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1. Introducao

Muitos habitats aquaticos sdo caracterizados por episddios periddicos ou prolongados de
baixa concentracdo de oxigénio ou hipdxia, além de variagbes na temperatura e os
organismos que sobrevivem nestes ambientes utilizam um conjunto de comportamentos,
ajustes fisioldégicos e bioquimicos (Kramer 1987; Van Den Thillart et al. 1985). Nos
ecossistemas aquaticos da bacia amazobnica, tais fatores e uma série de diferengas
limnoldgicas favoreceram a adaptacdo dos peixes a ambientes em constantes mudancas
(Almeida-Val et al. 1999a). Tal adaptagao tem sido apontada como principal causa da
diversidade e como um importante agente seletivo na histéria evolutiva dos peixes
amazonicos (Val 1993). Em populacdes naturais de organismos aquaticos, os genes
envolvidos no metabolismo anaerdbio, como /dh-a e Idh-b (lactato desidrogenase L-Lactato:
NADH oxidorredutase, E.C.1.1.1.27) podem ser submetidos a forte pressdo seletiva (Segal e
Shculte et al. 1996). Por este motivo, estudos sobre tais genes tém ganhado importancia na
comunidade cientifica em funcdo da sua relacdo com a evolugcdo e o desenvolvimento de
mecanismos adaptativos (Almeida-Val et al. 1995; Rees et al. 2001; Zakhartsev et al. 2003;
Somero 2004; Johns e Somero 2004) . Dessa forma, € importante a caracterizacdo desses
genes, bem como investigagdes sobre o seu papel na aclimatagdo térmica ou na capacidade
de lidar com estresse térmico. Assim, trés espécies de Characiformes foram escolhidas para
o trabalho - Colossoma macropomum, Pygocentrus nattereri e Brycon amazonicus. O
objetivo deste trabalho foi obter sequéncias parciais dos genes de /dh-a e Idh-b para analises
de sequéncias nucleotidicas e de sequéncias de aminoacidos.

2. Material e Métodos

Foram utilizados trés individuos de cada espécie, tambaqui (Colossoma macropomum) e
matrinxa (Brycon amazonicus) provenientes de um criador local situado na Fazenda Santo
Antonio AM 010 (Manaus/AM) e piranha (Pigocentrus naterreri) obtida no Lago Cataldo,
proximo ao encontro dos rios Solimdes e Negro respectivamente. Amostras de musculo
branco foram usadas para a extracdo de DNA genOGmico seguindo a metodologia descrita por
Sambrook e Russel (2001). Para avaliacdo da integridade do DNA extraido, uma aliquota da
amostra foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) e corado com Gelred (GR-
Uniscience) e, em seguida, quantificado em ng/puL no espectrofotometro Nano drop
2000/Thermo Scientifc. As reagdes de amplificacdo dos genes foram realizadas no
termociclador Veriti/ Applied Biosystems, com primer (Ildh-b 1F, 1R) em TM©° 50°C
(Colossoma macropomum e Brycon amazonicus) e TMO 540C (Pigocentrus natereri) e com
primer (Idh-a 2F, 2R) em TM©° 50°C. Apo0s a reacao foi realizada analise da concentracdo das
amostras e as bandas especificas de cada gene foram obtidas e purificadas pelo sistema de
gel de agarose E-Gel®CloneWell / Invitrogen conforme instrugdes do fabricante.

O sequenciamento foi obtido com o kit Big Dye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing. As
sequéncias foram analisadas pelo programa BLAST, disponivel no banco de dados NCBI
(<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>) para busca de similaridade e confirmagao do gene.
Posteriormente foram alinhadas utilizando o programa CLUSTALW (Larkin 2007) e BIOEDIT
(Hall 1999). As comparacgOes entre sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos foram feitas
a partir dos dados gerados com sequéncias baixadas no banco de dados online GenBank do
NCBI(<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>).

3. Resultados e discussdo

Foram sequenciados fragmentos com 487 nucleotideos de /dh-a em Matrinxa (Brycon
amazonicus) Tambaqui (Colossoma macropomum) e Piranha (Pigocentrus naterreri) e
fragmentos com cerca de 510 nucleotideos de /dh-b. Com a caracterizagdo parcial da regido
do gene /dh-b foram identificados, nas trés espécies, dois exons; o primeiro corresponde ao
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exon trés do gene, com 108 nucleotideos; o segundo corresponde ao exon quatro com 84
nucleotideos e trés introns foram encontrados. O terceiro intron do gene, com 92
nucleotideos, o inicio do quarto intron com 23 nucleotideos, e parte do segundo intron, com
198 a 200 nucleotideos (Figura 1) também foram sequenciados. Em relacdo ao gene de /dh-a
(Figura 2) foram identificados dois exons, um corresponde ao exon dois do gene com 96
nucleotideos e o outro ao exon trés do gene com 273 nucleotideos. Quanto aos introns, o
intron dois apresenta 88 nucleotideos, parte do terceiro mostrou apenas 23 nucleotideos e
no final do primeiro intron do gene foram sequenciados apenas nove nucleotideos.
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Characiformes. Exon (caixas verdes) e intron (barras pretas) tamanhos
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Figura 2 - Mapa genético exemplo do gene de /dh-a. Exon (caixas azuis)
e intron (barras pretas) tamanhos em nimero de pares de base (pb) sdo
dadas acima da respectiva representacdo grafica (em vermelho).
Numeracdo em azul acima (nimeros de aminoacidos de cada exon).

