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1. INTRODUCAO

Os herbicidas sdo amplamente utilizados para o controle de plantas daninhas
em ecossistemas terrestres e aquaticos, porém, quando utilizados em
concentracdes ndo adequadas podem ser tOXicos para 0s animais.

O Roundup® é um herbicida ndo-seletivo, altamente sollvel em &gua,
composto principalmente por glifosato, um sal de isopropilamina de glicina,
comercializado desde 1974 (DUKE; POWLES, 2008). Este herbicida tem sido
utilizado na orizicultura, e devido ao seu sucesso no combate de plantas
daninhas, foi inserido na sojicultora da regido Sul do Rio Grande do Sul (RS).
Entretanto, devido a sua solubilidade, o Roundup® néo fica restrito apenas ao
tratamento de culturas de interesse e acaba por se diluir em corpos d’agua
proximos e contaminar ambientes naturais, afetando espécies n&o-alvo
(SALBEGO et al., 2010).

No passado, acreditava-se que este herbicida ndo era téxico para animais,
uma vez que age na via metabdlica do &cido shiquimico presente exclusivamente
em plantas (SHEHATA et al., 2013), inibindo a atividade da enzima 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato sintase, interferindo assim, na sintese de aminoacidos
aromaticos como a fenilalanina, tirosina e triptofano (AMRHEIN et al., 1980). No
entanto, estudos realizados nos ultimos anos tém demonstrado os efeitos toxicos
que os herbicidas a base de glifosato causam em peixes quando expostos por
curtos periodos (TOPAL et al., 2015) e também por longos periodos (LUSHCHAK
et al., 2009). Registros similares ja foram realizados inclusive em humanos
(GASNIER et al., 2009).

O peixe-rei Odontesthes humensis, pertencente a familia Atherinopsidae, é
uma espécie distribuida na regido Sul da América do Sul, em ambientes de agua
doce e lagoas costeiras. Além disso, este animal € rotineiramente exposto ao
Roundup®, oriundo da lixiviacdo de ambientes agricolas. Este peixe é um
organismo potencial biomodelo interessante para estudos envolvendo
ecotoxicologia, uma vez que é altamente exigente em termos de qualidade de
agua, podendo se destacar como bioindicador.

Buscando subsidiar estudos futuros em relagdo a analise da expressao de
genes relacionados com ecotoxicologia, o gene NADH se mostra interessante
para este fim, uma vez que o mesmo esta envolvido em processos metabdlicos
como glicolise, sintese de acidos graxos e respiracdo, transferindo elétrons para
complexos localizados na membrana interna das mitocdndrias, responsaveis por
bombear hidrogénio para o espaco intermembranar (KOBAYASHI; SHIMIZU,
1999 e NELSON; COX, 2014). Deste modo, este trabalho tem como objetivo, a
clonagem molecular e o sequenciamento do gene NADH em peixe-rei
Odontesthes humensis.
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2. METODOLOGIA

2.1 Coleta de Tecidos

A coleta de tecidos de peixes-rei foi realizada no Laboratorio de Piscicultura
na Barragem do Chasqueiro, pertencente a UFPel, que fica localizado no
municipio de Arroio Grande (RS). Os animais utilizados no estudo, foram
mantidos em tanques com volume de 1000 L, sob condigdes controladas e
alimentacdo trés vezes ao dia durante seu periodo de aclimacéo de trés semanas
e sua exposicdo de nove dias ao herbicida Roundup® em diferentes
concentracfes. Apds a exposicao, os peixes foram capturados, anestesiados com
benzocaina e eutanasiados por seccdo medular e posterior retirada do tecido
cerebral. Estes procedimentos foram aprovados pelo Conselho de Etica em
Experimentacdo animal da UFPel, sob o n° de processo 7018/2015-85.

2.2 Extracédo de RNA e Confecgdo de DNA Complementar (cDNA)

Para a realizacdo da técnica de Extracdo de RNA foi utilizado o reagente
quimico TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, EUA) utilizando tecido branquial dos
peixes-rei expostos as concentracdes de Omg/L (grupo controle), a 2mg/L, a
4mg/L e a 8 mg/L de herbicida Roundup®. Logo apds a extragcdo, a concentracéo
e pureza das amostras de RNA foram quantificadas por espectrofotometria de luz
UV utilizando o equipamento NanoVue™ (GE Healthcare, UK), para posterior
confeccdo de cDNA utilizando o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, EUA).

2.3 Clonagem Molecular e Sequenciamento

Foram desenhados primers especificos para a amplificacdo do gene NADH
utilizando a ferramenta online PriFi (http://cgiwww.daimi.au.dk/cgi-chili/PriFi/main),
baseando-se em sequéncias deste mesmo gene de espécies de peixes
diferentes, as quais encontram-se depositadas no GenBank. Para a amplificacao
génica, utilizou-se o cDNA confeccionado como template e o0s primers
desenhados para realizar a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com
gradiente na temperatura na etapa de anelamento dos primers, variando de 54°C
a 64,2°C. A amplificacdo do gene NADH foi confirmada através de eletroforese
em gel de agarose na concentracdo de 1,2%, seguida de purificacao utilizando o
kit comercial PureLink (Thermo Fisher Scientific, EUA). As amostras purificadas
foram visualizadas por meio de corrida eletroforética, afim de determinar a melhor
diluicdo a ser sequenciada pelo método de Sanger automatizado, no Laboratério
de Genbmica Estrutural, na UFPel.

