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1. INTRODUÇÃO
A genotipagem realizada através de microssatélites é uma estratégia utilizada na biologia molecular para testes de paternidade, estimativas dos coeficientes de endocruzamento, identificação de relações genéticas entre progênie e progenitores, assim como a análise da variabilidade genética de uma população (Fessehaye et al., 2006). Esta metodologia é realizada por meio da reação em cadeia da polimerase a qual permite a amplificação de fragmentos específicos do DNA. A tilápia é uma importante espécie utilizada na aquicultura e muitos loci de microssatélites já foram publicados para a espécie. Apesar deste desenvolvimento nenhuma PCR multiplex foi desenvolvida para utilização em testes de paternidade nestes programas de melhoramento. Considerando os aspectos de economia de recursos financeiros e de trabalho, este projeto teve como objetivo desenvolver uma PCR multiplex para análise de parentesco em tilápias (Oreochromis niloticus).
2. MATERIAIS E MÉTODOS
Esta pesquisa foi realizada no Laboratório de Engenharia Genética Animal, LEGA da Universidade Federal de Pelotas no período de Janeiro a Março de 2013. Para extração de DNA foi utilizada nadadeira caudal de tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) através do método de cloreto de sódio (NaCl 5M). Para a checagem da extração foi usado gel de Agarose 1%, corado com Gelred (Biotium, USA) e visualizado no foto documentador L-Pix (Loccus Biotecnologia, Brasil). 
Para realização da PCR foram desenhados primers usando como base as sequências obtidas no GeneBanck (www.ncbi.nlm.nik.gov) para os loci UNH160, UNH178, UNH222, ISP, PRL-MS01 e PRL-MS02 (Tabela 1). Em um dos primers de cada locus foi adicionada a sequência 5´ TGTAAAACGACGGCCAGT 3´,  conhecida como cauda M13, com a finalidade de gerar uma marcação fluorescente no produto amplificado e permitir a genotipagem de forma mais econômica em sequenciador automático (Shuelke, 2000).  
Para determinação da temperatura de anelamento do multiplex foi realizado um gradiente com temperatura de anelamento variando entre 52°C a 64°C. Após, foi realizada a P.C.R em um volume final de 10 μl. Acrescentou-se para o mix de PCR o primer denominado M13 contendo na extremidade 5´ o fluoróforo FAM (6-carboxy-fluorescine). As proporções dos primers forward, reverse e cauda M13 foram descritas por Shuelke (2000) e a genotipagem foi realizada por eletroforese capilar com sequenciador automático ABI 3500 (Detecta, Brasil).
Tabela 1. Primers desenhados pelo programa Primer 3 e tamanho de locus esperados
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3. RESULTADOS e DISCUSSÃO 
A partir do resultado do gradiente foi determinada a temperatura de anelamento (Tm) de 58°C para a PCR multiplex. A PCR realizada com esta temperatura apresentou pouca ou nenhuma banda inespecíficas dependendo do locus, mas que não interferiram no resultado do sequenciamento (Figura 1). A sequência M13 adicionada nos primers não teve efeito negativo na amplificação dos loci (confirmado através do sequenciamento dos produtos gerados).  
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Figura 1 - PCR Multiplex com Tm = 58°C.
  Tabela 2. Resultado do sequenciamento por eletroforese capilar
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Fonte: PÉREZ, H. J. G
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Foram observados no multiplex alelos na faixa de 144 a 362 pares de bases, não havendo sobreposição de alelos entre os diferentes loci. Todos os loci apresentaram polimorfismo. Apesar de serem polimórficos os loci UNH178, UNH222 e PRL-MS02 só apresentaram genótipos homozigotos. Este baixo nível de polimorfismo é reflexo do número reduzido de indivíduos utilizados para testar a PCR multiplex (Tabela 2).
4. CONCLUSÃO
A PCR multiplex utilizando os loci UNH160, UNH178, UNH222, ISP, PRL-MS01 e PRL-MS02 pode ser empregada para análises de parentesco em tilápias (Oreochromis niloticus), utilizando a temperatura de anelamento de 58°C.
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