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APRESENTAÇÃO

A obra “A produção do Conhecimento nas Ciências Agrárias e Ambientais” aborda 
uma série de livros de publicação da Atena Editora, em seu IV volume, apresenta, em 
seus 27 capítulos, com conhecimentos científicos nas áreas agrárias e ambientais.

Os conhecimentos nas ciências estão em constante avanços. E, as áreas das 
ciências agrárias e ambientais são importantes para garantir a produtividade das 
culturas de forma sustentável. O desenvolvimento econômico sustentável é conseguido 
por meio de novos conhecimentos tecnológicos. Esses campos de conhecimento 
são importantes no âmbito das pesquisas científicas atuais, gerando uma crescente 
demanda por profissionais atuantes nessas áreas.

Para alimentar as futuras gerações são necessários que aumente à quantidade 
da produção de alimentos, bem como a intensificação sustentável da produção de 
acordo como o uso mais eficiente dos recursos existentes na biodiversidade.

Este volume dedicado às áreas de conhecimento nas ciências agrárias e 
ambientais. As transformações tecnológicas dessas áreas são possíveis devido o 
aprimoramento constante, com base na produção de novos conhecimentos científicos. 

Aos autores dos diversos capítulos, pela dedicação e esforços sem limites, que 
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avanços científicos e tecnológicos, os 
agradecimentos do Organizador e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes, 
pesquisadores e entusiastas na constante busca de novas tecnologias para as ciências 
agrárias e ambientais, assim, garantir perspectivas de solução para a produção de 
alimentos para as futuras gerações de forma sustentável.

Alan Mario Zuffo
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CAPÍTULO 13
doi

 OBTENÇÃO DO DNA GENÔMICO DE CYPHOCHARAX 
VOGA E OLIGOSARCUS JENYNSII ATRAVÉS DE 

PROTOCOLO “IN HOUSE” 

Welinton Schröder Reinke
Universidade Federal de Pelotas, Departamento 

de Zootecnia
Pelotas, Rio Grande do Sul 

Daiane Machado Souza
Universidade Federal de Pelotas, Departamento 

de Zootecnia
Pelotas, Rio Grande do Sul

Suzane Fonseca Freitas
Universidade Federal de Pelotas, Departamento 

de Zootecnia
Pelotas, Rio Grande do Sul

Rodrigo Ribeiro Bezerra De Oliveira
Universidade Federal de Pelotas, Departamento 

de Agronomia
Pelotas, Rio Grande do Sul

Paulo Leonardo Silva Oliveira
Universidade Federal de Pelotas, Departamento 

de Agronomia
Pelotas, Rio Grande do Sul

Deivid Luan Roloff Retzlaff
Universidade Federal de Pelotas, Departamento 
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Pelotas, Rio Grande do Sul

Luana Lemes Mendes
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Heden Luiz Maques Moreira
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Carla Giovane Ávila Moreira
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Universidade Federal de Pelotas, Departamento 

de Zootecnia
Pelotas, Rio Grande do Sul

Juvêncio Luis Osório Fernandes Pouey
Universidade Federal de Pelotas, Departamento 

de Zootecnia
Pelotas, Rio Grande do Sul

RESUMO: O conhecimento sobre espécies 
de peixes nativos ainda é escasso, porém, 
fundamental para entender mais sobre 
a genética destas populações. O DNA é 
considerado a matéria prima para obtenção de 
informações gênicas e de grande importância 
para o desenvolvimento de pesquisas em 
populações. Para obter um DNA genômico de 
boa qualidade são feitos diversos estudos com 
objetivo de encontrar métodos mais adequados 
e de maior sucesso na sua extração, onde 
efetuou-se este trabalho com objetivo de 
analisar a eficiência de um protocolo “in house” 
em amostras de fragmento de músculo das 
espécies Cyphocharax voga e Oligosarcus 
jenynsii. O DNA genômico total, foi extraído 
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usando separação orgânica pelo protocolo “in house” de Cloreto de Sódio e para 
checagem da integridade do DNA obtido, as amostras foram submetidas a eletroforese 
horizontal com gel de agarose 1% e tampão SB1X durante 40 minutos a 120 volts. 
Como resultado se observou que através do uso do protocolo “in house” foi possível 
extrair DNA genômico satisfatório dos exemplares de Cyphocharax voga e Oligosarcus 
jenynsii, onde a presença da banda fluorescente no gel significa a presença de DNA, 
se mostrando um protocolo eficiente e de baixo custo comparado aos existentes no 
mercado. 
PALAVRAS-CHAVE: Extração de DNA, genética, peixe nativo

