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RESUMO

O gene vasa codifica uma proteina que pertence a uma familia de proteinas
denominada DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) Box, constituida de RNA helicases ATP-
dependente. Extremamente conservada entre os organismos, sua fungao esta
associada com o metabolismo do RNA. Na maioria das espécies investigadas,
a expressao do vasa restringe-se a linhagem germinativa. Estudos realizados
utilizando metodologias distintas (knockdown, knockout, mutac&o) para
conhecer o papel do vasa, demonstraram que o vasa tem fundamental
importancia no desenvolvimento da linhagem germinativa dos invertebrados e
vertebrados. Em nosso estudo, caracterizamos o cDNA do vasa de forma
inédita em uma espécie nativa, R. quelen (Heptapteridae, Siluriformes).
Analises comparativas da proteina foram realizadas, mostrando que a proteina
€ altamente conservada ao longo da evolugdo. Além disso, a expressao do
Rqvasa (Rhamdia quelen vasa) por RT-PCR (transcricdo reversa — reacdao em
cadeia da polimerase) e gqRT-PCR (PCR quantitativo em tempo real) em
diferentes tecidos mostra que o0 mesmo € expresso somente nas gonadas. Os
sitios de expressdo do Rqvasa localizam-se exclusivamente nas células da
linhagem germinativa. Analises por RT-PCR e por gRT-PCR durante o
desenvolvimento embrionario de R. quelen demonstram que o Rqvasa é
herdado maternalmente e sua expressao diminui gradativamente ao longo do
desenvolvimento embrionario e larval. Através da hibridizagdo in situ nos
embrides e larvas, foi possivel visualizar o processo migratério das células
germinativas primordiais (CGPs). Desta forma, este trabalho caracteriza de
forma inédita, o cDNA do Rqvasa, descrevendo sua expressao durante o
desenvolvimento assim como o processo migratorio das CGPs. Os resultados
obtidos neste estudo servirdo de base para utilizar o gene vasa em diferentes
abordagens biotecnoldgicas, como por exemplo, esterilidade, transgenia
(vasa::egfp, como exemplo), transplante utilizando células germinativas, dentre
outras.

Palavras chave: DEAD box, CGPs, helicase, linhagem germinativa.
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ABSTRACT

The vasa gene encodes a protein that belongs to protein family called DEAD
(Asp-Glu-Ala-Asp) Box, which is constituted of ATP-dependent RNA helicases.
This protein is extremely conserved among the organisms, and its role is
associated with RNA metabolism. In the majority of the investigated species,
vasa expression is restricted to the germline cells. Different methods (such as
knockdown, knockout and mutation) to address vasa's role have demonstrated
that vasa is crucial for germ cell development. In this study, we have
characterized the full cDNA of vasa from a native species, R. quelen
(Heptapteridae Siluriformes). Comparative analysis using the protein sequence
has demonstrated that Vasa is highly conserved along the evolution. Moreover,
we have evaluated through RT-PCR and qRT-PCR Rqvasa expression in
different tissues, showing that vasa transcripts are exclusively expressed in the
R. quelen gonads, specifically in the germinal cells RT-PCR and gRT-PCR
analysis during embryonic and larval development have shown that Rqvasa is
maternally inherited and its expression decreased during development. in situ
hybridization techniques performed in whole embryos and larvae allowed to
study the primordial germ cells (PGCs) migratory process towards the gonadal
ridge. This work has characterized for the first time the full length cDNA of vasa,
describing its expression patterns during R. quelen embryonic development as
well as the PGCs migratory process in this species. Our results will contribute
for the basic reproductive biology of this native species, and will support studies
using vasa in different biotechnological studies, such as sterility, transgenesis
(vasa::egfp, for example) germ cell transplantation and others.

Key-words: DEAD box, CGPs, helicase, germ line
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Capitulo 1

Revisao da Literatura
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1. INTRODUCAO

1.1.Gene vasa

O gene vasa codifica uma série de proteinas que pertencem a familia
DEAD-box (LINDER et al., 1989). Esta familia € composta por RNA helicases
ATP-dependente, cuja fungdo esta associada com o metabolismo do RNA
(TANNER et al., 2003). Com estrutura altamente conservada entre os
organismos, esta familia é caracterizada por conter sequéncias especificas de
aminoacidos que se repetem entre seus membros, os motivos protéicos (Figura
1) (LINDER et al., 1989). Ao todo sdo encontrados nove motivos, incluindo o
motivo DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp), o qual designa o nome da familia DEAD-box
(Figura 1) (ROCAK & LINDER, 2004).

SAT

'HRIGRTGR |

v |

Arg & Gly-rich Q IIa IbIl IIIV VVI  acdic

Figura 1 - Diagrama esquematico da proteina vasa de Drosophila, mostrando os motivos (Q, I, la, Ib, I,
I, IV, V e VI) conservados. Em roxo, o motivo DEAD que designa o nome do conjunto de proteinas da
familia DEAD box. A regido N terminal (esquerda, azul) é rica em arginina e glicina, e a C terminal tem
carater acido (direita, amarelo). Retirado de Lasko (2013).

De modo geral, as helicases sao enzimas que catalisam a separagao dos
acidos nucléicos de fita dupla, de forma dependente de energia (ALBERTS et
al., 2010). Embora atuem como helicases, estas proteinas também possuem
outros papéis em diversos processos celulares (CORDIN et al., 2006). Por
exemplo, durante a formagdo e maturagdo do RNA, podem ser observadas
interacdes complexas e dindmicas da molécula de RNA inicial (transcrito
primario) com outros acidos nucléicos e proteinas até a maturagao final do
RNA, nas quais estas proteinas podem atuar (ROCAK & LINDER, 2004). Tais
interagdes vao desde os processos de splicing do pré-RNA mensageiro até a

biogénese do ribossomo, onde rearranjos do complexo ribonucleoproteico e a
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participacdo das RNAs helicases s&o necessarios para obten¢gdo do produto
final, conforme ilustra a Figura 2 abaixo (ROCAK & LINDER, 2004).
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Figura 2 - Processos celulares que requerem RNA helicases, DEAD-box. Experimentos bioquimicos e
genéticos em Saccharomyces cerevisiae, bem como em outros organismos, tém indicado varias fungdes
celulares para as proteinas DEAD-box. Estas incluem: 1) biogénese do ribossomo (por exemplo, Fal1,
também conhecido como elF4Alll), Rok1, Spb4 e Dbp10), 2) slipicing do pré-RNAm (Prp28, Prp5 e Sub2),
3) exportacdo de RNAm (Dbp5 e Sub2), 4) iniciagdo da tradugédo (elF4A, Ded1 e vasa), 5) expressao de
genes de mitocondrias/cloroplastos (Mss116, Mrh4 e Cit-19) e 6) degradacdo do RNA (RhIB, Dbp2 e
Dhh1). Retirado de Rocak & Linder (2004).

Algumas proteinas DEAD-box podem funcionar em dois ou mais
processos, como por exemplo, a Sub2 que participa no processo de slipicing e
exportagdo do RNAm. Isto indica que as helicases servem como links ou
elementos de controle para diversos processos celulares (ROCAK & LINDER,
2004).

1.2.Células germinativas primordiais (PGCs)

As células germinativas primordiais (PGCs) sédo células diploides, e
precursoras das células da linhagem germinativa masculina e feminina (RAZ,
2003). A linhagem germinativa é passivel de manter a totipoténcia (células
tronco), como de sofrer ciclos de proliferagao, diferenciacédo, e meiose, em
contraste com as células somaticas que sao destinadas a ter um numero fixo e
terminalmente diferenciadas (BRAAT et al., 1999). O termo "células

germinativas" € utilizado para descrever as ceélulas que pertencem a linhagem
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germinativa em todas as fases da vida do animal, e seu desenvolvimento pode
ser dividido com base no seu comportamento e estagio de diferenciagéo
(NIEUWKOOP & SUTASURYA, 1979).

Durante o desenvolvimento embrionario, antes de serem
morfologicamente distinguiveis e segregadas da linhagem somatica, as células
da linhagem germinativa sdo muitas vezes referidas como células germinativas
primordiais presumiveis (PPGCs) (NIEUWKOOP & SUTASURYA, 1979). Uma
vez ‘separadas’ do soma, as PGCs apresentam caracteristicas tipicas que
incluem morfologia nuclear, material elétron-denso, perfis especificos de
expressado génica e intensa atividade migratéria, uma vez que migram pelo
mesentério até o primérdio gonadal, onde colonizardo a futura génada do
embrido (GILBERT, 2003).

Uma vez que ocorre a diferenciagao sexual, as PGCs diferenciam-se nas
células tronco da linhagem germinativa masculina ou feminina, as quais daréo
origem aos espermatozoides e odcitos respectivamente, nos individuos adultos
(RAZ, 2003). Durante o desenvolvimento embrionario, dois padrdoes de
especificacdo das PGCs podem ser observados entre os animais, como ilustra
a Figura 3 abaixo (NAKAMURA & SEYDOUX, 2008).

