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1. INTRODUCAO

A técnica de PCR (polimerase chain reaction) quantitativo em tempo real (real
time - gPCR) é uma variacdo da técnica de PCR que permite quantificacdo de
produtos génicos de uma amostra. Dentre suas diversas aplicacfes, estd a
guantificacdo de expressao génica. Genes normalizadores sao necessarios para a
aplicacédo deste tipo de técnica pois funcionam como um controle de reacao interno
(SILVEIRA et al., 2018). Tais genes sao locus génicos expressos em todas as
células de um mesmo tecido sendo, assim, importantes para a correcao de
variacfes experimentais (INFANTE et al., 2008). Portanto, para ser considerado
como normalizador, um gene deve mostrar expressdo ndo regulada e estavel no
tipo de amostra analisada (ROMANOWSKI et al., 2007), e possuir sequéncias
diferentes do alvo, além de expressado constante e conhecida.

Dentre os genes normalizadores utilizados, estdo o effa e o h3f3a. O gene
efla (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1) codifica para o fator de
alongamento 1 a, uma proteina que faz parte do complexo EF1, o qual esta
envolvido no processo dependente de GTP de entrega de aminoacil-tRNA sintetase
para o ribossomo, ou seja, um gene importante para a sintese protéica (BECKER
etal., 2013). Ja o gene h3f3a (histone H3 family 3 a) codifica para a proteina histona
h3 que é uma proteina componente central do nucleossomo. Tal proteina é
importante para compactacdo do DNA em cromatina, ajudando também na
transcricédo, reparo do DNA, replicacao e a estabilidade cromossémica (CHUBB et
al., 2006).

O peixe-anual Austrolebias charrua é uma espécie endémica que vive entre o
sul do Brasil e o leste do Uruguai, habitando charcos temporarios, no entorno da
Laguna dos Patos e Lagoa Mirim (LANES, 2011). Por possuir distribuicdo
endémica, baixa capacidade de dispersdo, rapido ciclo de vida e estar
constantemente perdendo habitat devido a a¢des antropicas (VOLCAN & LANES,
2018), os peixes-anuais, incluindo A. charrua, representam o grupo de peixes com
0 maior perigo de extincdo do Brasil (MMA, 2014).

Sendo assim, devido ao ainda incipiente conhecimento genético-molecular
que se tem a respeito de A. charrua, o objetivo deste trabalho € apresentar a
clonagem, o sequenciamento e a caracterizagdo dos genes efla e h3f3a deste
peixe.

2. METODOLOGIA
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Peixes adultos da espécie A. charrua foram capturados em pocas
temporarias sob permissdo n° 71072 do IBAMA/SISBIO. Os peixes foram mantidos
no Biotério Aquatico da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), e todos
métodos e préaticas utilizados foram aprovados pelo comité de ética da
Universidade Federal de Pelotas e Universidade Federal do Rio Grande (CEEA
UFPEL 145/2019 e CEUA FURG P053/2019, respectivamente).

Os animais foram eutanasiados em agua gelada (2 °C — 4 °C) durante 10
minutos para coleta de seus tecidos (branquias e figado). Os tecidos foram
depositados em criotubos e armazenados em nitrogénio liquido até 0 momento da
andlise.

Para a analise molecular, foi extraido o RNA dos tecidos utilizando o
reagente Trizol (ThermoFisher Scientific, EUA) junto do kit Pure Link RNA mini kit
(ThermoFisher Scientific, USA) de acordo com o protocolo adaptado de Parthipan
et al. (2015). Foi verificada a qualidade e integridade do RNA extraido utilizando
espectrofotometria de luz UV com o equipamento NanoVue™ (GE Healthcare Life
Sciences, EUA) através da relacdo de absorcdo A260/A280=2.0 nm. Para remover
a contaminacédo do DNA gendmico a amostra foi tratada com DNAse usando DNA-
free™ Kit Treatment Dnase (Ambion Life Technologies, EUA) seguindo a
recomendacdo do fabricante. Depois disso, foi utilizado o fluorometro Qubit®
(Invitrogen™, EUA) para nova quantificacédo e analise de qualidade, e somente as
amostras de alta pureza prosseguiram para a reacao de transcricdo reversa (RT)
para confeccdo de cDNA. O cDNA foi confeccionado utilizando o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, EUA).

