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1. INTRODUÇÃO
O Hormônio do crescimento (GH) em peixes e demais vertebrado promove o crescimento, regula a resposta imune, a reprodução e a homeostase. Estas ações são iniciadas pela união a seu receptor especifico, o GHR (Gao et al., 2011). O GH é ativado pelo produto do gene do fator de transcrição específico à pituitária (Pit-1). O Pit-1 interage com dois elementos cis que atuam no promotor do GH sugerindo que a estrutura e a função do gene Pit-1 foram altamente conservadas durante a evolução dos vertebrados (Sekkali et al., 1999). Em tilápia o GH estimula a adaptação à agua salgada e tem sido estudado amplamente para aplicações na aquicultura, mostrando que as regiões não codificantes do gene GH são polimórficos enquanto as regiões codificantes são altamente conservadas (Ma et al., 2012). Estudos tem demonstrado que microssatélites em regiões promotoras de genes ligados ao crescimento afetam a expressão e consequentemente o crescimento dos peixes (Streelman e Koecher, 2002).  Estes estudos podem ser desenvolvidos através da identificação de polimorfismos microssatélites ou sequenciamento de DNA utilizando a técnica da Reação em cadeia da polimerase PCR.
Para a otimização da técnica existe uma modificação chamada de reação em cadeia da polimerase multiplex que é usada para a realização de amplificações simultâneas de várias regiões do DNA pela adição de mais de um par de primers em uma reação de amplificação (Schoske et al., 2003). Este procedimento é realizado para economizar tempo e custo da investigação. Este trabalho teve como objetivo desenvolver um PCR multiplex para amplificar os genes Pit-1 e GHR de tilápias.
2. MATERIAIS E MÉTODOS

Esta pesquisa foi realizada no Laboratório de Engenharia Genética Animal da Universidade Federal de Pelotas período de Fevereiro a Junho de 2013. O DNA foi extraído utilizando a nadadeira caudal de 7 exemplares de tilápia (Oreochromis niloticus) seguindo o protocolo de sal (NaCl 5M). O DNA foi checado utilizando gel de Agarose 1%, corado com Gelred (Biotium) e visualizado em foto-documentador L-Pix (Loccus Biotecnologia). Foram desenhados primers usando o programa Primer 3 (http://primer3.wi.mit.edu/), a partir da sequência para o fator de transcrição Pit-1 (M84774.1) e para o GHR (NT_167420) de Oreochromis niloticus. Os primers avaliados foram GH-Pit1-F 5´ CAG AGCACTTTAGTCACCAGCG G3´, GH-Pit1-R 5´ TGCTGAGA GGAGACGCCCAA3´, GHRF 5´GTTTCTTCTGCCATTGTTTCACTC3´ e GHR-R 5´TTAGAA CAGTATAGTAGGAGGT CAAATT3´. Os tamanhos dos amplicons para os genes Pit1 e GHR foram 386 e 287 pb respectivamente. Antes de realizar a PCR multiplex se testou um gradiente de temperaturas para cada um dos loci. 
3. RESULTADOS e DISCUSSÃO 
 A temperatura de anelamento escolhida para a realização da PCR foi de 57,2°C sendo obtidas amplificações para os 7 indivíduos analisados para cada par de primers (Figura 1 A,B) e para a PCR multiplex (Figura 1C). 
Figura 1 – Checagem em gel de agarose 1% corado com Gelred e visualizado em transluminador de UV. A. Gene GHR; B. gene Pit1;  C. PCR multiplex para GHR e GH-Pit-1. N- Controle negativo.
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Fonte: Natalia Ossa Hernández.

A PCR multiplex desenvolvida foi efetiva e será utilizada para genotipar reprodutores de tilápia utilizando PAGE 10% (eletroforese em gel de poliacrilamida) impregnação com nitrato de prata e visualização com solução de NaOH e formaldeído (Benbouza et al., 2006).
4.CONCLUSÃO

A PCR multiplex foi efetiva para amplificar o fator de transcrição Pit-1 e o receptor do hormônio de crescimento (GHR) na Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus).
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