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1. INTRODUCAO

No ramo da tilapicultura, estudos genéticos, através da extracdo do DNA e
utilizacdo de marcadores moleculares, estdo se tornando muito comuns. Por se
tratar de uma poderosa ferramenta, oferece informacgdes Uteis para o direcionamento
de programas de melhoramento e manejo de bancos genéticos (Moreira, 2001;
Melamed et al., 2002; Povh et al., 2003). Um dos peixes que vem apresentando
grande potencial em termos de engenharia genética voltada ao melhoramento dos
estoques € a tilapia do Nilo (Suganuma, 2004).

Estudos basicos sobre metodologias especificas que possam otimizar
extracbes de DNA de boa qualidade, séo de grande importancia para que regioes
desejadas sejam localizadas e amplificadas, e garantir sucesso em trabalhos
cientificos no campo da biologia molecular (Solléro et al., 2004).

Existem na literatura varios protocolos para extracdo de DNA gendmico a
partir de material armazenado em EDTA ou alcool, no entanto alguns sdo mais
laboriosos enquanto outros mais simplificados (Fungaro & Vieira, 2001). A obtencao
de DNA gendmico de boa qualidade é essencial para se obter bons resultados em
experimentos, especialmente no uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
nas quais os excessos de estruturas celulares e proteinas podem inibir 0 processo
de amplificacao (Saiki, 1990; Hoy, 1994). Independente do tipo de estudo molecular,
as extragcbes de DNA devem apresentar um bom padrdo de bandeamento, com
quantidade e qualidade suficientes para ndo causar interferéncias nos padrdes de
migracdo em geéis de eletroforese (Romano & Miranda, 1999). Isso indica que novos
protocolos ainda necessitam ser testados para diferentes espécies, com objetivo de
desenvolver novas metodologias ou até mesmo aprimorar as ja existentes.

Diante desta constatacdo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia da extragcdo de DNA de sangue de tilapias, a partir de um protocolo
comumente utilizado para deteccdo de DNA de patdgenos em equinos.



2. MATERIAL E METODOS

A partir do Kit “NewGene Preamp”, desenvolvido para purificacdo de DNA de
patdogenos em equinos, buscou-se testar sua aplicabilidade na extracdo de DNA em
tilapias (Oreochromis niloticus). E comum que um protocolo desenvolvido para uma
espécie nem sempre funcione para outras, mas muitas vezes alguns ajustes podem
levar ao éxito da extracao.

Foram utilizadas seis amostras de sangue de tilapias armazenadas em EDTA,
todas coletadas no Laboratorio Experimental de Peixes, localizado no Biotério
Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Em um tubo de eppendorf (1,5mL) foram somados 100uL de sangue e 900uL
de Mix de Lise (Kit Simbios). A solucéo foi entdo homogeneizada em vortex por 3
min.. Em seguida, o conjunto foi incubado por 10 min. em banho-maria (60C).
Adicionou-se 20uL de suspenséo de silica (Kit Simbios), agitando vigorosamente as
amostras antes de pipetar a silica e incuba-las novamente por 10 min.. A cada 2
min. inversdes dos tubos foram feitas. 150uL de solucao de lavagem (Kit Simbios) foi
acrescentada, homogeneizando fortemente as amostras até desfazer o pellet. Por 1
min. a 10.000rpm a suspensédo foi centrifugada e desprezou-se o sobrenadante.
Essa limpeza foi repetida duas vezes. Etanol 75% (150uL) foi misturado as amostras
revolvendo-as até dissolver o pellet. O sobrenadante foi entdo desprezado apés
centrifugacdo por 1 min. a 10.000rpm. O procedimento de limpeza com etanol
também foi repetido duas vezes. 150uL de acetona foram acrescentados, agitando
em vOrtex para solubilizar o pellet. O sobrenadante foi novamente desprezado apos
centrifugacéo por 1 min. a 10.000rpm, retirando o maximo de acetona possivel com
auxilio de uma micropipeta. Desse modo os tubos foram secos em estufa a 60C por
10 min.. Para efetuar a eluicdo das amostras, adicionou-se 50uL de &gua Milli-Q
levando ao banho-maria (37<C) por 15 a 20 min., para remocao da silica. Por fim,
centrifugou-se o material por 3 min. a 10.000rpm transferindo a solugéo para outro
microtubo (aproximadamente 40uL da solucdo contendo o DNA extraido).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi testado um protocolo de extracdo de DNA de
patdogenos em equinos para tilapias, o qual pode ser observado através da figura 1,
mostrando que o procedimento € perfeitamente aplicavel.

E importante destacar que esse método mostrou-se satisfatorio quanto a
facilidade de uso, rapidez na extragdo e qualidade da amplificagcdo do DNA. Esses
resultados sdo relevantes quando comparado a outros métodos que muitas vezes
utilizam compostos prejudiciais a saude, como € o caso do fenol, utilizado em outros
Kits.

Muitos protocolos hoje disponiveis sao utilizados pela sua rapidez ou até
mesmo pelo seu custo, porém em alguns o padrdao de bandas ndo é nitido,
apresentando impurezas que prejudicam o seu deslocamento dentro do gel. Esse
requisito € importante, pois obter qualidade na extracdo de DNA facilita a analise em
géis de maior resolucdo. Cabe salientar ainda que o ndo funcionamento de muitas
amplificacbes de PCR ocorre devido a uma escolha mal feita de protocolos de
extracdo de DNA, o que pode inviabilizar sua utilizacdo em trabalhos posteriores.



Figura 1 - Padrao de extracdo de DNA testado com seis (1-6) diferentes amostras de sangue de
tilapias. M=Marcador de peso molecular GeneRuler™ DNA Ladder Mix — Fermentas, USA.

Varios procedimentos de extracdo de DNA tém sido descritos na literatura,
considerando que métodos padrbes sdo utilizados com algumas modificacdes,
visando solucionar os problemas especificos da espécie em estudo. Deve-se
lembrar ainda que a forma de coleta e a conservagcdo do material sdo de grande
importancia para a obtencdo do DNA em concentracdes e qualidades adequadas
(Solléro et al., 2004). A pureza do DNA ¢é afetada significativamente pela condi¢éo
na qual o sangue ou outro material € armazenado anteriormente a sua extracao,
sendo recomendada a utilizacdo de material o mais fresco possivel (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Com os resultados obtidos, acredita-se que muitos outros protocolos ainda
deveriam ser testados, para que novos estudos com outras espécies possam
desfrutar de seus beneficios. Somente através desses testes € que novos protocolos
poderdo ser utilizados a fim de solucionar dificuldades, ndo somente na tilapicultura,
mas também em outros sistemas de producéo.

4. CONCLUSAO



Os resultados do presente estudo demonstram que o protocolo utilizado para
deteccdo de patdogenos em eqlinos pode ser usado para extragdo de DNA
gendmico em tilapias.
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