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1. INTRODUCAO

O principal objetivo da aquicultura é maximizar a produtividade do cultivo.
Para alcancar uma producdo bem-sucedida, € essencial estudar as melhores
caracteristicas expressas pelos individuos e adquirir conhecimento sobre as
informagdes genéticas a fim de obter animais mais produtivos (LAZARO
VELASCO, 2017). A extracdo de DNA é considerada a fonte mais confiavel para
obter dados genéticos e também possibilita a avaliagéo da estrutura da populagéo.
Atualmente, existem varios protocolos utilizados para realizar esses
procedimentos, no entanto, a maioria das coletas de material envolve métodos
completamente invasivos, 0 que causa eventos estressantes para 0S animais
(REINKE et al., 2018; GARCIA, 2017).

Existem diversas maneiras tradicionais de coletar material biologico para a
extracdo de DNA, tais como através da nadadeira caudal, tecido muscular e
sangue. Apesar de serem técnicas realizadas com anestesia para evitar
desconforto ao animal, € importante ressaltar que esses tecidos danificados podem
ser uma porta de entrada para patdégenos oportunistas, resultando em doencas e
até podendo levar esses animais a morte (TAVARES, 2022). Nos dias de hoje, o
bem-estar dos animais de producdo é um tema amplamente discutido. Com o
avanco da tecnologia, diversas pesquisas tém sido publicadas nessa area, busca-
se constantemente alternativas que vao além da simples melhoria e intensificacdo
da producdo, mas também visam proporcionar aos animais qualidade de vida e
evitar qualquer tipo de sofrimento (GALVAO, 2022).

Sensivel a isso, considerando a relevancia da utilizacdo de técnicas
eficazes, praticas e nao invasivas, o objetivo deste estudo foi investigar a
viabilidade de usar a técnica de coleta de swab bucal em substituicdo a coleta de
amostras de tecidos das nadadeiras caudais para a obtencéao eficiente da extracao
de DNA de Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

2. METODOLOGIA

As coletas realizadas foram feitas em 3 animais da espécie Tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) oriundos do Laboratério de Ictiologia, localizado na
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) — campus Capéao do Leé&o. A fim de testar
a eficdcia do método utilizando swab bucal em comparacdo com o método de
obtencao de DNA de amostras de nadadeira caudal.

Os animais foram anestesiados e a realizagéo da coleta pelo swab bucal, foi
através de raspagem na parte interna da cavidade oral dos animais, usando
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pequenas hastes estéreis flexiveis de plastico e algoddo nas pontas, conhecidas
como swab. Foram feitos movimentos circulares aproximadamente 30 vezes para
coletar as células da mucosa bucal. Para a coleta das nadadeiras, foram retiradas
uma pequena amostra de aproximadamente 3mm com o auxilio de uma tesoura
cirirgica fina esterilizada. Nas duas metodologias o0 material biol6gico foi
armazenado em microtubos de 2mL e encaminhadas para o Laboratério de
Engenharia Genética Animal — LEGA para entdo ser realizada a extracdo de DNA.

Para a extragdo de DNA dos swabs foi utilizado o protocolo modificado
descrito por ABRAO et al. (2005), onde foram adicionados aos microtubos200uL
de uma solucéo chamada TES (Tris HCI 10mM pH 7,6; EDTA 1mM; SDS 0,6%) e
10uL de proteinase K (10mg/L), posteriormente incubados por 2 horas em banho-
maria a 42°C. Ap6s as hastes foram removidas dos microtubos e adicionou-se 42uL
de NaCl saturado (6M). Em seguida, as amostras foram centrifugadas em uma
centrifuga de bancada por 1 minuto a 15.000 rpm. ApGs a centrifugacdo das
amostras, os sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo estéril, onde foi
adicionado o dobro do volume de Etanol Absoluto e as amostras foram
centrifugadas novamente, e desprezadas com cuidado para descartar apenas o
sobrenadante. Em seguida, foi adicionado 1 mL de Etanol 70% e as amostras foram
centrifugadas mais uma vez por 1 minuto a 15.000 rpm. Essa etapa é conhecida
como lavagem e foi realizada duas vezes. ApoOs todo o0 processo, 0s microtubos
foram esvaziados e as amostras foram levadas para a estufa por 30 minutos para
a evaporacao do Etanol. Apds esse procedimento, o DNA foi dissolvido em 30uL
de TE 10:0,1 (Tris HCI 10mM; EDTA 0,1mM). Para a extracdo de DNA de
nadadeiras foi utilizado o protocolo descrito por REINKE et al. (2018).

