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INTRODUCAO

O conhecimento da microbiota intestinal permite um profundo entendimento
sobre distarbios e surtos de algumas doencas em peixes (WU et al., 2010). Na aquicultura,
a microbiota intestinal ndo existe como uma entidade isolada, mas em constante
interacdo com o meio ambiente (CARDA-DIEGUEZ et al., 2014; GIATSIS et al., 2015;
GIVENS et al., 2015). Objetivou-se, com este trabalho, a obtengao de DNA bacteriano em

intestinos de tilapia-do-nilo, por meio da amplificacdo da regido 16S RNAr.

MATERIAL E METODOS

O intestino mediano de tilapias foi coletado nos municipios de Santa Fé do Sul
- SP, Toledo - PR e Paulo Afonso - BA. O DNA dos micro-organismos do muco intestinal
foi extraido de acordo com MARTINEZ et al. (1998), com algumas modificacdes. As
amostras foram tratadas com as solugdes buffer ressuspensao (0,1 M Tris-HCI, 0,01 M
NaCl, 0,1 M EDTA, pH 8), buffer lise (0,1 M Tris-HCI, 0,01 M NaCl, 0,1 M EDTA, 1%
SDS, pH 8) e proteinase K, a 55°C por 2 h. Adicionou-se NaCl 6 M e a solucdo
centrifugada. O sobrenadante foi misturado com a mesma quantidade de isopropanol,
centrifugado e tratado com &lcool 70%. O pelete de DNA foi suspendido em agua
ultrapura estéril. A confirmacao visual da presenca de DNA foi feita em eletroforese em
gel de agarose 1% e observacao sob luz ultravioleta. Apés a confirmagdo, foi realizada a

purificacdo das amostras com RNAse (10 mg mL?!) e isopropanol. O DNA foi



amplificado, utilizando primers 16S DNAr bacteriano 677R-GC
(5'CGGGGCGGGGGCACGGGGGGATMTCTACGCATTTCACCGCTAC-3") e 309-F
(0'ACTCCTACGGGAGGCWGCAG-3'). A amplificagdo foi realizada por qPCR “Real
Time”, utilizando 9 pl da amostra, 10 pl de 2xSYBR Green supermix e 1 pl de primer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da aplicacdo da técnica de extracio de DNA e qPCR
demonstraram que o intestino da tildpia-do-nilo abriga espécies bacterianas com
amplicons de 400 pb a 500 pb de comprimento. A técnica de PCR possibilitou a
amplificacdo de genes e identificacdo de micro-organismos cultivaveis e ndo cultivéaveis,
aumentando o conhecimento da biodiversidade (PACE et al., 1986; WARD et al., 1990;
MUYZER et al., 1993). Muitos autores tém utilizado técnicas moleculares para o estudo
de microbiota intestinal. PEDROTTT et al. (2015), utilizando a técnica de extragdo de
DNA, seguida por PCR-DGGE, demonstraram que o intestino de tildpia é abrigado por
bactérias simbibticas amiloliticas e celuloliticas, devido ao habito alimentar do peixe.
TAPIA-PANIAGUA et al. (2011) relataram a presenca de bactérias no intestino de
dourada, Sparus aurata, por meio da técnica de PCR-DGGE, ap6s a alimentagdo com
probidtico contendo levedura (Debaromycess hansonni). CEREZUELA et al. (2012)
utilizaram a mesma sequéncia de primers deste trabalho para investigar a microbiota
intestinal de dourada, alimentada com dieta contendo probiético e/ ou microalga. Estes
autores relataram que esta sequéncia produz amplicons de 470 pb de comprimento e que
o probiético pode modular as espécies bacterianas no intestino. Os resultados gerados
no presente trabalho sinalizaram a presenca de espécies bacterianas em intestino de
tilapia-do-nilo e podem servir para a identificacdo de bactérias patogénicas ou

probidticas de importancia para a aquicultura.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a aplicagdo de extracdo de DNA
seguida por qPCR é considerada uma escolha viavel para a obtencao de sequéncias de
DNA bacterianas presentes em amostras intestinais de tildpia-do-nilo. Futuros estudos,
utilizando a técnica de DGGE e de sequenciamento de genes, serdo realizados para

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