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Tlustracoes cedidas pelos autores

Tecnologias de DNA
e suas aplicacoes

A ultima década do século XX re-
presentou um periodo particularmen-
te excitante para a biologia. Novos
métodos de andlises de proteinas, DNA
e RNA levaram a uma explosio de
informag¢oes que permitiram aos cien-
tistas estudar as células e suas molécu-
las de forma mais detalhada. Essas
novas tecnologias tém permitido nao
somente decifrar as informacdes, mas
também a maneira como 0s compo-
nentes moleculares interagem forman-
do células e organismos complexos e
funcionatis.

Até o inicio dosanos 70, 0 DNA era
uma molécula dificil de ser analisada
bioquimicamente. Hoje, gracas a evo-
lucao dastecnologias de manipulacio
do DNA, ela é uma das moléculas mais
faceis de ser estudadas. Regides espe-
cificas do genoma podem ser facil-
mente isoladas, propagadas em nime-
ro inimaginavel de vezes e sua se-
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Figura 1. Regides organizadoras de nucléolos (RONs) detectadas com
nitrato de Prata (setas em a) e diferentes fenotipos cromossdmicos para
RON encontrados em truta arco-iris (). N1N1 - homozigoto normal; N1N2
- heterozigoto para a inversao; N2N2 - homozigoto para a inversio. Nao
foram encontrados exemplares com o fenotipo cromossdémico N2N2 no
estoque estudado e nos cruzamentos realizados
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Marcadores genéticos e sua
aplicacdo na piscicultura

Marcadores genéticos na piscicultura

qiiéncia nucleotidica pode ser conhe-
cida em questio de horas. O desenvol-
vimento de duas tecnologias em parti-
cular, a restricao enzimatica e a reacao
em cadeia da polimerase (PCR, do
Inglés Polymerase Chain Reaction)
possibilitou avancos significativos na
manipulac¢io do material genético.
Em 1962, W. Arber forneceu as
primeiras evidéncias da existéncia das
nucleases de restricao, enzimas bacte-
rianas de clivagem de DNA que reco-
nhecem seqiiéncias curtas de bases e
fazem um corte na dupla hélice do
DNA. Sua funcao na célula bacteriana é
destruir DNAs estranhos que possam
ter entrado na célula. A tecnologia das
enzimas de restricio possibilitou o iso-
lamento de fragmentos especificos de
DNA e sua posterior propagacao em
vetores de clonagem, facilitando seus
estudos. Em 1985, K. B. Mullis e cola-
boradores inventaram a PCR, tecnolo-
gia que permite uma rapida e eficiente
amplificacio de regides especificas do
genoma. Mais precisamente, essa rea-
¢ao possibilita que uma regiao selecio-
nada do genoma seja amplificada mi-
lhoes de vezes, permitindo seu isola-
mento do resto do genoma. Particular-
mente, a tecnologia de PCR tem sido
amplamente aplicada na identificacao
de marcadores de DNA uteis na aqui-
cultura e na conservacio de estoques
naturais de espécies de peixes.

Marcadores genéticos aplicados
a producio de peixes em cultivo

Marcadores morfogenéticos, geral-
mente associados a caracteres fenoti-
picos, e marcadores enzimaticos ou
bioquimicos, associados a multiplas
formas moleculares de proteinas, re-
presentaram as abordagens iniciais que
foramusadas para analisar caracteristi-



cas que refletem a composi-
¢ao genética de estoques de
peixes. A simplicidade e o
baixo custo daandlise de ele-
troforese fizeram com que
essa ferramenta fosse ampla-

Através desse moni-
toramento, foi possivel
identificar a existéncia
de exemplares com dis-
tintos fenétipos cromos-
somicos - N1N1 (homo-

mente utilizada paraa carac-
terizacdo genética de espé- I
cies, populacdes e/ou esto-
ques de peixes (May & Krue-
ger, 1990). Da mesma for-
ma, marcadores cromossomi-
cos tém sido também utiliza-
dos com grande sucesso em
estudos de popula¢oes natu-
rais, assim como no manejo
de estoques em cultivo.

