias de DNA
e suas aplicações

A última década do século XX re-
presentouumperíodoparticularmen-
te excitante para a biologia. Novos
métodosdeanálisesdeproteínas,DNA
e RNA levaram a uma explosão de
informaçõesquepermitiramaos cien-
tistas estudar as células e suasmolécu-
las de forma mais detalhada. Essas
novas tecnologias têm permitido não
somente decifrar as informações,mas
também a maneira como os compo-
nentesmoleculares interagemforman-
do células e organismos complexos e
funcionais.

Atéo iníciodos anos 70, oDNAera
uma molécula difícil de ser analisada
bioquimicamente.Hoje, graças à evo-
luçãodas tecnologias demanipulação
doDNA,ela éumadasmoléculasmais
fáceis de ser estudadas. Regiões espe-
cíficas do genoma podem ser facil-
mente isoladas,propagadasemnúme-
ro inimaginável de vezes e sua se-

qüência nucleotídica pode ser conhe-
cidaemquestãodehoras.Odesenvol-
vimentodeduas tecnologias emparti-
cular, a restrição enzimática e a reação
em cadeia da polimerase (PCR, do
Inglês Polymerase Chain Reaction)
possibilitou avanços significativos na
manipulaçãodomaterial genético.

Em 1962, W. Arber forneceu as
primeiras evidências da existência das
nucleasesde restrição, enzimasbacte-
rianas de clivagem de DNA que reco-
nhecem seqüências curtas de bases e
fazem um corte na dupla hélice do
DNA.Sua funçãonacélulabacterianaé
destruir DNAs estranhos que possam
ter entradona célula. A tecnologia das
enzimasde restriçãopossibilitouo iso-
lamentode fragmentos específicos de
DNA e sua posterior propagação em
vetores de clonagem, facilitando seus
estudos. Em 1985, K. B. Mullis e cola-
boradores inventaramaPCR, tecnolo-
gia quepermite uma rápida e eficiente
amplificaçãode regiões específicasdo
genoma.Mais precisamente, essa rea-
çãopossibilitaqueuma região selecio-
nada do genoma seja amplificada mi-
lhões de vezes, permitindo seu isola-
mentodo restodogenoma.Particular-
mente, a tecnologia de PCR tem sido
amplamente aplicadana identificação
de marcadores de DNA úteis na aqüi-
cultura e na conservação de estoques
naturais de espécies de peixes.

Marcadores genéticos aplicados
à produção de peixes em cultivo

Marcadoresmorfogenéticos, geral-
mente associados a caracteres fenotí-
picos, e marcadores enzimáticos ou
bioquímicos, associados a múltiplas
formas moleculares de proteínas, re-
presentaramasabordagens iniciaisque
foramusadasparaanalisar característi-

Figura 1. Regiões organizadoras de nucléolos (RONs) detectadas com
nitrato de Prata (setas em a) e diferentes fenótipos cromossômicos para
RONencontrados em truta arco-íris (b). N1N1 - homozigotonormal;N1N2
- heterozigoto para a inversão; N2N2 - homozigoto para a inversão. Não
foram encontrados exemplares com o fenótipo cromossômico N2N2 no
estoque estudado enos cruzamentos realizados
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cas que refletem a composi-
ção genética de estoques de
peixes. A simplicidade e o
baixocustodaanálisedeele-
troforese fizeram com que
essa ferramenta fosseampla-
menteutilizadapara a carac-
terização genética de espé-
cies, populações e/ou esto-
quesdepeixes (May&Krue-
ger, 1990). Da mesma for-
ma,marcadorescromossômi-
cos têmsido tambémutiliza-
dos com grande sucesso em
estudosdepopulaçõesnatu-
rais, assim como no manejo
de estoques em cultivo.