Os fragmentos dos genes foram entdo amplificados por PCR utilizando
primers desenhados com a ferramenta online PriFi (https://services.birc.au.dk/prifi/)
baseando-se em regides conservadas de alinhamentos mdultiplos de sequéncias
depositadas no GenBank e pertencentes a outros peixes filogeneticamente
relacionados a espécie de interesse. As reacfes de PCR foram incubadas em
termociclador SimpliAmp™ (Applied Biosystems, EUA), usando GoTaq® G2 Flexi
DNA Polymerase mix buffer (Promega, EUA) seguindo os protocolos do fabricante.
Os seguintes parametros foram ajustados para o desenvolvimento das reacdes de
PCR: ciclo inicial de 1 minuto a 94 °C; seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94
°C por 30 segundos intercalados a 35 ciclos de anelamento de 60 a 64.9 °C por 30
segundos e mais 35 ciclos de extenséo a 72 °C por 1 minuto, finalizando por um
ciclo de 5 minutos a 72°C. Para confirmar a amplificacdo dos fragmentos, o produto
da PCR foi analisado através de eletroforese em gel de agarose de 1,5%. Os
produtos foram purificados usando E-gel (Invitrogen, EUA) e inseridos em vetor de
clonagem pCR®4-TOPQO® TA (Invitrogen, EUA). Bactérias Escherichia coli da cepa
DH5a eletrocompetentes foram, entéo, transformadas utilizando tal vetor. Colonias
transformadas foram selecionadas para cultura, o plasmidio foi extraido com o kit
lllustra plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare, EUA) e purificado.

O material genético foi, entdo, submetido ao sequenciamento utilizando
sequenciador automatico Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer® (Life
Technologies, EUA) ap6s adicdo e mistura de BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, USA) as amostras, permitindo as reacdes de
amplificacé@o diferenciada necessarias ao sequenciamento.

Analises in silico foram realizadas paras caracterizacfes de ambos 0s gene
s. Para isso, foram utilizadas as ferramentas ORF finder (https://www.ncbi.nim.nih.
gov/orffinder/) e EXPASYy portal (https://web.expasy.org/translate/https://www.expa
sy.org/). O banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/) foi usado para predi
cao de sitios e dominios conservados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias geradas foram depositadas no GenBank sobre os cddigos de
acesso MW960433 e MW960436 (para effa e h3f3a, respectivamente).

Quanto as analises in silico, foi encontrado para o gene effa que a regiao
sequenciada se encontra na ORF -2 e codifica para 215 aminodcidos que
pertencem a proteina fator de alongamento 1a. O fragmento entre os aminoacidos
1 e 215 tem duas ligagbes para nucleotideos: 48 até 52 e 110 até 113, com um
dominio nos aminoé&cidos 1 ao 199.

O sequenciamento do fragmento do gene h3f3a que passou pelo processo
de clonagem molecular e resultou em uma sequéncia parcial com 284 nucleotideos.
O fragmento clonado e sequenciado de h3f3a pertencem ao ORF +1, além disso,
o fragmento codifica para 94 aminoacidos e pertence a familia Histona H3.

Caracterizar as sequencias génicas de espécies ainda pouco exploradas
molecularmente se faz muito importante por diversos motivos, dentre eles, a
possibilidade de investigacdo filogenética (PANDEY et al., 2020). A filogenia
molecular permite a verificacdo de relacdo entre espécies através da estrutura das
moléculas como, por exemplo, as sequéncias nucleotidicas.

Ainda, conhecer a estrutura de genes normalizadores de A. charrua se faz
importante para o desenvolvimento de analises de expressdo génica voltadas a
essa espécie através da técnica de real time - gPCR (GONZALEZ, 2008; PAPA,
2019). Para tanto, a pesquisa por genes que possam ser usados para a
normalizacdo dessa técnica é imprescindivel. Andlises de expressdo génica
diferencial podem ser importantes, por exemplo, para o desenvolvimento de
estratégias de aplicacdo de espécimes de A. charrua como bioindicadores de
qualidade de 4gua usando genes como biomarcadores. Além disso, essas analises
sdo importantes também para o conhecimento do comportamento de certos genes
frente a mudancas ambientais, estagio de desenvolvimento, dentre outras
situacdes que levam a alteracdes fisioldgicas.

4, CONCLUSOES

O presente trabalho relata a clonagem, o0 sequenciamento e a
caracterizacdo de sequéncias parciais dos genes effa e h3f3a de A. charrua. Tal
conhecimento € importante a fim de abrir portas para andlises de filogenia
molecular e analises de expressao génica desta espécie.

A partir deste trabalho, novas abordagens podem ser pesquisadas, como
uso desses peixes como bioindicadores de qualidade de &gua. Estudos de
expressado diferencial por real-time qPCR podem vir a ser mais explorados para
melhor compreensao de processos prejudiciais, ou ndo, a fisiologia normal de A.
charrua, uma espécie ameacada de se perder sem que a conhecamos
suficientemente bem.
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