Caunesp 10
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Figura 3 - Especificagao das PGCs: dois padrdes distintos podem ser observados entre os animais. Em
Caenorhabditis elegans, (A) o plasma germinativo (em rosa) localiza-se assimetricamente no zigoto e
segrega-se em blastdmeros especificos que dardo origem as PGCs que migram para o interior do
embrido. Em Drosophila (B), o plasma germinativo (em rosa) localiza-se na regido posterior do zigoto e
segrega-se especificamente originando PGCs que também migram para o interior do embrido,
semelhantemente a C. elegans. Em camundongos (C), sinais extra-embrionarios ativam a expresséo do
gene Blimp1 (em rosa) em células do epiblasto que dardo origem as PGCs as quais migram pelo
mesentério até o primordio gonadal em formacgéo. Retirado de Nakamura & Seydoux (2008).

Em varios organismos como Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans (Figura 3) e Xenopus laevis, determinantes citoplasmaticos,
conhecidos como plasma germinativo, localizam-se assimetricamente no zigoto
(ver rosa na Figura 3). Nas divisbes celulares subsequentes, o plasma
germinativo segrega-se do "soma", dando origem as PGCs (Figura 3A, B). O
plasma germinativo constitui-se de uma série de RNAs de longa duragao
associados as proteinas herdadas maternalmente (NAKAMURA & SEYDOUX,
2008; SAFFMAN & LASKO, 1999; WILLIAMSON & LEHMANN, 1996). Este
processo também €& observado em peixes teledsteos, como em medaka
(Oryzias latipes) (HERPIN et al., 2007) e zebrafish (Danio rerio) (HASHIMOTO
et al., 2004)
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Em mamiferos, conforme mostrado na Figura 3C, ndo existe plasma
germinativo no inicio do periodo do desenvolvimento embrionario (NAKAMURA
& SEYDOUX, 2008). Neste segundo padrao, a especificacdo das PGCs se da
pela interagao célula-célula, antes do periodo da gastrulagdo do animal (TAM &
ZHOU, 1996). A Figura 3C mostra ainda que sinais extra-embrionarios ativam a
expressado do gene Blimp1 em células do epiblasto, as quais dardo origem as
PGCs em camundongos (NAKAMURA & SEYDOUX, 2008). Em ratos este
processo € mediado pela proteina morfogenética 6ssea (BMP) (YING et al.,
2001).

Os determinantes citoplasmaticos ou plasma germinativo estdo presentes
continuamente ao longo do desenvolvimento da linhagem germinativa, com a
excecgdo do esperma maduro (VORONINA et al., 2011). Morfologicamente, o
plasma germinativo refere-se a corpos elétron-densos proximos ao envoltorio
nuclear, ou dispersos no citoplasma em associacdo com mitocéndrias das

células germinativas (Figura 4).

Tais estruturas receberam diferentes nomes ao longo dos anos, tais como
granulos “P” em C. elegans (STROME & WOOD, 1982), granulos polares em
D. melanogaster e outros insetos (COUNCE, 1963), e granulos germinativos
em X. laevis (ALMUKHTA.KA & WEBB, 1971). Apesar das distintas
nomenclaturas, a composi¢do do plasma germinativo € semelhante nos mais
diversos organismos, sendo constituido por mitocéndrias, granulos elétron-

densos com complexos de RNAs/proteinas (Figura 4).
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Figura 4 - Ir.nunodetecgéo do plasma germinativo com nanoparticulas de ouro em microscopia eletrénica
de transmissao. Cortes ultrafinos de testiculo de medaka (Oryzias latipes) adulto incubado com anticorpo
anti-Vasa. (A) Espermatogénia. A area selecionada indica o plasma germinativo proximo ao envoltério
nuclear, (nu) nucleo, (mt) mitocondria. (B) Plasma germinativo em maior aumento, constituido de
mitocdndrias e imunomicrosocopia eletrbnica com nanoparticulas de ouro positiva para proteina
germinativa Vasa. Escala: 1 ym. Retirado de Yuan et al., 2014.
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Tal estrutura mostra-se dinamica ao longo desenvolvimento das células
germinativas, estando em maior quantidade em células germinativas mais
indiferenciadas e diminuindo gradativamente ao longo da gametogénese (RAZ,
2003).

ApoOs sua especificagdo, as PGCs vao migrar para a regido do primoérdio
gonadal (ou crista gonadal), futura gbnada do individuo (WEIDINGER et al.,
1999). Nos peixes teledsteos, as PGCs aparecem translocadas a partir do
epiblasto para o hipoblasto durante a gastrulagdo (Figura 5A, B, C). Na
somitogénese, as PGCs encontram-se associadas a camada sincicial do vitelo
mais periférica (Figura 5D,E), onde irdo migrar pelo mensentério até colonizar o
primoérdio das génadas juntamente com as células mesenquimais precursoras
das células somaticas (Figura 5F,G) (BRAAT et al., 1999).
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Figura 5 - Padrao de migracdo das PGCs em zebrafish. (A;l) Grupos de PGCs estdo localizados
marginalmente no epiblasto. (B;ll) Com a epibolia, as PGCs migram para a linha dorsal, e posteriormente
localizam-se ventralmente.(C- llla;lllb) PGCs translocam-se do epiblasto para o hipoblasto a medida que
0 epiblasto dobra-se nele mesmo e avanga internamente no embrido. (D, E) Somitogénese; PGCs
localizam-se entre mesoderme e saco vitelinico. PGCs de cada lado do embrido convergem e migram
pelo mesentério colonizando a futura regido da gébnada no embrido. Retirado de Raz (2003).
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1.3.vasa como marcador molecular das células da linhagem
germinativa

As primeiras descricbes morfoldégicas das PGCs nos peixes teledsteos
datam da década de 50 (JOHNSTON, 1951). Nestes estudos iniciais, a origem
embrionaria das PGCs, assim como sua proliferagcao e migracao foi investigada
com apenas ferramentas morfolégicas (BRUSLE, 1983; HAMAGUCHI, 1982;
JOHNSTON, 1951; TIMMERMANS & TAVERNE, 1989; VANDENHURK &
SLOF, 1981). Nos anos seguintes, a identificagdo de genes especificos que
caracterizam as PGCs permitiu uma melhor compreensao do desenvolvimento
da linhagem germinativa neste grupo de animais (HAY et al.,1988). Neste
contexto, a tabela abaixo (RAZ, 2003) mostra uma série de genes especificos
da linhagem germinativa, investigados até o presente momento: vasa, nanos-1,
dalz, dead end, cxcr4b e o sdf-1a (RAZ, 2003).

Tabela 1 Genes expressos em células germinativas primordiais (PGCs) de zebrafish e seus ortélogos em

diferentes animais. Modificado de Raz (2003).

Drosophila Caenorhabditis  Xenopus Mus Homo

melanogaster elegans laevis domesticus sapiens

DEAD-box glh-1,-2,-3 e-
vasa vasa VLG1 Mvh VASA
RNA 4
helicase
nanos-1 nanos-1 nanos nanos-1e -2 cat-2 - NOS1
DAZ,
dazl dazl boule daz-1 dazl Dazl e Boule DAZL e
BOULE
dead
dead end  dead end - - dead end -
end
cxcrdb cxcrdb - - cxcrdb - -
sdf-1a sdf-1a sdf-1a Sdf-1a SDF-1

Dentre os genes apresentados acima, o vasa € um dos mais estudados,

em funcdo de sua sequéncia ser altamente conservada, e também por ser
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expresso em células germinativas tanto na fase embrionaria como na fase
adulta (XU et al., 2005).

Identificado pela primeira vez em D. melanogaster, o gene vasa é
expresso na regiao posterior do ovo, em estruturas conhecidas como granulos
polares (plasma germinativo) (HAY et al.,1988). O homdlogo do gene vasa
também foi encontrado no plasma germinativo de outros organismos, como em
ras (Xenopus laevis) (KOMIYA et al., 1994), camundongo (FUJIWARA et al.,
1994) e nematddeo (C. elegans) (GRUIDL et al., 1996).

Com base na sequéncia de D. melanogaster, Yoon e colaboradores
(1997) clonaram o gene vasa em zebrafish (D. rerio), obtendo desta forma o
primeiro marcador molecular especifico para as PGCs e células germinativas
para esta espécie. Além disso, também foi possivel avaliar os sitios de
expressdo do vasa durante o desenvolvimento embrionario de zebrafish,

conforme ilustrado pelo esquema abaixo (Figura 6).

