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Apresentação 

 
A biotecnologia pode ser definida como uma ciência que utiliza sistemas 

biológicos e/ou organismos vivos em aplicações tecnológicas visando desenvolver 
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicações mais importantes 
estão relacionadas com a área agrária e ambiental, saúde e ciência dos alimentos. 

A Coletânea “Biotecnologia: Aplicação tecnológica nas ciências agrárias e 
ambientais, ciência dos alimentos e saúde” é um livro que aborda o conhecimento 
científico através de 16 artigos divididos em três grandes áreas: Agrárias e 
Ambientais, Ciência dos Alimentos e Saúde.  

A área “Agrárias e Ambientais”, é apresentada através de seis artigos que 
tratam sobre temas de imensa importância como avaliação da qualidade da água, 
germinação de plantas, fitotoxicidade de antibióticos, produção de biomassa e 
prospecção de genes.  

A área de “Ciência dos Alimentos”, é composta por cinco artigos que abordam 
temas referentes a aplicação de bactérias na produção de alimentos, estabilidade 
de compostos antimicrobianos, produção de corantes naturais, produção de 
hidrolisados proteicos e produção de lacases.  

A área de “Saúde”, aborda diante da publicação de cinco artigos, temas 
relevantes sobre método de determinação da int-cfDNA, eficácia de vacina para a 
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas 
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condições de 
estresse térmico e oxidativo em condições de estresse in vitro. 

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento teórico e 
metodológico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a 
biotecnologia aplicada nas áreas descritas. Por fim, desejamos a todos 
uma excelente leitura e ótimas descobertas! 

 

 
Vanessa Bordin Viera  

 Natiéli Piovesan 
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PROSPECÇÃO DE GENES DE REFERÊNCIA PARA qPCR EM PEIXE-REI (Odontesthes 
humensis): CLONAGEM, SEQUENCIAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DO GENE DA β-

ACTINA 
 
 

Lucas dos Santos da Silva 
Laboratório de Genômica Estrutural 
Universidade Federal de Pelotas 
Pelotas – Rio Grande do Sul 
Bruna Fagundes Barreto 
Laboratório de Genômica Estrutural 
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Vinicius Farias Campos 
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Pelotas – Rio Grande do Sul 
 
 
RESUMO: Utilizados como controle interno da técnica de qPCR, os genes de 
referência devem obrigatoriamente exibir um padrão de constitutiva para a obtenção 
de um resultado fidedigno. As actinas são proteínas altamente conservadas e a 
evolução desta família gênica tem sido bastante estudada, tendo o gene da isoforma 
β recebido destaque devido ao seu caráter de manutenção. Dentre as espécies de 
teleósteos com potencial aquículo, destaca-se o peixe-rei (Odontesthes humensis), o 
qual pertence à família Atherinopsidae, sendo extremamente exigente em termos de 
qualidade de água. Sendo assim, este animal vem recebendo atenção de 
pesquisadores, pois, quando submetido a uma situação de estresse, o mesmo acaba 
respondendo de maneira em que sua maquinaria molecular seja direcionada à sua 
sobrevivência. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo a clonagem 
molecular, o sequenciamento e a caracterização do gene da β-Actina em peixe-rei. 
Foi realizado a confecção de primers específicos para a amplificação da β-Actina. 
Após, foi realizada a clonagem molecular deste gene através da PCR com gradiente 
de temperatura e posterior sequenciamento do mesmo através do método de 
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Sequenciamento de Sanger automatizado.  
PALAVRAS-CHAVE: Genes de referência, PCR, β-Actina e Sequenciamento 
 
 
1. INTRODUÇÃO 
 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica de amplificação in 
vitro de sequências de DNA. Ela foi desenvolvida pelo bioquímico americano Kary 
Mullis e seus colaboradores e apresentada oficialmente ao público em 1986 
(MULLIS et al., 1986). A PCR logo revolucionou a ciência e rendeu a Mullis o prêmio 
Nobel de Química de 1993. Atualmente a PCR subsidia a grande maioria dos estudos 
sobre o código genético nas mais diversas áreas do conhecimento. Com a PCR bem 
estabelecida, surgiram variações desta técnica, como a Reação em Cadeia da 
Polimerase quantitativa (qPCR) em tempo real, a qual foi descrita por Higuchi e seus 
colaboradores. Esta técnica permite o acompanhamento da amplificação da amostra 
molde, a cada ciclo de amplificação, sendo um método de detecção e quantificação 
extremamente confiáveis.  