ABSTRACT: Knowledge about native fish species is still scarce, but it is fundamental 
to understand more about the genetics of these populations. DNA is considered the raw 
material for obtaining genetic information and of great importance for the development 
of research in populations. In order to obtain good quality genomic DNA, a number of 
studies have been carried out with the aim of finding more adequate and successful 
methods for extracting them, in order to analyze the efficiency of an in house protocol in 
fragment samples of muscle species Cyphocharax voga and Oligosarcus jenynsii. The 
total genomic DNA was extracted using organic separation by the in house protocol 
of Sodium Chloride and for checking the DNA integrity obtained, the samples were 
submitted to horizontal electrophoresis with 1% agarose gel and SB1X buffer for 40 
minutes at 120 volts. As a result, it was observed that by using the in house protocol 
it was possible to extract satisfactory genomic DNA from Cyphocharax voga and 
Oligosarcus jenynsii specimens, where the presence of the fluorescent band in the gel 
means the presence of DNA, showing an efficient protocol and low cost compared to 
those in the market.
KEYWORDS: DNA extraction, genetics, native fish

1 |  INTRODUÇÃO

Cyphocharax voga (Hensel, 1869) faz parte da família Curimatidae, conhecida 
popularmente como birú. É um peixe de pequeno porte com escamas prateadas que 
cobrem seu corpo, contendo pequenas manchas escuras na parte dorsal, sendo de 
maior visualização em peixes jovens. Tem grande ocorrência em lagoas costeiras da 
América Sul e do estado de Rio Grande do sul (CORRÊA et al., 2010).

Oligosarcus jenynsii (GÜNTHER, 1864) é conhecido popularmente por branca, 
dentudo, peixe cachorro ou tambica, apresentando hábito alimentar carnívoro (NUNES 
et al., 2004). Essa espécie é encontrada  em corpos de água na planície costeira do 
sul do Brasil, Uruguai e Argentina. Tem grande ocorrência no extremo sul do Brasil na 
região alagada denominada como Banhado do Taim (SILVEIRA et al., 2011).

O conhecimento sobre espécies nativas de peixes ainda é pouco, sendo 
fundamental entender mais sobre a genética das mesmas. Com informações genéticas 
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pode se caracterizar indivíduos e avaliar a variabilidade genética daquela população 
(TREMEA et al., 2017).

O DNA é considerado a matéria prima para obtenção de informações gênicas 
e de grande importância para o desenvolvimento de pesquisas em populações. Para 
obter um DNA genômico de boa qualidade são feitos diversos estudos com objetivo de 
encontrar métodos mais adequados e de maior sucesso na sua extração (MARENGONI 
et al., 2006). Dentre eles, protocolos “in house”, no qual o preparo de reagentes a 
serem utilizados para a extração de ácidos nucléicos é realizada dentro do laboratório, 
configuram como uma alternativa viável e de baixo custo em comparação aos kits de 
extração disponíveis no mercado.

Considerando a existência de diversos protocolos utilizados para extração de 
DNA genômico, sendo muitos com valor de mercado elevado, o seguinte trabalho 
tem o objetivo de analisar a eficiência de um protocolo “in house” em amostras de 
fragmento de músculo das espécies Cyphocharax voga e Oligosarcus jenynsii.