Osprogressosnomelho-
ramento genético de peixes
cultivados têm sido foco de
discussões e revisões durante a última
década (Hulata, 2001). Os objetivos
têm visado a aumentar a produção de
novas linhagens, o desenvolvimento
detecnologiasmodernas, incluindoma-
nipulação sexual e cromossômica, a
criopreservação de gametas, a obten-
ção de indivíduos transgênicos e o
mapeamento genômico. Os conheci-
mentos sobre marcadores de DNA
evoluíramdoseuestadoexperimental
e estão sendo atualmente incorpora-
dos à aqüicultura de forma prática e
eficiente.

Marcadores Cromossômicos

Marcadores cromossômicos vêm
sendoutilizados e aplicados emproje-
tosdePiscicultura, envol-
vendo principalmente o
controledoscruzamentos.
Os dados citogenéticos
são úteis na caracteriza-
ção de espécies crípticas
e raças cromossômicas, a
fim de prevenir possíveis
insucessosnoscruzamen-
tos,devidoa incompatibi-
lidadesgenéticasquepos-
samsurgir.Poroutro lado,
a citogenética também
pode auxiliar na identifi-
cação de bancos genéti-
cosde espécies utilizadas
em piscicultura e ainda
em projetos de hibrida-
ção,nosquaisé importan-
te a identificação dos ní-

veisdeploidiadosprodutosdoscruza-
mentos interespecíficos que, emprin-
cípio,poderiamresultar em indivíduos
ginogenéticos, androgenéticos, triplói-
des, tetraplóides ehíbridos diplóides.

Até recentemente, os estudos cito-
genéticos de peixes eram considera-
dos como sendo de grande interesse
básico e as novas tecnologias desen-
volvidas na área confirmamumpapel
de grande significância para a citoge-
nética atualmente. Desses estudos,
destaca-se o programa de monitora-
mento citogenético em truta arco-íris
(Oncorhynchus mykiss), através da
aplicação da metodologia de identifi-
cação das regiões organizadoras de
nucléolos (RONs) comcoloração com
nitrato de Prata (Fig. 1a).

Através dessemoni-
toramento, foi possível
identificar a existência
de exemplares comdis-
tintos fenótiposcromos-
sômicos -N1N1 (homo-
zigotos) e N1N2 (hete-
rozigotos), referentes a
indivíduoscomcromos-
somos com a NOR nor-
mal (N1) e portadores
de inversão (N2), não
tendo sidoencontrados
exemplares com o fe-
nótipo cromossômico
N2N2 (Fig. 1b), a condi-
ção homozigota para a
inversão(Porto-Forestiet
al., in press). Segundo
os autores, entende-se

que os cruzamentos envolvendo ma-
trizes heterozigotas para o caráter es-
tudado deveriam resultar em 25% de
indivíduosN2N2no lote dageraçãoF

1

(Fig. 2). Sendo letal, essa condição
provocaria, conseqüentemente, aper-
dade 25%do total de indivíduosneste
tipodecruzamento,queéconsiderada
expressiva emnível deproduçãones-
sa espécie de peixe, pelo seu valor
econômico.

Poroutro lado, cruzamentosenvol-
vendo matrizes N1N1 e N1N2, dos
quais resultam lotes de trutas 50%
N1N1 e 50% N1N2 (Fig. 3), demons-
traramumamaior taxade sobrevivên-
cia na geração F

1
, pelo fato de não

levarem à formação de indivíduos
N2N2, o que seria interessante do

ponto de vista da produção.
Assim, os indivíduos N1N2
doatual estoquenãodeveri-
amsernecessariamentedes-
cartadose,sim,umaveziden-
tificadosemarcados,poderi-
amserutilizadosnormalmen-
te comomatrizes, desdeque
fossemcruzadosapenascom
parceiros homozigotos
(N1N1).

