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VYida Vivida

(.)
Ndo sou ferro,
ndo sou argila.
sou Vida,
sou energia viva.
Ndo sou matéria inerte
moldada pela situacdo
ou pelo destino.
Sou como o ar:
quanto mais comprimido for,
mais forca manifesto,
tal como a bomba que explode a rocha.
Sou a VIDA que, no momento certo,
rompe impetuosamente a situacdo ou o destino.
Sou também como a dgua.
Nenhuma barreira poderd represar-me
e impedir que me torne um grande oceano.
Se barrarem a minha passagem
colocando grandes pedras no meu leito,
converter-me ei em torrente, em cachoeira,
e saltarei impetuosamente.
Se me fecharem todas as saidas,
eu me infiltrarei no subsolo.
Permanecerei oculto por algum tempo,
mas ndo tardarei a reaparecer.
Em breve estarei jorrando
através de fontes cristalinas
para saciar a sede dos transeuntes.

Se me impedirem também de penetrar no subsolo,
eu me transformarei em vapor,
formarei nuvens e cobrirei o céu.

E, chegando a hora,
atrairei furacdo,
provocarei reldmpagos e trovoes,
desabavrei torrencialmente,
inundarei e romperei quaisquer diques
e serei finalmente um grande oceano.

Masaharu Taniguchi (1893-1985)
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RESUMO

Os surubins do género Pseudoplatystoma sédo peixes migratérios de grande porte,
elevado valor comercial e amplamente distribuido pela América do Sul. No Brasil, os
surubins Pseudoplatystoma corruscans (pintado) e P. reticulatum (cachara), séo
muito apreciados pela qualidade de sua carne e também para pesca esportiva,
sendo esses fatores responsaveis pela diminuicdo dos estoques naturais desses
surubins. No entanto, para suprir o mercado consumidor e esportivo, hibridos dessas
duas espécies, sdo amplamente cultivados pela piscicultura brasileira. Mas, durante
0 processo de criacdo dos alevinos hibridos, os piscicultores encontram alguns
entraves, incluindo infecgbes bacterianas. Por outro lado, a comunidade bacteriana
intestinal em peixes apresenta varias fungfes no hospedeiro, incluindo resisténcia a
doencas e imunidade. Nesse sentido, a caracterizacdo da comunidade microbiana
intestinal em alevinos hibridos podera fornecer uma compreensdo taxondémica e
funcional dessa comunidade. Para uma andlise efetiva da diversidade microbiana,
uma das etapas mais importantes € o isolamento de DNA metagendmico. Portanto,
a utilizacdo de um protocolo de extracdo de DNA eficaz no quesito de rendimento e
pureza faz-se necessario. Nesse contexto, o0 presente estudo objetivou a
padronizacdo de protocolo para extracdo de DNA metagendmico da comunidade
microbiana associada ao intestino médio de alevinos hibridos P. corruscans x P.
reticulatum. Diante do exposto, foram utilizadas trés réplicas biolégicas para
extracdo de DNA metagendmico, as quais obtiveram 78 ng/uL, 106 ng/uL e 67,8
ng/uL respectivamente. A reacédo em cadeia da polimerase das amostras comprovou
a presenca do gene 16S rDNA, assim evidenciando a presenca de DNA
metagendmico bacteriano obtida a partir do protocolo otimizado. Os resultados
obtidos demonstraram que o protocolo padronizado foi eficaz na extracdo de DNA
metagen6mico da comunidade microbiana associada ao intestino médio de alevinos

hibridos P. corruscans x P. reticulatum.



Palavras-chave: Diversidade bacteriana intestinal, DNA metagendmico, protocolo de
extracdo de DNA.



ABSTRACT

The surubins of the genus Pseudoplatystoma are migratory fishes with high
commercial value and widely distributed throughout South America. In Brazil, the
Pseudoplatystoma corruscans (pintado) and P. reticulatum (cachara) are appreciated
for the quality of their meat and also for sport fishing, being these factors responsible
for the decrease of the natural stocks of these surubins. However, to supply the
consumer and sports market, hybrids of these two species, are widely cultivated by
Brazilian fish farming. But during the process of creating the hybrid fry, fish farmers
encounter some barriers, including bacterial infections. On the other hand, the
intestinal microbial community in fish exhibits various functions in the host, including
disease resistance and immunity. In this context, the characterization of the intestinal
bacterial community in hybrid fingerlings may provide a taxonomical and functional
understanding of this community. For an effective analysis of microbial diversity one
of the most important steps is the isolation of metagenomic DNA. Therefore, the use
of an efficient DNA extraction protocol in terms of yield and purity is necessary. In this
context, the present study aimed at the standardization of protocol for extraction of
metagenomic DNA from the gut associated with the midgut of hybrid fingerlings P.
corruscans x P. reticulatum. Three biological replicates were used to extract microbial
metagenomic DNA, which obtained 78 ng/pL, 106 ng/uL and 67,8 ng/uL,
respectively. The polymerase chain reaction of the samples confirmed the presence
of the 16S rDNA gene, thus evidencing the presence of bacterial metagenomic DNA
obtained from the optimized protocol. The results obtained demonstrated that the
standardized protocol was effective in the extraction of metagenomic DNA from the
microbial community associated to the midgut of hybrid fingerlings P. corruscans x P.

reticulatum.

Key words: Intestinal bacterial diversity, metagenomic DNA, DNA extraction protocol.



1 INTRODUCAO

Em 2014 a aquicultura mundial produziu 73,8 milhdes de toneladas de
pescado utilizado para alimentacdo humana, equivalente a US$160,2 bilhdes. Desse
montante, 49,8 milhdes de toneladas (US$ 99,2 bilhdes) sdo de peixes oriundos da
aquicultura continental e marinha (FAO, 2016). Nesse periodo, a aquicultura
brasileira produziu 561,8 mil toneladas de pescado, ou seja, 0,7% da producao
global de pescado, atribuindo 474,3 mil toneladas a producdo de peixes de
cativeiros, ou seja, 0,6% da producdo mundial de peixes (FAO, 2016).

Na aquicultura brasileira, os surubins género Pseudoplatystoma, sdo um dos
mais nobres peixes de agua doce e de maior valor comercial (INOUE et al., 2009).
Dentre os surubins, o pintado Pseudoplatystoma corruscans e o cachara P.
reticulatum sdo uma das principais espécies brasileiras, com alta importancia
bioldgica e elevado valor comercial na América do Sul (BIGNOTTO et al., 2009).
Entretanto, hibridos envolvendo as espécies P. corruscans x P. reticulatum séo
amplamente comercializados por apresentarem maior docilidade e precocidade
guando comparados aos parentais (VAINI et al., 2014). Por outro lado, sdo escassos
0s conhecimentos a respeito da biologia das fases iniciais das espécies puras, e
para os hibridos, praticamente inexistentes (ISHIKAWA et al., 2012).

