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1. INTRODUCAO

As protaminas sao proteinas encontradas no sémen e sdo altamente ricas
em arginina (45-80% moléculas) o que confere a elas um carater positivo
(AUSIO, 1999). A ligacdo da protamina com o DNA tem como conseqiiéncia a
formacéo do complexo da cromatina sem cargas, permitindo que as moléculas de
DNA sejam condensadas. A protamina € codificada pelo gene PRM1 e
sintetizada no citoplasma durante o alongamento das espermatides por
polirribossomos soltveis (BALHORW, 2007).

Todo o nivel de condensacéo e organizacdo do DNA ajuda a proteger a
cromatina do espermatozoide durante o transporte através no trato reprodutivo
masculino e feminino, e também garante a entrega do genoma paternal
permitindo o desenvolvimento embriondrio para a expressdo correta da
informacéo genética (SCHULTE et al, 2009).

De acordo BALHORW (2007) a presenca da protamina é necessaria para
a maturacdo espermatica adequada e a fertiidade de machos. Além disso, a
proporcéo correta de protaminas € essencial para a manutencdo da integridade
da cromatina do espermatozéide. Sémen de ratos com deficiéncia em protamina
apresenta um aumento de danificagbes no DNA, condensacao incompleta da
cromatina e outros defeitos que impedem o desenvolvimento embrionario depois
do estagio de blastocisto. No sentido de avaliar uma possivel relacdo entre a
protamina e as taxas de fertilizacdo em jundia e considerando que este gene
ainda ndo é conhecido para Rhamdia quelen este trabalho teve como objetivo
clonar uma regido parcial do gene da protamina desta espécie, para que
posteriormente a sequéncia completa do gene possa ser obtida.

2. MATERIAL E METODOS

O DNA gendmico foi obtido de sangue de jundias provenientes da Estacéo
de Piscicultura do Chasqueiro (UFPel). Para a extracdo de DNA para clonagem
do gene da protamina foi utilizado o Kit Blood Axygen (Axygen, USA) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Para checagem da qualidade e quantidade do
DNA extraido as amostras foram checadas em gel de agarose 0,7% e corados
com Gelgreen (Biotium, USA).
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Para obtencdo da porcédo da regido codificadora do gene da protamina de
jundid foram utilizados os primers degenerados forward 5-ACCTGCTCACA
GGTTGGCTG-3' e reverse 5-GTGGCAAGAGGNTCTTGAAG-3' para amplificar
um fragmento a partir do DNA gendmico. Apo6s a amplificacdo fragmentos (de
diferentes amostras) foram excisados do gel e purificados com o Kit Axygen Gel
(Axygen, USA). Apos a purificacdo os fragmentos foram checados novamente em
gel de agarose corados com Gelgreen (Biotium, USA) e Vvisualizados em
transluminador de luz UV. Apés ajustes das concentracdes os fragmentos foram
sequenciados em triplicata em ambas as direcdes em um sequenciador ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer.

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério ACTGene
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando capilares de 50
cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram
marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer forward do vetor PJET1.2 e 2 nL do
reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems)
em um volume final de 10 niL. As rea¢cfes de marcacdo foram realizadas em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa
de desnaturacgédo inicial a 96 °C por 3 min seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10
seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Ap6s marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitagcdo com isopropanol e lavagem com etanol 70 %. Os
produtos precipitados foram diluidos em 10 niL de formamida, desnaturados a 95
°C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador
automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o
programa Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems). A sequéncia consenso foi
obtida com o programa Geneious 5.1.7 (DRUMMOND et al, 2010)

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
A partir das amplificacdes com os primers descritos anteriormente e
utilizando o DNA gendmico foi obtido um fragmento de aproximadamente 400 pb
(Figura 1).
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Figura 2 — Otimizacédo da temperatura para os primers degenerados para obtencdo do
fragmento da protamina de jundia. Gradiente realizado com temperatura de anelamento
de 62°C = 5° C. Amostra 1 - 57,2° C, amostra 10 temperatura 67,5° C, M marcador de
peso molecular Generuler DNA ladder mix (Fermentas, Canadd) e N controle negativo.
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Apbés o estabelecimento da temperatura Otima de amplificagdo foram
realizadas novas amplificacdes para purificacdo dos produtos de PCR (Figura 2).
Os fragmentos obtidos foram excisados do gel e purificados com o Kit Axygen
Gel extraction (Axygen, USA) de acordo com as instrugoes do fabricante.
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Figura 4 — Amostras de 1 a 4 produto amplificado para protamina obtidos com
primers degenerados e temperatura de 61° C. M marcador de peso molecular
DNA ladder Mix (Fermentas, Canadd). Amostra 5 n&o relacionado a este estudo.

O DNA purificado foi utilizado para sequenciamento direto utilizando os
primers da amplificagéo inicial conforme descrito anteriormente.

Inicialmente foi realizada uma analise visual do eletroferograma tomando
como base o0s sequenciamentos realizados em triplicatas. Posteriormente foi
estabelecida a sequéncia consenso contendo 405 pb. Ambos os procedimentos
foram realizados utilizando o programa Geneious 3.5.6 (Biomatters, 2010). Para
confirmacéo do relacionamento da sequéncia obtida com outras de protamina foi
realizado um BLAST no NCBI, tendo sido confirmada a sua especificidade.
Primers especificos para a sequéncia no sentido 5 serdo desenhados para
obtencdo da sequéncia upstream do gene através da técnica de Genome Walking
(RISHIetal., 2004).

4. CONCLUSOES

Através do procedimento realizado foi possivel obter a sequéncia parcial do
gene da protamina de jundid, a qual serd ser utilizada para obter a sequéncia
promotora e regulatéria deste gene atraves da técnica de Genome Walking. Isto
possibilitard a realizacdo de experimentos futuros de analise de polimorfismo na
regido regulatéria e do relacionamento deste polimorfismo com caracteres de
fertilizacdo para esta espécie.
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