A utilização da qPCR para realizar a quantificação absoluta ou relativa dos 
níveis de transcrição de RNAs mensageiros (mRNAs) inovou a compreensão de 
respostas celulares através do entendimento de interações moleculares. Devido ao 
seu custo, especificidade, sensibilidade e simplicidade, esta técnica molecular tem 
sido amplamente utilizada para verificar alterações de expressão de um ou mais 
genes de interesse. Além das vantagens citadas acima, a qPCR possui suas 
interações químicas e análise de dados bem estabelecidas, oferecendo uma gama 
de vantagens em comparação aos métodos tradicionais, tais como Nothern blot e 
PCR semi-quantitativo.  

Como a qPCR é uma técnica extremamente precisa, que permite a detecção 
de pequenas alterações na expressão gênica entre as amostras, é de extrema 
importância que se possua um grande cuidado em cada etapa anterior da qPCR, 
tanto de preparação da amostra quanto de processamento. Mesmo com o extremo 
cuidado, variações metodológicas podem acontecer, para isso é utilizado uma forma 
de normalização dos dados, visando minimizar ou corrigir variações experimentais 
inevitáveis. No método de quantificação absoluta da qPCR, o nível crescente de sinal 
fluorescente emitido pelos produtos amplificados pela reação é comparado a uma 
curva padrão. Porém, quando realizada a quantificação relativa da expressão gênica, 
utiliza-se a seguinte fórmula matemática: 2 –ΔΔCT, mas para isso é necessário a 
utilização de genes de referência para realizar o cálculo. 

Os genes de referência devem exibir uma expressão constitutiva para a 
obtenção de um resultado confiável. Esses genes, são utilizados como controle 
interno da qPCR, possuindo sequências de DNA diferentes do gene alvo que está 
sendo analisado. Para que um gene seja estabelecido como referência confiável, ele 
deve possuir características notáveis de expressão, como a não variabilidade de 
expressão causada por fatores experimentais. Ainda, este gene deve manter a sua 
expressão regular em todo e qualquer tecido e estado fisiológico do organismo. Além 
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disso, é desejável que este gene demonstre a menor variabilidade resultante em 
relação a diferentes tecnologias utilizadas em procedimentos de preparação de 
amostra, como a utilização de kits comercias e reagentes de diferentes marcas, por 
exemplo. Além disso, este gene deve possuir expressão estável em diferentes 
concentrações e tratamentos em um experimento específico. É sabido que genes de 
metabolismo básico exercem o desempenho perfeito dessas condições, e que por 
definição, estão envolvidos em processos essenciais para a sobrevivência das 
células, devem ser expressos em um nível constante e não regulado constantemente 
e de fato, eles foram primeiro examinados como genes de referência (THELLIN et al., 
1999).  Assim, é necessário validar vários genes de referência para várias espécies 
e seus estágios de desenvolvimento em diferentes tecidos, bem como para cada tipo 
de condição ambiental controlada (LIVAK e SCHMITTGEN 2001; ZHENG e SUN 
2011).  

Todavia, não é isso que encontramos em trabalhos relacionados à 
quantificação da expressão gênica relativa em teleósteos. Grande parte dos 
trabalhos utilizam genes normalizadores bem estabelecidos em espécies de 
mamíferos. Os principais genes de referência de mamíferos que têm sido utilizados 
em espécies de teleósteos são a β-Actina (CHOI; AN, 2008; NAWATA et al., 2010), 
EF1α (NILSEN et al., 2007; PATTERSON; BODINIER; GREEN, 2012; SCOTT et al., 
2004; SINHA et al., 2015), GAPDH (LIN et al., 2004),18S (SINHA et al., 2015), entre 
outros. 