Nesse sentido, compilagBes de estudos em peixe de agua doce e marinha tém
demonstrado o dinamismo e a complexidade da microbiota intestinal, que consiste
em bactérias, leveduras, virus, archaeas e protozoarios, com destague para o
dominio das bactérias sobre os demais grupos da microbiota intestinal (NAIAK, 2010
a;, ROMERO et al., 2014). Estas compilacdes ainda enfatizam que as bactérias
exercem influéncias em varias fun¢des do hospedeiro, incluindo desenvolvimento,
digestéo, nutrigdo, resisténcia a doencas e imunidade (NAIAK, 2010a; ROMERO et
al., 2014).

Neste contexto, técnicas moleculares sdo frequentemente utilizadas na
identificacdo da comunidade microbiana. Portanto a extracdo de DNA é um passo

essencial em todas as abordagens independentes do cultivo para caracterizar a



diversidade dessa comunidade (YUAN et al., 2012). Nesse sentido, a metagendmica
(abordagem independente de cultivo) permite a analise da comunidade microbiana
presente em uma amostra ambiental, através do isolamento do DNA e identificacédo
de genes (VIEITES et al., 2010). No entanto, um desafio fundamental no uso dessas
abordagens tem sido o isolamento do DNA representativo da comunidade
microbiana amostrada (YUAN et al.,, 2012). Uma vez, que nos meétodos
frequentemente utilizados, sdo encontrados problemas em termos de rendimentos
de DNA relativamente baixos e/ou recuperacdo de DNA isento de substancias
inibitérias (YU e MORRISON, 2004).

Nesse sentido, a quantidade e pureza do DNA representativo da comunidade
bacteriana ou DNA metagenémico é fundamental para todas as etapas da
identificacdo dessa comunidade. Diante do exposto, o presente estudo tem por
objetivo a padronizacao de protocolo de extragdo de DNA metagendmico bacteriano
associado ao intestino médio de alevinos hibridos das espécies P. corruscans x P.
reticulatum. O qual servira de subsidio para posterior caracterizagdo da comunidade

bacteriana associada ao intestino médio dessa linhagem hibrida.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama geral da aquicultura no Brasil e a produc¢é&o do pintado, do
cachara e do hibrido entre essas duas espécies

Em 2014, a producdo de pescado brasileiro oriundo da aquicultura foi de
561,8 mil toneladas equivalentes a US$ 1,45 bilhdes (IBGE, 2014), representando
um aumento de 17,2% em relacdo a producdo de 2010, que foi de 479,3 mil
toneladas (BRASIL, 2012). Desse montante de 561,8 mil toneladas de pescado
brasileiro oriundo da aquicultura, 474,3 mil toneladas (84,4%) sédo advindas da
producdo de peixes da piscicultura continental (FAO, 2016). Assim, em 2014 a
aquicultura brasileira participou com 0,7% da producao global de pescado e com
0,9% da producédo mundial de peixes (FAO, 2016).

Na producdo brasileira por espécie em 2010, o pintado P. corruscans
representou um quantitativo de 2,4 mil toneladas, ou 0,6% da producéao brasileira de
peixes que foi de 394,3 mil toneladas. A producdo do cachara foi incluida nos
bagres, com uma producdo de 4 mil toneladas, ndo sendo possivel precisar a
producdo exata do P. reticulatum (BRASIL, 2012). Ja em 2014, do montante de
474,3 mil toneladas de peixes produzidas pela piscicultura continental brasileira,
20,4 mil toneladas ou 4,3% dessa producado, foi atribuida aos surubins P.
corruscans, P. reticulatum e dos hibridos dessas duas espécies (IBGE, 2014).

A analise dos dados citados demonstra que no periodo 2010-2014, o Brasil
obteve um aumento de 17, 2% em sua producdo de pescado, participando em 2014
com 0,7% da producédo global de pescado, e com 0,9% da producdo mundial de
peixes em sua piscicultura continental. Por outro lado, em 2010 o pintado P.
corruscans, obteve uma producdo de 2,4 mil toneladas, ou (0,6%) da producéo
brasileira de peixes que foi de 394,3 mil toneladas. Entretanto, em 2014 a producgao

do P. corruscans foi associada ao cachara e aos hibridos dessas duas espécies,



bem como, aos demais surubins, totalizando 20,4 mil toneladas, ou 4,3% da
producdo desse periodo.

Os fatores que contribuem para o crescimento da piscicultura no Brasil séo:
grande potencial hidrico, com 13,7% da agua doce disponivel no planeta (SUPLICY,
2007); clima quente o ano todo na maior parte do pais (ROTTA, 2003); grande
variedade de peixes em suas bacias hidrograficas com potencial para cultivo
(ROTTA, 2003; SUPLICY, 2007) e a disponibilidade de um numero significativo de
informacBes sobre enfermidades de peixes na fase jovem ou adulta, tanto de
animais da natureza como de cultivo (TAVARES-DIAS et al., 2013). Esses séo 0s
fatores que refletem no grande nimero de espécies de peixes sendo cultivadas no
pais (SUPLICY, 2007).

Diante do exposto, o nivel de procura pela criacdo de peixes em cativeiro
(Figura 1) tém sido crescente, principalmente pelas espécies nativas tropicais
(FERNANDES, et al., 2000), com destaque para os surubins, dentre eles, o pintado
P. corruscans e o cachara P. reticulatum (CREPALDI et al., 2006) e para os hibridos

P. corruscans x P. reticulatum (VAINI et al., 2014).

Figura 1. Tanques para piscicultura.
Fonte: <http://revistagloborural.globo.com/Revista/Common/0,,EMI255147-18289,00-
TANQUES+PARA+PISCICULTURA.html>.

Entretanto, na fase de alevinagem, o sistema imunoldgico dos peixes ainda
nao responde aos estimulos ambientais em que sdo submetidos devido ao manejo,
transporte, alimentacdo, qualidade da agua, parasitos etc., sendo susceptiveis ao

estresse e doencas (TAVARES-DIAS et al., 2013). Assim, 0s aspectos sanitarios na


http://revistagloborural.globo.com/Revista/Common/0,,EMI255147-18289,00-TANQUES+PARA+PISCICULTURA.html
http://revistagloborural.globo.com/Revista/Common/0,,EMI255147-18289,00-TANQUES+PARA+PISCICULTURA.html

fase de alevinagem sdo um dos maiores entraves para 0 aumento da produtividade
dos plantéis, com destaque para as bactérias patogénicas, dentre elas a
Flavobacterium columnare (FIGUEIREDO e LEAL, 2008). Evidenciando que o0s
primeiros estagios sdo 0os mais sensiveis na vida dos peixes (NASCIMENTO et al.,
2007).

Neste contexto, alevinos hibridos P. corruscans x P. reticulatum, produzidos

pela empresa Projeto Pacu Aquicultura Ltda (http://www.projetopacu.com.br/),

localizado no municipio de Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil, apresentam no
verdo, taxa de mortalidade de 15% a 45%, ocasionadas principalmente por
bactérias, com destaque para F. columnare (Dados fornecidos pelos responsaveis
da empresa).

