4° Simpoésio Internacional Sobre Caprinos e Ovinos de Corte
Feira Nacional do Agronégocio da Caprino-Ovinocultura de Corte
16 a 20 de Novembro de 2009
Jodo Pessoa — Paraiba — Brasil

Caracterizacao protéica do plasma seminal de ovinos da raca Morada Nova!

Nadiana Maria Mendes Silva’, Angela Maria Xavier Eloy’, Jodio Ricardo Furtado®, Diones Oliveira Santos’, Nagila
Mendes Silva®, Andréa Zila Barroso de Souza’, Roberta Vianna do Valle®, Tatiana Santos Primo’

—_

Parte da dissertacdo da primeira autora, financiada pela Embrapa Caprinos e Ovinos

Aluna de Mestrado do Programa de Pés-graduagio em Zootecnia — UVA/Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral-CE. e-mail: nadiana.mendes @ gmail.com
Pesquisadora Embrapa Caprinos e Ovinos. e-mail: angela@cnpc.embrapa.br

Laboratorista Embrapa Caprinos e Ovinos. e-mail:ricardo@cnpc.embrapa.br

Pesquisador Embrapa Caprinos e Ovinos. e-mail:diones @cnpc.embrapa.br

Aluna de Graduagao do curso de Biologia da UVA, Sobral-CE. e-mail: naginha_mendes @hotmail.com

Aluna de Mestrado do Programa de Pés-graduagdo em Ciéncia Animal — UFERSA, Mossor6-RN. e-mail: andreazila@hotmail.com

Aluna de Graduagdo da UFBA, Salvador-BA. e-mail: betadovalle@hotmail.com

Aluna de Mestrado do Programa de Pés-graduagdo em Zootecnia — UVA/Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral-CE. e-mail: tati_primo@hotmail.com

R - Y T SR

Resumo: A biologia molecular na édrea da reprodugéo animal traz novas ferramentas para o melhoramento genético, por meio da
utilizacdo de marcadores bioquimicos em liquidos organicos que demonstrem o potencial genético de um animal. Logo, a caracterizacio das
proteinas seminais nos permitird a identificacdo de como as mesmas se apresentam dentro da raga estudada e relaciond-las a fertilidade. Foram
utilizados 14 reprodutores ovinos da raga Morada Nova onde se analisou as bandas protéicas através de eletroforese unidimensional SDS PAGE,
em géis de poliacrilamida a 12,5%, corados por Comassie Blue. Quatro bandas protéicas, presentes em 100% das amostras de plasma seminal,
foram quantificadas de acordo com o peso molecular: 14 kDa; 20 kDa, 22 kDa e 55 kDa. Neste estudo 12 dos 14 animais apresentaram a banda
de peso molecular 66 kDa, identificada por outros autores como a albumina. As proteinas de peso molecular 33, 50, 52 e 115 kDa foram as que
apresentaram menor freqiiéncia, aparecendo cada uma em animais diferenciados. Este trabalho nos permitiu visualizarmos a distribui¢do e
variacdo do peso molecular das bandas protéicas nos diferentes animais da raca Morada Nova.
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Characterization of seminal plasma protein in sheep Morada Nova

Abstract: The molecular biology in the area of animal reproduction brings new tools for genetic improvement through the use of biochemical
markers in body fluids to demonstrate the genetic potential of an animal. Therefore, the characterization of seminal proteins will enable us to
identify how they present themselves within the breed studied and relate them to fertility. We used 14 breeding sheep Morada Nova and
analyzed the protein bands by one-dimensional electrophoresis on polyacrylamide gels or 12.5%, stained with Coomassie Blue. Four protein
bands, present in 100% of seminal plasma samples were quantified according to the molecular weight: 14 kDa, 20 kDa, 22 kDa and 55 kDa. In
this study 12 of the 14 animals showed a band of molecular weight 66 kDa, identified by other authors such as albumin. Protein molecular
weight 33, 50, 52 and 115 kDa showed the lowest frequency, each appearing in different animals. This work allowed us to visualize the
distribution and variation of the molecular weight of protein bands in different animals of the Morada Nova.
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INTRODUCAO

