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Introdução/Objetivos
O peixe teleósteo Phalloceros caudimaculatus (Hensel, 1868), ordem Ciprinodontiformes, possui ocorrência em ambientes pelágicos de água doce e estuarinos, dos estados brasileiros do Sul e Sudeste (SP, RJ e MG) e também em outros países (ARG, PRY, URY, MWI e NZL) (FROESE & PAULY, 2003).
Biomarcadores são alterações biológicas em nível molecular, celular ou fisiológico que expressam os efeitos tóxicos causados pelos poluentes (WALKER et al., 1996). Os biomarcadores moleculares ou bioquímicos servem como sinais de aviso prévio da degradação ambiental causada por contaminantes. A análise destes biomarcadores apresenta na maioria dos casos, menor custo, maior facilidade e rapidez do que as análises químicas convencionais (GALLOWAY et al., 2004). Dentre os biomarcadores conhecidos, está o gene/proteínas citocromo P450 da família 1, subfamília A (CYP1A), utilizado a mais de três décadas no monitoramento de áreas impactadas por contaminantes orgânicos (ZANETTE et al., 2009). A transcrição do gene CYP1A é altamente induzida (na ordem de 10 a 1000 vezes) no peixe Fundulus heteroclitus da ordem ciprinodontiformes, quando exposto a contaminantes orgânicos (ZANETTE et al., 2009).
O objetivo deste estudo foi detectar o transcrito CYP1A no peixe P. caudimaculatus utilizando iniciadores degenerados de reação em cadeia da polimerase (PCR).
Metodologia
A massa visceral de P. caudimaculatus (3 cm) foi retirada, o RNA total foi extraído utilizando reagente Trizol, e o cDNA sintetizado por transcrição reversa utilizando iniciadores randômicos. Dois iniciadores senso degenerados, e dois anti-senso, foram desenhados usando regiões conservadas de CYP1A de peixes filogeneticamente próximos a P. caudimaculatus. A detecção do transcrito de CYP1A em P. caudimaculatus foi realizada utilizando a técnica de PCR. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1 % corados com brometo de etídio e visualizados em transluminador UV. O tamanho esperado para estes  produtos foram calculados com o programa Fast PCR, com base em seqüências de CYP1A previamente identificadas e caracterizadas em F. heteroclitus.
Resultados e Discussão
Utilizando os iniciadores degenerados, foram obtidos produtos de PCR de tamanho esperado (Figura), conforme o que havia sido previsto com base em testes in silico utilizando a sequência de CYP1A de F. heteroclitus.
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Figura. Eletroforese dos produtos de PCR. Colunas 2,3,4 e 5 – bandas eletroforéticas de tamanho esperado 659, 507, 561 e 409. Colunas 1 e 6 – marcador 1Kb plus.
Apesar da ampla distribuição de P. caudimaculatus, tanto em locais de preservação ambiental (ex.: Reserva Ecológica do Taim), como em locais possivelmente impactados por contaminantes (ex.: áreas agrícolas, industriais e urbanas), seu potencial uso como indicador da contaminação ambiental ainda vem sendo pouco explorado. Por exemplo, nenhuma sequência do biomarcador CYP1A, amplamente usado em estudos ambientais, havia sido descrita até o momento. No presente estudo, foi demostrada a detecção do transcrito CYP1A em P. caudimaculatus, o que permitirá o sequenciamento nucleotídico, caracterização filogenética e a padronização de técnicas que permitam a análise da indução deste gene por contaminantes em futuros estudos ecotoxicológicos.
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