As doencas bacterianas séo responsaveis por importantes perdas econémicas
na aquicultura no mundo todo (PADUA et al., 2014). Pois séo responsaveis por
elevadas taxas de mortalidade de peixes e, quando n&do ocasionam mortalidade,
provocam lesdes que inviabilizam sua comercializacdo, causando grandes prejuizos
econdémicos (PILARSKI et al., 2011).

A columnariose € uma doenca bacteriana que tem como agente etiologico F.
columnare, que afetam gravemente as branquias de numerosas espécies de peixes
de agua doce em todo o mundo (DECOSTERE, 2002), principalmente na fase de
alevino (PILARSKI et al, 2011). Essas bactérias afetam tanto peixes cultivados como
selvagens, incluindo muitas espécies de peixes comercialmente importantes, com
um alto grau de mortalidade, levando a graves perdas econdmicas (DECLERCQ
etal., 2013).

No Brasil a F. columnare é frequentemente encontrada nas pisciculturas,
causando mortalidade massiva em alevinos e peixes jovens (INOUE et al., 2009).
Esse agente causa uma doenca ulcerativa ndo hemorragica nos alevinos, com
corrosdo das nadadeiras, pele e necrose branquial. Surtos dessa bactéria séo
comuns ap6s o manejo de classificacdo dos alevinos, em razdo da perda do muco

protetor, associada ao estresse de manejo (ISHIKAWA et al., 2012).
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2.2 Caracteristicas gerais das espécies Pseudoplatystoma corruscans e

Pseudoplatystoma reticulatum

Os surubins, pintado P. corruscans e o cachara P. reticulatum (Figura 2)
(ISHIKAWA et al., 2012), séo peixes migratério de grande porte com alta importancia
biolégica (BIGNOTTO et al., 2009) e amplamente distribuido na América do Sul
(BUITRAGO-SUAREZ e BURR, 2007). Essas duas espécies sdo estritamente
piscivoras com habitos noturnos, ndo apresentam escamas, sendo revestido por
pele espessa (CREPALDI et al., 2006).

P. corruscans povoa as bacias dos Rios Séo Francisco, Parana, Paraguai e
Prata (BUITRAGO-SUAREZ e BURR, 2007). Apresenta barbilhdes médios e
cavidade bucofaringiana com adaptacdes anatbmicas ao habito alimentar onivoro,
sendo preferencialmente carnivoro, ictiéfago (RODRIGUES e MENIN, 2006). Uma
caracteristica marcante do pintado € a presenca de manchas negras arredondadas
ou ovaladas, as vezes confluentes entre si, distribuidas pelo corpo (BRITSKI et al.,
1999).

Figura 2. Surubins: cachara Pseudoplatystoma reticulatum (acima) e pintado P. corruscans
(abaixo) do Rio Paranéa. Foto: Mark. H. Sabaj. Fonte: (BUITRAGO-SUAREZ e BURR, 2007).



P. reticulatum ocorre da Amazénia Central até o Uruguai, povoando as bacias
dos Rios Paraguai, Parana e Prata. Diferentemente do pintado, o cachara nao
ocorre no Rio S&do Francisco (BUITRAGO-SUAREZ e BURR, 2007). O cachara
apresenta trés pares de barbilhdes, e manchas negras verticais que se encontram

no dorso.

2.3 Piscicultura do pintado, cachara e do hibrido entre essas duas espécies

Peixes do género Pseudoplatystoma séo conhecidos por sua elevada taxa de
crescimento e bom rendimento de carcaca, assim como por sua carne de sabor
delicado e sem espinhos (LABARRERE et al., 2012).

A diminuicdo dos estoques naturais dos surubins, dentre eles, o pintado P.
corruscans e o cachara P. reticulatum vem impulsionando sua producdo em
cativeiro. Apesar de ndo se ter um pacote tecnoldgico completo para a producao, o
seu grande potencial produtivo e a qualidade da sua carne despertam grande
interesse comercial (CREPALDI et al., 2006).

Quanto a alimentacdo, na natureza os surubins (Pseudoplatystoma) se
alimentam especialmente de outros peixes, e devido aos habitos noturnos,
alimentam-se melhor nos horarios de baixa luminosidade (ao amanhecer, ao
anoitecer e durante toda a noite). No entanto, na producdo em cativeiros, o uso de
racbes comerciais secas € indispensavel para viabilizar a producdo dos surubins
para O consumo, pesca recreativa ou comercializacdo. Mas, 0s surubins
(Pseudoplatystoma) s6 aceitam racdes secas apdés o condicionamento ou treino
alimentar feito durante o periodo de alevinagem. Nesse sentido, os alevinos passam
por um condicionamento alimentar ao longo do cultivo, tornando-se facilmente
habituados a alimentacdo durante o dia em horéarios de plena luz (Projeto Pacu

Aquicultura Ltda, http://www.projetopacu.com.br/arquivos/)

Entretanto, hibridos envolvendo as espécies P. corruscans x P. reticulatum sao
amplamente comercializados por apresentarem maior docilidade e precocidade
quando comparados aos parentais (VAIANI et al., 2014). Outra linhagem
comercializada no Brasil trata-se do hibrido entre o pintado P. corruscans e o0
cachara amazonico P. fasciatum (CREPALDI et al., 2006). Em estudo comparativo

realizado com alevinos hibridos (P. corruscans x P. fasciatum) e P. corruscans do
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Rio Sdo Francisco, os alevinos hibridos apresentaram ganho de peso superior aos
alevinos P. corruscans puros (CREPALDI et al., 2006).

No estado do Mato Grosso do sul, Brasil, produtores de alevinos hibridos do
cachara pantaneiro P. reticulatum com o pintado P. corruscans, denominado
popularmente como ponto e virgula (Figura 3), também afirmam que os peixes
hibridos parecem ser mais doceis e apresentam melhor desempenho produtivo que
as espécies puras, portanto, mais economicamente viaveis que as espécies puras
(ISHIKAWA et al., 2012).

Nesse sentido, em estudo realizado na Estacdo de Piscicultura Projeto Pacu,
em Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil, demonstrou que o crescimento de alevinos
de pintado hibridos e puros depende do crescimento intestinal. Os peixes hibridos
apresentaram maior velocidade de crescimento intestinal, o que lhes permite obter

melhor desempenho ao final do condicionamento alimentar (BARBOSA et al., 2011).

Figura 3. Alevinos hibridos de Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum. (Imagem
obtida de um dos tanques da empresa Projeto Pacu Aquicultura Ltda.)

2.4 O intestino do Pseudoplatystoma corruscans

Nos peixes, 0 intestino é um tubo relativamente simples, iniciando na valvula
pilérica e terminando no reto. Possui glandulas digestivas e um suprimento
abundante de vasos de sangue e de linfa, onde se completa a digestéo iniciada no
estbmago. No intestino é onde ocorre a maior parte da absorcéo dos nutrientes, ions



e dgua oriundos da dieta, sendo os produtos da digestdo mantidos em solucéo o que
facilita a absorcdo (ROTTA, 2003).

