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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

As proteinas de choque térmico (HSPs) tém como principal funcao o enovelamento
proteico e a manutencao da estrutura frente a variacao térmica no organismo.
Pouco sabe-se sobre as funcoes da HSP70 em peixes submetidos a variacGes de Fig. 1: Visualizacdo em gel de agarose dos fragmentos amplificados por PCR com gradiente de
cultivo. Odontesthes humensis ocorre com frequéncia no sul da Ameérica do Sul. temperatura, (A) 55°C, (B) 58°C, (C) 61°C, (D) 63°C, (E) 65°C e (-) controle negativo.

Porém, a alta exigéncia por qualidade de agua tem dificultado seu cultivo. Visando
subsidiar estudos futuros sobre fisiologia e manejo, o estudo teve por objetivo a
clonagem, o sequenciamento e a analise da expressao génica do gene HSP70 em
peixes-rei quando submetidos ao herbicida Roundup®, um dos principais
contaminantes que podem atingir os corpos d’agua atraves da lixiviacao agricola.

3.4. Sequenciamento

ApOs o sequenciamento, obteve-se uma sequéncia consenso com o tamanho
de 286bp, o qual revelou 95% de identidade com HSP70 do peixe Robalo
(Dicentrarchus labrax) (Fig.2). O fragmento sequenciado foi depositado no
GenBank sob o numero de acesso KU639716.
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2. MATERIAIS E METODOS — ex ol [Queny| £ | T
score score cover value

Odontesthes humensis HSP70 mRMNA, partial cds 523 523 98% Te-145 100%Q KUG39716.1

PREDICTED: Stegastes paritus heat shock 70 kDa protein 1 (LOC103376405), partial mRMA 463 453 97% 9e-124 96% XM 008306761.1

2.1. Animais
OS peixes utilizadOS neste estudo foram Obtidos no Laboratério de Piscicultura da L%JtianussanuuineusI1eatﬂsl1f:|c:lxr3_r,n’t..ei|1?ElﬂmF&Hal..c:n:umnletec:cls 442 442 97% 2e-120 95% HQ331120.1

PREDICTED: Creochromis niloticus heat shock 70 kDa protein 1-like (LOC100694403), partial mRMA 442 442 97% 2e-120 95% XM 0034424563

442 442 97% 2e-120 95% AY423555.2

UFPel, Arroio Grande — RS. Apos aclimatacao, os animais foram anestesiados e

posteriormente realizou-se a eutanasia para a retirada dos orgaos, os quais foram Fig. 2: Blast realizado a partir da sequéncia consenso da HSP70 de peixe-rei.

armazenados em nitrogénio liquido.

2.2. Extracdo de RNA 3.5. Andlise da expressdo génica da HSP70

Realizou-se a extracao do RNA a partir de tecidos branquiais através de kit comercial A expressao génica da HSP70 diminuiu significativamente em peixes-rei
baseado em método de coluna com membrana de silica. submetidos ao glifosato, quando comparada com as amostras controle (Fig.3).
2.3. Confeccdo de cDNA

O RNA extraido foi quantificado por espectrofotometria e em seguida, utilizado HSP70

como base para confeccao de DNA complementar (cDNA) utilizando o kit comercial 1.:5-
High Capacity (Applied Biosystems, EUA).

2.4. Clonagem e sequenciamento do gene da HSP70

A amplificacao da HSP70 foi realizada através de RT-PCR, utilizando primers
desenhados com a ferramenta on-line PriFi com base em alinhamentos de
sequéncias da HSP70 de outras espécies obtidas no GenBank. A verificacao da
temperatura ideal de anelamento dos primers foi feita por PCR com gradiente de 0o.

temperatura. A confirmacao da amplificacao se deu atraves de eletroforese em gel | Controle Glifosato

de agarose 1,2%, seguida da purificagao do produto, o qual foi sequenciado por Fig. 3: Express3o relativa do gene da HSP70 em peixes submetidos ao glifosato e controle.
meétodo de Sanger automatizado, permitindo o desenho de primers para analise da

expressao génica da HSP7O0. 4. PERSPECTIVAS
2.5. Anadlise da expressdo génica da HSP70
A andlise se deu através de RT-qPCR pelo método 222%, utilizando o gene da B- Ampliacao do estudo, através da analise da expressao de genes relacionados
Actina como normalizador, sendo comparadas amostras de animais expostos por 9 ao estresse oxidativo, ja clonados pelo nosso grupo de pesquisa, visando
dias a 1 mg/L de glifosato e amostras controle (0 mg/L de glifosato). contribuir no entendimento dos efeitos genotdxicos do glifosato em peixes-rei.
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3.1. Extracdo de RNA e confec¢do de cDNA
O RNA extraido apresentou concentracao média de 600ng/ul e uma razao

A260/A280 > 2, apresentando condicOes ideais para confeccao do cDNA.
3.2. Clonagem epurificagﬁo NOGUEIRA, L., RODRIGUES, A. C. F., TRIDICO, C. P., FOSSA, C. E., & ALMEIDA, E. A. Oxidative

A partir de reacoes de PCR e da visualizacdo em gel de agarose, foi possivel eleger stress in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and armored catfish (Pterygoplichthys anisitsi)
/4 : o : , .~ exposed to diesel oil. Environmental Monitoring and Assessment, Sao Paulo, v. 180, p. 243—

uma temperatura 6tima de anelamento dos primers de 61 °C (Fig. 1). Apos excisao e See 5011

purificacdo a partir banda contendo o fragmento de DNA amplificado, a ' |

quantificacdo do produto final apresentou relacdao A260/280 > 1.8, indicando

qgualidade ideal para ser sequenciado.
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