2.4 Andlise de Bioinformética

Apo6s o sequenciamento, foi realizado um alinhamento das sequéncias brutas
obtidas utilizando a ferramenta ContigExpress (Vector NTI Software, Thermo
Fisher Scientific, EUA), afim de originar a sequéncia consenso definitiva do gene.
Em seguida, para elucidar de qual gene e organismo a sequéncia € pertencente,
utilizou-se a ferramenta online BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), a
qual realiza uma busca por sequéncias homologas ja depositadas no GenBank.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das reacOes de PCR e da visualizagdo em gel de agarose, pode-se
verificar que a temperatura 6tima de anelamento dos primers é de 60 °C, uma vez
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gue amplificou o fragmento de tamanho esperado, com 848 pares de base (bp).
Posteriormente, foi realizada outra eletroforese em gel de agarose com diluigao
seriada para verificar a banda amplificada com maior definicdo, uniformidade e
sem amplificagfes inespecificas, e ainda com concentragdo adequada para ser
sequenciada, onde a banda com diluicdo 107 foi selecionada para ser
sequenciada (Figura 1).

Figura 1. Gel de agarose na concentracdo de 1,2% demonstrando a amplificagdo do
fragmento esperado com tamanho de 848 bp, diluicdo em série (10 a 10!') da amostra
purificada, marcador de peso molecular (M) e controle negativo (B).

O seguenciamento revelou que o fragmento sequenciado com tamanho de
552 bp e analisado através de ferramentas de bioinforméatica € realmente
pertencente ao gene NADH em Odontesthes humensis. Além disso, houve
identidade acima de 78% com outras espécies de peixe-rei, tais como o
Odontesthes smitti, Odontesthes sp., Odontesthes mauleanum, e também
espécies como Lutjanus rivulatus e Atherinella schultzi (Figura 2).

Max  Total Query E

Description pasins el oo s s Ident | Accession
Odontesthes humensis isolate LGE NADH dehydrogenase subunit 2 (ND2) mRNA, partial cds: mitochondrial 1020 1020 100% 0.0  100% KX184716.1
Odontesthes sp. TJX-2014 mitochondrion, complete genome 798 798 100% 0.0  93% KE791036.1
Odontesthes smitti isolate DDB3869 NADH dehydrogenase subunit 2 (ND2) gene, partial cds: mitochondrial 771 771 100% 0.0  92% KC736479.1

Odontesthes mauleanum isolate DDB3868 NADH dehydrogenase subunit 2 (ND2) gene. partial cds: mitochondrial 760 760 100% 0.0  91% KC7354781

Odontesthes sp. Odsp-001 mitochondrial DNA. complete genome 726 726 100% 00  90% AB3708941
Lutianus rivulatus mitochondrial DNA, complete genome 383 383 97% 3e-102 B80% APO00B0001
Atherinella schultzi isolate DDB3763 NADH dehydrogenase subunit 2 (ND2) gene. partial cds: mitochondria 381 381 97% 1e-101 T9% KCT73I64491

Figura 2: Resultado de identidade do gene NADH de peixe-rei Odontesthes humensis
com peixes de outras espécies.

A sequéncia pertencente ao gene NADH na espécie O. humensis, que foi
sequenciada pelo nosso grupo de pesquisa encontra-se depositada no GenBank
sob o numero de acesso KX184716.1 (Figura 3).

Odontesthes humensis isolate LGE NADH dehydrogenase subunit 2 (ND2) mRNA,
partial cds; mitochondrial

GenBank: KX184716.1
FASTA  Graphics

Go to: ¥

LOCUS KX184716 552 bp mRNA linear VRT 2&-JUL-2816
DEFINITION Odontesthes humensis isolate LGE MADH dehydrogenase subunit 2 (ND2)
mRMNA, partial cds; mitochendrial.

ACCESSTION KX184716

WERSION KX184716.1

AUTHORS 5ilveira,T.L.R., Domingues,W.B., Lessa,I.M., 5ilva,L.5.,
Barreto,B.F., Robaldo,R.B., Collarss,T.V., Seixas,F.K.,
Dellagostin,0.A. and Campos,V.F.

Figura 3: Deposito da Sequéncia do gene NADH em peixe-rei Odontesthes humensis no
GenBank.
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4. CONCLUSOES

Até o presente momento, todas as etapas de extracdo de RNA a partir de
tecido branquial, bem como a clonagem molecular e o sequenciamento do gene
de interesse foram realizadas com éxito. A partir dos resultados obtidos, nosso
grupo de pesquisa pretende elucidar o efeito da contaminagdo do ambiente
aquatico com o herbicida Roundup® sobre a expressdo de genes relacionados
com toxicologia aquatica.
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