Autilizaçãodemarcado-
res citogenéticos como o
númeroea fórmulacariotípi-
ca, demarcadores dasRONs
edeoutrasmetodologias de
bandamentos cromossômi-
cos, podem ter grande im-
portância em trabalhos de
melhoramentogenético,ma-

Figura 2. Cruzamento induzido envolvendo matrizes
heterozigotas (N1N2), que deveria resultar em 25% de
indivíduos N2N2 no lote da geração F

1
. Não foram

encontrados exemplares como fenótipo cromossômico
N2N2nas amostras estudadas

Figura 3. Cruzamento induzido envolvendo matrizes
homozigotas (N1N1) e matrizes heterozigotas (N1N2),
demonstraramumamaior taxa de sobrevivência na gera-
çãoF

1
, pelo fatodenão levaremà formaçãode indivíduos

N2N2
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nipulação cromossômica ou
comosimplesmarcadores apli-
cados em programas de pisci-
cultura.

Marcadores de DNA

Recentemente, marcadores
molecularesdogenomanuclear
(nDNA), junto compadrões de
DNAmitocondrial(mtDNA),têm
sido considerados ferramentas
importantes epotenciais emes-
tudos relacionadoscomaestru-
tura de populações de peixes,
uma vez que esses tipos de
análises são úteis na detecção
de polimorfismos e fornecem
informações seguras sobre os
níveis de variabilidade e simila-
ridade entre distintas popula-
ções ou estoques. A detecção
de variabilidade através do ge-
noma nuclear começou com o
usoda restriçãoenzimática, por
meiode análises depolimorfis-
mo de fragmentos de DNA ge-
rados por restrição enzimática
(RFLP, do Inglês Restriction
Fragment Length Polymor-
phism) (Grodzickeret al., 1974).
Posteriormente, comoadvento
daPCR(Mullis&Faloona,1987),diver-
sosoutrosmarcadoresmoleculares tor-
naram-sedisponíveis, incluindoseqüên-
cias repetitivas deDNAcomominissa-
télites (Jeffreys et al., 1985) e micros-
satélites ou repetições de seqüência
simples (SSR, do Inglês Simple Se-
quence Repeats) (Litt & Luty, 1989), e
amplificaçãoaoacasodepolimorfismo
de DNA (RAPD, do Inglês Random
Amplified Polymorphic DNA) (Willia-
ms et al., 1990; Welsh & McClelland,
1990).Osmarcadores demicrossatéli-
tes e RAPD, por apresentarem altos
níveis de polimorfismo, têm sido roti-
neiramente utilizados em estudos ge-
néticos que envolvem diferentes es-
pécies de peixes.

Marcadores RAPD e
Microssatélites

Como desenvolvimento de novas
metodologias que empregam marca-
dores de DNA aliadas às técnicas de
clonagem e seqüenciamento, vários
estudosvêmsendodesenvolvidosvol-

tados à aqüicultura e ao cultivo de
peixes, buscando a caracterização e a
identificaçãodeespécies, populações
ehíbridos, determinaçãodeestruturas
populacionais, identificaçãode linha-
gens, determinaçãoda variação gené-
tica em populações selvagens e culti-
vadas, avaliação do impacto genético
da introduçãodepeixes cultivadosem
populaçõesnaturais, determinaçãode
estratégias para fins de criação e repo-
voamentoe localizaçãodemarcadores
ligados agenes envolvidos comcarac-
teres de interesse econômico (Carva-
lho & Hauser, 1998).

MarcadoresRAPDemicrossatélites
têm sido rotineiramente utilizados em
diversas espécies de peixes, por pos-
suírematributosqueos tornamfavorá-
veis para estudos de conservação e
diversidadegenética - são abundantes
e apresentam altos níveis de polimor-
fismo.Alémdisso, análises comparati-
vas envolvendo essesmarcadores em
conjunto, vêm se tornando cada vez
maiscomunsnessesorganismos,oque
permite não somente a obtenção de

dadosmais informativos, como
tambémaavaliaçãodopotenci-
al de cada técnica individual-
mente (Ward, 2000).

Apesardapotencialidadedas
análisesdeRAPDedemicrossa-
télites, aindaexistempoucoses-
tudos envolvendo essesmarca-
dores moleculares em peixes
Neotropicais. A estimativa da
magnitude e de distribuição da
variação genética é crítica em
estudosde estruturapopulacio-
nal, conservação e cultivo e as
aplicaçõesdemarcadoresRAPD
edemicrossatélites empiscicul-
tura podem também incluir o
monitoramentodealteraçõesna
variabilidadegenética,comocon-
seqüência de estratégias dife-
rentes de cruzamento, e estima-
tivasdeparentescoentrepoten-
ciais reprodutores.