Apoés a extracdo de DNA, foi realizada a amplificacdo através da técnica de
PCR (Polymerase Chai Reaction), para assim serem visualizados em gel de
agarose 2% corado com Gelred corrido por 50 minutos em tampéo SB1X. Além
disso, as amostras extraidas foram quantificadas em triplicata através do
fluorimetro Qubit 3.0 (ThermoFisher, USA) utilizando o dsDNA quantification assay
Kit.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracbes das amostras de DNA analisadas (Tabela 1)
apresentaram meédia de 59,87+23,14 ng/uL, 4,64 +0,70 ng/uL e 90,60+11,60 ng/uL
para extracdo a partir de swab, nadadeira e marcador molecular (50pb Cellco
Brasil) respectivamente.

Tabela 1 — Concentracdes de DNA através do fluorimetro Qubit 3.0
(ThermoFisher, USA).

Swab Bucal Nadadeira Marcador
Bl B2 B3 N1 N2 N3 M
Concentracdo 33,53+ 76,93+ 69,13+ 3,96+ 5,36+ 4,61+
ng/Ul 1,82 4,98 0,44 1,79 0,80 0,72
Médias 59,87+23,14 4,64+0,70 90,60+
ng/ulL 11,60

Para confirmacéo da qualidade das extracbes de swab as amostras foram
submetidas a amplificacdo por PCR utilizando a sequéncia parcial do gene MC1R
de tilapia (NC_031965.2) (Figura 1).
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Figura 1 — Amplificacdo parcial do gene MC1R de Tilapia-do-Nilo. Gel de
agarose 2% em tampéao SB1X corado com Gelred e fotografado em luz UV.
M: marcador de peso molecular; B: swab bucal; N: nadadeira caudal.

Sabe-se que as amostras extraidas através das nadadeiras caudal
apresentariam resultados positivos, pois esta € uma técnica comumente executada,
pois proporciona alta viabilidade para extracdo com pequenas quantidades de
material biologico, além de apresentar qualidade na amplificacdo do DNA (DA
SILVA et al., 2014). Entretanto, as amostras coletadas através do swab também
apresentaram resultados satisfatorios quando aplicadas ao gel de agarose e na
guantificacao.

Héa sempre a busca de novas tecnologias afim de melhorar o bem-estar e a
gualidade de vida dos animais, com isso técnicas ndo invasivas tém sido
amplamente discutidas e testadas. GARCIA (2017) encontrou resultados
satisfatorios ao testar o método néo invasivo de coleta de material biolégico para
preguicas Bradypus tridactylus, destacando o baixo custo e a agilidade no manejo
dos animais durante a coleta, sendo uma alternativa viavel para amplificacdo do
DNA extraido.

ALMEIDA et al. (2020), destacou a importancia de buscas técnicas eficazes
e ndo invasivas para a obtencdo de DNA, e que, principalmente evite a eutanasia
de animais. Sendo assim, a mesma e seus colaboradores utilizaram a técnica de
swab bucal em substituicdo ao uso de amostras de tecidos de duas espécies de
anuros: Dendropsophus nanus e Scinax fuscovarius, concluindo que ndo ha a
necessidade da coleta de amostras de tecidos obtidos a partir da eutanasia dos
animais, visto que os resultados ndo demostraram diferenca na eficiéncia.

E justo destacar que os avancos cientificos dificilmente seriam alcancados
sem a utilizagdo de modelos animais, os tornando essenciais para a
desenvolvimento das pesquisas e consequentemente da ciéncia. Dito isso, a busca
por novas técnicas a serem usadas com 0s animais, a fim de garantir e respeitar o
seu bem-estar, devem ser constantes (DE SA RODRIGUES et al., 2021).
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4. CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram a eficiéncia do
método de coleta de material biol6gico através do swab bucal para extracao de
DNA de Tilapia-do-Nilo, podendo ser uma metodologia a ser utilizada visando a
praticidade e principalmente o bem-estar dos animais.
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