O intestino do P. corruscans apresenta parede pouco espessa quando
comparado com a do estbmago, sendo composto por trés regides: intestino
proximal, intestino médio e intestino distal ou reto (Figura 4). O intestino proximal
inicia-se na jungao entre o estbmago e o intestino, compreende uma curvatura em
torno do estdbmago e apresenta duas constricbes. O intestino médio inicia-se no
ponto em que o intestino proximal sofre a terceira constricdo e diminuicdo do
didametro. O intestino médio apresenta enovelamento e didmetro mais delgado que o
intestino proximal (CAL, 2006). O intestino distal ou reto trata-se de uma regiao
retilinea que desemboca no anus (CAL, 2006). Inicia-se na valva ileorretal que
separa o intestino médio do reto (SEIXAS-FILHO et al., 2001). O reto pode ser
diferenciado do intestino médio, pelo decréscimo da vascularizagdo e do niumero de
células secretoras e pelo aumento do nimero de células produtoras de muco, as

quais podem ser visualizadas histologicamente (ROTTA, 2003).

Figura 4. Anatomia do intestino de alevino hibrido Pseudoplatystoma corruscans x P.
reticulatum baseada em intestino de P. corruscans, segundo Cal, 2006. 1 Estdbmago, 2
Intestino proximal, 3 Intestino médio e 4 Intestino distal ou reto. Fonte da imagem: arquivo
proprio.

2.5 Importancia da comunidade bacteriana para o peixe

2.5.1 Microbiota

Microbiota refere-se a comunidade de micro-organismos que ocupa um
ambiente especifico (MARCHESI e RAVEL, 2015). A composicdo desta

comunidade microbiana é especifica para cada hospedeiro, evoluindo ao longo da
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vida de um individuo e suscetivel a ambas as modificagfes exdgenas e endodgenas
(SEKIRQV et al., 2010). Entre os grupos de micro-organismos, as bactérias sdo os
principais colonizadores que constituem a microbiota intestinal de peixe, tanto de
agua doce, quanto marinho (NAIAK, 2010 a), e isso também se aplica as branquias
(WANG et al., 2010) e a pele (WANG et al., 2010; LOKESH e KIRON, 2016).

2.5.2 Comunidade bacteriana associada ao intestino de peixes

As bactérias sdo dominantes sobre os demais grupos da microbiota intestinal e
exercem influéncias em véarias funcdes do hospedeiro, incluindo desenvolvimento,
digestao, nutricdo, resisténcia a doencas e imunidade (NAIAK, 2010a; ROMERO et
al., 2014). Corroborando, outros estudos demonstram o dominio das bactérias sobre
os demais componentes da microbiota intestinal (LARSEN et al., 2014; XIA et al.,
2014; LOWREY et al., 2015), a qual pode variar de espécie para espécie, assim
como em relacdo as condi¢cdes ambientais (ROMERO et al., 2014).

Assim, devido a forte influéncia da microbiota intestinal na satde dos peixes,
espécies de bactérias dominantes no intestino sdo fortes candidatos para o0s
probioticos (LARSEN et al., 2014). Os probidticos sdo micro-organismos que,
guando administrados em quantidades adequadas conferem um beneficio a saude
do hospedeiro, devido o seu envolvimento na nutricdo, resisténcia a doencas e
outras atividades benéficas no peixe (NAYAK, 2010 b).

Nesse sentido, 0 conhecimento da composicdo taxonOmica dessas
comunidades bacterianas podera indicar o seu papel na saude e na doenca,
permitindo a personalizacdo de modalidades terapéuticas e profilaticas existentes e
futuras (SEKIROV et al., 2010).

Por outro lado, as condi¢cdes ambientais podem alterar a composicdo da
comunidade bacteriana intestinal presente nesses individuos. Isso ficou evidente em
grupo de robalos asiaticos (Lates calcarifer) cultivados em agua doce no Temasek
Life Sciences Laboratory, Singapura, e submetidos a fome, cujas comunidades
bacterianas diferiram significativamente do grupo de controle (XIA et al., 2014). No
grupo de controle de Lates calcarifer foram descritos os dominios dos seguintes filos
de bactérias: Proteobactérias 48,8%; Firmicutes 15,3%; Bacteroides 8,2% e

Fusobactérias 7,3%, sobre sua microbiota intestinal. Ja no grupo submetido a fome
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temos: Proteobactérias 39,1%; Bacteroides 36,0% e Firmicutes 10,1% (XIA et al.,
2014).

Estes resultados demonstram que sob stress ocorre alteragdo da comunidade
bacteriana intestinal. Nesse ponto, as comunidades bacterianas que servirdo de
base para a elaboracdo de modalidades terapéuticas e profilaticas, deverdo ser
obtidas em condi¢cdes ambientais adequadas e livres de patdgenos, principalmente

bacterianos.

2.6 Técnicas moleculares

2.6.1 Extracé&o direta de DNA metagendmico microbiano

O termo metagendmica se refere a uma abordagem independente de cultivo
baseada na investigacdo das moléculas de DNA de um conjunto de populacdes
microbianas e é baseado na analise gendmica de DNA microbiano extraido
diretamente de amostras ambientais (HANDELSMAN et al., 1998). Sendo assim, se
caracteriza por contornar a necessidade de cultivo, em fungcédo da vasta diversidade
microbiana, ser conduzida em grande escala (HANDELSMAN, 2004). A abordagem
metagenémica é conduzida de forma que o DNA metagendmico seja analisado
através da investigacao funcional e/ou baseada em sequenciamento de DNA, e para
isso, primeiramente o DNA metagendmico microbiano é extraido da amostra, em
seguida ocorre a amplificacdo e o sequenciamento do gene 16S rDNA.

A extracdo do DNA metagen6mico microbiano podera ser realizada mediante
Kits comerciais, bem como, através de protocolos padronizados. Nesse sentido, 0s
protocolos padronizados poderdo facilitar o processo de extracdo de DNA
metagendémico, bem como obter maior rendimento, qualidade e pureza da amostra.
Quanto a eficiéncia da extracdo em relacdo a pureza e o isolamento do DNA
representativo da comunidade bacteriana amostrada, os protocolos padronizados
poderdo ser avaliados mediante quantificacdo, eletroforese em gel de agarose,
amplificagdo do gene 16S rDNA e posterior caracterizacdo da comunidade

bacteriana.
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2.6.2 Amplificagdo por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
sequenciamento do gene 16S rDNA

Fragmentos do gene 16S rDNA extraidos do DNA metagendmico e
amplificados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tém sido frequentemente
aplicado a recolha de impressdes digitais das populacdes bacterianas naturais
(WATANABE et al., 2001). Isso se deve ao fato, que através da utilizacdo deste
método, o estudo filogenético de espécies bacterianas altamente patogénicas pode
ser realizado sem a necessidade de cultiva-los (WEISBURG, et al., 1991). O que
também se aplica no caso de bactérias com perfis fenotipicas incomuns, bactérias
raras, bactérias de crescimento lento e bactérias incultivaveis. Essas evidéncias
demonstram que o gene 16S rDNA é particularmente importante na identificacdo de
bactérias (WOO et al., 2008).

