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INTRODUÇÃO  

O conhecimento da microbiota intestinal permite um profundo entendimento 

sobre distúrbios e surtos de algumas doenças em peixes (WU et al., 2010). Na aquicultura, 

a microbiota intestinal não existe como uma entidade isolada, mas em constante 

interação com o meio ambiente (CARDA-DIEGUÉZ et al., 2014; GIATSIS et al., 2015; 

GIVENS et al., 2015). Objetivou-se, com este trabalho, a obtenção de DNA bacteriano em 

intestinos de tilápia–do-nilo, por meio da amplificação da região 16S RNAr.   

 

MATERIAL E MÉTODOS  

O intestino mediano de tilápias foi coletado nos municípios de Santa Fé do Sul 

– SP, Toledo - PR e Paulo Afonso – BA. O DNA dos micro-organismos do muco intestinal 

foi extraído de acordo com MARTÍNEZ et al. (1998), com algumas modificações. As 

amostras foram tratadas com as soluções buffer ressuspensão (0,1 M Tris-HCl, 0,01 M 

NaCl, 0,1 M EDTA, pH 8), buffer lise (0,1 M Tris-HCl, 0,01 M NaCl, 0,1 M EDTA, 1% 

SDS, pH 8) e proteinase K, à 55°C por 2 h. Adicionou-se NaCl 6 M e a solução 

centrifugada. O sobrenadante foi misturado com a mesma quantidade de isopropanol, 

centrifugado e tratado com álcool 70%. O pelete de DNA foi suspendido em água 

ultrapura estéril. A confirmação visual da presença de DNA foi feita em eletroforese em 

gel de agarose 1% e observação sob luz ultravioleta. Após a confirmação, foi realizada a 

purificação das amostras com RNAse (10 mg mL-1) e isopropanol. O DNA foi 



amplificado, utilizando primers 16S DNAr bacteriano 677R-GC 

(5'CGGGGCGGGGGCACGGGGGGATMTCTACGCATTTCACCGCTAC-3') e 309-F 

(5'ACTCCTACGGGAGGCWGCAG-3'). A amplificação foi realizada por qPCR “Real 

Time”, utilizando 9 μl da amostra, 10 μl de 2xSYBR Green supermix e 1 μl de primer.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Os resultados da aplicação da técnica de extração de DNA e qPCR 

demonstraram que o intestino da tilápia-do-nilo abriga espécies bacterianas com 

amplicons de 400 pb a 500 pb de comprimento. A técnica de PCR possibilitou a 

amplificação de genes e identificação de micro-organismos cultiváveis e não cultiváveis, 

aumentando o conhecimento da biodiversidade (PACE et al., 1986; WARD et al., 1990; 

MUYZER et al., 1993). Muitos autores têm utilizado técnicas moleculares para o estudo 

de microbiota intestinal. PEDROTTI et al. (2015), utilizando a técnica de extração de 

DNA, seguida por PCR-DGGE, demonstraram que o intestino de tilápia é abrigado por 

bactérias simbióticas amilolíticas e celulolíticas, devido ao hábito alimentar do peixe. 

TAPIA-PANIAGUA et al. (2011) relataram a presença de bactérias no intestino de 

dourada, Sparus aurata, por meio da técnica de PCR-DGGE, após a alimentação com 

próbiótico contendo levedura (Debaromycess hansonni). CEREZUELA et al. (2012) 

utilizaram a mesma sequência de primers deste trabalho para investigar a microbiota 

intestinal de dourada, alimentada com dieta contendo probiótico e/ou microalga. Estes 

autores relataram que esta sequência produz amplicons de 470 pb de comprimento e que 

o probiótico pode modular as espécies bacterianas no intestino. Os resultados gerados 

no presente trabalho sinalizaram a presença de espécies bacterianas em intestino de 

tilápia-do-nilo e podem servir para a identificação de bactérias patogênicas ou 

probióticas de importância para a aquicultura. 

 

CONCLUSÃO  

Os resultados obtidos demonstraram que a aplicação de extração de DNA 

seguida por qPCR é considerada uma escolha viável para a obtenção de sequências de 

DNA bacterianas presentes em amostras intestinais de tilápia-do-nilo. Futuros estudos, 

utilizando a técnica de DGGE e de sequenciamento de genes, serão realizados para 

identificar estas espécies bacterianas e compreender a sua interação com o ambiente. 
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