A subunidade ribossômica 18s é um constituinte da pequena subunidade 
ribossomal eucariótica 40s, portanto, é um componente básico de todas as células. 
Porém, o gene que codifica para essa subunidade ribossômica possui menor grau de 
conservação da sua sequência entre as espécies do que GAPDH e as actinas. Apesar 
do seu menor grau de conservação, esse gene é utilizado para reconstruir ou elucidar 
histórias evolutivas dos organismos. Além disso, este gene tem sido utilizado como 
referência principalmente para análises filogenéticas e análises de marcadores para 
biodiversidade ambiental. 

O fator de alongamento 1 Alfa (EF1-α) é uma isoforma da subunidade alfa 
complexa de eEF-1. É uma proteína codificada pelo gene eEF1α1 e expressa em 
célula eucarióticas, o qual desempenha seu papel na tradução proteica, além de 
participar no processo de proliferação celular, envolvendo a organização do 
citoesqueleto e a transdução de sinal. Além disso, este fator de alongamento é 
relatado como mediador de recrutamento de aminoacil-tRNA durante a síntese 
proteica. O grau de conservação deste gene é comparado com o alto grau de 
conservação do gene β-actina, sendo considerado um gene de referência confiável. 

O tetrâmero glicolítico gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é uma 
proteína que catalisa a conversão do gliceraldeído 3-fosfato em D - glicerato 1,3-
bisfosfato, fornecendo energia e moléculas de carbono para a célula. Além da sua 
função catalisadora, esta proteína regula processos não metabólicos, tais como, 
ativação da transcrição, apoptose e transporte axoplasmático. Comparando esta 
proteína com a família de proteínas actina, o GAPDH possui um menor número de 
cópias em regiões de codificação intraespecíficas, no entanto, sua sequência é 
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suficientemente conservada entre os diferentes tipos de filamentos animais, 
tornando um gene confiável para ser utilizado como referência. 

As actinas são proteínas altamente conservadas responsáveis por 
desempenhar papéis importante nas células, tais como, fluxo citoplasmático, 
alterações na motilidade e forma celular, divisão celular e fagocitose. Além disso, 
essas proteínas são o principal componente dos microfilamentos citoplasmáticos em 
células eucarióticas. A evolução desta família gênica tem sido bastante estudada e 
o gene da isoforma β tem sido amplamente estudado em diversas espécies de 
mamíferos, crustáceos e peixes, devido ao seu caráter de manutenção e sua 
utilização em pesquisas na área de transgênese. 

Dentre as espécies de teleósteos com potencial aquícula está o peixe-rei 
(Odontesthes humensis de Buen, 1953). Esse peixe pertence à família 
Atherinopsidae, sendo normalmente encontrados em lagoas costeiras e áreas 
estuarinas de países como a Argentina, Brasil e Uruguai. Por sua origem marinha, é 
um peixe exigente em termos de qualidade de água, ocupando ambientes de água 
doce e água salobra. Visto isso, este peixe vem recebendo atenção de 
pesquisadores, pois, quando submetido a determinados tipos de estresse, acaba 
respondendo de maneira em que sua maquinaria molecular seja em resposta à sua 
sobrevivência. 

Dessa forma, buscando subsidiar estudos futuros de toxicologia molecular em 
espécies aquáticas, utilizando a técnica da qPCR, considerada “padrão ouro” para 
análises de expressão gênica, é notável a necessidade de um gene de referência 
específico para a espécie Odontesthes humensis. Dessa maneira, o gene da β-Actina, 
o qual apresenta uma alta taxa de conservação entre inúmeras espécies e com 
função bem elucidada na literatura, torna-se um ótimo candidato para referência. 
Sendo assim, este trabalho tem como objetivo a clonagem molecular, o 
sequenciamento e a caracterização do gene da β-Actina em peixe-rei. 
 