Estas sequéncias foram traduzidas e comparadas com sequéncias de aminoacidos de
algumas espécies de peixes das ordens Perciformes, Tetraodontiformes, Gadiformes e
Cypriniformes, disponiveis no banco de dados do NCBI. Foram observadas algumas
substituicoes nas espécies em estudo em relacdo as demais espécies comparadas, como a
serina na posicdo 30 foi substituida por uma histidina (ser30his), ala39ser e iso9met ou
iso9leu, além das substituices lis12, ser24, 1is28, iso32 e his46 no gene de /dh-b (Figura 3).
Substituices também foram observadas no gene de /dh-a.
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Figura 3 - Alinhamento de aminoacidos do gene de /dh-b de Characiformes
com espécies do banco de dados GenBank. 36 primeiros residuos corresponde
ao exon 3 e os 28 ultimos residuos corresponde ao exon 4. Em destaque,
substituicdes de aminoacidos.

A comparacdo de sequéncias de aminoacidos e de nucleotideos vem sendo estudada em
peixes congéneres e de mesma ordem, pois estes genes ortdlogos apresentam apenas
pequenas diferencas nas sequéncias. A alteragdo funcional da LDH dependendo de variacGes
de temperatura no ambiente tem sido uma questdo central no estudo da adaptacao térmica,
incluindo analises de afinidades a substrato, propriedades termodinamicas e mudancas na
estrutura da enzima que pode causar alteragdes funcionais na enzima (Hochachka e Somero
1984; Danilenko et al. 1998; Fields et al. 2001, 2002; Fields e Somero 1998). Tais estudos
tém demonstrado que apenas algumas substituicdes de aminodacidos sdo suficientes para
provocar adaptacdes a temperatura (Holand et al., 1997; Somero 2004) e as diferencas de
desempenho aerdbico, quando associadas ao nivel de expressao do gene /dh-b (Powers e
Schulte 1998).

Todos os exons encontrados sdo conservados em tamanho entre as trés espécies em relagao
ao gene Idh-b. Além disso, as sequéncias intrénicas mostraram poucas variagdes nos
nucleotideos, indicando que nessa regido do gene e especificamente nessas espécies
estudadas, o gene se mantem extremamente conservado. Entretanto, apesar do elevado
nivel de conservacdo também observado para o gene /dh-a, houve pequenas variacdes nas
regides de introns e exons. A exemplo dos niveis de conservacdo e identidade das
sequéncias dos genes, em I/dh-b a similaridade entre de B. amazonicus e P.natereri é de
97,8% e de 96% entre P.natereri e C.macropomum, valores proximos a similaridade de
exons: 98,9% entre B. amazonicus e P.natereri, e 100% entre B.amazonicus e
C.macropomum. Esse nivel de conservacdao também foi observado em regides do gene em
duas espécies de Perciformes, Lates sp (Edmunds 2009).

A regido dos exons apresenta ainda dominios conservados que sdao fundamentalmente
importantes na atividade do gene, correspondem ao dominio NAD (P) e aos dominios
LDH/MDH. Nessas regides foram encontradas as substituigdes citadas anteriormente.

O alto nivel de conservacao dessa regido obtida do gene entre as espécies pode estar
diretamente relacionado a conservagdo funcional do dominio, o qual estad relacionado a
manutencdo do metabolismo anaerdbio. No entanto, as substituicGes aqui encontradas
podem ser importantes para a adaptacdo destas espécies. A homologia de sequéncias nas
regides nao-codificadoras pode indicar uma ligagdo com a funcionalidade do gene.
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4. Conclusao

Estes resultados iniciais, como o sequenciamento de parte dos genes e identificacdo de
exons e introns, bem como as substituicdes de aminoacidos em regibes conservadas
diretamente ligadas a funcionalidade dos genes, sdo preponderantes para a completa
caracterizacdo e identificacdo dos genes /dh-a e Idh-b, as quais visam fornecer subsidios
para a melhor compreensdo do papel fisioldogico que estas enzimas desempenham na
adaptacdo térmica e na aclimatacdo de espécies de peixes amazoOnicos.
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