™ PMA

Instituto Portugués
do Mar e da Atmosfera

e

AQUATRANSFER

-‘.
=
,Z..
& e
- .
O ";,. ,,;;).
) pes & T T g
2HEWVT: W . .G
e .. - o)
a e = - e
raps '?., ’?s
,.. - » e
o = = H&b
o = S e
- et B T aae
- o == o
— - . "% :g,g'?.:' y
R e e @S
Te = Tas
":’. = o
"»'?- -
.= -
R 4
i
A -

Potencial de aplicacao de ferramentas moleculares na
investigacao em aquacultura
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Potencial de aplicacao de ferramentas moleculares na investigagao em
aquacultura

As ferramentas de biologia molecular podem ser instrumentos bastante Uteis para
avaliacao das condicdes de saude e bem-estar de espécies produzidas em aquacultura.
Este tipo de metodologia molecular estd, cada vez mais, a ser utilizado na determinacao
da contribuicao parental das varias espécies produzidas, na determinacao da variacao
genética entre populacdes selvagens e cultivadas, na identificacao de genes envolvidos
em caracteristicas com importancia econdmica (ex. crescimento, resisténcia a doencas,
etc.), desenvolvimento de bio-marcadores que possam funcionar como sinalizadores de
uma determinada condicao de bem-estar, entre outros.

Nesta acdao de interacao e transferéncia de conhecimento serdao disponibilizados
conteudos sobre o potencial da aplicacao destas ferramentas na aquacultura.
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O potencial das ferramentas moleculares em

i

14:15 - 14:30
14:30 - 15:00

15:00 - 15:30

15:30 - 16:00

16:00 — 16:15
16:15 - 17:00

aquacultura

Local: EPPO - Estacdo Piloto de Piscicultura de Olhdo ‘ Total pa rticipantes acgﬁo: 14

A

w Area actividade participantes

Recepg¢ao dos participantes

Ferramentas moleculares — O que sio? M Outros M Empresa/sector ® Investigacdo

Catia Margues e Ana Catarina Matias
Ferramentas moleculares baseadas no DNA:
aplicabilidade em aquacultura
Catia Margues
Andlise de proteinas e sua aplicabilidade em aquacultura
Ana Catarina Matias

Intervalo para café

Pritica: Como recolher e armazenar tecidos para andlises

moleculares
Cdatia Margues, Catarina Marques e Ana Catarina

Matias
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Ferramentas v
moleculares: o @
gue sao? @

19 de junho de 2019

Catia Marques (catia.marques@ipma.pt) e Ana Catarina Matias (ana.matias@ipma)
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Do organismo ao

Cromossoma

Telémeros

ce|u|a Centrémero
Mitocdndria
Nucleo

Reticulo endoplasmatico

Aparelho de Golgi

Membrana

° celular DNA (dupla hélice)

Esqueleto de fosfato de agucar

Adenina
Guanina

Nucledtidos

Citosina
Timina
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Existe nas células de todos os organismos

v

Responsavel pelas caracteristicas hereditarias

E composto por 4 bases (Adenina, Guanina,

Citosina e Timina) gue emparelham entre si
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Como funciona?

Funciona como um disco rigido onde é armazenada informacao

essencial ao funcionamento de um organismo
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E 0 processo que as células utilizam para se dividir

A molécula original (mae) é copiada e origina duas
moléculas idénticas

A velocidade de replicacao depende do tipo de células:
* Replicacao constante (cabelo, unhas)

* Replicacao em resposta a estimulo (pele, figado)

* Replicacao inicial seguida de “stand-by” (cerebro,

musculo, coracao)
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Os segmentos de DNA que contém informacao genética chamam-

Se geENES,

Os genes contém informacao
que permite, através da leitura

do cddigo genético, fabricar as

proteinas;

Para ler essa informacao as células transformam a molécula de

DNA em RNA;
.
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O

O RNA é depois utilizado para produzir proteinas;

We are hot Junk! .

QOnly you are hot there yet
Os genes sao apenas 3% do DNA de \‘Q 1)
)
um organismo. Os restantes 97% sao Q @ =
@
muitas vezes chamados de “junk- P\ C ) P
¢ @0 °o

DNA”, mas hoje sabe-se que

funcionam como regides reguladoras.
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ribossoma

proteina
aminoacido
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Second nucleotide

u c A G

UUU cm | UCU UAU @ UGU U

u| e & | uee @ UAC UGC c

UUA o UCA UAA STOP | UGA STOP | A

UUG UCG UAG STOP | UGG G

cuu ccu cau | ceu U

cuc cee CAC CGC c
g ¢ o | Z— 3
o CUA CCA CAA & CGA A3
% CUG ccG CAG @ CGG G %
g [ aw ACU AAU AGU Q | :
- x| AUE ‘J@ ACC AAC @ AGC c =
AVA__ | Aca @ AAA AGA AT