Assim, apos a PCR ocorre o sequenciamento do gene 16S rDNA. Em seguida
as sequéncias sao analisadas em programas de bioinformatica identificando a
unidade taxondmica operacional (OTU) e permitindo o estabelecimento de perfis de
riqueza, composicao e estrutura da comunidade bacteriana (FRANZEN et al., 2015).

Neste contexto, o uso de sequéncias do gene 16S rDNA se deve ao fato desse
gene estar presente em todas as bactérias, e conter regides altamente conservadas,
ou seja, a sua funcdo ndo mudou ao longo do tempo, sendo utilizada na
identificagdo de caracteristicas filogenéticas e taxondmicas de comunidades
bacterianas (JANDA e ABBOTT, 2007).

Enfatizamos ainda que o gene 16S rDNA contém aproximadamente 1500 pares
de bases (JANDA e ABBOTT, 2007) e nove "regifes hipervariaveis" (V1 - V9) que
demonstram uma diversidade consideravel de sequéncia entre diferentes bactérias
(CHAKRAVORTY et al., 2007).
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3 JUSTIFICATIVA

A comunidade bacteriana intestinal influencia em vérias func¢des do
hospedeiro, incluindo desenvolvimento, digestdo, nutricdo, resisténcia a doencas e
imunidade. Nesse contexto, devido a influéncia da microbiota intestinal na satude dos
peixes, recentes estudos demonstraram que espécies de bactérias dominantes no
intestino sao fortes candidatos a probidticos.

Nesse sentido, a padronizacdo de protocolo para extragdo de DNA
metagenémico para avaliagdo da microbiota associada ao intestino médio de
alevinos hibridos de P. corruscans x P. reticulatum, consolidara informagbes que
permitirdo a extracdo de DNA metagendmico. Consequentemente, a partir do DNA
metagenémico obtido mediante o protocolo padronizado, sera possivel fornecer
elementos para amplificacdo do gene 16S rDNA e posterior caracterizacdo da
comunidade bacteriana em questao.

Assim, salientamos que o conhecimento da composicdo da comunidade
bacteriana podera indicar o seu papel na salde e na doencga, 0 que permitira a
elaboracdo de modalidades terapéuticas e profilaticas (probioticos), bem como,
fornecer dados para a implantacao de politicas publicas relacionadas a sanidade da
espécie em questdo. Podendo ainda contribuir com o aumento da producdo de
alevinos hibridos P. corruscans x P. reticulatum, bem como, o aumento da

participacdo dessa espécie na piscicultura brasileira.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Padronizar protocolo de extracdo de DNA metagendmico para avaliacdo da
comunidade microbiana associada ao intestino médio de alevinos hibridos P.

corruscans x P. reticulatum.

4.2 Objetivos especificos

|. Extrair DNA metagendmico das amostras do intestino médio de alevinos
hibridos P. corruscans x P. reticulatum;
Il. Amplificar o gene 16S rDNA das amostras do intestino médio de alevinos

hibridos P. corruscans x P. reticulatum.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta das amostras

As amostras de alevinos hibridos P. corruscans x P. reticulatum foram
fornecidas pela empresa Projeto Pacu Aquicultura Ltda. No total a empresa forneceu
10 amostras com 37 dias de idade. Selecionamos trés réplicas bioldgicas, as quais
apresentaram, respectivamente: massa corpérea 10,94 g, 11,40 e 11, 95 g, com
meédia de 11,43 g e desvio padrao 0,412; comprimento 12, 3 cm, 12,5cm e 12,8 cm,
com média de 12,53 cm e desvio padrdo de 0,205. Ver representante das amostras
(Figura 5).

De acordo com a rotina da Piscicultura Projeto Pacu Ltda, os alevinos
fornecidos, foram cultivados na fase larval que dura em torno de 10 dias, em
tanques de terra a céu aberto do tipo raceway, com dieta plancténica. Apos a fase
larval, os alevinos foram deslocados para galpdes cobertos. Nessa fase, ou fase de
alevino, iniciou-se o condicionamento alimentar com racdo balanceada comercial
seca extrusada destinada para peixes ictiofagos, com 40% de proteina bruta. No
entanto, nos dez primeiros dias do condicionamento alimentar, os alevinos foram
alimentados com racéo extrusada associada a 20 mg florfenicol 50%, distribuida em
seis refeicdes diarias. Apos esse periodo de dez dias do condicionamento alimentar,
até atingirem a idade de 37 dias, os alevinos receberam apenas a racao comercial

extrusada com 40% de proteina bruta.

Figura 5. Amostra de alevino de Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum. O alevino
apresentou 11,32 g de massa corpérea e 12,5 cm de comprimento.
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Por sua vez, as amostras foram recepcionadas no Laboratdrio de Microbiologia
—S-Inova Biotech da Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB). Em seguida os
intestinos dos alevinos (Figura 6) foram extraidos assepticamente com o auxilio de
bisturis, cabos para bisturis, pincas, placas de petri e acondicionados
individualmente em tubos de 2,0 mL contendo tamp&o de conservacao [100 mM de
Tris-HCL, 100 mM de EDTA, 20 mM de NaCl] e conservados no freezer a -20°C.

Figura 6. Intestino de alevino hibrido de Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum.

5.2 Eutanasia

Por se tratar de animais comerciais cultivados em piscicultura, e devido as
alteracdes que podem ocorrer durante o transporte de animais vivos, a empresa
fornecedora (Projeto Pacu Aquicultura Ltda), eutanasiou as amostras através de
seccdo transversal da medula espinhal, apds a regido occipital, de acordo com
descricdo de Seichas-Filho et al., 2001. Em seguida os alevinos foram colocados em
sacos plasticos de polietileno (esterilizados) e acondicionados em caixas de isopor
contendo gelo. ApOs esses procedimentos os alevinos foram imediatamente

transportados para o Laboratério de Microbiologia — S-Inova Biotech da UCDB.
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5.3 Extracao direta de DNA metagendmico microbiano

A extracao direta de DNA metagenOmico e a eletroforese em gel de agarose
foram realizadas no Laboratoério de Microbiologia — S-Inova Biotech da UCDB.

A extracdo direta de DNA metagendmico de trés réplicas bioldgicas da
microbiota associadas aos intestinos médios das amostras de alevinos hibridos P.
corruscans x P. reticulatum, foi realizada baseada no Protocol of the Repeated Bead
Beating Plus Column (RBB+C) Method, elaborado por Yu e Morrison, 2004 (Tabela

1), mas com significativas alteracdes.

Tabela 1: Protocol of the Repeated Bead Beating Plus Column (RBB+C) Method, elaborado
por Yu e Morrison, 2004.

