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Resumo:

O Zebrafish (Danio rerio) € um modelo laboratorial bem estabelecido
muito utilizado pela facilidade de manejo e protocolos ja determinados. O
objetivo do seguinte trabalho foi caracterizar geneticamente a primeira
geracdo de um programa de melhoramento genético de Zebrafish, através
de marcadores microssatélites. As amostras passaram por um protocolo de
extracdo, quantificacdo da concentracdo de DNA, amplificacdo e foram
submetidas a eletroforese. O tamanho dos alelos foi calculado utilizando-se
DNA ladder (Invitrogen) de 100pb. A analise estatistica foi realizada e a
frequéncia alélica, os alelos ndo efetivos, a heterozigozidade observada e
esperada, os valores de diferenciacdo genética (Fst) e o equilibrio de Hardy-
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Foram encontrados 24 alelos que variam de
125 pb a 251 pb. A heterozi903|dade esperada teve uma maior média que a
heterozigosidade observada, indicando uma baixa presenca de
heterozigotos. O primer que apresentou maior numero de Fst foi 0 Z-4188,
com 0,277. Os primers Z-5395, Z-4425 e Z-4003 mostram equilibrio de
Hardy-Weinberg, enquanto os outros apresentaram um desequilibrio.

Introducéo

O Zebrafish (Danio rerio) é um peixe de pequeno porte de origem
indiana muito estudado por ser considerado um modelo laboratorial bem
estabelecido, de facil manejo e métodos laboratoriais ja estabelecidos
(Briggs, 2002). Um recurso muito efetivo para a caracterizacdo genética de
animais sdo os marcadores microssatélites, estes possuem pequenas
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sequéncias de nucleotideos que podem ser encontradas pelo cédigo
genético do individuo, dando a possibilidade de monitorar a paternidade,
polimorfismo e identificacdo genética dos individuos (Menezes et al., 2006).

Segundo Mather (2001), para um programa de melhoramento
genético, é necessario a caracterizacdo genética da populacdo a ser
estudada e melhorada. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi caracterizar
geneticamente a primeira geracdo de um programa de melhoramento
genético de Zebrafish através de marcadores moleculares microssatélites,
visando a padroniza¢cdo dos animais para fins de pesquisa.

Materiais e métodos

Foram coletadas 0,5cm?2 da nadadeira caudal de 120 peixes de 60
familias do programa de melhoramento genético e armazenadas em alcool
etilico 70%. A extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo de
extracao contendo NaCl conforme metodologia descrita por (Lopera-Barrero
et al., 2008). Em seguida, foi mensurado a concentracédo total de DNA em
um espectofotbmetro PICODROP®, com amostras padronizadas em
concentracdo de 10ng/uL. A integridade do DNA foi avaliada em gel de
agarose 1% corado com SYBR safeTM DNA gel Stain (Invitrogen, Carlsbad
Ca, USA), com a eletroforese conduzida em tamp&do TBE 0,5X por duas
horas a 70V. O gel foi visualizado em aparelho transluminador com luz
ultravioleta, e a imagem fotografada com o programa Kodak EDAS (Kodak
1D Image Analysis 3.5).

Apos a extracdo, as amostras de DNA foram amplificadas utilizando-
se o0s primers designados como Z-160, Z-4188, Z-5395, Z-4425, Z-4003 e Z-
5649. Foram preparadas um volume final de reacdo de 15uL, utilizando-se
1X da solucdo tampéo Tris-KCI, 2,0mM de MgCI2, 0,8uM de cada primer
(Forward e Reverse), 0,4 mM de dNTP, uma unidade de Platinum Taq DNA
Polimerase e 20ng de DNA. A amplificacdo do DNA foi realizada em um
termociclador Veriti® (Applied Biossystems®, Austin, TX, USA), onde as
amostras finais foram submetidas a um processo de desnaturagéo,
anelamento e extensdo. As amostras amplificadas foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (acrilamida: bisacrilamida — 29:1)
desnaturante (6M de uréia) e conduzida em tampao TBE 0,5X com 180V e
250mA por sete horas. Para visualizacdo dos alelos microssatélites, foi
utilizada a coloragcdo com nitrato de prata. O tamanho dos alelos foi
calculado utilizando-se DNA ladder (Invitrogen) de 100pb. Foi realizada
analise estatistica de frequéncia alélica, o numero de alelos, a
heterozigosidade observada e esperada, valores de diferenciagdo genética
(Fst) e o equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus utilizado o programa
GenAlEx 6.5.

