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1.Introdugao

A bacia amazbnica abrange uma fauna de peixes rica e diversificada, que desenvolveu iniumeras
adaptagdes as mudancas ambientais. Os genes das enzimas envolvidos no metabolismo glicolitico
anaerodbico tais como Idh-a e Idh-b, estdo diretamente ligados ao desenvolvimento de adaptagbes
térmicas e a variagdes extremas nos niveis de oxigénio (Val et al., 2004; Val, 1993; Almeida-Val et al.,
1999a). A caracterizagdo parcial desses genes, através da obtengido de sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos e sua relagdo com a adaptacao de espécies submetidas a variagbes ambientais sdo os
principais objetivos deste estudo, com as espécies congéneres Astronotus ocellatus e Astronotus
crassipinis.

2.Material e Métodos

Foram utilizados trés individuos de cada espécie, provenientes da natureza do trecho Coari-Manaus.
Amostras de musculo branco foram usadas para a extragdo de DNA gendmico, seguindo a metodologia
descrita por Sambrook e Russel (2001) e extracdo de RNA total com TRI/zol® Reagent (Invitrogen), de
acordo com as instru¢des do fabricante e sintese de cDNA, segundo as instrugdes do fabricante do kit
Revertaid H-15T strand cDNA Synth (Fermentas). Para avaliagédo da integridade do DNA e RNA extraido,
uma aliquota da amostra foi submetida & eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) e corado com Gelred
(GR-Uniscience) e, em seguida, quantificado em ng/uL no espectrofotdbmetro Nano drop 2000/Thermo
Scientifc. As reagdes de amplificacdo dos genes foram realizadas no termociclador Veriti/ Applied
Biosystems, com os primers (Idh-b 1F, 1R) em TM° 51°C e com os primers (Idh-a 2F, 2R) em TM° 50°C.
Apos a reacgao foi realizada analise da concentragdo 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 DyeR 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 confirmagdo do gene. Posteriormenteas
sequéncias foram alinhadas utilizando o programa CLUSTALW (Larkin 2007) e BIOEDIT (Hall 1999). As
comparagbes 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>). As analises filogenéticas foram conduzidas através do software
MEGA 5.0 pelos métodos de Maxima Parciménia e Neighbor Joining (Tamura et al., 2011).

3.Resultados e Discussao

Foram sequenciados fragmentos com cerca de 500 nucleotideos de Idh-b e Idh-a. O sequenciamento foi
realizado em duplicada com os primers (foward e reverse) de trés individuos por espécie. Com a
caracterizacédo parcial da regido do gene /dh-b foram identificados 51 nucleotideos correspondentes a
parte do primeiro éxon de Idh-b, 108 nucleotideos do segundo éxon, 84 nucleotideos do terceiro éxon e
91 nucleotideos do intron entre o0 éxon 2 e 3 em Astronotus crassipinis. Ja na espécie Astronotus
ocelatus, foram identificados 83 nucleotideos, correspondente ao terceiro éxon e 63 nucleotideos da
regido codificadora posterior, semelhante a sua espécie congénere A. crassipinis, mas ndo foram
identificadas as outras regides, o que sugere futuras analises (Figura 1).
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Figura 1. Mapa genético comparativo do gene de Idh-b de duas espécies congéneres de Ciclideos
No ¢ (Perciformes). Exons (caixas verdes) e introns (barras pretas) tamanhos em nimero de pares de base g
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. R . 1S
.. (nimeros de aminoacidos de cada éxon). ‘
anali io

entre 0s doIs genes, justilicado pelas SUbSUUIGOeS NOS doMINIOS conservados dos genes, bem como, a
visivel separagéo entre as ordens causada, principalmente, pelas substituicdes (Met55Iso) e (Ser76Hist)
no gene de /dh-b, por exemplo. A segunda arvore também construida com base no alinhamento de
aminoacidos entre os genes Idh-a e Idh-b de espécies de Perciformes e Characiformes amazénicos e
representantes de outras ordens de clima Temperado, Tropical e Sub-tropical, mostra dois grandes
grupos, um formado por espécies com gene /dh-a e outro grande grupo formado para /dh-b justificado
pelas substituicdes (Met13Ala, Arg41Lis, Leud42Val, Iso42Val, Val49Ala) (Figura 4). Apesar dos genes
apresentarem elevado nivel de conservagao e poucas substituicbes entre si, aquelas encontradas estéo
ligadas diretamente com a diferenciagado entre os genes e possivelmente, foi um mecanismo evolutivo de
adaptagdo das espécies amazdnicas. Estudos com o peixe de clima temperado Fundulus heteroclitus
mostrou que mudangas nas sequéncias de DNA foram determinantes para provocar adaptagbes a
temperatura (Pierce e Crawford 1997), além de outros trabalhos que mostram dados semelhantes em
Perciformes (Holand et al.; 1997; Somero 2004, Jons e Somero 2004; Edmunds 2009).
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Figura2. Mapa genético comparativo do gene de Idh-a . Exon (caixas azuis) e intron (barras pretas)
tamanhos em nimero de pares de base (pb) sdo dadas acima da respectiva representagado grafica (em
vermelho). Numeracdo em azul acima (numeros de aminoacidos de cada exon).
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Figura 3. Arvore filogenética 1: Gene Idh-a e Idh-b. Espécies amazonicas
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Figura 4. Arvore filogenética 2: Gene Idh-a e Idh-b

4.Conclusao

O sequenciamento de parte dos genes e identificacdo de exons e introns, bem como as substituicbes de
aminoacidos em regides conservadas, sao informagdes importantes em nivel molecular que aliadas com
analises futuras e caracterizagdo completa dos genes nos ofereceréo esclarecimentos sobre o papel que

a enzima de LDH desempenha na adaptacéo térmica e na aclimatagéo de espécies de diferentes tipos
de clima e as espécies de peixes amazonicos.
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