CLONAGEM MOLECULAR E SEQUENCIAMENTO DO GENE

NEUROPEPTIDEO Y EM PEIXE-REI (Odontesthes humensis DE BUEN, 1953)
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Dentre as moléculas orexigénicas existentes, destacam-se os neuropeptideos.
Especificamente em peixes, o Neuropeptideo Y (NPY) é considerado o mais
importante estimulador de apetite. O rapido ganho de peso corporal € uma
caracteristica desejavel na aquicultura. Para isso, € fundamental o conhecimento
das rotas moleculares envolvidas no processo de alimentacao dos peixes. No
entanto, em peixe-rei Odontesthes humensis, uma espécie encontrada na regiao
sul do Rio Grande do Sul (RS) e com potencial para aquicultura, até o momento
nao existem estudos genomicos de expressao em relacao ao NPY. Sendo assim, o
presente estudo teve por objetivo a clonagem molecular, o sequenciamento e a
caracterizacao do gene NPY em peixe-rei.

2. MATERIAIS E METODOS

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Extracdo de RNA e confeccdo de cDNA
O RNA extraido apresentou concentracdao de 200 ng/pl e uma relacao
A260/A280 = 2, apresentando condicOes ideais para confeccao do cDNA.

3.2. Clonagem e purificacdo

A PCR em gradiente evidenciou 55°C como melhor temperatura de
anelamento para primers desenhados, como constatado por eletroforese em
gel de agarose. Apos excisao e purificacao a partir banda contendo o fragmento
amplificado, a quantificacao do produto final apresentou relacdo A260/280 =
1.8, podendo assim, realizar outra reacao de PCR com diluicdes para identificar
a melhor diluicao para posterior sequenciamento (Fig .1).
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Fig. 1: Visualizacao em gel de agarose dos fragmentos amplificados por PCR com dilui¢cdes, variando de
101 a 10! e controle negativo (B), podendo identificar a diluicdo 107 ideal para ser sequenciada.
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3.4. Sequenciamento
O sequenciamento resultou em uma sequéncia consenso contendo 193bp,
gue apos analise por bioinformatica, apresentou identidade superior a 90% com
sequéncias de Neuropeptideo Y de outras espécies (Fig. 2).
ATCGTGCGTIGACAT CAAGGAGAAGCTIGTIGC TACGTIGCCCTIGGACTTI

Fig. 2: Porcao do eletroferograma resultante do sequenciamento do gene do Neuropeptideo.

3.5. Analise da Expressdo Génica

Através da técnica de gPCR, obeteve-se o resultado em que peixes expostos
ao herbicida Glifosato nao elevaram seu nivel de expressao do gene
Neuropeptideo Y (Fig.3).
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Fig. 3: Analise da expressao génica do gene Neuropeptideo Y.

4. PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como perspectiva a ampliacao do estudo referente a
expressao génica de outros genes envolvidos com estresse oxidativo, ja
clonados pelo nosso grupo de pesquisa, através da Reacao em Cadeia da
Polimerase em tempo real.
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