Os progressos no melho-
ramento genético de peixes
cultivados tém sido foco de
discussoes e revisdoes durante a tltima
década (Hulata, 2001). Os objetivos
tém visado a aumentar a producio de
novas linhagens, o desenvolvimento
de tecnologias modernas, incluindo ma-
nipulacio sexual e cromossomica, a
criopreservagio de gametas, a obten-
¢do de individuos transgénicos e o
mapeamento gendmico. Os conheci-
mentos sobre marcadores de DNA
evoluiram do seu estado experimental
e estdo sendo atualmente incorpora-
dos a aquicultura de forma pratica e
eficiente.

Marcadores Cromossomicos

Marcadores cromossOmicos vém
sendo utilizados e aplicados em proje-
tos de Piscicultura, envol-
vendo principalmente o
controle dos cruzamentos.
Os dados citogenéticos
sdo Uteis na caracteriza-
¢cao de espécies cripticas
e racas cromossomicas, a
fim de prevenir possiveis

25%

50% 2

Figura 2. Cruzamento induzido envolvendo matrizes
heterozigotas (N1IN2), que deveria resultar em 25% de
individuos N2N2 no lote da geragado F. Nao foram
encontrados exemplares com o fendtipo cromossémico
N2N2 nas amostras estudadas

veis de ploidia dos produtos dos cruza-
mentos interespecificos que, em prin-
cipio, poderiam resultar em individuos
ginogenéticos, androgenéticos, triploi-
des, tetraploides e hibridos diploéides.

Até recentemente, os estudos cito-
genéticos de peixes eram considera-
dos como sendo de grande interesse
basico e as novas tecnologias desen-
volvidas na area confirmam um papel
de grande significancia para a citoge-
nética atualmente. Desses estudos,
destaca-se o programa de monitora-
mento citogenético em truta arco-iris
(Oncorbynchus mykiss), através da
aplicacao da metodologia de identifi-
cagdo das regides organizadoras de
nucléolos (RONs) com coloracio com
nitrato de Prata (Fig. 1a).

X

zigotos) e N1IN2 (hete-
I rozigotos), referentes a
individuos com cromos-
somos com a NOR nor-
mal (N1) e portadores
de inversao (N2), nio
tendo sido encontrados
exemplares com o fe-
noétipo cromossdmico
N2N2 (Fig. 1b), a condi-
¢ao homozigota para a
inversao (Porto-Foresti et
al., in press). Segundo
os autores, entende-se
que os cruzamentos envolvendo ma-
trizes heterozigotas para o carater es-
tudado deveriam resultar em 25% de
individuos N2N2 no lote da geracaoF,
(Fig. 2). Sendo letal, essa condi¢cio
provocaria, conseqlientemente, a per-
da de 25% do total de individuos neste
tipo de cruzamento, que € considerada
expressiva em nivel de producdo nes-
sa espécie de peixe, pelo seu valor
econdmico.

Por outro lado, cruzamentos envol-
vendo matrizes N1IN1 e NIN2, dos
quais resultam lotes de trutas 50%
N1IN1 e 50% NIN2 (Fig. 3), demons-
traram uma maior taxa de sobrevivén-
cia na geracido F,, pelo fato de nao
levarem a formacao de individuos
N2N2, o que seria interessante do
ponto de vista da producio.
Assim, os individuos N1N2
doatual estoque nao deveri-
am ser necessariamente des-
cartados e, sim, uma veziden-
tificados e marcados, poderi-
am ser utilizados normalmen-
te como matrizes, desde que

insucessos nos cruzamen- i
tos, devido a incompatibi-
lidades genéticas que pos-
sam surgir. Por outrolado,
a citogenética também
pode auxiliar na identifi-
cacao de bancos genéti-
cosde espécies utilizadas
em piscicultura e ainda
em projetos de hibrida-
¢40, nos quais é importan-
te a identificacao dos ni-

N2N2

50%

50%

Figura 3. Cruzamento induzido envolvendo matrizes
homozigotas (N1IN1) e matrizes heterozigotas (N1N2),
demonstraram uma maior taxa de sobrevivéncia na gera-
¢aoF , pelo fato de nao levarem a formagao de individuos

I fossem cruzados apenas com
parceiros homozigotos
(NIND.

