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1. INTRODUCAO

Diante da demanda de mercado, a producdo de pescados vem crescendo
nacional e mundialmente nos ultimos anos. Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina
(SC) e Parana (PR), juntos sdo responsaveis pela producdo média de 70 mil
toneladas de peixes/ano, nesse cenario o estado do RS contribui com o cultivo de
aproximadamente 30 mil toneladas de peixes de agua doce/ano (OSTRENSKY et
al., 2007). Para se obter melhores resultados no cultivo de peixes em cativeiro, 0
conhecimento acerca da fisiologia dos animais cultivados € fundamental,
principalmente quanto a variagdes de salinidade, temperatura e dieta implementada
(REY et al., 2016).

Com o avanco da biologia molecular, a analise da expressao génica tornou-se
uma importante ferramenta na compreensao da resposta fisiolégica dos organismos
frente a variagbes ambientais, sendo atualmente a técnica de PCR em tempo real
(gPCR) o “padréao-ouro” para se quantificar a expressao de genes. Nessa técnica,
genes normalizadores (housekeeping) sédo utilizados como parametros na
comparacao com a expressdo dos demais genes de interesse (MOREIRA et al.,
2011).

Genes normalizadores sdo expressos igualmente em todas as células dos
organismos, independente dos estagios de desenvolvimento e/ou condi¢ao
fisiolégica apresentada pelas mesmas (BASTOLLA, 2007). Especificamente, em
peixe-rei (Odontesthes humensis), uma das espécies cultivadas no RS e encontrada
predominantemente em lagoas costeiras da regido sul, até o presente momento ndo
existem trabalhos objetivando a identificacdo de genes nesta espécie que possam
servir como normalizadores. Sendo assim, buscando subsidiar estudos de fisiologia
molecular utilizando o peixe-rei como modelo bioldgico, o presente trabalho teve por
objetivo a clonagem molecular e o sequenciamento do gene da GAPDH
(Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase) para conhecimento de sua estrutura e
posterior utilizacdo em ensaios de gPCR em O. humensis.
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2. METODOLOGIA

Foram utilizados neste estudo peixes obtidos no Laboratério de Piscicultura
da UFPel, Arroio Grande - RS, sendo os mesmos aclimatados durante sete dias
(dgua com pH 7,5 e temperatura de 19°C) com alimentacdo disponibilizada trés
vezes ao dia. ApOs anestesia, os animais foram eutanasiados por sec¢cdo medular
para posterior retirada dos 6rgdos, os quais foram armazenados em nitrogénio
liquido. A extracdo do RNA foi realizada a partir do tecido hepatico, por método de
coluna com uso do kit comercial RNeasy® Mini Kit (Qiagen, EUA), sendo a amostra
de RNA obtida quantificada por espectrofotometria. Posteriormente, a confec¢éo do
DNA complementar (cDNA) foi feita com uso do kit comercial High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA). A amplificacdo do gene de
GAPDH em O. humensis se deu através da PCR, utilizando oligonucleotideos
iniciadores (primers) desenhados com o auxilio da ferramenta online PriFi (http://cgi-
www.daimi.au.dk/cgi-chili/PriFi/main) com base no alinhamento de sequéncias do
mesmo gene de outras espécies, ja depositadas em banco de dados publico. Em
seguida, a definicdo da temperatura ideal de anelamento dos primers se deu por
PCR com gradiente de temperatura, variando de 65,5° a 72°C, seguida de
eletroforese em gel de agarose 1,2%.

Apos a amplificacdo do gene, o mesmo foi purificado em colunas com
membrana de silica com uso do kit comercial GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Health Care, EUA) seguido de eluicdo em agua pura livre de
enzimas nucleases. O produto purificado foi submetido ao sequenciamento pelo
método de Sanger automatizado e para garantia de um melhor resultado, as
amostras foram sequenciadas em duplicata.

