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1. INTRODUCAO

A aguicultura brasileira em 2005 foi responsavel por 25,6% da producao total
nacional de pescado (257.780 ton.), sendo as principais regibes produtoras o
Centro-Oeste, Sul e Nordeste. Na aquicultura continental, a piscicultura é
responsavel por 99,4% ou 178.746,5 ton. do total produzido e as espécies cultivadas
variam de acordo com a regiao (IBAMA, 2007). Segundo Godinho (2007) existem
diversas espécies nativas potencialmente utilizaveis na aquicultura e prioritarias para
0 desenvolvimento de pesquisas nas diferentes regides do Brasil como o Dourado,
Pintado, Surubim, Tambaqui, Jundi4, e outras. Apesar dessa grande variedade, as
principais espécies cultivadas no pais sao exoticas (tilapias e carpas) (Diegues,
2006). Provavelmente, o estimulo ao cultivo dessas espécies deve-se ao amplo
conhecimento sobre sua producdo e manejo além da introducdo de linhagens
melhoradas, como na tilapicultura. O jundia (Rhamdia quelen) € um peixe nativo do
Sul do Brasil que vem despertando o interesse de diversos produtores por possuir
varias caracteristicas zootécnicas desejaveis ao cultivo como rusticidade, rapido
crescimento, facil adaptacdo a racBes comerciais e facilmente induziveis a
reproducdo, possuindo ainda uma carne saborosa, com baixo teor de gordura e
poucos espinhos (Esquivel, 2005), o que faz dele um peixe tradicionalmente muito
consumido. Na ultima estatistica de pesca do IBAMA (2007) em 2005, o jundia foi o
segundo peixe mais pescado artesanalmente (395,0 ton./ano) e o terceiro mais
produzido pela aquicultura continental de agua doce (358,0 ton./ano), mas ainda
bem abaixo da carpa (20.982,0 ton./ano) que estd em primeiro lugar. Apesar do
extremo potencial do R. quelen para a piscicultura no Sul do pais, ainda faltam
muitas informacgdes para a implantacdo de um processo de cultivo, principalmente
na area de genética molecular. Como na aquicultura o foco principal do
melhoramento tem sido o aumento das taxas de crescimento, horménios que
aumentem a sintese de proteinas sdo candidatos naturais a um teste para verificar
seus efeitos sobre o crescimento de peixes (Kang et al., 2002). Um dos horménios
testados € o hormdnio do crescimento (growth hormone, GH), produzido pela adeno-
hipofise. Ja se sabe que o gene do gh possui um papel fundamental no crescimento



e desenvolvimento de peixes e que suas regifes ndo codificantes sao polimoérficas
(Almuly et al., 2000, Chen et al., 2004). Sugere-se que por efeitos de ligacao, essa
variacdo genética do gene do gh possa afetar taxa de crescimento (Kang et al.,
2002). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de
polimorfismos no primeiro intron do gene do gh de jundia (R. quelen).