Resultados e Discussao

Os 6 loci amplificados, produziram um total de 24 alelos variando de
trés (Z-160 e Z-5649) a cinco alelos (Z-4188 e Z-4003) por locus (figura 1).
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Os tamanhos dos alelos variaram de 125 pb (Z 4425) a 251 pb (Z-4003). A
constituicdo genética de uma populagéo é explicada pela especificacdo e a
roporcdo dos diferentes alelos em cada locus.
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Figura 1: frequéncia alélica identificada e pares de bases para os diferentes locus
amostrados.

Os 6 primers detectaram um valor médio de 4 alelos por loci (tabela
1), e média de 3,5138 alelos ndo efetivos, que sédo aqueles que nédo
modificam o genétipo. Isso mostra que ha uma baixa frequéncia de alelos
recessivos dentro da populacao.

Tabela 1- Numero de alelos por locus (Na), Numero de alelos ndo efetivos
por locus (Ne), heterozigose observada (Ho), heterozigose esperada (He),
valores de diferenciagéo genética (Fst), valores de qui-quadrado para o teste
de equilibrio de Hardy-Weinberg para a primeira geracdo de Zebrafish
(Danio rerio).

Primer Na Ne Ho He Fst Valores de qui-quadrado
Hardy-Weinberg

Z-160 3 2,557 0,557 0,609 0,085 12,903

Z-4188 5 4,457 0,561 0,776 0,277 55,490

Z-5395 4 3,570 0,675 0,720 0,062 4,175

Z-4425 4 3,032 0,621 0,670 0,074 8,450

Z-4003 5 4,661 0,739 0,785 0,060 17,271

Z-5649 3 2,806 0,500 0,644 0,223 15,122

Valor médio | 4 3,513 0,608 0,700 0,130

Os valores médios da heterozigosidade esperada (He) foram maiores
gque a meédia da heterozigosidade observada (Ho), indicando uma baixa
presenca de heterozigotos. Porém pode-se constatar uma baixa
consanguinidade dentro da populacdo (Rojas et al., 2011), ou seja, existe
uma baixa endogamia dentro do estoque da primeira geracdo do
melhoramento genético de Zebrafish. Esta endogamia é necessaria para a
padronizagdo dos animais para fins de pesquisa. Os valores de
diferenciacdo genética (Fst) mostra a probabilidade que dois alelos
aleatorios sejam semelhantes em sua descendéncia, ou seja, que o grau de
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endocruzamento dentro da populacdo é baixo, mostrando que os alelos
entre as populagbes sao parecidos, pois quanto mais préximo de 0, maior a
semelhanca genética. O primer que apresentou maior numero de Fst foi o Z-
4188, com 0,277. Para o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg, usa-se o
teste de qui-quadrado que mostra se ha diferenca significativa entre os
valores observados e os esperados. Os primers Z-5395, Z-4425 e Z-4003
nao apresentaram valores significativos, ou seja, mostram equilibrio. Ja os
primers Z-160 e Z-5649, demostraram significaAncia num nivel de P<0.0100 e
o primer Z-4188, P<0.001, mostrando um desequilibrio.

Conclusoes

Com a metodologia aplicada no trabalho, foi possivel caracterizar
geneticamente a primeira geracdo do programa de melhoramento genético
de Zebrafish através de marcadores moleculares microssatélites. Com esses
dados, sera possivel a determinacdo da variabilidade genética, com a
finalidade de selecionar os animais para os proximos acasalamentos do
programa de melhoramento genético.
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