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As proteinas de choque térmico (HSPs) tém como principal funcéo o enovelamento protéico
e amanutencdo da estrutura frente a variacao térmica no organismo. Pouco se sabe sobre as funcdes
da HSP70 em peixes submetidos a variacdes de cultivo. Odontesthes humensis ocorre com
frequéncia no sul da América do Sul. 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 e o sequenciamento do gene HSP70 em peixe-rei. A coleta de tecidos branquiais foi
realizada no Laboratorio de Piscicultura na Barragem do Chasqueiro (UFPel). Posteriormente, foi
realizada a extracdo de RNA, seguida da estimativa de concentragdo e pureza por
espectrofotometria. Apenas as amostras de RNA que apresentaram >500ng/ul e pureza satisfatoria
foram utilizadas para a confecgdo de cDNA. Apds, primers foram desenhados com a ferramenta
on-line PriFi. Para a amplificacdo do gene foram realizadas reacGes de Degenerate PCR em
diferentes temperaturas de anelamento dos primers. A confirmacdo da amplificacéo foi realizada
por eletroforese em gel de agarose 1,2%, seguida da purificacdo do produto, utilizando colunas
para lavagem e precipitacdo. O produto de PCR purificado foi sequenciado através do método de
Sanger automatizado. Obtido o produto final do sequenciamento, BLASTs foram realizados no
GenBank para analise do grau de semelhanca entre a sequéncia obtida e as sequéncias depositadas.
As amostras de RNA extraidas a partir de branquias apresentaram uma concentracdo média de
600ng/ul e grau de pureza >2.0, sendo todas as amostras utilizadas para confec¢do de cDNA. Foi
obtido um primer senso com 20 nucleotideos e um antisenso com 21 nucleotideos. A partir de
reacOes de PCR com diferentes temperaturas de anelamento e da visualizacdo em gel de agarose,
foi possivel eleger uma temperatura 6tima de anelamento de 61°C, pois assim foi possivel a
visualizacdo de uma Unica banda com o tamanho esperado de 286bp. Obtivemos uma sequéncia
final de 286bp e observou-se que o gene sequenciado teve 99% de identidade com HSP70 de outros
organismos. Sendo assim, realizou-se o depdsito da sequéncia no GenBank, sob o nimero de
acesso KU639716. Como perspectiva temos a analise da expressdo da HSP70, de forma a
esclarecer seu papel em organismos exigentes quanto as variagdes de temperatura e qualidade da
agua.



