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AVALIACAO DE PROTOCOLO PARA AMOSTRAGEM DE MICROBIOTA DE PEIXES
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Formol, peixes, bactérias

Introducao

A etapa de coleta e conservacao de animais para pesquisas € um processo
minucioso, que exige cuidado até o processamento destes em bancada . A
fixacao do tecido animal é uma acao para manter a amostra em condicoes ideias

por longos periodos em museus e colecdes (ABRAHAO, 2004).

ApoOs a eutanasia, um dos processo de fixacao mais utilizados consiste
em submergir as pecas em formaldeido 10% por 48 horas (FOX, 1985). No
entanto o manejo dessa forma nao garante que mantenha o campo amostral da
microbiota adequado para trabalhos de biologia molecular. Isto posto, esta
pesquisa busca elucidar a obtencao do material gend6mico de amostras fixadas

em formol através dos peixes como modelo alvo.

Objetivos

Analisar o DNA obtido e verificar sua viabilidade quanto a
qualidade e a quantidade extraido de culturas com formol 10% (v/v)
bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus como teste preliminar.
Avaliar o DNA microbiano de branquias e intestino de peixes da espécie

Oligossarcus acutirostris.

Material e Método

Obtencao de material microbiologico em tecido de peixes fixados

o ] i U

! e
’.!' " L &

- -
& /4 | |
& ¥ L J
PBS 1X Sonicador Filtracao
Oligosarcus acutirostris 10 X Pares de branquias (B) 5 min lenta

(MENEZES, 1987) 10 X Intestinos (1)

Extracao, qualificacdao e quantificacao de DNA.
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Resultados e Discussao

O DNA do teste preliminar de cultivo com formol 10% (v/v)
apresentou bons valores em nanodrop evidenciando a possibilidade de
DNA estavel. Dessa forma seguimos para extracao com material obtido em

peixes.

Figura 1A: Gel de agarose 1% com DNA extraido do produto de sonicacao
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do tecido de peixes. Figura 1B: Produto de PCR com DNA da microbiota de

peixes em gel de agarose 1%.
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Figura 1A o . Figura 1B

A extracaio de DNA da microbiota em peixes apresentou
concentracoes ideais, mas valores de absorbancia em nanodrop diferentes
do recomendado em literatura. Contudo, as amostras obtidas foram
suficientes para obter amplicons de PCR utilizando primers 10F e 1100R

com baixa variacao comparada ao controle em intestino (I) e branquias (B).

Conclusoes

O tempo de sonicacdao do tecido animal pode ser maior para elevar

a concentracao de DNA obtido. O material obtido da sonicacao necessita de
lavagens com PBS 1X e a extracao de DNA deve ter uso de proteinase K por
30 minutos e lavagens com etanol 70% (v/v) a -20°C. Além disso, € necessario
0 uso de Speed Vacum para concentrar os produtos de PCR e melhorar sua

visualizacao em gel de agarose.
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