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1 INTRODUCAO

O peixe-rei, Odontesthes bonariensis, € nativo da América do Sul:
sudeste da Argentina e rio de La Plata e extremo sul do Brasil. No Brasil é
encontrado na zona sul do estado do Rio Grande do Sul, Lagoas Mirim e Mangueira.
(BRIAN, 2006).

Seu cultivo ndo é desenvolvido o suficiente para alcangar niveis
comerciais, sendo a comercializacao desta espécie praticamente através da coleta
de populagdes naturais. Um ponto para alavancar o cultivo desta espécie, no Sul do
Rio Grande do Sul, é a utilizagdo do melhoramento genético dirigido. Ao se realizar
este tipo de técnica, com base em uma grande variabilidade genética inicial,
assegura-se a existéncia de variabilidade suficiente para se alcangar as melhorias
desejadas para sucessivas geragdes (RESENDE et al., 2008; POVH et al., 2009).

Em peixes os marcadores microssatélites estdo sendo largamente
aplicados para avaliar o tamanho efetivo da populagdo, niveis de endogamia,
estrutura populacional, fluxo génico, parentesco e caracteristicas quantitativas
(MELO et al., 2008).

Para uma eficaz amplificacdo de sequencias € necessaria quantidade e
boa qualidade de DNA amostral. Para isto € necessario a busca por métodos de
extracdo eficazes para cada espécie e tecido de interesse, preferencialmente de
baixo custo e o produto mais puro e integro possivel.

A partir da necessidade de extragao de DNA de peixe-rei, utilizados em
programas de melhoramento genético, foram amostrados dois tipos de tecidos
(nadadeira caudal e musculo) para a verificagdo de trés protocolos (Fenol -
Cloroférmio, Cloreto de Sdédio, Acetato de Aménia), em busca de uma melhor
amostra de DNA, sem residuos e integro.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Amostras de aproximadamente 200-300mg de musculo e nadadeira
caudal de cinco animais, coletados na Barragem do Chasqueiro localizada no
municipio de Arroio Grande (32° 10’S 53° 00°’O), Brasil, foram armazenadas em
etanol 95% e preservadas a -20°C. Apds a coleta as amostras submetidas a trés
protocolos diferentes: Fenol — Cloroférmio (BARDAKCI e SKIBINSKI, 1994); Cloreto
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de Sdédio (BARRERO et al.,, 2008) e Acetato de Amébnia (Cloreto de Sddio
modificado).

O Protocolo Fenol — Cloroformio demanda tempo para ser realizado,
sendo utilizadas para a purificagdo do DNA as substancias fenol e cloroférmio,
consideradas toxicas para o organismo humano. As amostras foram colocadas em
microtubos, e em seguida, adicionados 500uL de tampao de lise (100mM de Tris-
HCL pH 7,4, 10mM de EDTA, 400mM de NaCl e 1% de SDS, 40ug/ml de RNAse e
0,2% de SDS) e 3uL de proteinase K (200ug/ml). Estas foram incubadas em banho-
maria a 40°C overnigh. Posteriormente, o DNA foi purificado com duas extracdes
com fenol-cloroférmio e uma com cloroférmio. O DNA obtido foi precipitado com
duas vezes e meia de volume de etanol absoluto onde permaneceu incubado por 24
horas a -20°C. Posteriormente o alcool absoluto foi retirado e adicionado alcool
etilico 70%, centrifugado a 12000 rotagbes por minuto (rpm) e colocado em estufa a
40°C para evaporar o restante do etanol. Em seguida o DNA foi hidratado com agua
ultra-pura e estocado a -20°C.

O Protocolo Cloreto de Sédio é uma alternativa simples, facil, rapida e
nao contaminante para a obtencdo de DNA de boa qualidade em quantidades
suficientes. Amostras de tecido de peixes foram colocadas em microtubos com
550uL de tampao de lise (50mM Tris-HC1, pH 8,0, 50mM EDTA, 100mM NaCl),
contendo 1% SDS e 7uL de 200|Jg.mL'1 de proteinase K. Os microtubos foram
incubados imediatamente em banho-maria a 50°C por 12 horas. Em seguida, 600uL
de NaCl 5M foram adicionados a cada amostra, antes de serem centrifugadas por 10
minutos a 12000rpm. O sobrenadante foi transferido para novos microtubos sendo o
DNA precipitado com 700uL de etanol absoluto gelado e posteriormente incubado a
-20°C por 2 horas. As amostras de DNA foram centrifugadas, lavadas com 700uL de
etanol 70% e ressuspensas com 50uL em tampé&o TE (10mM de Tris pH 8,0 e 1mM
de EDTA), tratadas com 30ug.mL™ de RNAse, e incubadas em banho-maria durante
40 minutos a 37°C. O DNA obtido foi mantido a -20°C.

