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ELETROFORESE DE PROTEINAS

DO MUSCULO DE PE IXES DA FAF LIA CICHLIDAR.

As caracteristicas meristicas e | ﬁorfoﬁétricas,

' sdo usualmente utilizadas para .a identificagao de peixes pe
los procéssos convenciohais, .

tualmente, métodos bioqpimicds'entrgioé. quéis

os de eletroforese, ﬁéﬁ éendo difundidos para a - identifica

cao de peixes. Tsuyuki & Roberts (1965), Tsuyﬁki et - al.

(1965) . |

Entre os métodos que podem ser util?zados,: esféol

os de eletroforese em'papel, eletxoforese-em,gel de amido,

eletréfoiese'em poliaérilamida e_éleffoforese"em acetato de

~celulose, sendo o penﬁltimo o.que apresenta maior clareza

dos resuluados._A eletroforese em pape1 pode ser cOnsiderg

do um metodo superaao, tendo em v1sta C advento de, métodos

:mals modernos.

_ A . Hines &:Yashouv (1870) , estudando as prdteinas de
cinco espécies do género Tilapia, encontraram _diferengas
significativas entre os padraes de,Droteinasjmusculares ob-
tidas por eletro:orese em gel de amwdo. Deganl & Veifh
(1990), u+1llzaram o método acxma com O ObjethO de: verifi
car as relagoea genéticas entre as- espécies de peixes da fa

mllla Anaoanbldae, utlllzando extratos do misculo e do figa

do dos mesmos.
- - Tsuyuki & Roberts (1965); Tsuyuki et al. (1965),
trabalhando com eletrofofese em péliacrilamida, verificaram

que o estado fisioldgico, sexo e ambiente, ndo determinammo

ox
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dificacdoes nos pro*elnocra“as numa mesma espécie  considera
da.
A utilizac 3o de membranas de acetatce de celuiose

como suporte para‘a eletroforese, foi utilizada pela primei
ra vez por Xohn (Bechtel & Alves, 1973).

~

Nos Estados Unidos, a eletroforese em gel de amido

-

P

foi primgifamente utiliiada, vela Food and Drug Administra
tion, para a identificagao de peixes. Esta-mesma fInstitﬁi;i
  §§0, adotou pésteriormehte a‘eletrofeieserem acetato. ds. oo~
lulose, pela sua rapidez, baixo custo-e boa réprodutibilidg
de. Lane et al. (1966).
Bastos et al. {1975), estabeleceram padrbes de ele
'troforegezdo mﬁscule, utilizg a‘dc .acecato de ée ulo e‘ cbmo

uuporte Lara 1dent1;1cagao de pelze% do genero , ,Lutjanus'

l

(B10ﬂn) Mota & Vieira (1977 utilizaram o mesmo material;
para a verlLluagao do comportament0<da proteinas da hemo-~

linfa de lagostas das esn'CAes Danujlrus argus .(Latreiufﬂf

b oy

e e e B e i e s i

e Panullrus *aev1cauda (LatreLlle)

No presente trabalho, procuramos estabelecer os pa

drdoes de eletroforese de proteinas do misculo das espécies

Oreochromis niloticus (L. 1766) Trewavas; Oreochromis

hornorum, Trewavas; Tildpia rendalli, Bolenger 1912, utili-

zando como suporte fitas de acetato de celulose.

MATERIAL E METODOS

A matéria prima gque serviu de base para este estu

-

do, constou de 60 peixes, de'peso superior-a 100 gramas, sem di.

ferenciacao de sexo e estégio,gonadal, distribuidos igualmente. en

tre as espécies Tilapia~do-nilo, Oreochmoris nllOthUa (L. -760)L

oy
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Trewavas; Tilzpla-~de-zanzibar. Orecchromis hornorum, Trewavas &
= 3 " » )l
L S I 3 Y TR = =1 13 T 3 N R R e | -
Tilapia-do-congo , Tilapis rendalli, Bolenger, 1912 .adguiridas no

=

252

)]

Departamento Naciocnal de Cbras ”ontfa és'Secas (DNGCS}, nos-
: ae agosto/ setembro do ano de 1651, estocaaos na Estacao de Psicultu
ra do Centro de Ciéncias A}g’ré{rias da Universidade Federai b Cea
ra, em tangues de 2m2 e'alimentadOS com ragao pafa galind-

=

ceos, na proporgao de 2 a 3% da biomassa durante o experimen

to.
- PREPARACAQ DO EXTRATO DO _I‘iﬁSCULG.