 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
2.1 Desenho de Primers 
 

Foram confeccionados primers específicos para a amplificação do gene da β-
Actina. Como a sequência deste gene em peixe-rei (Odontesthes humensis) ainda 
não havia sido elucidado na literatura, houve a necessidade de desenhar primers, os 
quais foram baseados em sequências estruturais de outros organismos próximos 
filogeneticamente ao peixe-rei, já depositadas no banco de dados Genbank®. Os 
primers foram desenhados com auxílio do software online Prifi (http://cgi-
www.cs.au.dk/cgi-chili/PriFi/main), o qual baseia-se no alinhamento das sequências 
utilizadas, a fim de encontrar uma determinada região gênica com o maior grau de 
conservação possível as sequências utilizadas como data input. 
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2.2 Coleta Tecidual 
 

A coleta de tecidos de peixe-rei foi realizada no município de Arroio Grande 
(RS), no Laboratório de Piscicultura na Barragem do Chasqueiro - UFPel. Os animais 
utilizados no estudo foram mantidos em tanques cilíndricos de 1.000 L, alimentados 
três vezes ao dia (Supra, 38% de proteína bruta) até a saciedade, com água em pH 
7,5 ± 0,3 e 19 ± 0,3ºC para aclimatação. 

Os animais foram submersos em uma solução de anestesia composta de 
benzocaína a 50mg/L, até a perda total de equilíbrio, enquanto anestesiados, os 
mesmos foram eutanasiados por meio de secção medular e excisão cerebral, 
visando a posterior retirada dos tecidos de interesse, tais como, tecido branquial, 
cerebral, hepático e renal, de acordo com as Diretrizes da prática de eutanásia do 
Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Os tecidos foram criopreservados em 
N2 (-196ºC) até a sua utilização. 

Todos os procedimentos descritos acima foram aprovados pelo Conselho de 
Ética em Experimentação animal da Universidade Federal de Pelotas, sob o nº de 
processo 7018/2015-85. 
 
 
2.3 Extração de RNA 
 

As amostras de tecido hepático criopreservados em N2 foram descongeladas 
sob temperatura de refrigeração (4ºC) e em seguida, foram utilizados pistilos para a 
lise física do tecido juntamente ao reagente TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, USA) 
para lisar as células quimicamente. Logo após, foi utilizado o Clorofórmio (Sigma-
Aldrich, USA) para a separação dos ácidos nucléicos, proteínas e lipídios em fases 
diferentes. Após o isolamento do ácido nucléico de interesse, a molécula foi 
submetida ao reagente Isopropanol (Sigma-Aldrich, USA) para precipitação da 
mesma e em seguida, submetida a lavagens com Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA) 
para a retirada de algum resquício de moléculas não desejáveis na extração, sendo 
o RNA eluído em água livre de nucleases posteriormente. 
 
 
2.4 Quantificação por Espectrofotometria de luz UV e Síntese de DNA Complementar 
(cDNA) 
 

Após a etapa de extração de RNA, as amostras foram quantificadas por 
espectrofotometria de luz ultravioleta utilizando o equipamento NanoVueTM Plus (GE 
Healthcare Life Science, USA), o qual determina a concentração da amostra através 
de absorbância em um comprimento de onda de 260nm. Para verificar a pureza da 
amostra, foi utilizada a razão entre as absorbâncias obtidas nos comprimentos de 
onda de 260nm e 280nm (razão A260/A280). 

Sendo assim, as amostras que obtiveram uma concentração satisfatória e 
pureza ideal, foram submetidas a síntese do cDNA, com o auxílio do kit comercial 
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High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, USA), conforme as 
instruções do fabricante. 

 
 
2.5 Clonagem Molecular e Purificação 
 

A partir do cDNA sintetizado, bem como os primers específicos para o gene 
da β-Actina confeccionados, foi realizada a PCR convencional utilizando o kit 
comercial GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, USA), segundo as instruções 
do fabricante. Foram realizadas reações de PCR com gradiente de temperatura na 
etapa de anelamento dos primers. Após a amplificação gênica, foi realizada a 
eletroforese utilizando um gel de agarose com concentração de 1,2%, buscando 
separar os fragmentos amplificados. 

Visando obter uma amostra com concentração e pureza ideais para o 
Sequenciamento pelo método de Sanger Automatizado, foi realizada uma etapa de 
purificação utilizando o kit comercial illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification 
(GE Healthcare, USA), conforme as instruções do fabricante. 
 
 
2.6 Sequenciamento 
 

As amostras purificadas a partir do gel de agarose com concentração de 1,2% 
foram utilizadas para realizar a reação de Sequenciamento pelo método de Sanger 
Automotizado. Foi utilizado o kit comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing (Applied Biosystems, USA), para a amplificação exponencial do 
fragmento de interesse através da utilização dos primers específicos e também pela 
adição de dNTPs e ddNTPs. Os procedimentos foram realizados seguindo as 
instruções do fabricante.  