No estagio de duas a quatro células (Figura 6), os transcritos do vasa
(pontos escuro) ocorrem no plano de clivagem de duas a quatro células, e
posteriomente sao segregados nas PGCs (YOON et al., 1997). A presenca do
vasa nos estagio iniciais do desenvolvimento (1 a 2 celulas, Figura 6) indicam
que o RNAmM do gene é herdado maternalmente (YOON et al., 1997). Esta
heranga materna também pode ser comprovada pela técnica de northen blot
(técnica de analise da expressdo génica através da deteccdo do RNA em

membrana de nitrocelulose) apds a fertilizagao (YOON et al., 1997).
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Figura 6 - Identificacdo dos sitios de expressédo do gene vasa durante a embriogénese de zebrafish. A
etapa do desenvolvimento embrionario e a regido do embrido que foi representada (top ou side) esta
indicada abaixo de cada desenho. O vitelo esta sombreado e as setas apontam para as células que
expressam o vasa. O RNA do vasa é detectado ao longo das duas primeiras clivagens, e em seguida se
condensa em quatro aglomerados que irdo formar as PGCs. Retirado de Yoon e colaboradores (1997).

Em zebrafish, a heranga materna do vasa é estavel até os 10 primeiros
dias do desenvolvimento (HARTUNG et al., 2014). Tal observacéo foi obtida a
partir de linhagens deficientes para o gene vasa. Em tais linhagens, a
expressao do vasa observada até os 10 primeiros dias s6 pode ser resultado
da heranga materna do mesmo (HARTUNG et al., 2014).

Além de sua caracterizagdo, o papel do gene vasa durante o
desenvolvimento gonadal tem sido alvo de muitas pesquisas. Por exemplo,
estudos com D. melanogaster demonstraram que fémeas que tiveram
mutacdes em alelos que contém genes maternalmente herdados, dentre eles o
vasa, nao conseguem completar a oogénese, sendo, portanto, estéreis
(SCHUPBACH & WIESCHAUS, 1991). Por outro lado, camundongos
deficientes para o gene homologo do vasa (Mvh) gera esterilidade apenas para
os individuos do sexo masculino (TANAKA et al., 2000). Em peixes, estudos
em medaka (Oryzias latipes) mostram que o knockdown do gene vasa, resulta

na migragao ectopica das PGCs (LI et al., 2009). Em zebrafish, a perda da
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funcdo do gene vasa causa esterilidade em machos que possuem testiculos

formados apenas por células de Sertoli (Figura 7C, C', C").

| vasa +/+ male l [ vasa -/+ male I I vasa -/- male I | vasa +/+ female l I vasa -/+ female

do vasa (-/+) (B,E) e homozigotos (-/-). (A’'B’C’D’E’) Visao lateral da dissecgao das génadas (pontilhadas
em branco). A espermatogénese é normal tanto em peixe selvagem (A") como no heterozigoto vasa (B").
Oogénese normal em peixe selvagem (D") e heterozigoto (E"). Em machos (C”) que perderam o vasa em
seus dois alelos (-/-) sdo estéreis e possuem testiculos compostos por tubulos vazios, sem células
germinativas. Cortes histologicos corados com Hematoxilina/Eosina. Escala, 0,1 cm ( A'-E'); 10 ym (A"-
E"). Modificado de Hartung et al.,(2014).

O papel do vasa na regulagdo do desenvolvimento gonadal ainda €&
incipiente, visto que ele esta presente durante toda a linhagem germinativa,
exceto em espermatozoides (Figura 8). Além disso, como mostra a Figura 8
abaixo, 0 vasa é mais expresso em células germinativas iniciais, como em
espermatogdnias e oogobnias, e sua expressao diminui gradativamente com a

progressao da espermatogénese/oogénese (YUAN et al., 2014).
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Figura 8 - Expressdo da proteina Vasa em gbnadas de medakas (O. latipes) adulto. (A) Diferentes
estagios da oogénese; em verde expressdo do Vasa e azul (DAPI) os nucleos; (og) obgnia, (I-VIl) fases
dos odcitos e (fo) células foliculares. (B) Testiculo; em vermelho expressdo do Vasa e azul (DAPI) os
ndcleos; (sg) espermatogdnia, (sc1) espermatécito primario, (sc2) espermatécito secundario, (st)
espermatides e (st) espermatozoide. Escala: (A) 50um (B) 100um. Retirado de Yaun e colaboradores
(2014).

1.4.Aplicacdes biotecnolbgicas

Varias sado as aplicagdes biotecnoldgicas que utilizam o gene vasa como
marcador especifico da linhagem germinativa (PGCs/células germinativas).
Uma delas € a criacdo de linhagens transgénicas que expressam ou Sao
deficientes para o gene vasa. Através do uso de um gene reporter, por
exemplo, o gene da proteina verde fluorescente (GFP), € possivel criar um
organismo transgénico, no qual a sequéncia codificante para GFP permanece
sob o controle transcricional do promotor pertencente ao gene de interesse.
Desta forma, o padrao de expressdao do gene no organismo torna-se visivel
pela fluorescéncia verde quando exposta sob microscopio/estereomicroscépio
de fluorescéncia (ALBERTS et al, 2010). Neste sentido, linhagens
transgénicas de peixes que expressam o gfp sob controle do promotor do vasa
podem ser geradas para visualizar as PGCs. A Figura 9 mostra animais
transgénicos vasa::egfp (egfp, enhanced green fluorescent protein sob controle
do vasa), em que torna-se possivel a visualizagdo das PGCs (verde) em
diferentes estagios do desenvolvimento embrionario de zebrafish (KROVEL &
OLSEN, 2002).
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Figura 9 - Zebrafish vasa::egfp. A expresséo do vasa durante os diferentes estagios do desenvolvimento
embrionario através de microscopia de fluorescéncia. Setas indicam a expressdo do vasa:egfp nas
PGCs. (A) 24 horas pos-fertilizagéo; (B) 5 dias pos-fertilizagcdo (dpf); e (C) 13 dpf. Retirado de Krovel &
Olsen (2002).

Essa linhagem transgénica (vasa::egfp) pode ser util para varias
aplicagdes no campo da biotecnologia e da aquicultura. Por exemplo, através
de técnicas de separacao (FACS, fluorescent activated cell sorting), € possivel
isolar estas células com base em sua fluorescencia. Nao somente as PGCs
podem ser isoladas, mas também as espermatogbnias tronco, ja que a
expressao do vasa € maior nessas células em comparagcdo com os outros tipos
de células germinativas (Figura 10) (NOBREGA et al., 2010).
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Figura 10 - Expressdo do Vasa durante a espermatogénese de zebrafish. (A) Imunodetecgao do gfp em
testiculos vasa::egfp. (B) Imunodetecgdo do Vasa em criocortes. Observa-se uma maior expressédo do
gene vasa em espermatogonias indiferenciadas Aund * / Aund. Espermatogbnias diferenciadas (Adiff),
espermatogonias tipo B (SGB), espermatdcitos (SC), espermatides (ST), espermatozoides (SZ). Escala =
25 um (A) e 10 um (B). Retirado de Nébrega e colaboradores (2010).
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A vasa:.oglp

C parp (40, FLY FTTC 500,00 (40D st

Figura 11 - Seleg¢do das espermatogbnias vasa:.egfp. (A) Separagéo das células por FACS (fluorescent
activated cell sorting). (B,C) Espermatogbnias selecionadas, em campo claro (B) e sob microscoépio de
fluorescéncia (C). (D, E, F) Procedimentos de transplante de espermatogdnias tronco através da papila
urogenital de zebrafish. Retirado de Nobrega e colaboradores (2010).

Uma vez isoladas, as PGCs ou as espermatogébnias tronco podem ser
utilizadas em estudos de transplante (Figura 11) (BRINSTER & AVARBOCK,
1994; YOSHIZAKI et al, 2012). Tais estudos mostram que
PGCs/espermatogébnias tronco de trutas arco-iris sdo capazes de se diferenciar
em gametas com caracteristicas genéticas da truta nos salmdes adultos
(OKUTSU et al., 2006 a, b; YOSHIZAKI et al., 2012). Além disso, é possivel
encontrar larvas de trutas a partir do cruzamento destes salmdes (Figura 12),
demonstrando que o transplante xenogénico de espermatogbdnias pode ser
usado para produzir individuos de uma espécie utilizando outra espécie
correlata. Desta forma, o transplante de espermatogbnias tronco ou PGCs
pode ser utilizado para preservar espécies em extingdo ou até mesmo ser
aplicado em espécies que possuem problemas ou limitagdes reprodutivas
(YOSHIZAKI et al., 2012).
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Figura 12 - Transplante xenogénico de espermatogbnias de truta em larvas de salméo. Retirado de
Yoshizaki e colaboradores (2012).