I. Cell lysis:
1. Transfer 0.25 g of sample into a fresh 2-mL screw-cap tube. Add 1 mL of lysis buffer
[500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM EDTA, and 4% sodium dodecyl sulfate
(SDS)] and 0.4 g of sterile zirconia beads (0.3 g of 0.1 mm and 0.1 g of 0.5 mm).
2. Homogenize for 3 min at maximum speed on a Mini-Beadbeater™ (BioSpec Products,
Bartlesville, OK, USA).
3. Incubate at 70°C for 15 min, with gentle shaking by hand every 5 min.
4. Centrifuge at 4°C for 5 min at 16,000x g. Transfer the supernatant to a fresh 2-mL
Eppendorf® tube.
5. Add 300 L of fresh lysis buffer to the lysis tube and repeat steps 2—4, and then pool
the supernatant.

Il. Precipitation of nucleic acids:
6. Add 260 uL of 10 M ammonium acetate to each lysate tube, mix well, and incubate on
ice for 5 min.
7. Centrifuge at 4°C for 10 min at 16,000x g.
8. Transfer the supernatant to two 1.5-mL Eppendorf tubes, add one volume of
isopropanol and mix well, and incubate on ice for 30 min.
9. Centrifuge at 4°C for 15 min at 16,000x g, remove the supernatant using aspiration,
wash the nucleic acids pellet with 70% ethanol, and dry the pellet under vacuum for 3
min.
10. Dissolve the nucleic acid pellet in 100 uL of TE (Tris-EDTA) buffer and pool the two
aliquots.

lll. Removal of RNA, protein, and purification:
11. Add 2 uL of DNase-free RNase (10 mg/mL) and incubate at 37°C for 15 min.
12. Add 15 L of proteinase K and 200 uL of Buffer AL (from the QlAamp DNA Stool Mini
Kit), mix well, and incubate at 70°C for 10 min.
13. Add 200 pL of ethanol and mix well. Transfer to a QIAamp column and centrifuge at
16,000x g for 1 min.
14. Discard the flow through, add 500 yL of Buffer AW1 (Qiagen), and centrifuge for 1
min at room temperature.
15. Discard the flow through, add 500 yL of Buffer AW2 (Qiagen), and centrifuge for 1
min at room temperature.
16. Dry the column by centrifugation at room temperature for 1 min.
17. Add 200 uL of Buffer AE (Qiagen) and incubate at room temperature for 2 min.
18. Centrifuge at room temperature for 1 min to elute the DNA.
19. Aliquot the DNA solution into four tubes. Run 2 yL on a 0.8% gel to check the DNA
quality.
20. Store the DNA solutions at -20°C.
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No protocolo padronizado, na fase de lise celular, substituimos as esferas
estéreis de zirconia por 20 uL de proteinase K (20 mg/mL). Na fase de precipitacao
dos acidos nucleicos, substituimos o acetato de aménia por fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1). Também na fase de precipitacdo dos acidos nucleicos, o
isopropanol foi substituido por etanol absoluto. A fase de purificacdo do DNA foi
realizada durante a fase de precipitacdo dos 4cidos nucleicos, e 0s componentes da
fase de purificacdo foram substituidos por uma solucdo de precipitacdo proteica
(PPS) [acetato de potassio (5 M), acido acético, agua destilada]. A incubacado para
precipitacdo do DNA por 30 minutos foi substituida por um periodo de 12 horas
durante a noite. Na ressuspensdo do precipitado obtido durante a fase de
precipitacdo, o TE foi substituido por 4gua Milli-Q.

Portanto, o protocolo padronizado seguiu 0s seguintes passos: transferiu-se
200 mg de intestino médio de alevino hibrido P. corruscans x P. reticulatum para um
tubo de 2mL e adicionou-se 800 pyL de tampéo de lise [500 mM de NaCl, 50 mM de
Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM de EDTA e 4% de SDS]. Homogeneizou-se durante 3
minutos no vortex e adicionou 20 uL de proteinase K (20 mg/mL). Incubou-se a 70
°C durante 45 minutos com a agitacao suave a cada 10 minutos. Centrifugou-se a 4
°C durante 15 minutos a 13. 400 rpm. Transferiu-se 750 yL do sobrenadante para
um tubo de 2 mL. Adicionou-se 350 pL tampéo de lise [500 mM de NaCl, 50 mM de
Tris-HCI, pH 8.0, 50 de mM EDTA e 4% de SDS]. Centrifugou-se a 4 °C durante 15
minutos a 13. 400 rpm. Transferiu-se 750 yL do sobrenadante para um tubo de 2
mL. Adicionou-se 750 uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e agitou no
vortex por 30 segundos. Adicionou-se 400 pyL de solucdo de precipitacdo proteica
(PPS) [acetato de potassio (5M), acido acético e agua destilada] e agitou-se no
vortex por 30 segundos. Centrifugou-se a 4 °C durante 10 minutos a 13. 400 rpm.
Transferiu-se 750 pyL do sobrenadante para um tubo de 2 mL. Adicionou-se 1mL de
etanol absoluto gelado e deixou por um periodo de 12 horas durante a noite.
Centrifugou-se a 4 °C durante 15 minutos a 13. 400 rpm. Descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 1 mL de etanol 70% e centrifugou-se a 4 °C durante 5
minutos a 13. 400 rpm. Descartou-se o sobrenadante. Removeu-se os residuos de
etanol e deixou o precipitado secar por 1 hora. Adicionou-se 100 yL de agua Milli-Q.
Incubou-se no banho-maria a 50 °C durante 5 minutos.

O produto da extracdo, com a utilizacdo de 150 ng/uL de cada uma das

amostras de DNA metagendmico, foi avaliado por eletroforese em gel de agarose a
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0.8%, com duracdo de 90 minutos a 80 Volts, utilizando-se de tampé&o de TBE a 1%
e comparado com marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder. ApGs a eletroforese, o
gel foi corado por 5 minutos em solugcdo contendo brometo de etideo (2 pg/mL) e
descorado em agua destilada, por 15 minutos. Em seguida o gel foi fotografado em
fotodocumentador.

Apés a verificacdo da extragdo por eletroforese em gel de agarose, o0 DNA
metagenémico microbiano do intestino médio das trés réplicas bioldgicas foram
guantificadas no equipamento Qubit® (Life tecnologies), com a utilizacdo do Qubit®
dsDNA HS Assay Kit, 100 assays.

5.4 Amplificacdo do gene 16S rDNA

A PCR do gene 16S rDNA e a eletroforese em gel de agarose foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia — S-Inova Biotech da UCDB.