2 |  METODOLOGIA

O material biológico foi coletado no Canal São Gonçalo, localizado na cidade 
de Pelotas-RS (52°23’18.06”O 31 e 31°48’39.06”S). Foram capturados 10 birús e 20 
tambicas, totalizando 30 indivíduos. O material biológico coletado para análise genética 
consistiu em uma amostra de músculo (aproximadamente 200–300mg) de cada animal, 
os quais foram armazenados em etanol 70% e preservados a -20°C até iniciarem as 
extrações de DNA genômico no Laboratório de Engenharia Genética Animal (LEGA) 
pertencente ao Departamente de Ecologia, Zoologia e Genética (DEZG) do Instituto 
de Biologia da Universidade Federal de Pelotas-UFPel.  O DNA genômico total, foi 
extraído usando separação orgânica pelo protocolo “in house” de Cloreto de Sódio 
proposto por Barrero et al. (2008) com modificações, que consiste na maceração do 
tecido muscular, objetivando a ruptura da parede e membranas celulares, promovendo 
assim a liberação da molécula de DNA. Adição de 600 μL de solução tampão TNE1 
(5 ml de tris HCl 1 Molar, pH 8.0, 10 ml de EDTA, 1ml de NaCl,), tendo por finalidade 
promover a lise das células, porém preservando sua estrutura, acidez e osmolaridade. 
Adição de 330 μL de TNE2 (5ml tris HCl 1 Molar pH 8,0; 10 ml EDTA, 1ml NaCl; 10 ml 
SDS 20%), como solução detergente para solubilização das membranas e auxiliando 
na inativação de enzimas; adição 4 μL de proteinase K (5 μg/ μL) e 3 μL RNAse A (2,5 
μg/ μL)  para a desnaturação proteica e incubação imediata à 50°C overnight. Após a 
incubação, para precipitação de proteínas e restos celulares foram adicionados 340 
μL de NaCl 5M; o material foi centrifugado a 12.000 rpm e transferido o sobrenadante 
para novos microtubos, onde foram acrescidos 900μL de etanol absoluto gelado para 
a precipitação do DNA. Posteriormente, foi realizada a lavagem do material com 200 
μL de etanol 70% e por fim, o DNA foi ressuspendido com 100 μL de água milli-q. Para 
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checagem da integridade do DNA obtido, as amostras foram submetidas a eletroforese 
horizontal com gel de agarose 1% e tampão SB1X durante 40 minutos a 120 volts. 
Para tal, foi usada uma alíquota de 7 μL de DNA sendo o mesmo corado com 1.1 
μL de GelRed (Biotium, USA) e 1.1µL de Loading Buffer 5X; bem como Gene Ruler  
DNA Ladder Mix (Fermentas Life Science) como referência para estimação de peso 
molecular.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Através do uso do protocolo “in house” foi possível extrair DNA genômico 
satisfatório dos exemplares de Cyphocharax voga e Oligosarcus jenynsii. A presença 
da banda fluorescente no gel, significa a presença de DNA, como mostra as FIGURAS 
1 e 2.

Figura 1. Perfil eletroforético mostrando presença de DNA genômico a partir de tecido muscular 
de Cyphocharax voga.

Figura 2. Perfil eletroforético mostrando presença de DNA genômico a partir de tecido muscular 
de Oligosarcus jenynsii.

Para Marengoni et al. (2006) a forma de coleta e a conservação do tecido são 
consideradas de grande importância para a obtenção de DNA em concentração e 
qualidade adequada. A pureza do DNA é afetada significativamente pela qualidade 
do tecido anteriormente à extração, sendo assim recomendado utilizar o material 
mais fresco possível. Em uma extração de qualidade apenas uma banda íntegra deve 
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aparecer, sem rastros e outras bandas, isso pode indicar degradação do DNA, excesso 
de proteína e presença de RNA. Existem diversos protocolos que permitem a extração 
de DNA de diferentes espécies animais e diferentes tecidos celulares, porém, alguns 
com um processo mais simples e outros mais laboriosos.

Parpinelli e Ribeiro (2009) em estudo com tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus) 
testou para extração de DNA 3 protocolos: Fenol: Clorofórmio, Cloreto de Sódio (NaCl) 
5M e CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamônio) onde os três obtiveram concentração de 
DNA suficiente para trabalhos que envolvam genética molecular. Sendo o protocolo 
Cloreto de Sódio (NaCl) 5M recomendado para a PCR pela praticidade em obtenção 
da amostra e rapidez do procedimento.

Garcia et al. (2010) em estudo utillizando três protocolos “in house” ( Fenol – 
Clorofórmio, Cloreto de Sódio  e Acetato de Amônia) obteve quantidade satisfatória 
de DNA no protocolo NaCl, porém observou aparentes níveis de degradação do DNA, 
o que não ocorreu nas amostras utilizadas neste estudo. O protocolo NaCl é seguro, 
rápido, de baixo custo e não contaminante, enquanto o protocolo fenol- cloroformio 
apresenta restrições pela sua toxicidade.

Em estudo realizado por Almeida et al. (2012) foram utilizados 3 protocolos para 
extração de DNA genômico: Kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen®) e dois 
protocolos modificados (método Salino e método Fenol-Clorofórmio). O kit comercial 
apresentou bandas de DNA de melhor qualidade e sem degradação, porém com 
custo elevado, permitindo a extração de um número limitado de amostras, sendo 50 
amostras por kit.

O processo de extração deve resultar em DNA genômico em qualidade e 
quantidade suficiente, possibilitando desta forma a correta condução das etapas 
subsequentes da investigação científica (DOMINGUES et al., 2013). Visto isso o 
protocolo “in house” de Cloreto de Sódio, se mostrou uma boa alternativa para as duas 
espécies de peixe em questão.

4 |   CONCLUSÕES

O método “in house” apresenta resultado satisfatório na extração de DNA 
genômico das espécies Cyphocharax voga e Oligosarcus jenynsii, se mostrando um 
protocolo eficiente e de baixo custo comparado aos existentes no mercado. 
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