Outra possibilidade € o transplante das espermatogbnias vasa:.egfp em
animais adultos que tiveram sua espermatogénese depletada anteriormente
(LACERDA et al., 2010; NOBREGA et al, 2010). Neste caso, as
espermatogobnias transplantadas colonizam o testiculo do receptor e originam
gametas com caracteristicas genéticas da espécie doadora (LACERDA et al.,
2012; NOBREGA et al., 2010). Tais estudos criam um novo cenario no campo
da biotecnologia para preservar espécies ameagadas em extingdo, conservar o
genotipo de espécies de interesse zootécnico, resolver problemas reprodutivos
e até mesmo gerar transgénicos se as espermatogdnias transplantadas tiverem
seu material genético alterado (LACERDA et al., 2012; YOSHIZAKI et al.,
2012).

Além disso, os modelos bioldgicos que expressam vasa::egfp poderiam
aumentar significativamente as pesquisas referentes ao mecanismos que
afetam direta ou indiretamente o desenvolvimento gonadal, visto que é
possivel visualizar em tempo real as células germinativas e seu

comportamento microscopico (FILBY et al., 2014).

Outra aplicagao seria a producdao de animais mutantes knockout para o
gene vasa. Como mencionado, animais que perdem este gene tornam-se

estéreis, e, portanto, ndo conseguem se reproduzir. Atualmente na aquicultura,
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existe uma crescente preocupacdo com o escape de espécies de cultivo
exotica ou endémica. Tal escape pode causar um desequilibrio ambiental, e
muitas vezes a extingdo de outras espécies. A produgao de animais knockout
para o vasa, por exemplo, torna-se uma alternativa, pois se escaparem estas
espécies nao poderao se reproduzir, uma vez que sao estéreis. O knockout do
gene vasa nao € sO importante para questdes ecologicas, mas também em
termos de producédo. Uma vez estéril toda a energia seria deslocada para o

crescimento somatico ao invés de produzir gametas.

Desta forma, as aplicagdes biotecnoldgicas que envolvem o gene vasa
como marcador de PGCs e de células germinativas sdo bastante promissoras
no campo da aquicultura, no entanto, a caracterizagcdo do gene vasa para
muitas espécies de producdo (incluindo aqui espécies nativas) ainda é

totalmente desconhecida.

1.5.Modelo biolégico: o Jundid (Rhamdia quelen)

O Jundia (R. quelen) (Heptapteridae, Siluriformes) (Figura 13) é uma
espécie de ampla distribuicdo geografica desde a regido central da Argentina
até o sul do México (SILFVERGRIP, 1996). Esta espécie tem atraido atencéo
de piscicultores da regiao Sul do Brasil devido a uma série de vantagens como
resisténcia ao manejo, docilidade, crescimento acelerado principalmente no
inverno, boa eficiéncia alimentar, e carne saborosa sem espinhos
intramusculares (MEYER & FRACALOSSI, 2005). Por estas razdes, o Jundia
tem um enorme potencial dentro do cenario da aquicultura brasileira, sendo,
portanto, um excelente modelo para investigar aspectos basicos e aplicados

relacionados a sua fisiologia, reprodu¢do, manejo, dentre outros.

Figura 13 - Rhamdia quelen. Retirado: http://agua-fisher.narod.ru/Vid/SILUROID/HEPTAPTERID.html

Caunesp 22


http://aqua-fisher.narod.ru/Vid/SILUROID/HEPTAPTERID.html

Mestranda: Juliana Morena Bonita Ricci Orientador: Dr. Rafael Henrique Nobrega

2. JUSTIFICATIVA

Considerando-se o0 gene vasa como marcador de PGCs/células
germinativas, assim como suas promissoras aplicagdes biotecnoldgicas, torna-
se importante caracterizar o cDNA do vasa em espécies de importancia
econdmica, incluindo espécies nativas. Até o presente momento, o vasa nao foi
caracterizado em nenhuma das espécies nativas brasileiras. Além disso,
considerando as caracteristicas favoraveis do Jundia (R. quelen) e seu enorme
potencial dentro da aquicultura brasileira, esta espécie foi adotada como
modelo biolégico neste estudo. Para isso, torna-se importante compreender os
aspectos basicos do vasa no Jundia antes de utiliza-lo como modelo em
aplicagdes biotecnoldgicas, tais como transplante de células germinativas, e

produgao de transgénicos, ou knockouts.

3. OBJETIVOS

Geral
v’ Caracterizar e analisar a expressdo do vasa durante o desenvolvimento

embrionario e larval de R. quelen.

Objetivos Especificos

v" Clonar o cDNA completo do vasa de R. quelen;

v" Avaliar a expressdo génica do vasa por RT-PCR (reagcdo em cadeia da
polimerase via transcricdo reversa) e qRT-PCR (reagcdo em cadeia da
polimerase em tempo real - quantitativo), durante o desenvolvimento
embrionario/larval e também em diferentes tecidos/érgaos no individuos

adultos (macho/fémea);

v' Identificar os sitios de expressdo dos trasncritos primarios do vasa
através da técnica de hibridizagédo in situ ao longo do desenvolvimento
embrionario e larval e também nas génadas dos individuos adultos de R.

quelen.
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Capitulo 2

Caracterizacao e analise espac¢o - temporal
da expressao do vasa durante o
desenvolvimento embrionario e larval de

Rhamdia quelen
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1. INTRODUCAO

Os transcritos primarios do gene vasa foram originalmente descobertos nos
granulos polares da regiao posterior dos ovos de Drosophila melanogaster (HAY
et al.,1988).Tais granulos sado formados por complexos de RNAs/proteinas que se
associam as mitocondrias no zigoto e das células germinativas de diversos
organismos (VORONINA et al., 2011), formando o que é conhecido como plasma
germinativo (RAZ, 2003). Por conter determinantes citoplasmaticos, o plasma
germinativo é responsavel pela especificagdo das células germinativas primordiais
(CGPs) no inicio do desenvolvimento embrionario (NAKAMURA & SEYDOUX,
2008). Apos sofrer o processo de especificagdo, as CGPs migram para a regiao
do primérdio gonadal (ou crista gonadal), onde se associam a células somaticas
da gbnada e sofrem ciclos de proliferacao e diferenciacdo para formar a futura
gbnada do individuo (WEIDINGER et al., 1999). Dentre os genes responsaveis
pela especificacdo das CPGs em diversos organismos, o vasa € um dos mais
estudados, em funcédo de sua sequéncia ser altamente conservada, e também por
ser expresso nas células germinativas tanto na fase embrionaria como na fase
adulta (XU et al., 2005).

Os transcritos primarios do vasa codificam a proteina RNA helicase ATP-
dependente, que pertence a uma familia de proteinas denominadas DEAD-box.
Esta familia é caracterizada pela presenca de nove dominios, altamente
conservados entre seus membros, incluindo o dominio DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp),
o qual designa o nome da familia DEAD-box (ROCK & LINDER, 2004). Essas
regides conservadas estao envolvidas em varios processos celulares, dentre eles
o metabolismo do RNA (ROCK & LINDER, 2004).

Desde a sua descoberta em D. melanogaster, o homdlogo do vasa foi
descrito em diversos organismos, dentre eles invertebrados e vertebrados (RAZ,
2003; SAFFMAN & LASKO, 1999).

Recentes estudos tém caracterizado o gene vasa em diversas espécies de
teledsteos, bem como investigado o padrao de expressao do gene durante o
desenvolvimento embrionario e larval como reportado em Danio rerio (YOON et
al., 1997), Dicentrarchus labrax (BLASQUEZ et al., 2011), Gadus morhua L.
(PRESSLAUER et al., 2012); Salmo salar (NAGASAWA et al., 2013) e também na
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vida adulta, como em Carassius auratus gibelio (XU et al., 2005), Clarias
gariepinus (RAGHUVEER et al., 2010), Apostichopus japonicus (YAN et al.,
2013), Lates calcarifer (XU et al., 2014), na tentativa de entender o papel do vasa
durante a gametogénese. Neste sentido, estudos mostram que o vasa parece ser
crucial para o desenvolvimento da linhagem germinativa em algumas espécies,
por exemplo, em D. melanogaster, fémeas com mutagcées em diversos alelos,
incluindo o vasa, ndo conseguiram completar a oogénese sendo, portanto,
estéreis (SCHUPBACH & WIESCHAUS, 1991). Por outro lado, camundongos
deficientes para o gene homologo do vasa (Mvh) sdo estéreis apenas para os
individuos do sexo masculino (TANAKA et al., 2000). Em peixes, estudos com
medaka (Oryzias latipes) mostraram que o knockdown do gene vasa, resulta na
migracgao ectdpica das CGPs (LI et al., 2009). Em zebrafish, a perda da fungao do

gene vasa também resultou em esterilidade nos machos (HARTUNG et al., 2014).