A utilizacdo de marcado-
res citogenéticos como o
numero e a férmula cariotipi-
ca, de marcadores das RONs
e de outras metodologias de
bandamentos cromossomi-
cos, podem ter grande im-
portancia em trabalhos de
melhoramento genético, ma-
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nipulagio cromossémica ou
como simples marcadores apli-
cados em programas de pisci-
cultura.

Marcadores de DNA

Recentemente, marcadores
moleculares do genoma nuclear
(nDNA), junto com padroes de
DNA mitocondrial (ntDNA), tém
sido considerados ferramentas
importantes e potenciais em es-
tudos relacionados com a estru-
tura de populagoes de peixes,
uma vez que esses tipos de
andlises sdo Uteis na deteccao
de polimorfismos e fornecem
informagodes seguras sobre os
niveis de variabilidade e simila-
ridade entre distintas popula-
¢des ou estoques. A deteccao
de variabilidade através do ge-
noma nuclear comecou com o
uso da restri¢do enzimdtica, por
meio de andlises de polimorfis-
mo de fragmentos de DNA ge-
rados por restricio enzimatica
(RFLP, do Inglés Restriction
Fragment Length Polymor-
phism) (Grodzickeretal., 1974).
Posteriormente, com o advento
da PCR (Mullis & Faloona, 1987), diver-
sos outros marcadores moleculares tor-
naram-se disponiveis, incluindo seqtién-
cias repetitivas de DNA como minissa-
télites (Jeffreys et al., 1985) e micros-
satélites ou repeticdes de seqiiéncia
simples (SSR, do Inglés Simple Se-
quence Repeats) (Litt & Luty, 1989), e
amplificacao ao acaso de polimorfismo
de DNA (RAPD, do Inglés Random
Amplified Polymorphic DNA) (Willia-
ms et al., 1990; Welsh & McClelland,
1990). Os marcadores de microssatéli-
tes e RAPD, por apresentarem altos
niveis de polimorfismo, tém sido roti-
neiramente utilizados em estudos ge-
néticos que envolvem diferentes es-
pécies de peixes.

Marcadores RAPD e
Microssatélites

Com o desenvolvimento de novas
metodologias que empregam marca-
dores de DNA aliadas as técnicas de
clonagem e seqiienciamento, varios
estudos vém sendo desenvolvidos vol-

Estoque Estoque

cultivado da natureza

Figura 4: Gel de agarose mostrando padroes de
RAPD para individuos pertencentes a um estoque
cultivado e individuos provenientes de um estoque
da natureza de Brycon cephalus. Em destaque,
bandas/alelos que se apresentam monomérficas no
estoque de cultivo e polimérficas no estoque da
natureza

tados a aquicultura e ao cultivo de
peixes, buscando a caracterizacio e a
identificacdo de espécies, populacoes
e hibridos, determinacao de estruturas
populacionais, identificacao de linha-
gens, determinagio da variagio gené-
tica em populacdes selvagens e culti-
vadas, avaliacio do impacto genético
daintrodugio de peixes cultivados em
populacdes naturais, determinacao de
estratégias para fins de criacio e repo-
voamento e localiza¢io de marcadores
ligados a genes envolvidos com carac-
teres de interesse econdmico (Carva-
lho & Hauser, 1998).

Marcadores RAPD e microssatélites
tém sido rotineiramente utilizados em
diversas espécies de peixes, por pos-
suirem atributos que os tornam favora-
veis para estudos de conservaciao e
diversidade genética - sio abundantes
e apresentam altos niveis de polimor-
fismo. Além disso, andlises comparati-
vas envolvendo esses marcadores em
conjunto, vém se tornando cada vez
mais comuns nesses organismos, o que
permite nao somente a obten¢ao de
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dados mais informativos, como
também a avaliacao do potenci-
al de cada técnica individual-
mente (Ward, 2000).