O Protocolo Acetato de Aménia utiliza o mesmo principio do protocolo
anterior. Pedacos de tecido foram colocados em microtubos com 900uL de tampao
de lise (10mM Tris-Base, 10mM EDTA, 2% SDS, pH 8,0), sendo adicionados 6L de
200ug.mL™ de proteinase K. Os microtubos foram incubados imediatamente em
banho-maria a 55°C overnight. Em seguida foram adicionados 4uL de RNAse,
agitados rapidamente no vortex e incubados a 37°C por uma hora. Apds foram
adicionados 300uL de acetato de amoénia 7,5M e os microtubos agitados em vortex
por 10 segundos. Os microtubos foram resfriados em gelo por aproximadamente 15
minutos e centrifugados a 13500rpm por trés minutos. O sobrenadante foi transferido
para novos microtubos onde o DNA foi precipitado com 900uL de isopropanol. As
amostras de DNA foram centrifugadas, lavadas com 500uL de etanol 70% e
ressuspensas com 50uL de agua ultra-pura. O DNA obtido foi mantido a -20°C.

A integridade do DNA extraido, pelos trés protocolos, foi analisada em gel
de agarose 0,6%, corados com GelGreen™ (Biotium) e visualizados com radiagdo
ultravioleta. A eletroforese do gel foi conduzida em 140 volts por 30 minutos, usando
tampao TBE 0,5x (600mM de Tris-HCL, 60mM de acido boérico e 83mM de EDTA).

A qualidade do DNA também foi testada através de reacgdes de
amplificagdes utilizando a técnica PCR. Para tanto, foi utilizado um primer especifico
para um determinado marcador microssatélite, com a sequéncia 5'-
TACTCAGCCTACCCTAATGCG-3' publicada no GenBank (AB375413.1) com um
produto esperado de 223pb.
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A reacao de PCR foi realizada em um volume final de 25uL, contendo 1uL
de DNA gendmico, 0,5uL primer (10pmol), 2,5uL de 1X buffer de PCR (10mM Tris
HCI, 1,5mM MgCl, e 50mM KCI), 1,5uL MgCl, (25mM), 0,5uL de dNTP (100uM),
0,2uL de Taq DNA polimerase® (Fermentas Life Sciences) e 18,3uL de agua livre de
nuclease. O controle negativo (reagdo sem a presenga de DNA) foi utilizado em
cada amplificagao para confirmar a auséncia de contaminacao.

As reagbes foram realizadas em um termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient® (Eppendorf). A amplificagdo consistiu em uma desnaturacéo
inicial de 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 45
segundos, anelamento de 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45
segundos, terminando com uma extensao final de 8 minutos a 72°C.

A analise da amplificagéo foi realizada através de eletroforese em gel de
agarose a 0,6%.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O protocolo Fenol - Cloroférmio apresentou visualmente a melhor
qualidade e quantidade de DNA extraido, sem degradagdo e contaminagédo por
proteina. Os protocolos Cloreto de sddio e Acetato de ambnia apresentaram
quantidades satisfatérias de DNA, porém o protocolo Cloreto de sédio apresentou
aparentes niveis de degradagao de DNA e o protocolo Acetato de Amodnia aparente
quantidade de RNA (Figura 1). Para Parpinelli e Ribeiro (2009), em uma boa
extragdo apenas uma banda integra deve aparecer, pois rastros podem indicar
degradacéao do DNA ou excesso de proteina, e outras bandas a presenga de RNA.

Nao ocorreu diferenca entre a extracido de tecido de musculo e nadadeira
caudal. Parpinelli e Ribeiro (2009) analisaram trés protocolos de extracdo de DNA
(Fenol - Cloroférmio, NaCl e Brometo de cetiltrimetiiaménio - CTAB) em trés
diferentes tipos de tecido de tilapia do Nilo (nadadeira caudal, musculo e branquias),
concluindo que os melhores resultados quanto a concentracdo de DNA foram o de
branquias e nadadeiras. Em relagdo a pureza do DNA, o método de extracdo
através do protocolo Fenol - Cloroférmio, para os tecidos de nadadeira, musculo e
branquias, parece ser o recomendado para estudos moleculares em peixes, por
apresentar um grau de pureza considerado ideal.

Estudo realizado por Barerro et al. (2008) mostra que a extracdo de DNA,
de nadadeira de peixe, com protocolo de extragdo usando sal (NaCl) obteve uma
maior quantidade de DNA em comparagao com o protocolo de extracdo de Fenol —
Cloroférmio.

A)
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Figura 1 — Andlise da extracdo de DNA em gel de agarose 1%. A) Protocolo Fenol — Cloroférmio, B)
Protocolo Cloreto de Sédio e C) Protocolo Acetato de Aménia.

Todas as amostras obtidas das extragdes apresentaram amplificagédo no
teste de PCR realizado.

4 CONCLUSOES

Os trés protocolos utilizados possuem validade para a extragdao do DNA
total de tecido de peixes, sendo os protocolos cloreto de sddio e Acetato de amonia,
alternativas rapidas, de baixo custo e nao contaminantes eficientes para extracao de
DNA para analise de marcadores moleculares de peixe-rei.
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