- Para o procedimento eletrofcrético, os peixes ~ fo
ram sacrificados, em seguida retirados os filés e destes &

proveitados apenés'a éaxne branca; gdm.a qual foi' elabora-
do um extratc muscular com‘éguardestilada”na-proporgéo- 1:1-:
(peso/volume) . A ’

0 musculo foi hpmogeneizado, até a bbtenQQO'dé-uma
mistura finamente dividida. Foi proce&ida'umé filtraééo e,5

" filtrado submetido a uma didlise contra &gua destilada, com

agitacdo constante em agitador magnético, durante 24 horas,’

& 87 . o ' ' ' : : Ry

O material dialisado foi colocado em frascos e -es

~tocados a -iOOC, até o momento da sua aplicaqéo.

CORRIDAS ELETROFCRETICAS

As corridas foram procedidas em cuba de eletrofore
se marca Tecnow, modelo argos 12. Em cada canaleta da cuba
foram colocados ZS'ml do tampZo barbitone - sodio, pH 8,6 e

forca idnica 0,1, preparado segundo instrugac do- manual

— ~

oxoid (1973). e A ®

Como suporte, foram usadas fitas de acetato de ce
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lulose, previamente mergulhadas no tampao acima por 10 minu

tos. ApOs este tempo, © excesso -de tampio

h

ci removide com
o éuxilio de pépel de filtro. As -fitas foram disténdidas em -
nimero de 4 por ¢éorrida na ponte da cuba, de modo Que 7 as
duas extremidades ficassem mergulhadas no tampZo. A aplica
" cao do'extraﬁo foi feito em duplicata com o macro aplicador
da Tecnow.- : |
A cuba foi ligada na corrente elétriqua-360'vol£s;
durante 30 miﬁutos. No final desse péri@do,ras fitas foram
retiradas e submersas em écidé tricloroacético a 5%,1§or um
periodo de 5 minutos. Foi procedida a coloracido das fitas
com solugéo de negro de amido_por‘lo minutos, e a éeguir,l
foi efetuada_avdescolbragéo até a_obtgngSovdeifitas deséolg
ridas: &
A transparentizacéo,'foi—feita submeréindo ag. Ti
tas em solﬁgsé dé metanol,_écidp acético e glicerina, duran
te 5 minutos; sendo esfas disfeﬁdidas sobre ;aminés de Vi—.

~ dro e colocadas em estufa, a temperatura de 60—70°C, ate

completa transparentizacdo.

DENSITOMETRIA

Para.a obtencao dos perfis de proteina, procedemos
a densitometria do eletroferograma de cada espécie estuda-
da em densitOmetro integrador automatico de eletroforese ,

modelo argos 7, computadorizado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

-—

O estabelecimento de padrdes eletroforéticos & fei

to basicamente através das diferengas de intensidade de co--
: RS



loragac = mobilidade das zonas de proteinas de cada esp

| s

Além dos critériocs estabelecidos pelc autor acima,

[Ny
h
[+

rainda adicionamos ao ‘lado de cada elétroferograma os gr
cos densitométricos correspondentes, deles obtidos, fig. 1.

Os eletrofgrogramaé e perfis densitométricos das

espécigs estudédés, nao apreSenté;am difereﬁbas com relaééo

ao sexo e éstagios gonadais. Seéﬁndo Tsuyuki & : Roberts

(1965) e Tsuyuki et ai. (1965), héo h&d diferenciacao nos

életroferogramas Qﬁando éonsiderédc o estado fisioldogico e

O sexo, numa mesma espécie considerada.

Neste trabalho, a quantidade de individuos estuda

. dos permitig a obtengéo.de_perfis eletréforéticbslde consi-
deravel consisténcia e de cla:a'diﬁérenéiagéo entre as ~es

'pécies estudadas, sendc que todaé as‘espécies, apresentaram

duas bandas de proteihaé. |
No que diz.reépeito a mobilidade das proteinas daé

espécies estudadas, observamos gue a Oreochromis niloticus,

apresentou menor mobilidade das bandas de proteinas gquando

B

comparada com as espécies Oreochromis horncrum e Tilapia

'rendalli, sendo que éntre estas, a Tilapia rendalli foi a
que apresentou maior mobilidade.
| O critério da diferenciacao. de eépécieé‘de peixes
marinhos e de crustaceos peia intehsidade de cor, adgquirida
‘pelas bandas éeAproteinés separadas por elétroférese em ace
tato de celulose, foi utilizada por Basto et al. (1975) e
Mota & Vieira (1977).