AUG Met | AcG amc ¥ | ace G

GUU GCU GAU GGU u

GUC GCC GAC GGC zm |C

S| cua GCA 0 GAA . con Y |4

GUG GCG GAG GGG G
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Glycine (Gly) Alanine (Ala) Valine {Val) Leucine (Leu) Isoleucine (lle} Methionine (Met) Tryptophan (Trp) Phenylalanine (Phe)

Proline (Pro)

Estrutura geral de um aminoacido

i o L Ao Ao
HyN—C—C N—C—C HyN—C—C HyN—C—C HyH—C—C —c—
3 ] \o_ Hy I \o_ 3 I \0_ 3 I ‘w.o_ 3N ] \0_ HyN T [:\ _
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sH /cﬂ\o :I:M2
Nlllg /C\\
OH NHg D
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e Desempenham todas as func¢oes necessarias para a vidal!!!

exemplos: Hemoglobina

. Enzimas

. Actina, miosina
* Anticorpos

. etc.
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Resumo
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Primeira parte:

Segunda parte:
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Como sao sintetizadas as proteinas?
O que sao?
Qual a sua importancia?

Utilizacao das proteinas no estudo do

estado fisiologico de organismos marinhos
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O que sao as ?

Sao ferramentas que nos permitem trabalhar ao nivel molecular;

Sao normalmente utilizadas em genética, bioguimica, biologia

molecular, biofisica, entre outros, e permitem:

A identificacao de genes envolvidos em doencas

[ A compreensdo de mecanismos que controlam a expressdo genética

[ O estudo estrutural e funcional de proteinas ]

Identificacdao de marcadores do estado fisiologico Identificacio de micro-organismos ]

[Terapia genética para o tratamento de doengas
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Video resumo
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Analise de proteinas e sua
aplicabilidade em
aquacultura
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Proteinas:

- Oscilacdes de temperatura
- Ma nutricao

- Doenca

- Exposicao a toxinas, etc.

$

Afeta proteinas envolvidas
nos processos celulares

Argyrosomus regius 20 DAH 230 DAH ‘
Processo bem regulado e em equilibrio ] L
Biomarcadores estado fisiologico
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Proteinas:

Hsp70 — ajudam as proteinas a adquirir a sua
estrutura; impedem que percam a sua

estrutura funcional

- Densidade

- oscilacoes de temperatura

- Nutricao
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Western blot

1. Preparacao das 2. Separacao das proteinas 3. Transferéncia

O

amostras (electroforese)

Papel

Gel +
proteinas

membrana

Papel
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Western blot

5. Aquisicao de imagem
e quantificacao

4. Lavagens e incubagao
com anticorpos

+ substrato

Ab 2°

Ab 1°

Normalizacao
Hsp70/B-actina

———————— - |— Hsp70 }

— — i —— S — B'aCtina

Membrana + proteinas
Housekeeping protein

!J

(HKP)
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Hsp70:

» Avaliar que densidade de cultivo poderia causar menos stress
celular em larvas de corvina

19 DAH 29 DAH

140 140
120 120 T

100 -

100 -

80 - 80 -

60 - 60 - T

40 -
20 -

40 -
20 -

ratio Hsp70/b-actin (%)
ratio Hsp70/b-actin (%)

low density high density low density high density

baixa densidade — 25 larvas/L

elevada densidade — 50 larvas/L » W Hsp70 W Stress celular
L
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Hsp70:

» Avaliar o impacto de oscilacoes de temperatura em dourada

Branquias Figado

& 350 K 350
S 300 | S 300
@ a
g 250 g 250
g g
d 200 v 200
2 2
:% 150 g- 150
2 100 + 2 100 I
< 50 1 - 50
o o

0 - 0

control experimental control experimental
"‘ Hsp70 "‘ Stress celular
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Hsp70:
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> Avaliar

efeito modulador

da taurina nos sistemas de

degradacao de proteinas em corvinas alimentadas com uma
dieta rica em ingredientes vegetais

Hsp70 relative expression (%)

250
200
150
100

]
o o

Figado

——

0%

0,5%

1% 1,5% 2%

Taurine (%)

Hsp70 relative expression (%)

250
200
150
100

(S
o o

Intestino

0,5% 1%

Taurine (%)

0%

1,5%

2%
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Resumo

 Proteinas podem ser utilizadas para caracterizar determinados
estados fisiologicos de organismos marinhos, como por
exemplo stress ou boa/maé nutricao

e Hsp70 é um exemplo desses marcadores

e Técnica de western blot pode ser utilizada para analise de
proteinas em organismos marinhos
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