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1. INTRODUCAO

Os Housekeeping genes (genes de referéncia) sdo genes com alto grau de
conservacdo e com expressdo constante em diferentes tecidos ou estagio de
desenvolvimento. Esses genes sdo de extrema importancia para a realizacdo da
técnica de PCR em tempo real (QPCR), técnica tida como padrdo ouro para a
qguantificacdo de expresséo génica, visto que sao utilizados como controle interno
dessas reacdes, possibilitando assim a obtencdo de resultados fidedignos
(EISENBERG; LEVANON, 2013).

Os fatores de iniciacao da traducé@o em eucariotos (elFs) sao proteinas acessorias
gue participam da maior parte deste processo de iniciagdo da sintese proteica.
Sendo que o complexo elF3 e suas subunidades interagem com um segundo
complexo, o elF4, e se tornam responsaveis pelo recrutamento da subunidade
ribossomal menor (JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010).

Alguns estudos relatam que o complexo elF3 é responsavel por dissociar 0s
ribossomos ap6s o término da traducdo, impedindo também a reassociacao
indesejada dessas subunidades ribossomais (PISAREV; HELLEN; PESTOVA,
2017).

Devido a grande importancia desses complexos proteicos nas células eucarioticas
e seu alto grau de conservacéo, alguns elFs ja estdo sendo testados e analisados
como genes de referéncia, como é o caso do complexo elF5A, o qual foi testado
em Paralichthys olivaceus, uma espécie de peixe de ampla importancia em paises
asiaticos (ZHANG et al, 2013).

Visto isso, buscando subsidiar estudos futuros em relacdo a analise de
housekeeping genes para qPCR em peixe-rei, espécie aquicola encontrada em
abundéancia na regido sul da América do Sul, com grande importancia nessas
regibes devido a comercializagdo da sua carne e possuindo grande exigéncia por
qualidade de agua (GARCIA et al., 2014), este trabalho tem como objetivo a
clonagem molecular e o0 sequenciamento do gene elF3g em peixe-rei
Odontesthes humensis.
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2. METODOLOGIA

2.1. Animais Experimentais

Para a realizagdo do experimento foram obtidos, no municipio de Arroio grande,
no Laboratério de Piscicultura da UFPel, peixes-rei da espécie Odontesthes
humensis em diferentes estagios de desenvolvimento. Esses animais foram
aclimatados durante 4 semanas, onde foram mantidos em tanques de 1000 L sob
condi¢des controladas e posteriormente expostos a condigdes adversas.

Apos este periodo, os animais foram anestesiados com uma solucdo composta de
benzocaina e posteriormente eutanasiados por sec¢do medular e excisao
cerebral para retirada dos tecidos de interesse e posteriormente foram
armazenados em nitrogénio liquido. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com a Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel, com o
namero de processo 7018/2015-85

2.2. Extracdo de RNA
A extracdo de RNA foi realizada a partir do tecido cerebral com o auxilio do
reagente TRIzol®, seguindo as instrucdes do fabricante.

2.3. Confeccédo de cDNA

Apoés a extracao, realizou-se a quantificacdo da concentracdo e pureza do RNA
por espectrofotometria de luz UV utilizando o equipamento Nanovue. Conseguinte
a determinacdo da concentracao ideal de RNA, foi possivel realizar a confeccao
de DNA Complementar (cDNA) utilizando o kit comercial High Capacity (Applied
Biosystems, EUA).

2.4. Clonagem e Sequenciamento

Os primers especificos para a amplificacdo do gene elF3g foram desenhados com
o auxilio do software online PriFi (http://cgi-www.daimi.au.dk/cqgichili/Prifi/main),
tendo como base a andlise de alinhamentos de sequéncias génicas do elF3g de
outros organismos, ja depositadas no GenBank.

Para a amplificacdo do gene elF3g, foram realizadas Reagbes em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando os primers desenhados, o cDNA confeccionado
como template e um gradiente de temperatura buscando elucidar a melhor
temperatura de amplificagdo do primer. A confirmacdo da amplificacdo se deu
através de eletroforese em gel de agarose 1,2%, seguida da purificacdo do
produto, utilizando colunas com membrana de gel silica proveniente do kit
comercial Purelink.

Ap6s a obtencdo de um produto puro e com concentracdo ideal, foi realizado o
sequenciamento por método de Sanger automatizado no Laboratério de Genbmica
Estrutural da UFPel e o depésito da sequéncia nucleotidica obtida no banco de dados
GenBank.



http://cgi-www.daimi.au.dk/cgichili/Prifi/main

32 SEMANA
INTEGRADA

UFPEL 20617

XXVl CONGRESSO DE
INICIACAO CIENTIFICA

C-OCI

=

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOs a visualizacdo em gel de agarose, foi possivel verificar que a melhor
temperatura de anelamento dos primers desenhados foi de 59,9 °C, uma vez que
nessa condicdo foi observado o produto da PCR do gene com o tamanho
esperado de 435 pares de bases (Fig. 1), o qual foi sequenciado e encontra-se
depositado no GenBank sob o nimero de acesso KX060035.1.
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Fig.1: Sequéncia nucleotidica depositada no GenBank.

Para confirmar a sequéncia depositada, foi realizado um BLAST (Fig. 2),
onde obteve-se uma identidade maior de 90%.

Description srg::(e ST:;?; S;jg vaIIEue Ident Accession

Odontesthes humensis eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G (etif3g) mRNA, partial cds 804 804 100% 00 100% KX060035.1

PREDICTED: Stegastes partitus eukaryotic translation initiation factor 3, subunit G (eif3g), mRNA 614 614 99% 8e-172 92% XM_008283092.1
PREDICTED: Acanthochromis polyacanthus eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G (eif3g), mMRNA 610 610 100% 1e-170 92% XM_022214656.1
PREDICTED: Seriola dumerili eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G (eif3q), transcript variant X2, mRNA 608 608 99% 4e-170 92% XM_022739459.1
PREDICTED: Seriola dumerili eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G (eif3q), transcript variant X1, mRNA 608 608 99% 4e-170 92% XM_022739458.1
PREDICTED: Austrofundulus limnaeus eukaryotic translation initiation factor 3, subunit G (eif3g), mRNA 603 603 99% 2e-168 92% XM_014024501.1
PREDICTED: Monopterus albus eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G (eif3q), transcript variant X2, mRd 586 586 99% 2e-163 91% XM_020610401.1

Fig.2: Blast realizado a partir da sequéncia nucleotidica depositada.

4. CONCLUSOES

Esse estudo tem como perspectiva a analise dos demais genes normalizadores clonados
e sequenciados pelo nosso grupo de pesquisa, a fim de determinar o melhor
housekeeping gene para estudos de gendmica funcional na espécie Odontesthes
humensis, e posteriormente elucidar os efeitos do herbicida RoundUp® sobre a expresséo
de genes relacionados a toxicologia.
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