Para a purificação foi utilizado o kit comercial BigDye® XTerminator™ 
Purification (Applied Biosystems, USA), conforme as instruções do fabricante. Com 
as amostras devidamente purificadas, o sequenciamento foi realizado no 
Laboratório de Genômica Estrutural da UFPel, utilizando o equipamento Applied 
Biosystems 3500 Genetic Analyzer® (Life Technologies, USA).  

 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

As amostras de RNA extraídas com TRIzol®, a partir de tecido hepático 
apresentaram uma concentração média de 200 ng/µl e um grau de pureza de 
A260/A280 >1,8. Posteriormente, pode-se verificar que os primers confeccionados 
foram eficazes, pois houve anelamento e amplificação do fragmento de interesse no 
tamanho esperado de 448bp o qual foi visualizado em gel de agarose.  

Dessa forma, para obter uma amplificação ainda mais precisa, foi realizado 
uma segunda rodada da PCR, porém desta vez com gradiente de temperatura que 
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variou de 60 a 70ºC. É importante realizar gradiente de temperatura para verificar o 
padrão de amplificação da banda, podendo assim, descartar temperaturas nas quais 
possa haver amplificações inespecíficas, evitando o sequenciamento de um 
fragmento inesperado. Logo após, com a constatação de que a melhor temperatura 
de amplificação foi de 64,7°C, pôde-se realizar a purificação utilizando colunas de 
sílica comerciais disponíveis no kit de purificação. Com o produto da PCR puro, 
procurou-se a melhor diluição do produto purificado, para realizar o 
Sequenciamento. A diluição do produto da PCR selecionado para o Sequenciamento, 
foi a diluição 10-7 (Fig.1), pois apresentou uma banda com boa concentração, 
compacta e livre de amplificações inespecíficas visíveis em gel de agarose. 

 
 
 
  
 
 
 
 

 
Fig. 1: Visualização em gel de agarose com concentração de 1,2% dos fragmentos amplificados por 

PCR com diluições, variando de 10-1 a 10-11 e controle negativo (B). 

 
Com a amostra concentrada, pura e diluída, foi realizado o Sequenciamento 

pelo método de Sanger Automatizado, originando uma sequência consenso de 
350bp (Fig.2), que após análise por bioinformática, apresentou identidade superior 
a 90% com sequências de β-Actina de outras espécies, confirmando que o gene 
sequenciado foi realmente o da β-Actina. Assim, a sequência gênica da β-Actina de 
Odontesthes humensis foi depositada no Genbank® sob o número de acesso 
KX060039. 

 

 
Fig. 2: Eletroferograma representativo do sequenciamento do gene da β-Actina. 

 
 
4. PERSPECTIVAS 
 

Este estudo tem como perspectiva a avaliação da eficiência da β-Actina como 
um gene de referência, bem como os citados ao longo do texto em peixe-rei 
(Odontesthes humensis), a fim de utilizá-los em futuros estudos como gene de 
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referência em quantificações relativas da expressão gênica através da qPCR. 
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ABSTRACT: Used as internal control of the qPCR technique, the reference genes must 
necessarily exhibit a constitutive standard to obtain a reliable result. Actins are highly 
conserved proteins and the evolution of this gene family has been studied, having 
the β isoform gene received prominence due to its housekeeping function. Among 
the species of teleosts with potential aquiculture, the pejerrey (Odontesthes 
humensis), which belongs to the family Atherinopsidae, being extremely demanding 
in terms of water quality. Thus, this animal has been receiving attention from 
researchers, since, when subjected to a stress situation, it ends up responding in a 
way that its molecular pathways are directed to the fish survival. In this context, this 
work aimed the molecular cloning, sequencing and characterization of the β-Actin 
gene in pejerrey. Was realized the preparation of specific primers for the amplification 
of β-Actin. Then, the molecular cloning of this gene was performed by PCR with 
temperature gradient and subsequent sequencing through the automated Sanger 
Sequencing method. 
KEYWORDS: Reference gene, PCR, β-Actin and Sequencing. 
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