Como marcador especifico da linhagem germinativa, o vasa também é
utilizado em diversas aplicagdes biotecnologicas. Uma delas € a criacdo de
linhagens transgénicas (vasa::egfp) que expressam O gene da proteina verde
fluorescente (GFP) sob o controle do promotor do vasa, tornando possivel a
visualizagdo das células germinativas e sua rastreabilidade no microscopico
(FILBY et al., 2014). Alguns modelos bioldgicos transgénicos (vasa::egfp) ja foram
produzidos em Oncorhynchus mykiss (YOSHIZAKI et al., 2000), O. latipes
(TANAKA et al., 2001) e D. rerio (KROVEL & OLSEN, 2002). Essa técnica além
de possibilitar estudos in vivo, tem outra aplicabilidade que seria o isolamento das
células que expressam o vasa com base em sua fluorescéncia. Nao somente as
CGPs podem ser isoladas, mas também as espermatogdnias tronco, ja que a
expressao do vasa € maior nessas células em comparagao com outros tipos de
células germinativas (NOBREGA, et al., 2010).

Uma vez isoladas, as CGPs ou as espermatogbnias tronco podem ser
utilizadas em estudos de transplante (BRINSTER & AVARBOCK, 1994;
YOSHIZAKI et al., 2012). Tais estudos mostram que CGPs/espermatogbnias do
doador transplantadas na cavidade celomatica de larvas recém-eclodidas
(TAKEUCHI et al., 2003; TAKEUCHI et al., 2004) ou em individuos adultos que
tiveram sua espermatogénese depletada (LACERDA et al., 2010; NOBREGA et

al., 2010), sdo capazes de colonizar a gbnada do receptor e assim gerar gametas
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com caracteristicas genéticas da espécie doadora (OKUTSU et al., 2006a;
OKUTSU et al.,, 2006b; YOSHIZAKI et al., 2012).Tais estudos criam um novo
cenario no campo da biotecnologia para preservar espécies ameagadas em
extingdo, conservar o gendtipo de espécies de interesse zootécnico, resolver
problemas reprodutivos e até mesmo gerar transgénicos se as espermatogbnias
transplantadas tiverem seu material genético alterado (LACERDA et al., 2012,
YOSHIZAKI et al., 2012). Desta forma, as aplicagdes biotecnoldgicas que
envolvem o gene vasa como marcador de células germinativas s&o bastante
promissoras no campo da aquicultura. No entanto, a caracterizacdo do cDNA de
vasa para muitas espécies de producao (incluindo aqui espécies nativas) ainda é

totalmente desconhecida.

O Jundia, R. quelen (Rq) (Heptapteridae, Siluriformes) € uma espécie de
ampla distribuicdo geografica desde a regido central da Argentina até o sul do
México (SILFVERGRIP, 1996). Esta espécie produzida na regido Sul do Brasil,
possui alto potencial econdmico dentro do cenario da aquicultura brasileira,
devido a uma série de vantagens como resisténcia ao manejo, docilidade,
crescimento acelerado principalmente no inverno, boa eficiéncia alimentar, e
carne saborosa sem espinhos intramusculares (MEYER & FRACALOSSI, 2005).
Considerando as caracteristicas favoraveis do Jundia (R. quelen) e seu enorme
potencial dentro da aquicultura brasileira, esta espécie foi adotada como modelo
biolégico para estudos biotecnologicos da reprodugdo. Para isso, torna-se
importante compreender os aspectos basicos do vasa nesta espécie. Desta
forma, neste estudo, de forma inédita, o cDNA do Rq vasa foi clonado e sua
expressao génica caracterizada por RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase via
transcricao reversa) e qRT- PCR (reagcao em cadeia da polimerase em tempo real
- quantitativo), em diferentes tecidos/6rgaos do individuo adulto (macho/fémea),
assim como durante o desenvolvimento embrionario/larval. Além disso, os sitios
de expressdao de Rqgvasa foram identificados por hibridizacdo in situ durante o

estagio embrionario, bem como nas gbénadas dos individuos adultos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Animais e amostragem

Este projeto (protocolo 666-CEUA) esta de acordo com a legislagéo vigente
(Lei 11.794/2008 e Decreto 6.899/2009), com as resolugdes normativas aplicaveis
a luz dos Principios Eticos na Experimentacdo Animal elaborados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA), e foi aprovado
"Ad referedum" pela Comissao de Etica no uso de animais (CEUA) do Instituto de

Biociéncias de Botucatu em 14 de outubro de 2014.

Todos os exemplares de R. quelen utilizados neste trabalho foram
provenientes do Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (InPAA), Toledo —
Parana, Brasil. Os reprodutores selecionados (machos e fémeas) foram induzidos
artificialmente e os ovos obtidos foram distribuidos em incubadoras verticais (200
L) do tipo funil com fluxo ascendente de agua volume util de 160 L, a uma

temperatura de 22° C.

Para analise da expressao do vasa durante o desenvolvimento embrionario
e larval, foram coletadas amostras com diferentes horas pos-fertilizagao (hpf): 0
hpf (estagio com unica célula), 4 hpf, 7 hpf, 10 hpf (90% epibolia), 13 hpf
(fechamento do blastéporo e anel germinativo),16 19, 22, 25 hpf (formagdo dos
somitos), 31 e 37 hpf (eclosdo), 43 e 49 hpf (pigmentacdo dos olhos e abertura da
boca). A partir deste momento, o intervalo de coleta foi de 24 horas, contanto dias
pos-fertilizacao (dpf): 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11 dpf. Todas as amostras foram

constituidas de um "pool" de aproximadamente 100mg de embrides/larvas.

Individuos adultos de ambos os sexos machos (n=3) e fémeas (n=3) foram
sacrificados com uma dose letal de benzocaina (>250 mg/ L) e dissecados para
coleta de diferentes tecidos/érgaos (cérebro, branquias, coragao, figado, musculo,

intestino, rim, testiculos e ovarios).

Todas as amostras (embrides/larvas/tecidos) foram armazenadas em
nitrogénio liquido e posteriormente em a — 80 °'C, até o momento de seu

processamento.
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2.2.Extracao total de RNA

A extragdo do RNA total de embrides, larvas e tecidos/orgédos de R. quelen
foram realizadas de acordo com o método do Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) de acordo com as normas do fabricante. A quantidade do RNA total foi
avaliada por espectrofotdbmetro NanoVue (GE Healthcare). Para evitar
contaminagdo genbmica, as amostras foram tratadas com o DNase | Kkit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) antes da sintese de cDNA de acordo com
meétodos usuais (Nébrega et al.,, 2010). A sintese de cDNA foi realizada em
seguida com random hexamers e o uso de Supercript Il, de acordo com

especificacées do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

2.3.Clonagem e Sequenciamento

Os primers (Tabelas 1 e 2) para clonagem do cDNA do vasa em R. quelen
foram baseados em sequéncias do catfish (C. gariepinus — numero de depdsito no
NCBI: GU562470.1), southern catfish (Silurus meridionalis — numero de dep0dsito
no NCBI: EU532191) (evolutivamente relacionados com a R. quelen) e zebrafish
(D. rerio — numero de depdsito no NCBI: NM131057), depositadas no banco de
dados publico internacional da National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Os produtos amplificados com os primers (Tabelas 1 e 2) foram separados
por eletroforese em gel de agarose a 1% e as bandas com o peso molecular
esperado foram extraidas do gel. Os produtos foram purificados por QUIAEX Il
Agarose Gel Extraction Handbook (QUIAGEN), e clonados em pcDNA3.1/V5-
HisTOPO vector (Invitrogen, Breda, The Netherlands). Em seguida, os
plasmideos foram transformados em Escherichia coli quimicamente competentes
e estas foram semeadas em meio de cultura Luria-Bertania (LB) contendo 1% de
penicilina. Multiplas coldénias foram expandidas em cultura liquida de meio LB
contendo 1% de penicilina. Destas coldnias, os clones com a presenca do inserto
de interesse foram selecionadas por PCR. Depois disso, minipreps foram obtidos
usando o QlAprep Miniprep Handbook (QUIAGEN) e submetidos a uma reagao
de sequenciamento utilizando BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) e ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer de

acordo com a recomendacodes do fabricante.
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A obtencdo do cDNA parcial para o gene vasa foi confirmada por
alinhamento com outras sequéncias ja depositadas no GenBank
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/) usando interface de BLASTN. A fim de obter o
cDNA de comprimento completo para o vasa, a técnica RACE PCR foi realizada
usando o SMART RACE cDNA amplification Kit (Clontech, Mountain View, CA,
USA) com médulo Il SuperScript RT (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de acordo
com o protocolo do Kit. Foram utilizados 2 ug de RNA total tratado, e um oligo de
RNA, que foi ligado ao extremo 5' do mRNA utilizando RNA ligase de T4. Apds a
transcricdo reversa, utilizando SuperScrip |l RT, foram realizadas as reacdes de
PCR com seus primers especificos para a sequéncia. Os primers especificos
foram desenhados a partir de sequéncias parciais anteriormente obtidas (Tabelas
1e?2).