A amplificagdo do gene 16S rDNA de cada amostra foi realizado com um
volume total de 20 yL composto por: 11,5 pL de H,O Milli-Q, 1,6-3,9 ng de DNA
extraido, a 5 pmol de cada oligonucleotideo 27F (AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG) e 1492R (CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT), 1X de tampéo da Taqg polimerase
(Invitrogen); 3,0 mM de MgCI2; 0,25 mM de dNTPs; 0,5 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen). O ciclo da PCR foi realizado com desnaturacao inicial de 3 minutos a 95
°C, seguido por 30 ciclos com desnaturagcéo por 30 segundos a 95 °C, anelamento
por 30 segundos a 53 °C e por ultimo, extenséo por 1 minuto e 40 segundos a 72°C,
seguido por uma extensao final de 10 minutos a 72 °C e resfriamento a 13 °C. Para
todas as reacbes PCR de foi feito um controle negativo, nesta amostra nao foi
acrescentado DNA, para verificagdo de contaminacgéo das reacoes.

A PCR do gene 16S rDNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a
0.8%, com duragéao de 90 minutos a 80 Volts, utilizando-se de tampé&o de TBE a 1%
e comparado com marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder. Apos a eletroforese o
gel foi corado por 5 minutos em solugédo contendo brometo de etideo (2 pg/mL) e
descorado em &gua destilada, por 15 minutos. Em seguida o gel foi fotografado em

fotodocumentador.
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6 RESULTADOS

6.1 Extracéo direta de DNA metagendmico microbiano

A extracao direta de DNA metagendmico da comunidade microbiana associada
ao intestino médio de cada uma das trés réplicas bioldgicas dos alevinos hibridos P.
corruscans x P. reticulatum, apresentou DNA metagendmico de alta massa

molecular (Figura 7). Para cada amostra foi utilizado 150 ng/uL.

Bandas de DNA
metagendmico

12000pb—>

Figura 7. Gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etideo (2 pg/mL), contendo
amostras de DNA metagendmico bacteriano oriundas do intestino médio de alevinos
hibridos P. corruscans x P. reticulatum. O DNA metagendmico dessas amostras €
caracterizado por uma banda na regido superior com aproximadamente 12000 pb, seguido
de rastros na regido inferior. M: marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder; P1i, P2i e P3i:
DNA metagendmico das trés réplicas bioldgicas.

Apés a verificagdo em gel de agarose, as amostras foram quantificadas no
equipamento Qubit® (Life Tecnologies), as concentracbes das amostras variaram
entre 67,8 ng/uL e 106 ng/pL (Tabela 2).



Tabela 2. Concentragcdo de DNA obtido na extragdo mediante protocolo padronizado.

21

Quantificacdo Qubit®

Amostra ng/uL
P2i 78
P4i 106
P5i 67,8

6.2 Amplificacdo do gene 16S rDNA

As amplificacdes por PCRs do gene 16S rDNA das 3 réplicas biolégicas da

comunidade bacteriana intestinal dos alevinos hibridos P. corruscans x P.

reticulatum, atingiu aproximadamente 1500 pares de base (pb) como esperado

(Figura 8).

M CN P1li P2i P3i

Gene 16S rDNA
1500 pares de bases

Figura 8. Produtos da PCR do gene 16S rDNA bacteriano oriundas do intestino médio de
alevinos hibridos P. corruscans x P. reticulatum, analisados por eletroforese em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etideo (2 ug/mL). O gene 16S rDNA dessas amostras
contém aproximadamente 1500pb. M: marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder; P1i, P2i e

P3i: PCR do gene 16S rDNA bacteriano de cada uma das trés réplicas bioldgicas.
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7 DISCUSSAO

A extracdo de DNA inclui basicamente dois procedimentos principais: a lise das
células presentes na amostra e a purificacdo do DNA. Apoés a lise das células, o
DNA deve ser separado dos restos celulares e das proteinas, precipitado e
suspenso em volume adequado de agua ultrapura ou solugcbes-tampédo adequadas.
Para cada tipo de amostra, varios protocolos podem ser testados, adaptados e
otimizados, de maneira a se conseguir DNA de qualidade para as andlises
subsequentes (OLIVEIRA et al., 2007).

Em estudo realizado com fezes de bovinos (método RBB + C), o qual se utiliza
de tampéao de lise celular [500 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM de
EDTA e 4% de SDS] evidenciou que o tampéao de lise protege o DNA liberado da
degradacdo por DNAses (YU e MORRISON, 2004), e auxilia a proteinase K na
digestdo das proteinas, sendo que esta Ultima, ainda esta envolvida na separacao
das proteinas presentes no extrato celular.

Por outro lado, ap6s a fase de lise celular, alguns protocolos contendo
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) sao frequentemente utilizados para
precipitacdo e purificacdo de DNA. O fenol e o cloroférmio sdo muito eficientes para
desproteinizar e sua acao se fundamenta na propriedade hidrofébica das proteinas
que apresentam afinidade por solventes organicos. O éalcool isoamilico previne a
formacdo de espuma quando a mistura € agitada, o que torna mais facil a separacao
da fase organica e da fase aquosa. A proteina que foi desnaturada pelo tratamento
com fenol e cloroférmio forma uma camada na interface das duas fases, separando-
se do DNA que se mantém na fase aquosa (OLIVEIRA et al., 2007).

Os beneficios da interacdo entre tampdo de lise e proteinase K na presenca de
fenol foi evidenciado por Mesquita 2001, cujas técnicas utilizadas resultaram em
material com quantidade e pureza satisfatorias para amplificacdo do DNA gendémico
pela técnica da PCR, com valores que variaram entre 63 ng/pL a 256 ng/uL de DNA

gendnico de tecido humano extraido das amostras.
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J& interacdo entre 0 SDS e a proteinase K, foi evidenciada em estudo
realizado com 1,5 mL de cultura de Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (respectivamente) utilizando
protocolo (1) de extracdo de DNA com SDS, e protocolo (2) SDS associado a
proteinase K. O primeiro apresentou um rendimento de DNA de aproximadamente 1
Hg para as bactérias gram-positivas e 2 pg para as gram-negativas, enquanto a
metodologia com SDS e proteinase K (protocolo 2), apresentou um rendimento de
DNA de aproximadamente 3 pg para as bactérias gram-positivas e 5 ug para as
gram-negativas. O resultado desse estudo demonstrou que a extracdo de DNA
utilizando a proteinase K associada ao SDS, apresentou um rendimento claramente
maior, do que a metodologia com apenas SDS (BARATTO e MEGIOLARO, 2012).

Apos a fase de lise celular, o protocolo RBB + C (citado acima), utiliza-se de
isopropanol e etanol 70% para lavagem e precipitacdo dos acidos nucleicos (YU &
MORRISON, 2004). No entanto, outros protocolos usam etanol absoluto e etanol
70% para essa mesma finalidade (MESQUITA, 2001).

Quanto as demais impurezas (proteinas, RNA) presentes no DNA, o protocolo
RBB + C, realiza essa etapa apds a precipitacdo por etanol 70%, utilizando-se de
proteinase K, RNAse, dentre outros reagentes (YU e MORRISON, 2004). Mas o
presente estudo utilizou-se de uma solucdo de precipitacdo protéica — PPS [acetato
de potassio (5 M), acido acético e agua destilada]. Nesse contexto, a solucédo de
precipitacdo protéica — PPS utilizada auxiliou o fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(24:25:1) na precipitacdo da proteinas e purificacdo do DNA.

