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1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

O Rio Grande do Sul é considerado um importante produtor aquicola devido as
lagoas da costa Sul do estado. Outra expressiva atividade da regido sul é a
agricultura, que se destaca devido as plantagdes de arroz. Nestas plantacoes
produtos compostos por glifosato sdo comumente utilizados como herbicidas. E
por muitas vezes, o escoamento de agua dessas plantagdes acabam por
contaminar as lagoas da regido, causando diversos problemas ambientais.
Visando avaliar os efeitos genotdxicos do glifosato em peixes, o presente estudo
teve por objetivo analisar a expressdo do gene da enzima antioxidante
Glutationa-Peroxidase (GPx) em peixe-rei (Odontesthes humensis), uma das
espécies encontradas na regido.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

- Aclimatagdo: Laboratério de Piscicultura da UFPel;

- Exposicdo ao glifosato e controle:

Controle 2 mg/L 4 mg/L 8 mg/L 10 mg/L

- Periodo: 24h.
2.2. Extragéo de RNA

- Anestesia, eutandsia e remogdo dos 6rgdos;

- Extragao do RNA com kit comercial baseado em coluna de gel de silica a partir
do hepatopancreas;

- Quantificagdo por espectrofotometria de luz UV.

2.3. Clonagem e sequenciamento do gene GPx

-Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR);

- Desenho de primers: PriFi (http://cgi-www.daimi.au.dk/cgi-chili/PriFi/main);

- PCR com gradiente de temperatura;

- Eletroforese em gel de agarose 1,2%;

- Purificagdo do produto amplificado em colunas com membrana de gel silica;

- Sequenciamento por método de Sanger automatizado no Laboratorio de
Genodmica Estrutural (UFPel);

- Checagem da identidade da sequéncia consenso: Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST - http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi);

- Deposito da sequéncia: GenBank;

- Desenho de primers para Real Time PCR (qPCR);

- Andlise de expressdo do gene da GPx nos grupos experimentais submetidos as

diferentes concentracgdes de glifosato.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Extracdo de RNA e confecgdo de cDNA

- Concentracdo: 620 £ 46 (média * desvio padrdo) ng/pl;

- Relacdo A260/A280: = 2 nm.

3.2. Desenho de primers

-Primer senso: 19 nucleotideos;

- Primer antissenso: 22 nucleotideos.

3.3. Clonagem e purifica¢éo

- Temperatura ideal de anelamento: 59°C;

-Fragmento amplificado: 260 bp (pares de bases).

-3.4. Sequenciamento

- Identidade da sequéncia consenso: = 90% ao gene GPx em outras espécies de
peixes como: Stegastes partitus, Lates calcarifer, Siniperca chuatsi, Fundulus
olivaceus e Oreochromis niloticus;

-Deposito da sequéncia: fragmento parcial (254bp) do gene GPx de O. humensis
no GenBank (numero de acesso KX060036.1).

-3.5. Expressdio génica
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Figura 1. Perfil de expressdo do gene GPx no hepatopancreas de peixes submetidos as
concentragcdes de 2mg/lL, 4mg/L e 8 mg/L e 10 mg/L de glifesato. Letras diferentes
representam diferenga estatistica ao nivel de p < 0,05.

4, CONCLUSOES
Ndo houve diferenga na expressdo do gene GPx no hepatopancreas de peixes
submetidos as concentracdes de 2mg/L, 4mg/L e 8 mg/L, uma vez que o padrdo
de expressao foi igual ao observado no grupo controle. No entanto, foi
observado um aumento significativo na expressdo génica na concentragdo de 10
mg/L de glifosato. Buscando complementar os resultados obtidos, nosso grupo
de pesquisa visa analisar a expressdo de outros genes relacionados a toxicologia

nos demais tecidos coletados dos animais amostrados.
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