A técnica de amplificagdo com o RACE 3’ e 5, consiste em um PCR com
adaptadores, mostrado na Tabela 2, para amplificar o gene por inteiro, tanto no
sentido 3 e 5 da fita de DNA e estas sequéncias foram clonadas e

posteriormente sequenciadas.
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Tabela 1. Lista de primers utilizados para RT-PCR, gRT-PCR e constru¢ao das sonda para hibridizagdo in situ. Obs.: Acesso numero de depdsito no NCBI
(National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Gene Sequéncia do Primer 5’-3’
Nome Finalidade Acesso Primer Forward Primer Reverse Pares de Base
RT-PCR/e
iniciador GU562470.1
GGCAGAGGTGGGCGTGGGGGAAG CCACGACCAATAATGTCAAGCAATCTTCCAGGG 750
vasa para EU532191

B-actina  RT-PCR EU527190 TGACCTGACTGACTACCTCA AGCTCATAGCTCTTCTCCAG 179
Sonda p/
vasa Hibridizacdo
in situ AB649031 GGGCGGGTGTTATTAACCCTCACTAAAG CCGGGGGGTGTAATACGACTCACTATAG 384
AGGCTATCATGACATTTGAAGAAG ACACAGGTGCCATAAGCA
vasa gRT - PCR AB649031 AGGCTATCATGACATTTGAAGAAG CCATACTTCTGAACAGGGGT3 100

Caunesp 36



Mestranda: Juliana Morena Bonita Ricci Orientador: Dr. Rafael Henrique Nébrega

Tabela 2. Primers utilizados para a clonagem do cDNA do gene vasa de R. quelen utilizando o método
RACE 5' e 3' PCR. Os primers foram desenhados com base em sequéncias de C. gariepinus (NCBI:
GU562470.1), S. meridionalis (NCBI: EU532191) (evolutivamente relacionados com a R. quelen) e D.
rerio (NCBI: NM131057) cDNA vasa. Obs.: Acesso numero de depdsito no NCBI (National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Nome do Primer Sequéncia (5’-3’)
vasaFw3’-UPM (4156) CAACCCACCCAAGGCTATCATGACAATCATGACATTTGAAGAA
vasaFW3’-NUP (4157) GCCCAATTGTGTGAGACACTGAACAAAAATGTTGCTAAGT
vasaRV3’-NUP (4167) ATTCAGACCTATGCACTTTGGATGGGGACAAGTCTTCATA
vasaRv3’-UPM (4164) CTAGAGTACCGAACACGGGTCTGACCTAGTCCCTT
vasaRv3’-NUP (4165) TATAGACGACCCTCCCTAGAGTACCGAACAC
vasaRv3’-NUP (4166) ACAAGTCTTCATACCTTAAGGGTAGTATAGACGACCC
vasaRV3’-UPM (4163) CGACGGATAAGACGTCGTAGACTACTTACTTCCA
vasaRV3’-NUP (4159) GCAGGACAACAGCAAATACCTCCGTGGTTGC
vasaRV3’-UPM (4158) CGTGGTTGCAGCCTAAATGTTAGGCTCTTCAC

2.4.Comparacao de dominios proteicos conservados e analise evolutiva

Para comparar a sequéncia obtida (2016 pares de base) foi codificada em
uma proteina de 671 aminoacidos utilizando a plataforma ORF Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Posteriormente, a sequéncia foi
comparada com outras sequéncias de aminoacidos depositadas no banco de
dados do servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para localizar os sitios
conservados dentro da proteina, foram realizados alinhamentos multiplos com o
ClustalX alignment software, que faz parte do pacote MEGA v.6.06 (Version
Label) e, adicionalmente, alinhamentos com a ferramenta Clustalw2 disponivel no
servidor do The European Bioinformatics Institute (EBI)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Para determinar o0s possiveis
dominios da proteina, utilizou-se o pacote de ferramentas disponiveis no servidor

Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/).

As analises evolutivas foram conduzidas pelo método Neigbhor joining
(NJ), que determina a distancia filogenética, utilizando uma busca heuristica com
1000 réplicas de iniciagdo. O método de Bootstrap (Felsenstein, 1985) foi utilizado
para verificar a estatistica numa reamostragem em relacao a validade dos nés da
arvore, gerando um total de 1000 repeti¢cdes. Os resultados foram obtidos usando
o software MEGA verséo 6.06, através do qual foi gerado um cladograma de

consenso sem enraizamento.
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2.5.Expressao do vasa em diferentes tecidos por RT-PCR e qRT-PCR

Para avaliar os sitios de expressdo do vasa, diferentes tecidos/orgaos de
trés machos e trés fémeas adultos de R. quelen (cérebro, branquias, coracgéo,
figado, musculo, intestino, rim, testiculos e ovarios) foram coletados. O RNA total
destes tecidos foi extraido pelo método Trizol, conforme descrito anteriormente,
seguido da sintese de cDNA, utilizando random hexamers e Superscript I,

conforme especificagdes do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Para avaliar a expressdo do gene vasa de forma semi-quantitativa ou
qualitativa foram realizadas reagdes de PCR a partir de concentragbes de 10 ng
dos cDNAs sintetizados através da transcricdo reversa (citado anteriormente),
num total de 25ul de reacao (GoTaq 1x, 10 uM dos primers Forward e Reverse,
cDNA e agua autoclavada Milli-q), utilizando o kit GoTaq Colorless Master Mix
(Promega Corporation), seguindo normas do fabricante, sendo submetidos a 40
ciclos num termociclador comum (Biometra - Uniscience) (20s a 94°C, 35s a 58°C
e 120s a 72°C). O produto da PCR foi separado em gel de agarose 1% e

documentado em sistema fotoiluminador.

Os primers para reagado da RT-PCR para o gene vasa de R. quelen foram
desenhados utilizando como referéncia sequéncias do vasa publicadas no NCBI
do catfish (C. gariepinus — numero de depdsito no NCBI: GU562470.1), southern
catfish (S. meridionalis — numero de depdsito no NCBI: EU532191) e zebrafish (D.
rerio — numero de depodsito no NCBI: NM131057) (Tabela 1). Também foram
desenhados e sintetizados um conjunto de primers para a sequéncia do gene (-
actina de R. quelen (Tabela 1) a partir de uma sequéncia de Clarias batrachus
(numero de depdsito EU527190), utilizado como gene de referéncia B-actina para
os RT-PCR (Tabela 1).

Os primers para a reagao da qRT-PCR foram desenhados com base na
sequéncia do vasa da tilapia (O. niloticus- numero de depdsito no NCBI:
AB649031).

As analises de expressao génica por gRT-PCR foram realizadas de acordo
com o protocolo do fabricante, utilizando SYBR Green kit (Invitrogen), 900 nM de

primers (forward e reverse - Tabela 1) e cDNA das amostras dos tecido/érgaos
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sintetizados previamente a partir de 1ug de RNA total utilizando Superscript I
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), totalizando 20 ul por reagdo. As reagdes foram
conduzidas sempre em duplicatas. Para o gene de referéncia 18S (human 18s
rRNA — Invitrogen) foram realizadas reagbes utilizando TagMan (Invitrogen)
seguindo normas do fabricante. As reac¢des foram submetidas a 40 ciclos (5 min.
a 95°C, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C, 30 s. a 60°C e 30s a 72°C) utilizando o
termociclador StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os niveis
de expressao de cada alvo (Cts) foram normalizados pelo gene de referéncia 18S
(human 18s rRNA — Invitrogen) e calibrados com a média dos Cts das amostras

(testiculo) através do método de ddCt.

2.6.Expresséo do vasa durante o desenvolvimento embrionério e larval

por RT- PCR e gRT-PCR

A expresséao do vasa durante o desenvolvimento embrionario e larval de R.
quelen foi realizada por RT-PCR e gRT-PCR. Para tanto, o RNA total dos
embrides/larvas foi extraido pelo método do Trizol, como anteriormente descrito,
seguido da sintese de cDNA utilizando random hexamers e Superscript II,
conforme especificagées do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Reagdes
de RT-PCR e gqRT-PCR foram realizadas utilizando primers especificos (Tabela
1). Reagdes de RT-PCR foram realizadas conforme descrigdo anterior. O gene de

referéncia utilizado foi o B-actina (Tabela 1).