Diante do exposto, na fase de lise celular, o protocolo padronizado no presente
estudo, utilizou-se de tampéao de lise celular[ 500 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCI,
pH 8.0, 50 mM de EDTA e 4% de SDS], proteinase K (20 mg/mL). Na fase de
precipitacdo e purificacdo dos acidos nucleicos utilizou-se de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (24:25:1), solugdo de precipitacdo proteica [acetato de potassio (5M),
acido acético e agua destilada], etanol absoluto e etanol 70%.

Ao analisarmos os trés diferentes estudos, sendo elas: tecido humano (animal),
cultura bacteriana e fezes bovinas (YU e MORRISON, 2004; BARATTO e
MEGIOLARO, 2012; MESQUITA, 2001), é possivel verificar que as amostras
analisadas apresentam diferencas em relagcdo ao intestino médio dos alevinos
hibridos verificados pelo presente estudo. No entanto, o intestino médio dos alevinos

hibridos, trata-se de um tecido animal, e sendo o foco do estudo a extracdo de DNA
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bacteriano, os trés protocolos analisados somatizam para que 0s ajustes deverao
ser realizados no protocolo RBB + C para efetiva extragdo de DNA metagendmico.
Nesse sentido, a padronizacédo do protocolo ocorreu em virtude da amostragem ser
proveniente de um tecido animal, portanto, ajustes foram necessarios ao protocolo
RBB + C (YU e MORRISON, 2004).

Portanto, a proteinase K (20 mg/mL) foi utilizada por ser eficaz na digestao de
tecidos animais quando associada ao tampdo de lise e remocdo das proteinas
qgquando associada ao fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (24:25:1), (MESQUITA
2001; BARATTO e MEGIOLARO, 2012). A solucéo de precipitacao proteica [acetato
de potéssio a (5M), acido acético e agua destilada] foi adicionada por ser eficaz na
remocdo das proteinas quando associada ao fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(24:25:1).

Assim, com a aplicacdo do protocolo padronizado, foram obtidos 78 ng/uL, 106
ng/uL e 67,8 ng/uL de DNA metagenémico das amostras do intestino médio dos
alevinos hibridos P. corruscans x P. reticulatum, respectivamente (Figura 7). Esses
resultados sdo compativeis com outros resultados, obtidos mediante protocolos
padronizados, realizados por outros autores (MESQUITA, 2001; BARATTO e
MEGIOLARO, 2012).

Comparando o protocolo padronizado, com estudos realizados em fezes de
bovinos (250 mg), utilizando dois kits comerciais FastDNA SPIN Kit e QIAamp DNA
Stool Mini Kit, obteve-se 38 ng/uL e 40,5 ng/uL de DNA metagenbmico
respectivamente (YU & MORRISON, 2004). Analisando esses dois kits comerciais
com o protocolo padronizado, nota-se que os kits obtiveram um rendimento de DNA
inferior.

Ja em estudo realizado em uma espécie de musgo Polytrichum juniperinum,
com a utilizagdo de quatro kits comerciais, sendo eles, ChargeSwitch gDNA Plant Kit
(Invitrogen), PureLink Plant Total DNA Purification Kit (Invitrogen), Norgen
Plant/Fungi DNA isolation kit (Biotek) e Qiagen Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen),
obtiveram 35,5 ng/uL, 15,5 ng/uL, 26,6 ng/uL e 23,0 ng/uL respectivamente (ALVES,
2015). Os kits comerciais utilizados no trabalho de ALVES, 2015 também
demonstraram resultados inferiores ao protocolo padronizado utilizado no presente
estudo.

Finalmente comparamos o protocolo padronizado no presente estudo com o

resulto do protocolo utilizado para extracdo de DNA metagendmico em estudo com
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tecido intestinal de peixe o qual utilizou-se de tamp&o de extracao [Tris-HCI 100 mM
(pH 8,2), EDTA 100 mM (pH 8), NaCl 1,5 M], tampao de lise (SDS a 5%, lisozima, 5
mg/mL, sarkosil 1%, CTAB 1% e proteinase K, 5 mg/mL), fenol:cloroférmio:éalcool
isoamilico (25:24:1), cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), acetato de potassio 7,5 M
e isopropanol. Esse protocolo obteve um rendimento de 304 ng/mg (TINA et al.,
2014). Analisando o protocolo utilizado por Tina et al., 2014 evidenciamos que esse
protocolo apresentou um rendimento superior ao padronizado no presente estudo,
mas enfatizamos que o protocolo utilizado por Tina et al., 2014 além dos reagentes
em comum, utilizou-se ainda de alguns reagentes dos quais nao utilizamos, tais
como: lisozima, 5 mg/mL, sarkosil 1%, CTAB 1%, cloroférmio:alcool isoamilico (24:1)
e acetato de potassio 7,5 M.

Por fim, a comparacdo realizada com diferentes amostras biologicas, em
relacdo as utilizadas no presente estudo, teve o principal intuito de demonstrar a
eficiéncia do protocolo padronizado para a extracdo de DNA metagendmico, uma
vez que sao raros ou inexistentes os trabalhos de padronizacédo de protocolos para
extracdo de DNA metagendmico intestinal em alevinos referentes ao tema escolhido.

Avaliamos também a pureza do DNA da comunidade bacteriana associada ao
intestino meédio de alevinos hibridos P. corruscans x P. reticulatum, obtida mediante
protocolo padronizado. Assim, a pureza da extracdo foi validada por meio da
amplificaficacdo do gene 16S rDNA via PCR, produzidos a partir das diferentes
amostras de DNA metagendmico. Nesse sentido, o resultado da amplificacdo do
gene 16S rDNA das amostras foi verificado através da eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, onde foi possivel observar a presenca de bandas de DNA, com
aproximadante 1500 pares de bases (Figura 8), o que é compativel com gene em
guestao.

Enfatizamos ainda, que o protocolo padronizado no presente estudo € mais
acessivel e menos oneroso do que os kits comerciais. Nesse sentido, a
padronizacdo de protocolo para extracdo de DNA da comunidade microbiana
associada ao intestino médio de alevinos hibridos P. corruscans x P. reticulatum,
podera contribuir para posterior compreenséao da comunidade bacteriana da espécie

em questao.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos, concluimos que o protocolo padronizado
no presente estudo, foi eficiente na extracdo de DNA metagendmico, uma vez que o
DNA extraido apresentou padrdo de quantidade e pureza, bem como, foi possivel
realizar a amplificacdo do gene 16S rDNA. Portanto, o protocolo padronizado podera
ser utilizado como base para extracdo de DNA da comunidade microbiana associada
ao intestino meédio dos alevinos hibridos P. corruscans x P. reticulatum ou similares

aos estudados.
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