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INTRODUCAO

Colossoma macropomum (tambaqui) ¢ um peixes de agua doce da América do Sul de
grande importancia para aquicultura neotropical e pode atingir até 30 Kg em seu habitat
natural (PINHEIRO et al., 2008; SOUZA, 2009). Em todos os vertebrados o hormonio
responsavel pela estimulacdo do crescimento ¢ o GH, secretado pela glandula hipofise.
E comprovado que em muitas espécies de peixes o aumento dos niveis de GH contribui
para um maior crescimento (ALMULY et al., 2005). Varios fatores presentes neste gene
sdo capazes de controlar sua transcri¢do, tais como, fatores de transcri¢cdo especificos da
glandula pituitdria e complexos formados por outros hormoénios associados ao
crescimento e seus receptores, ambos ligam-se a elementos de resposta localizados na
regido promotora do gene GH (TRUDEAU, 1997). Trabalhos anteriores com diferentes
organismos mostram que microssatélites, sequencias repetidas em tandem as quais sao
abundantemente distribuidas nos genomas e apresentam altos niveis de polimorfismo,
localizados na regido promotora dos genes também podem modular o nivel de
expressdo génica (CHISTIAKOV et al., 2006). O trabalho realizado por ALMULY e
colaboradores (2005) com Sparus aurata demonstrou que microssatélites na regido
promotora do gene GH podem ser candidatos a marcadores genéticos para programas de
selegdo, visando crescimento desta espécie. Visto que em trabalhos anteriores
microssatélites foram encontrados na regido 5’ proximal do gene GH e foi constatado
que sao capazes de influenciar sua expressao e alterar as taxas de crescimento de peixes,
faz-se necessario o estudo deste fendmeno em espécies importantes para a aquicultura
neotropical, como C. macropomum.

OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos a caracterizag¢do da regido 5’ proximal do gene
GH de Colossoma macropomum e a investigagao da possivel presenca de sequéncias
microssatélite nesta regido.

METODOLOGIA

Uma por¢do do tecido da nadadeira caudal de um exemplar de C. macropomum foi
obtida para a extracdo do DNA gendmico que foi utilizado para a amplificagdo do
primeiro Intron do gene GH, realizada com iniciadores desenhados no presente trabalho
com base no cDNA da espécie. O primeiro Intron foi clonado em células de Escherichia
coli DH 5a, sequenciado com os iniciadores universais M 13 Foward e Reverse e a



sequéncia obtida foi ligada a sequéncia do cDNA, logo ap6s a tltima base do primeiro
Exon, para que fosse possivel o desenho de iniciadores altamente especificos, utilizados
na amplificacdo da regido 5’ proximal do gene através da técnica de TAIL-PCR (LIU et
al., 1995). Os fragmentos amplificados foram clonados em células de Escherichia coli
DH 5a para que fossem sequenciados com os iniciadores universais M 13 Foward e
Reverse e com as sequéncias obtidas uma sequéncia consenso foi montada com o
auxilio dos programas MEGA v.5 e Codon Code Aligner. Esta sequéncia foi comparada
com sequéncias promotoras do gene GH de outras espécies de peixes, como Sparus
aurata (AY138985.2), Pangasianodon hypophthalmus (HM137287.1), Cyprinus carpio
(X51969.1) e Salmao (L04688.1), obtidas no Gene Bank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), para a certificacdo de que o fragmento amplificado pela
técnica de TAIL-PCR realmente se tratava da regido promotora e para a identificacdo de
sitios conservados existentes na regido. A regido 5’ proximal do gene GH de C.
macropomum foi alinhada a promotores do gene GH de outras espécies de peixes, para
a verificacdo da possivel existéncia de sequéncias microssatélite, seguindo o trabalho de
ALMULY et al. (2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s andlise do sequenciamento dos fragmentos amplificados pela técnica de TAIL-
PCR (Figura 1) uma sequéncia consenso foi obtida e verificou-se que esta ndo
apresentou similaridade com a regido promotora do gene GH de outras espécies de
peixes, nem mesmo foi possivel alinha-la ao inicio do primeiro Exon onde os
iniciadores especificos para a sua amplificagdo foram desenhados. Com isso, se faz
necessario a constru¢do de novos iniciadores especificos para uma nova tentativa de
amplificacdo desta regido.
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Figura 1: Eletroforese horizontal dos produtos da TAIL-PCR. Combinagdo entre o conjunto 2 de iniciadores
especificos e os onze iniciadores degenerados. Canaletas 1 ¢ 20: marcador 1 kb DNA Ladder (Fermentas). As
amostras destacadas em azul correspondem as reagdes secundarias e em preto suas respectivas reagdes terciarias.
As amostras que apresentaram os amplicons esperados estdo circuladas em vermelho.

CONCLUSOES

Um novo conjunto de iniciadores especificos sera gerado para uma nova tentativa de
amplificacdo da regido promotora do gene GH de C. macropomum utilizando-se a
técnica de TAIL-PCR, ja que esta se mostrou eficiente para Piaractus mesopotamicus.
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