Apesar da potencialidade das
analises de RAPD e de microssa-
télites, ainda existem poucos es-
tudos envolvendo esses marca-
dores moleculares em peixes
Neotropicais. A estimativa da
magnitude e de distribuicao da
variacdo genética € critica em
estudos de estrutura populacio-
nal, conservacao e cultivo e as
aplicacoes de marcadores RAPD
e de microssatélites em piscicul-
tura podem também incluir o
monitoramento de alteracdes na
variabilidade genética, como con-
seqiéncia de estratégias dife-
rentes de cruzamento, e estima-
tivas de parentesco entre poten-
ciais reprodutores.

Nos ultimos anos, programas
de aquacultura tém dado eleva-
da importincia as avaliacoes
genéticas, com vistas nao so-
mente a ampliar a produc¢io
como também a manter a diver-
sidade genética dos estoques.
Estudos genéticos envolvendo
marcadores RAPD vém sendo
utilizados com sucesso na avaliacao
dos niveis de diversidade genética de
diferentes estoques naturais e cultiva-
dos de Brycon cephalus(Fig. 4), espé-
cie de peixe popularmente conhecida
como matrinchd da Amazoénia e de
grande importancia econdmica no Bra-
sil. Como esperado, tem sido verifica-
dauma consideravel reducio na varia-
bilidade genética de estoques cultiva-
dos da espécie. Os resultados obtidos
parecem refletir uma pratica comum
em diversos programas de cultivo de
peixes, em que um pequeno nimero
de exemplares € utilizado como repro-
dutores, obtendo-se sucesso reprodu-
tivo com apenas alguns casais geral-
mente nao identificados geneticamen-
te e aplicando-se estratégias reprodu-
tivas nao padronizadas. Esse manejo
inadequado leva ao empobrecimento
genético dos estoques, podendo com-
prometer o sucesso no cultivo. Os
dados levantados sdo de extrema im-
portancia para a elaboraciao de melho-
res estratégias de manejo da reprodu-
cido e para a conservagao da biodiver-



Figura 5: Gel de poliacrilamida mostrando a distribuicao de alelos de um microssatélite em truta arco-iris.
Excetuando o individuo 1, que € homozigoto, todos os individuos restantes sio heterozigotos. M, marcador de
peso molecular de 10 pares de bases; 1-16, individuos analisados

sidade da espécie.

Com relacio aos microsatélites,
foram realizadas anilises envolvendo
exemplares de quatro estoques culti-
vados de truta arco-iris (Oncorbyn-
chus mykiss) e de um estoque captu-
rado na natureza (resultado de um
programa de propagacao da espécie
em rios brasileiros desenvolvido na
década de 60), utilizando seis locos
de microssatélites. Destes, apenas um
se mostrou monomorfico, sendo que,
para os outros cinco, o nimero médio
de alelos por loco polimértico foi de
8,6, variando de 6 a 26 alelos (Fig. 5).
A heterozigosidade estimada variou
de 0,47 2 0,96, com um valor médio
de 0,74. Verifica-se, pois, que, pelas
analises realizadas, as estimativas de
diversidade genética revelam uma
maior variacio dentro dos estoques
(93%), enquanto que entre estes foi
baixa (7%). Esses resultados coinci-
dem com valores relatados por Her-
shberger (1992), para a mesma espé-
cie. Do mesmo modo, Carlsson et al.
(1999) estudando truta marrom, rela-
taram que 96,1% da diversidade total
(H)) foi devida a diversidade dentro
das populacdes e apenas 3,9% da
diversidade entre populag¢oes.

Todas as estimativas relativas a
diferenciacao genética (F,,) entre os
pares de estoques foram significati-
vas (P<0,01). Essas observacoes sio
bastante importantes, pois permitirao
o desenvolvimento de estudos futu-
ros envolvendo o cruzamento de in-
dividuos dos diferentes estoques, vi-
sando ao incremento da heterozigose
da espécie e possibilitando a forma-
¢io de estoques sensiveis a aplicacdo

de técnicas de melhoramento genéti-
co.
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