O alinhamento das sequéncias obtidas tornou possivel a verificacdo da
identidade da sequéncia consenso utilizando a ferramenta online Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST - http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), seguida do
deposito da sequéncia de GAPDH no GenBank. Apds, realizou-se a caracterizagao
molecular in silico com o auxilio da ferramenta online InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Os alinhamentos foram realizados pelo método
ClustalW. A edicdo das sequéncias para delecdo de nucleotideos foi feita com uso
do software MEGA6. O mesmo programa foi usado para construir as arvores
filogenéticas, as quais foram resultantes da aplicacdo do método de Neighbor-
Joining usando bootstrap de 1000 repeticbes. Salmo salar foi utilizado como grupo
externo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O alinhamento das sequéncias de GAPDH resultou no desenho de primers
senso (GTATGACTCCACCCACGGMCG) e antissenso
(GTAGGCGTGRACKGTGGTCATGAG), os quais quando utilizados em reacfes de
PCR tendo a temperatura de 65,5°C na etapa de anelamento, tornaram possivel a
amplificacdo de um fragmento com cerca de 400bp (pares de bases), como
constatado por eletroforese em gel de agarose 1,2%, como demonstrado na Figural.


https://www.ebi.ac.uk/interpro/)
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Figura 1. Visualizacdo em gel de agarose dos fragmentos do gene GAPDH de
Odontesthes humensis amplificados por PCR com gradiente de temperatura. M:
marcador de peso molecular; 1: 72°C; 2: 70,8°C; 3: 69,4°C; 4: 68°C; 5: 67,4°C; 6:

66,8°C; 7: 65,5°C; B: controle negativo.

O fragmento amplificado excisado do gel e purificado, apresentou
quantidade e qualidade satisfatérias e suficientes para ser submetido ao
sequenciamento. A sequéncia consenso obtida, quando analisada por BLAST,
apresentou identidade = 90% com gene GAPDH de outras espécies de peixes como:
Rachycentron canadum, Neolamprologus brichardi, Siniperca chuatsi, Poecilia
formosa e Haplochromis burtoni, indicando o éxito do sequenciamento e tornando
possivel pela primeira vez o depdsito da sequéncia parcial (325bp) do gene GAPDH
de O. humensis no banco mundial de sequéncias génicas — GenBank, sob 0 nimero
de acesso KX060038. Quanto a caracterizacdo molecular in silico da proteina, a
andlise indicou que a mesma possui uma regido de 108 aminoacidos,
correspondente ao dominio do sitio ativo e de ligacdo da NAD(P). Com relacédo a
andlise filogenética deste gene, os resultados obtidos (Figura 2) corroboraram a
literatura (BETANCUR et al., 2013), com excecdo de Dicentrarchus labrax, que
deveria ser um grupo externo a Oreochromis niloticus. O ideal para analises
filogenéticas moleculares fidedignas é a utilizacdo de sequéncias tdo longas quanto
possivel pertencentes a varios genes. Possivelmente a discrepancia constatada se
deva a utilizacdo de um unico gene (GAPDH) e de sequéncias incompletas destes.

50 Odontesthes humensis
46 Dicentrarchus labrax
86 Poecilia formosa

Fundulus heteroclitus

Oreochromis niloticus

Salmo salar

0.05
Figura 2. Arvore filogenética baseada nos genes GAPDH de Odontesthes humensis,
Dicentrarchus labrax, Poecillia formosa, Fundulus heteroclitus, Oreochromis niléticus
e Salmo salar. As sequéncias génicas, exceto de O. humensis, foram obtidas a partir
do GenBank. O nimero apresentado em cada né representa o valor de bootstrap em
percentagem. A barra indica o numero de substituicdes por sitio de cada sequéncia.

4. CONCLUSOES

O sequenciamento do gene GAPDH, presumivel normalizador em O.
humensis, resultou no conhecimento de sua estrutura na espécie estudada. Com
iIsso, estudos envolvendo a exposicdo de O. humensis a condicbes ambientais
adversas poderdao ser realizados, utilizando o gene GAPDH como referéncia na
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analise da expressdo de outros genes de interesse por meio da técnica de qPCR.
Além disso, novos insights preliminares sobre as relacdes filogenéticas de O.
humensis puderam ser realizados gracas ao reconhecimento da sequéncia
nucleotidica do gene GAPDH nessa espécie.
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