Com relacgao a intensidade ae colo?égéo-das bandas

de proteinas das tr@s espécies, observamos a ocorréncia de
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uma zona intensamente corada para cada espéecie estudada. Pa

(e}

ra a espécie Oreochromis niloticus, além da zona intensamen

te corada ocorrente nas duas outras especies, foi verifica-

da uma zona fracamente corada o que ndo se observou para a

Oreochromis hornorum, cuja Ultima banda & bastante corada .

- .

‘Para a Tilapia rendalli, verificames que a Ultima banda . a

B ot

.presenta uma colorac¢ao mais intensa do que aquela observada

para ‘a espécie Oreochromis niloticus e menos intensa do que

a coloracao da .espécie Tilapia hornorum.

- A identificacao com base na densitométria foi pro
cedida, tendo em vista as diferencas obtidas nos gré‘icoseqz-
contrados rios eletroferogramas das .trés espécies estuda

das, fig. 1. . A; : . ¢ ¥ b ' P

CONCLUSOES

.

As principais‘éoncluSSes'que podem ser consideradas
Vno.presenté trabalho sao és seguiﬁtes:

i. Para'a-életrberese em suporte deiacefato X de
celuloée efetuada nas condigoes aﬁteriormente descritas, to.
dos os’individubs das espécies eétudadas, apresentaram duas
zonas de proteinas. .

2. Em todas as espéciesnverificou—se a:preseﬁga de
uma zona iﬁtensamente corada, dis?bsfa-em pdsigéo diferente
para cada éspécie do lado de outré'menos'cofada.

3. A maior mobilidade pfoteica, verificou~-se para

a Tilapia rendalli, seguida em ordem decrescente, pela

-

Oreochromis hornorum, sendo a Oreochromis niloticus a gue

apresentou menor deslocamento prbteico.

4. Em nenhuma espécie foi observada a dependéncia-
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dos perfis eletroforeticos com O sexo e estagio de matura-

O presente trabalho, tem por objetivo a identificg

cao por eletroforese em acetato de celulose.de trés espé-

‘cies da familia Cichlidae: Oreochromis niloticus, Oreochro

. mis Hornorum e Tiiépia rendalli; adquiridas no. Departamen;
to Nacional dejbbras Contfa as Sébash(bﬁocs), no pefio&o
de agosto/setembro de 1951 em Foftaleza—Cearé. |

Um total de 60 indi&iduos distribuidos igualmente
entre as téés espécies, foram estocados e alimentados em
tanques da Estacdo de Psicultura do Centro de Cidncias Agra
rias da Universidade Federal do Ceara, dos qugis:apés sacri
ficados.foram obtidos extratds do misculo Branco elaborados
na proporcio de 1:1 (pééo/volume)'com agua déétiladai

Aé corridas eletroforéticas foram feitas em fitas:
“de acetato de celulése a 390 Vélts, durante 30 miﬁutOS-r em
tampéo.barbitone—sédio, pH 8,6 e forca idnica 0,1. O tampao
foi preparado.éégundb instrugao ao manual Oxoid (1973).

Os eletroferogramas aprgsentafam as seguintes con
-clusées: * |

="Para a eletroforese:em'Suﬁorte dé‘acetato de ce
lulose efetﬁada nas condicgoes antériormeﬁte descritas todos
os individuos das eépécies estudédas, apresentaram duas zo-
nas de proteinas. ]

- Em todas as espééies Qerificou—se a presenca de
uma zona intensamente corada‘diéposta em posigao diferente,

para cada espécie, dao lado de outra menos corada.



- A maior mobilidade proteica, verificou-ss para a

espécie Tildpia rendalli, seguida =m ordem decrescente, pe-

‘la Oreochromis hornorum, sende a Oréochromis niloticus a .

que apresentou menor deslocamento proteico.

- Em nenhuma espécie foi observada a  dependéncia

‘dos perfis eletroforéticos com sexo e estagio de maturagao

gonadal. -

I ‘.‘l'\
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PERFIS DA ELETROFORESE DAS PROTEINAS DO MUSCULO"

DAS TILAPIAS DO NILO, DE ZANZIBAR E DO CONGO.

ESPECIE CORRIDA - DENSITOMETRIA™

1

NILO
;
, |
S
ZANZIBAR i
i
CONGO !

_ FIG. 01 #-
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