2. MATERIAL E METODOS

O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras de tecidos muscular de exemplares
coletados na Estacdo de Piscicultura da Barragem do Arroio Chasqueiro (Arroio
Grande-RS), provenientes de uma uUnica desova e cultivados em sistema intensivo
durante 30 dias. Juntamente destas, foram utilizadas mais duas amostras de jundias
provenientes da Coldombia na Analise do Polimorfismo de Conformacédo de Fita
Simples (SSCP), para observar se havia alguma diferenca nos padrbes de
polimorfismos entre duas popula¢des distintas. Na extracdo do DNA foi utilizado um
protocolo rapido para obtencdo DNA segundo metodologia proposta por Meeker et.
al. (2007). A eficiéncia da extracao foi verificada em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo. Apds, o DNA foi utilizado na reagcédo de PCR para amplificacdo do
fragmento desejado. A reacdo de PCR foi realizada em um volume de 25 pl
contendo os seguintes componentes: 2,5 ul de 10x Taqg Buffer com (NH,4)>,SO,4, 1,5
puL de MgCl, 25 mM, 0,2 uL de Tag DNA Polimerase 5U/ul, 0,5 uL dNTPs 10 mM,
1,0 pL de primer Forward (5’CTGCAGAAATGGCTAGAGGTAAST’) e 1,0uL de primer
reverse (5’GGTAGATTAGATTCACAATCG TTAG3’) 10 pmoaol, 13,3 pL H,O Milli-Q e
5 pL da solugédo de DNA. A amplificacdo do DNA foi executada utilizando-se uma
desnaturacao inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida por 35 ciclos com desnaturacdo
a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 52 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C
por 3 minutos, terminando com uma extensao final por 7 minutos a 72 °C em um
termociclador Mastercycler (Eppendorf, Alemanha). A eficiéncia da amplificacdo foi
verificada pela eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
Uma vez verificada a presenca de bandas com o peso molecular esperado, 198 pb,
os produtos da PCR foram analisados através do SSCP segundo Sunnucks et al.
(2000), com modificacdes: a eletroforese vertical foi desenvolvida em gel de
poliacrilamida nativo utilizando-se amostras desnaturadas: 5uL do produto final da
PCR foram diluidos com 15uL de uma solucdo desnaturante contendo 10 mM de
NaOH, 95% de formamida, 0,05% de azul de bromofenol e 0,05% de xileno cianol.
Esta mistura foi desnaturada a 99 °C por 10 minutos, colocada em gelo por 5
minutos e Iimediatamente carregada no gel de poliacrilamida 12% (39:1
acrilamida:bisacrilamida). A corrida foi realizada em buffer TBE 1,0x a 4°C com 50 V
por 16 h. A revelacdo do padrdo de bandas foi realizada por tingimento com
hidréxido de sédio, e as de interesse nominadas como A, B e C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do primeiro intron do gene do gh foi feita baseada em diversos estudos
gue sugerem que elementos regulatorios da transcricio podem estar nessa regiao
(Min et al., 1996).

Semelhante a trabalhos anteriores com teledsteos (Almuly et al.,2000) e outras
espécies animais, foi possivel observar diferentes padrées de bandas na regidao
analisada, indicando a presenca de polimorfismos no primeiro intron do gene do gh
de R. quelen. O padréao A (Fig. 1), de banda de menor tamanho, foi observado nas



amostras provenientes da Colémbia. As amostras brasileiras possuem pelo menos
dois alelos (B e C) (Fig. 2) que diferem na conformag&o, mas ndo no tamanho. O
alelo A nao foi observado nas amostras do Brasil e as frequéncias observadas para
B e C foram 22,5% e 77,5% respectivamente.
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Figura 1 — Eletroforese vertical (SSCP): Canaletas 14 e 15: amostras de fragmentos amplificados de
animais provenientes da Colémbia (Padrdo A) indicado pela seta; Demais canaletas fragmentos
amplificados de diversos animais do Brasil. M: marcador de peso molecular (GeneRuler DNA Ladder
Mix - Fermentas, USA).
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Figura 2 —Eletroforese vertical (SSCP): Canaletas de 1 a 21: diversas amostras de fragmentos
amplificados de diferentes animais com padrfes B e C indicados pelas setas ; M: marcador de peso
molecular (GeneRuler 100pb DNA Ladder Plus - Fermentas, USA).

Os fragmentos amplificados dos animais que apresentaram essas diferencas estao
sendo isolados e submetidos ao sequenciamento para a identificacdo do padréo de
mutacdo neste locus. A analise molecular da variabilidade do DNA permitird
determinar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados
“marcadores moleculares”, o0s quais podem estar associados a caracteres
comercialmente importantes, similarmente aos resultados recentes encontrados em
animais domesticados (Almuly et al., 2000, Kang et al., 2002). A variacao alélica do
gene do gh pode fornecer sinais genéticos Uteis para a selecdo dos peixes com
taxas desejaveis de crescimento (Almuly et al., 2000).

4. CONCLUSOES



Ha diferencas nos padrdes eletroforéticos dos fragmentos amplificados com primers
especificos no primeiro intron do gene do gh de jundia (Rhamdia quelen), indicando
a presenca de polimorfismos genéticos.
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