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1. INTRODUCAO

Os marcadores moleculares sao utilizados na biologia molecular para
detectar sequéncias especificas dentro do genoma de uma espécie,
diferenciando-se dois ou mais individuos para uma caracteristica especifica
(GELAPE, 2007). Os marcadores sexuais tém sido pesquisados na aquicultura
com o objetivo de diminuir os custos da criacdo dos reprodutores (DURNA, 2009).
As metodologias j& existentes para identificacdo sexual possuem algumas
limitacbes como, na identificacdo sexual direta, a qual é feita pela observacao dos
genitais, € uma técnica bastante demorada (Ghiraldelli et al. 2007; GOMES et al.
2000). Outra metodologia € da reversdao sexual, a qual pode ser direta,
implementando horménio na racao (efeitos secundarios ainda ndo comprovados)
ou indireta, que age nos processos genéticos ou variaveis ambientais, influindo
indiretamente nos processos fisiolégicos que determinam o sexo- fendtipo
(VIDAL, 2008).

Dessa forma, diversas investigacdes vem sendo realizadas em diferentes
espécies de peixes de agua doce, no sentido de identificar marcadores para
sexagem de formas juvenis que ainda nao apresentam um dimorfismo sexual
evidente. O salméo e o catfish (Ictalurus punctatus), estdo entre as espécies que
possuem marcadores moleculares para sexagem (NINWICHIAN et al. 2011). O I.
punctatus é uma espécie que pertence a familia siluriforme, com isso, uma
espécie utilizada atualmente na aquicultura brasileira e que pertence a mesma
familia do catifish é o jundia (Rhamdia quelen) (PEREIRA et al. 2006). O jundia é
considerado uma espécie importante para o cultivo devido a sua adaptabilidade,
rusticidade, facilidade para técnicas de reproducdo induzida e aprovacdo no
mercado consumidor (CARNEIRO et al. 2002; GOMES et al. 2000). Sendo, a
determinacdo do sexo fundamental para os produtores de jundia, porque, as
fémeas de Rhamdia quelen tem uma melhor taxa de crescimento (até 30% a mais
com relagcdo aos machos) (GRAEFF et al. 2008).

Diferentemente do catfish o jundid ainda ndo possui um marcador
molecular que permita a identificacdo precoce do sexo. O desenvolvimento deste
marcador podera contribuir para o programa de melhoramento genético desta
espécie, uma vez que permitira a separacao precoce de machos e fémeas em
experimentos de avaliacdo do desempenho. Com base no exposto acima, este
trabalho tem por objetivo desenvolver marcadores de sexo para jundia baseado
em primers heterol6gos desenvolvidos para catfish.
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2. METODOLOGIA

As amostras utilizadas foram obtidas de diferentes pisciculturas do estado
de Rio Grande do Sul, os peixes foram capturados e colocados em um recipiente
com agua contendo anestésico para insensibilizacdo do animal, a fim de obter
1cm nadadeira caudal, que foi conservada em um eppendorfi com alcool 70%, e
armazenada a -20C no laboratério. O material gend mico foi obtido apos a
extracdo do DNA da nadadeira caudal (1cm) armazenada. A extracdo do DNA foi
realizada utilizando o protocolo de cloreto de sodio (NaCl 5M). A qualidade e a
guantidade do DNA extraido foi checada em gel de agarose 1%, corado com
GelRed (Biotium, USA) e visualizado em foto documentador L-Pix (Loccus
Biotecnologia, Brasil).

ApOs a checagem da integridade do material gendmico, foi realizada a

reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers Forward
5'GTGAATGTGAGAC TAACAGGAGG3' e reverse
5'ACATCGCTTTGAGAAGCTGCS3' propostos por Ninwichian et al. 2011.
As reac0Oes foram realizadas em um volume final de 25 ul contendo 50 ng de DNA
gendmico, 0,25 pl de Tag DNA Polymerase, 2,5 pl de 10x PCR Buffer, 1,5 pl de
25 mM MgCl; e 1 pl de primers. Em seguida da preparagdo do mix o PCR foi
realizado em termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient com temperatura de
anelamento de 52,5 T. O produto foi finalmente che cado em gel de agarose 1%,
corado com GelRed (Biotium, USA) e visualizado em foto documentador.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados padroes de bandas diferentes entre fémea e macho
apresentando duas bandas para fémea e trés bandas para macho, sendo
repetitivo em todos os individuos amplificados (Figura 1). Em alguns exemplares a
amplificacdo ndo funcionou corretamente o que pode ser explicado por conter
impurezas no DNA como proteinas, assim como, presenca de RNA, os quais
podem mascarar o resultado. Alem disso, bandas inespecificas foram observadas
indicando que apesar da funcionalidade dos primers utilizados carecem de
especificidade.

DNA fémea. DNA macho

A A

Figura 1. Amplificacdo do PCR em gel de agarose.
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As diferentes bandas observadas para cada sexo na imagem (fémea antes
do marcador e macho depois do marcador) foram cortadas do gel e purificadas
para sequenciamento, de forma a desenhar primers mais especificos para jundia
no sentido de aumentar a especificidade do teste genético.

4. CONCLUSOES

A estratégia de utilizacdo de primers heterdlogos para sexagem precoce do
sexo em jundia foi efetiva, embora alguns ajustes necessitem ser feitos para
torna-la 100% efetiva.
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