Nosúltimosanos,programas
de aquacultura têmdado eleva-
da importância às avaliações
genéticas, com vistas não so-
mente a ampliar a produção
como tambémamanter a diver-
sidade genética dos estoques.
Estudos genéticos envolvendo
marcadores RAPD vêm sendo

utilizados com sucesso na avaliação
dos níveis de diversidade genética de
diferentes estoques naturais e cultiva-
dos deBryconcephalus (Fig. 4), espé-
cie depeixepopularmente conhecida
como matrinchã da Amazônia e de
grande importânciaeconômicanoBra-
sil. Como esperado, tem sido verifica-
daumaconsiderável reduçãonavaria-
bilidade genética de estoques cultiva-
dos da espécie. Os resultados obtidos
parecem refletir uma prática comum
em diversos programas de cultivo de
peixes, em que um pequeno número
deexemplareséutilizadocomorepro-
dutores, obtendo-se sucesso reprodu-
tivo com apenas alguns casais geral-
mentenão identificadosgeneticamen-
te e aplicando-se estratégias reprodu-
tivas não padronizadas. Esse manejo
inadequado leva ao empobrecimento
genéticodosestoques, podendocom-
prometer o sucesso no cultivo. Os
dados levantados são de extrema im-
portânciapara aelaboraçãodemelho-
res estratégias demanejo da reprodu-
ção e para a conservação da biodiver-

Figura 4: Gel de agarose mostrando padrões de
RAPD para indivíduos pertencentes a um estoque
cultivado e indivíduos provenientes de umestoque
da natureza de Brycon cephalus. Em destaque,
bandas/alelos que se apresentammonomórficas no
estoque de cultivo e polimórficas no estoque da
natureza
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sidade da espécie.
Com relação aos microsatélites,

foramrealizadasanálisesenvolvendo
exemplares dequatro estoques culti-
vados de truta arco-íris (Oncorhyn-
chusmykiss) e de umestoque captu-
rado na natureza (resultado de um
programadepropagaçãoda espécie
em rios brasileiros desenvolvido na
década de 60), utilizando seis locos
demicrossatélites.Destes, apenasum
semostroumonomórfico, sendoque,
paraosoutroscinco,onúmeromédio
de alelos por loco polimórfico foi de
8,6, variandode 6 a 26 alelos (Fig. 5).
A heterozigosidade estimada variou
de 0,47 a 0,96, com um valor médio
de 0,74. Verifica-se, pois, que, pelas
análises realizadas, as estimativas de
diversidade genética revelam uma
maior variação dentro dos estoques
(93%), enquanto que entre estes foi
baixa (7%). Esses resultados coinci-
dem com valores relatados por Her-
shberger (1992), para amesmaespé-
cie. Domesmomodo, Carlsson et al.
(1999) estudando trutamarrom, rela-
taramque 96,1%dadiversidade total
(H

T
) foi devida à diversidade dentro

das populações e apenas 3,9% da
diversidade entre populações.

Todas as estimativas relativas à
diferenciação genética (F

ST
) entre os

pares de estoques foram significati-
vas (P<0,01). Essas observações são
bastante importantes,poispermitirão
o desenvolvimento de estudos futu-
ros envolvendo o cruzamento de in-
divíduos dos diferentes estoques, vi-
sandoao incrementodaheterozigose
da espécie e possibilitando a forma-
çãodeestoques sensíveis à aplicação

de técnicas de melhoramento genéti-
co.
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Figura 5: Gel de poliacrilamida mostrando a distribuição de alelos de um microssatélite em truta arco-íris.
Excetuandoo indivíduo1, queéhomozigoto, todosos indivíduos restantes sãoheterozigotos.M,marcador de
pesomolecular de 10 pares de bases; 1-16, indivíduos analisados


