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I MOSTRA CIENTIFICA

AVALIACAO DA INTERACAO ENTRE ESPERMATOZOIDE DE JUNDIA E DNA
EXOGENO PARA SMGT.
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Resumo:

A busca de estratégias para gerar peixes transgénicos em massa apresenta dificuldades especificas
inerentes a manipulacdo espermética de cada espécie. Estudos de transferéncia génica mediada por
espermatozéides (SMGT) tornam-se de significativa importancia.Este estudo teve objetivo de determinar a
concentracdo ideal de DNA exégeno para SMGT em jundid e, delinear seu protocolo.Utilizamos
12machos,mantidos na Estagdo de Aquacultura da UFPel, esses foram induzidos artificialmente com HCG de
12-14h antes de cada col eta semanal .Usou-se apenas as amostras que tinham motilidade apés a ativacdo.O EGFP
foi o DNA exdgeno usado para identificar os espermatozéides transfectados. As amostras foram centrifugadas a
4000 RPM por 10'. ApGs a separagdo do plasma seminal,as células foram lavadas com solucéo isosmética, foi
testada a ativagdo de cada amostra.Apenas as positivas continuaram no experimento.Este procedimento foi
repetido 4x.0s semens sel ecionados apresentaram grau de ativagéo 3 ou acima, baseado por escala que variade O
a 5.Apenas uma amostra preservou a motilidade até a 42 lavagem.Para calcular a concentragdo dos
espermatozdides retiramos uma aliquota de cada sémen,fixada em 4% de formalina numa proporcdo de 1:5000, a
contagem foi feita em cAmera de Neubauer.Vaores normais 24.650.000 a 138.950.000 células/mm3. Contagem:
131.065.000 célulasymm3. Para verificar a toxicidade os espermatozoides foram diluidos em 3 concentragdes de
EGFP (50-100-250 ng/pL).As células foram incubadas com EGFP por 50° a 20°C e apés lavados 2x com
solucdo isosmatica.Por fim, para avaliar a captagcéo de DNA exogeno pelo espermatozdide, utilizou-se EGFP nas
seguintes concentracdes: 5-10-20-30-40-50-100ng/106espermatozdides e a motilidade avaliada apds 50° de
incubacdo a TA. As amostras foram tratadas com DNase para eliminar o DNA exdgeno que néo foi transfectado,
para confirmar sua presenca foi feita a extragdo de DNA genémico, reacdes de PCR analisado em gel de agarose
1% com Gelred e visualizado em luz UV.As células incorporaram EGFP nas concentragbes de 5 a
100ng/106espermatozoides.Como as células apresentaram motilidade até a concentracdo de 50ng/pl, sugerimos
gue a concentracdo de DNA ndo ultrapasse 50ng/ul. A determinacdo da concentracdo de DNA exdgeno ira
contribuir para o protocolo de SMGT na geracdo de jundids transgénicos, mas serd0 necessarios estudos
complementares do plasma seminal, uma vez que ele podera interferir na interacdo do DNA exdgeno com 0
espermatozéide na SMGT.