Para as analises de gqRT-PCR, foram extraidos RNA total de trés réplicas
constituidas de um pool de embrides/larvas de aproximadamente 100 mg, cada. A
sintese de cDNA foi realizada a partir de 1ug de RNA total utilizando o kit
Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As anadlises de qRT-PCR foram
conduzidas da mesma maneira que anteriormente descrita, utilizando como gene
enddgeno de referéncia o 78S rRNA (human 18S rRNA - Invitrogen). A expressao
relativa do vasa foi determinada pelo método de ddCt, descrito previamente
(NOBREGA et al., 2010), no qual os niveis relativos de expresséo do vasa (Cts)
foram normalizados pelo gene de referéncia 18S rRNA (dCt) e posteriormente
calibrados em relacdo aos valores de expressao do vasa para o tempo de 0 hpf
(ddCt).
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2.7.Hibridizacao in situ: cortes histologicos e embrides inteiros

Para localizar os sitios de expressdo do vasa durante o desenvolvimento
embrionario e também nas gbnadas adultas, técnicas de hibridizagao in situ foram
empregadas. Para tanto, sondas de RNA complementar (cerca de 400 pares de
base) aos RNAm do gene alvo (vasa) foram construidas (Tabela 1). Desta forma,
primers (foward e reverse) (Tabela 1) foram desenhados colocando o promotor
SP6/T3 (indicado em vermelho na Tabela 1) e o promotor T7 (indicado em azul na
Tabela 1) nas caudas 3' e 5' dos mesmos, respectivamente. A transcricdo do
cDNA linearizado contendo promotor T7 ou SP6 foi feita com RNA polimerase, U-
DIG (digoxigenina) e outros provido pelo kit RNA Labeling (Roche) para gerar
sondas senso e antisenso especificas marcadas com DIG, de acordo com
metodologia previamente descrita (THISSE & THISSE 2008).

Para a hibridizagdo in situ cromogénica (CISH) e fluorescente (FISH), os
tecidos (testiculos e ovarios) foram fixados overnight em 4% paraformaldeido
tamponado em PBS (pH 7,4) em condigbes livres de RNases, depois
desidratados, diafanizados, incluidos em parafina (Paraplast®, Sigma), e
seccionados 5um de espessura. Posteriormente, as laminas foram reidratadas e
lavadas com PBT (tampao tris fosfato, pH: 7.4) e Tris HCI (0.05M, pH: 7.5). Logo
apos, o material foi tratado com proteinase K (20ug/ml) a 37°C por 20min, re-
fixado com paraformaldeido 4% tamponado (pH 7,4) em condigdes livres de
RNases e incubado com solugao de pré-hibridizagdo (formamida deionizada 65%,
tween 0,1%, acido citrico 0,184 M e citrato de sddio 20X) por 2,5hrs. Apds a
desnaturacado da sonda através de choque térmico, as laminas foram incubadas
com solugado de hibridizagdo contendo a sonda de RNA do gene alvo a 70°C
overnight. No segundo dia, a solugao de hibridizacdo foi removida e as laminas
foram lavadas intensamente com tampao citrato de sédio (SSC) e bloqueadas
durante 2 h a temperatura ambiente com 1% de reagente de bloqueio (blocking
reagent) (Roche). Em seguida, o material foi incubado com o anticorpo primario
anti-DIG-AP (anti-digoxigenina conjugada com fosfatase alcalina) na diluicao de
1:2000 na mesma solugao de bloqueio a 4°C overnight. No terceiro dia, os tecidos
foram lavados e incubados com solugdo de levamisol (0.24 mg/ml) no intuito de
bloquear os sitios inespecificos da fosfatase alcalina. A detecgao da hibridagao foi
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feita cromogénica (CISH) com nitro azul de tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato (NBT/ BCIP) (Sigma Aldrich) e por fluorescéncia com HNPP (fluorescent
substrate for alkaline phosphatasee) (FISH) (11758888001 Roche).
Posteriormente as laminas foram fotografadas no microscopio invertido Leica DMI
4000 BO.

Para a hibridizagcdo cromogénica de larvas inteiras do jundia, foram
realizadas os mesmos procedimentos descritos acima com adaptagbes do
protocolo de THISSE & THISSE 2008. O material foi fotografado em

estereomicroscopio Zeiss (SteREO Discovery. V20).

2.8.Analise estatistica

Os resultados apresentados foram expressos através de média £ EP (erro
padrdao). Comparagdes entre as médias (entre os diferentes grupos; mais de 2)
foram realizadas utilizando one-way ANOVA seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls (p<0,05). O software Graph Pad Prism 4.0 (Graph Pad Software,
Inc., San Diego, CA, USA, http://www.graphpad.com) foi utilizado para todas as

analises estatisticas.

3. RESULTADOS

3.1.Caracterizacdo molecular do Rgvasa

A sequéncia completa de cDNA obtida do vasa de R. quelen foi de 2681
pares de bases (pb). Esta sequéncia é composta por uma regido codificadora
(open reading frame "ORF”) com 2016 pb que contém em ambas as extremidades
as regides nao codificantes denominadas UTR - ‘untraslated terminal region’. A
regido nao codificante 5' UTR (regiao anterior ao codon iniciador) apresenta 150
pb, enquanto a regido 3’ terminal UTR (regido posterior ao stop cédon) apresenta

515 pb, além do sinal de poliadenilagcéo (aataaa) e a cauda poli - A (Figura 1).

A ORF de 2016 pb codifica 671 aminoacidos os quais contém oito
sequéncias conservadas comuns aos membros pertencentes a familia da proteina
DEAD-box (LINDER et al., 1989) (Figura 1).
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Além desses dominios, apresenta uma regido N - terminal rica em glicina e

arginina, RGG e RG e a regido C - terminal com extremidade acida, composta por

triptofano (W), acido glutamico (E) e acido aspartico (D) (Figura 1).

cacagcaggctcacaggaccagct
cgacatttactatagccttcttecttagttcaaaccagtctcacagcttcgagagatgtcacag
gaccagctcggcatttacagaccattattaaactatctgtatatctctcagectgtctgaacac
ATGGAGGACTGGGAAGATGAACAGAGCCCAGTTGTAACCAGCTTAACTCTGGGCAAAGCAGAA
M E D W E D E O S P V V T S L T L G K A E
AATGCATGGAACAGCAATGGACAACAAAACGGCAAGGACAATGAAGAAAGTTCTTGGAAACCT
N A W N S N G Q Q N G K DN E E S S W K P
GGTGCTGGTTTTGGGACTCAGGGGGGAAACAGAGATCGGGGGTTTGGAAAAGTTGATGGAGAC
G A G F G T 0 G G N RDURGF G K V D G D
TTCAAGGGCTTCAGAACAGGAATTGATGAAAATGCAAATGAAGGAGTTGATAATGGCCACTCC
F K G F R T G I D ENANUE G V D N G H S
TGGAACACTGGTGGAGAGGGCTTTAGCGGACGAGGAGGCAGAGGACGAGGAGGACGAGGAGGA
W N T G G E G F S G R G G R G R G G R G G
GGAAGAGGATTTAGGAATTCCTTCAAATCTGATGATGAAAATGCGAGTGATGAAGGTTTTAAA
G R G F R N S F K s D D E N A S D E G F K
AGTGGCTTTAGTGGCAGAGGTGGGCGTGGAGGAAGAGGAGGCCGTGGAGCTTTCCAACAAGGT
s G F S G R GG G R GG R GG R G A F O O G
GGTGATGAAGAAGGCAAAGGACGCTTTGGTGGAGGCTATAGAGGACAGAACGAGGAGATATTT
G b EE G K G R F G GG GG Y R G QN E E I F
TCAAAGGGATCACCAAAGGATAACGAGGAAAAAGAAGATGGTGAGACTGCAGGGCCTAAGGTC
S K G s P K DN EE K E D G E T A G P K V
AACTATATTCCACCGCCACCACCGGAAGAGGAGAACTCCATTTTTTCTCACTACGCAACAGGC
N Y I p P P P P E E E N S I F S H Y A T G
ATCAACTTTGACAGGTATGATGACATCCTGGTGGATGTAAGCGGAAGCAACCCACCCAAGGCT
I N F DR Y D D I L V DV S G S N P P K A
ATCATGACATTTGAAGAAGCCCAATTGTGTGAGACACTGAACAAAAATGTTGCTAAGTCTGGA
I M T F E E A Q L C E T L N K N V A K S G
TACGTGAAACCTACCCCTGTTCAGAAGTATGGAATTCCCATCATATCTGCTGGGAGGGATCTC
Yy v X p T P V Q K Y G I P I I S A G R D L
ATGGCTTGTGCCCAGACTGGATCAGGGAAAACGGCTGCCTTCCTGCTGCCTATTCTGCAGCAT
M A C |A Q T 6 $S G K T|A A F L L P I L Q H
CTGATGAATGAAGGTTTAGCATCCAGCAAGTTCAGTGAGCTGCAGGAGCCTGAAGTCATCATT
L M N E G L AS S K F S E L Q E P E V I I
GTTGCGCCCACTCGGGAACTCATTAATCAGATTTACCTAGAAGCCCGCAAGTTTGCTTATGGC
vV AP T R E L I N Q I Y L E A R K F A Y G
ACCTGTGTGCGTCCTGTTGTCGTTTATGGAGGCACCAACGTCGGATTTACAATCCGAGAAGTG
T C VR PV VYV Y G G|]T NV GFTTITZREV
TTAAAAGGTTGCAATGTGCTGTGTGGGACCCCTGGAAGATTGCTCGACATTATTAACCGTGGA
L K G CN V L CG[T P G|JR L L DI I N R G
AAGGTTGGATTAAGTAAAATTCGTTTTTTGGTGCTGGATGAAGCTGATCGAATGTTGGATATG
K Vv G L $ K I R F L V L|D EAD|R M L D M
GGATTTGAGGCGGACATGCGAAAGCTGGTAAACTCTCCAGGAATGCCTTCTAAAGAAGAGCGA
G ¥F E A DMU R KL VN S P G M P S K E E R
CAAACCCTTATGTTCAGTGCCACTTACCCGGAAGATATTCAGAAGCTGGCAGCCGACTTCCTA
QTLMFYPEDIQKLAADFL
AAGGTGGATTATCTGTTCCTGGCTGTGGGAGTAGTGGGAGGAGCCTGTAATGACATTGAGCAG
K v D Y L F L AV G V V G G A C N D I E 09
CACATCATTCAGGTCACTCAGTACTCAAAGAGGGAAAAGCTACTGGATCTGCTAAAGACTACA
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H I 1T ¢ v T ¢ ¥ S K R E K L L D L L K T T
GGGACACAGAGAACAATGGTCTTTGTTGAAACGAAACGAAGTGCAGATTTCATTGCAACATTC
G T ¢ R T M V F vV E T K R S A D F I A T F
CTCTGTCAGGAAAAAATGCCCACTACAAGCATCCATGGCGATCGTGAACAGCGAGAGCGAGAG
rLr ¢ ¢ E X M p T T S I H G D R E Q R E R E
ACGGCTCTCCGTGATTTCCGCACAGGCCAATGTCCTGTGCTGGTAGCTACTTCTGTTGCTGCT
T A L R D F R T G @ C P V L V. A T S V A A
AGAGGACTAGACATTGAGCATGTCCAGCATGTGGTGAACTTTGACCTGCCTAAAGAAATTGAT
R G L D |I EH vV H V Vv N F DL P K E I D
GAGTATGTGCACCGCATTGGGAGAACGGGCCGATGTGGAAACACAGGAAGAGCCGTGTCCTTT
E Y V |H R I 6 R T G R|C G N T G R A V S F
TTTGACCCGGAGGCCGATACTCCGTTGGCCCGCTCTCTGGTCAAAGTCCTTTCCGAGGCCCAG
F D P E A DT P L AR S L V K V L S E A Q
CAGGAAGTTCCTTCATGGCTGGAGGAAATTGCATTGGGTGCTCACGGTACCACAGGGTTTAAC
Q E v pP S W L E E I A L G A H G T T G F N
CCACGTGGTAAAGTGTTTGCCTCAACTGACTCTCGCAGGGGTGGATCCTTTACAAAGAACCTG
P R G K V F A S T D S R R G G S F T K N L
GCACCACAACCAGCTGCACAAAGCACCGTCACTGCTGCCGCTGATGACGACGACTGGGAGTAG