A biologia molecular na drea da reproducéio animal traz novas ferramentas para o melhoramento genético, por meio da utilizacdo de
marcadores bioquimicos em liquidos organicos que demonstrem o potencial genético de um animal, cuja selecdo de genétipos superiores, para
determinadas caracteristicas reprodutivas possa ser incrementada (Roncoletta et al, 1999).
O plasma seminal tem um papel essencial para fun¢des espermaticas in vivo, desde a ejaculagdo, até a fertilizacdo (Kraus et al., 2005),
proporcionando boas condi¢des para a manutengdo da motilidade, da sobrevivéncia e do transporte espermatico, tanto no sistema reprodutor do
macho, quanto da fémea (Topfer-Petersen et al., 2005). Outras fungdes e caracteristicas dos espermatozéides que podem ser influenciadas por
proteinas do plasma seminal incluem a capacitacdo e a reacdio acrossOmica (Manjunath & Therien, 2002). Por isso, a caracterizagdo de proteinas
presentes no plasma seminal de diferentes espécies, pela identificacdo dos polipetideos, pode fornecer elementos para a certificacdo da
fertilidade e da congelabilidade do sémen (Killian et al., 1993; Roncoletta et al 1999; Jobim et al., 2004; Moura et al., 2007).
Muitos sdo os trabalhos com eletroforese para isolar e identificar as proteinas do sémen seja do espermatozdide ou do plasma seminal, mas
poucos sdo os dados de trabalhos relacionados a espécie ovina e mais precisamente da raca Morada Nova. Logo este trabalho teve como objetivo
caracterizar as bandas protéicas presentes nos ovinos da raca Morada Nova criados na regido Norte do estado do Ceara.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Embrapa Caprinos e Ovinos, em Sobral, Ceard, na regido Norte, em pleno semi-drido, a 3°42' de latitude



Sul e 40°21' de longitude Oeste, e uma altitude de 83 metros. A temperatura média anual é de 28°C, com médias, minima e maxima, de 22°C e
35°C, respectivamente, e umidade relativa do ar de 69%.

Foram utilizados 14 machos da raca Morada Nova, com idade variando de 18 a 21 meses, submetidos a regime de criagdo semi-intensivo. O
sémen foi colhido em vagina artificial, no més de dezembro/2008 e as amostras foram avaliadas quanto a concentracdo, aspecto, volume,
motilidade espermadtica progressiva retilinea e vigor. O sémen foi centrifugado a 3.000 rcf para separacdo do plasma seminal e em seguida
recentrifugado a 10.000 rcf para retirada de restos celulares.

Foram realizadas as andlises de proteinas totais através do método descrito por Bradford (1976) e em seguida eletroforese Unidimensional SDS-
PAGE a 12,5%. As bandas protéicas foram analisadas através do programa BioDoc-It and VisiDoc-It, Gel Documentation System da UVP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que ndo houve diferenga estatistica quanto ao volume do ejaculado, motilidade progressiva, vigor e
concentracdo espermdtica (P>0,05) entre os animais estudados. O valor médio da proteina total foi de 15,13pg/ul variando de 9,55 a 22,37ug/ul.
Os géis de eletroforese unidimensional nos mostraram que houve uma diferenca na distribui¢do das bandas protéicas entre os animais, onde o
peso delas variaram de 14 a 125 kDa, sendo a maior freqiiéncia as bandas >50 kDa. Também foi observado que o mimero de bandas diferiu entre
os animais (11-16 bandas), apesar de serem da mesma raca, com idades aproximadas e criados em um mesmo sistema.

Observou-se a presencga das bandas de peso 14, 20, 22 e 55 kDa presente em 100% dos animais avaliados. Sendo a de 14 kDa relacionada a
manuten¢do da motilidade espermdtica em caprinos (Jobim, et al. 2003) e segundo Villemure et al. (2003) responsdvel por ligar a membrana
espermadtica durante o transito epididimdrio atuando na capacitagio espermadtica dessa espécie. A banda de 55 kDa foi identificada por diversos
autores como sendo a osteopontina (CANCEL et al. 1997; KILLIAN et al., 1993; FRAZER & BUCCI, 1996).

As proteinas de peso molecular 66 e 96 kDa foram identificadas em 85,7% dos animais, sendo a de 66 kDa j4 identificada por Oberst et al.,
(2002) como a albumina.

As bandas que apresentaram menor freqiiéncia foram as de 33, 50, 52 e 115 kDa, sendo estas identificadas cada uma em animais distintos,
devendo serem estudadas futuramente.

CONCLUSOES
Este trabalho nos permitiu conhecer a distribui¢do e variagdo do peso molecular das bandas protéicas em diferentes animais da raca
Morada Nova, dando suporte a futuros estudos de biologia molecular.
As bandas de 33, 50, 52 e 115 kDa, por terem sido as de menor freqiiéncia, distintas nos demais animais, devem ser estudadas
futuramente.
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