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1. INTRODUCAO

O Geophagus brasiliensis (QUOY e GAIMARD, 1824) é uma
espécie de peixe nativa do Brasil, pertence a familia dos Cichlidae e
ordem dos Perciformes. Vulgarmente conhecido como Cara ou Acara,
adapta-se muito bem a aguas quentes e frias, podendo ser encontrado
em todo Brasil (MOREIRA et al. 2013).

Hoje em dia ainda ha pouco conhecimento sobre espécies de
peixes nativos, especialmente sobre a variabilidade genética, dessa
forma torna-se importante conhecer mais sobre a genética das
mesmas. Com informacdes genéticas pode se caracterizar individuos e
avaliar a variabilidade entre as populacdes (REINKE et al. 2018). A
etapa inicial para realizar tais estudos € a extracdo do DNA gendmico
(FALEIRO et al. 2003).

Para a amplificacdo eficiente de sequencias precisa-se de
guantidade e boa qualidade de DNA amostral. Para isto se faz
necessario a busca por métodos de extracdo eficazes para cada
espécie e tecido de interesse, visando baixo custo e o produto mais
puro e integro possivel. (GARCIA et al. 2010).

Existem varios meétodos para extracdo do DNA, dentre eles, 0
protocolo in house (protocolo caseiro) pode ser uma boa alternativa,
pois 0s reagentes utilizados sdo preparados no proprio laboratorio.
Sendo assim é de interesse deste trabalho analisar a eficiéncia de um
protocolo in house, a partir de fragmentos de musculo, nadadeiras,
escamas e sangue da espécie Geophagus brasiliensis.

2. METODOLOGIA

O material biologico (sangue 350ul, escamas 10 unidades, nadadeiras
500mg e musculo 500mg) de 20 individuos, foram fornecidos pelo Laboratorio de
Ictiologia da Universidade Federal de Pelotas - UFPel, os quais foram
armazenados em etanol 70% até iniciarem as extracdées de DNA gendmico no
Laboratorio de Engenharia Genética Animal — LEGA/UFPel.

O DNA, foi extraido usando separacdo organica pelo protocolo in house de
Cloreto de Sdodio (NaCl) que consistem em: Maceracdo do tecido muscular,
objetivando a ruptura da parede e membranas celulares, promovendo assim a
liberacdo da molécula de DNA. Adigdo de 600uL de solucdo tampdo TNE1 (5ml
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de tris HCI 1 Molar, pH 8.0, 10ml de EDTA, 1ml de NaCl,), para promover a
quebra das células, porém preservando sua estrutura, acidez e osmolaridade.
Adicdo de 330uL de TNE2 (5ml tris HCI 1 Molar pH 8,0; 10ml EDTA, 1ml NaCl;
10ml SDS 20%), como solucéo detergente para solubilizagdo das membranas e
inativacdo de enzimas; adicdo 4uL de proteinase K (5ug/pL) e 3uL RNAse A
(2,5ug/uL) para a desnaturagéo proteica e incubacdo imediata & 50°C overnight.
AplOs a incubacdo, para precipitacdo de proteinas e restos celulares foram
adicionados 340uL de NaCl 5M; o material foi centrifugado a 12.000 rpm e
transferido o sobrenadante para novos microtubos, onde foram acrescidos 900uL
de etanol absoluto gelado para a precipitacdo do DNA. Posteriormente, foi
realizada a lavagem do material com 200uL de etanol 70% e por fim, o DNA foi
ressuspendido com 50uL de agua milli-q.

Para checagem da integridade do DNA obtido, as amostras foram
submetidas a eletroforese horizontal com gel de agarose 1% e tampao SB1X
durante 40 minutos a 120 volts. Para tal, foi usada uma aliquota de 7uL de DNA
sendo o0 mesmo corado com 1.1pL de GelRed (Biotium, USA) e 1.1uL de Loading
Buffer 5X; bem como Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas Life Science) como
referéncia para estimacao de peso molecular.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Através do método de extracdo do protocolo in house, foi possivel extrair

de forma satisfatdria o DNA gendmico das amostras. Assim como podemos ver
na figura abaixo, a presenca da banda fluorescente no gel, demonstra a presenca

de DNA.
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Figura 1- Eletroforese em gel de agarose, mostrando a presenca de DNA

Os resultados obtidos neste trabalho se mostraram semelhantes aos
encontrados por GARCIA et al. (2010) em um estudo utilizando trés diferentes
protocolos in house (Fenol — Cloroférmio, Cloreto de Sodio e Acetato de Amoénia).
Observou que o protocolo Fenol — Cloroférmio apresentou visualmente a melhor
qualidade, com o protocolo Cloreto de Sodio (NaCl) alcancou quantidade
satisfatoria de DNA, porém as amostras apresentaram indicios de degradagéo.

PARPINELLI; RIBEIRO (2009) realizou um estudo avaliando 3 protocolos
distintos para extracdo do DNA gendmico: Fenol: Cloroformio, Cloreto de Sédio
(NaCl) 5M e CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamonio), onde observaram que os trés
protocolos utilizados obtiveram concentracdo de DNA suficiente. Recomendando
o protocolo NaCl 5M para a PCR pela maior facilidade para obtencédo do DNA.

O Protocolo Fenol — Cloroférmio demanda alto tempo para ser realizado,
sendo utilizadas substancias téxicas para o organismo humano, jA o protocolo
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NaCl € uma alternativa simples, facil, rapida e ndo contaminante para a obtencéo
de DNA em boa qualidade.

REINKE et al. (2018) em um estudo utilizando o protocolo in house por
NaCl, para a extracdo do DNA de duas espécies nativas e conseguiu resultados
satisfatorios na extracdo de DNA gendmico, 0 mesmo ocorreu no presente
trabalho com a espécie Geophagus brasiliensis.

DOMINGUES et al. (2013) realizou um trabalho visando a extracdo de DNA
a partir de nadadeiras de Zungaro Zungaro (popularmente conhecido como Jau),
onde ndo obteve éxito na extracdo, diferente do ocorrido no presente trabalho.
SILVA et al. (2014) em um trabalho com Tilapia do Nilo, utilizou quatro protocolos
distintos para extracdo de DNA de nadadeiras, onde obteve resultados
satisfatorios para os quatro protocolos, semelhante ao que ocorreu neste trabalho
com o protocolo in house.

Visando o bem-estar animal, recomenda-se a utilizacdo de métodos menos
agressivos aos animais. Desse modo aconselha-se utilizar nadadeiras e escamas,
para realizar a extragdo de DNA em peixes, principalmente para animais
utilizados para reproducédo, pois para a coleta destes materiais bioldégicos ndo ha
necessidade de abater o individuo.

O processo de extracdo deve resultar em DNA gendmico suficientemente
satisfatorio, possibilitando a amplificacdo do DNA e posteriores estudos cientificos
(REINKE et al., 2018). Desta forma o protocolo in house por NaCl, se mostrou
uma boa opc¢éo para a espécie em questao.

4., CONCLUSOES

O método in house por NaCl apresenta resultado satisfatério na extracéo
de DNA genbmico da espécie Geophagus brasiliensis, se mostrando um protocolo
rapido, eficiente e de baixo custo comparado aos existentes no mercado.
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