AP Q P A A Q S T V T A A A DD D D W E
attgactttttttttgtttttttgttgtgcggtattcctctgttcatttttttatacatattt
tatgttaaataagaggcctatgggcccaaaagtataaagagaagagaatggcaggtcctgagce
tatggcactgaaagagccacaggttcaacctgaagttaagcttcacaatttaatgttagtaat
tttggagtgactgactttaactgcttgtgtgtttgcacttaaagattttttttgtttgttttg
ctgtgagagctcctagtaggctagacatcactgtgtggatcctgtagtacaaaaattacattg
agtttgtaaaagccttcagctcgaggttgcatctgcactctttcatcaaatagetcecttttetg
ccacatgtttccaggttgtattttggtcactatatttgtgtgaaggcagttgtcgaaaaaaaa
aagttgttttgctattacaataaattcacacaatagaaatttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaa

483
1512
504
1575
525
1638
546
1701
567
1764
588
1824
609
1890
630
1953
651
2016
672

Figura 1 - Sequéncia completa dos nucleotideos e aminoacidos do gene vasa de jundia (R. quelen).
Numeros a direita indicam o numero de nucleotideos codificantes, e abaixo os aminoacidos codificados. Nos
'boxes' estdo as sequéncias conservadas da proteina Vasa. A regido N-terminal apresenta dominio rico em
arginina (R) e glicina (G), RG e RGG. A regido C-terminal tem carater acido, composta por triptofano (W),
acido glutamico (E) e acido aspartico (D) (em negrito). Em laranja esta destacado o stop codon (TAG). O sinal
de poliadenilagdo (aataaa) e a cauda poli A estdo sublinhados. A sequéncia apresentada encontra-se

depositada no NCBI no GenBank com um nimero de acesso KF640082.

3.2.A sequéncia de aminoéacidos

A sequéncia obtida foi comparada com outras sequéncias e os dominios da

proteina determinados (Figura 2). O dominio da superfamilia DEAD/DEAH box

helicase (DEAD) (180 aminoacidos) vai do aminoacido 257 até o 436 (marcado

em vermelho na Figura 2 A , ou indicado na caixa vermelha na Figura 2 B), e o

dominio da superfamilia Helicase C-terminal (Helicase C) (77 aminoacidos) vai de

504 até o 580 (marcado em azul Figura 2 A ou indicado na caixa azul da Figura 2

B).
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A

MEDWEDEQSPVVTSLTLGNAENAWNSNGQONGKDNEES SWKPGAGFGTQGGNRDRGFGKVDGDFKG
FRTGIDENANEGVDNGHSWNTGGEGFRGRGGRGRGGRGGGRGFRNSFKSDDENASDEGFKSGFSGR
GGRGGRGGRGAFQQGGDEEGKGRFGGGYRGONEE I FSKGSPKDNEEKEDGETAGPKVNY I PPPPPE
EENSIFSHYATGINFDRYDDILVDVSGSNPPKAIMTFEEAQLCETLNKNVAKSGYVKPTPVQKYGI
PIISAGRDLMACAQTGSGKTAAFLLPILQHLMNEGLASSKFSELQEPEVIIVAPTRELINQIYLEA
RKFAYGTCVRPVVVYGGTNVGFTIREVLKGCNVLCGTPGRLLDIINRGKVGLSKIRFLVLDEADRM
LDMGFEADMRKLVNSPGMPSKEERQTLMFSATYPEDIQKLAADFLKVDYLFLAVGVVGGACNDIEQ
HITQVTQYSKREKLLDLLKTTGTQRTMVFVETKRSADFIATFLCQEKMPTTS IHGDREQRERETAL
RDFRTGQCPVLVATSVAARGLDIEHVQHVVNFDLPKEIDEYVHRIGRTGRCGNTGRAVSFFDPEAD
TPLARSLVKVLSEAQQEVPSWLEEIALGAHGTTGFNPRGKVFASTDSRRGGSFTKNLAPQPAAQST
VTAAADDDDWE]]

1 1nn
|
Query seq. S e m——

ATP binding site Jf Ha+t binding =it ATP-binding site 4  Jbl
motif IIT J§
rnucleotide binding resionl ‘ ‘
Specific hits
Superfanilies DEXDc superfamily HELICc superfanily
B Hulti-donains PTZ200424

Figura 2 - Sequéncia de aminoacidos para a proteina Vasa da R.quelen. (A) Em vermelho esta indicado o
dominio da superfamilia DEAD (aminoacido 257 até 436) e em azul o dominio da superfamilia Helicase C
(aminoacido 504 até o 580); (B). Dominios da proteina Vasa de jundia. Caixa vermelha indica o dominio da
superfamilia DEAD, e caixa em azul indica o dominio da superfamilia Helicase C. Em (A), O amarelo indica o
aminoacido iniciador (M) e em azul (*) o stop cédon.

3.3.Comparacao de dominios proteicos do Vasa e analise evolutiva

A Figura 3, ilustra a comparacdo entre os dominios da superfamilia
DEAD/DEAH box helicase (DEAD) (caixa verde) e da superfamilia Helicase C-
terminal (Helicase C) (caixa vermelha) em diversos vertebrados, incluindo peixes
e um invertebrado. Interessantemente, a sequéncia de aminoacidos destas
superfamilias mostra-se bastante conservada entre as espécies, conforme
mostram os asteriscos na Figura 3. Além disso, dentro de cada superfamilia, sao
encontrados dominios, também altamente conservados (delimitados por um
contorno amarelo dentro de cada superfamilia na Figura 3), sendo seis dentro da
superfamilia DEAD e dois dentro da superfamilia Helicase C. Os dominios
pertencentes a superfamilia DEAD sao ATPase-A (Dominio 1) (AQTGSGKT),
dominio IA (PTREL), dominio IB (GG), dominio IC (TPGRL), ATPase-B (Dominio
II) (DEAD) e dominio Ill (SAT) e os dominios pertencentes a superfamilia Helicase
C sd&%0 o dominio IV (ARGLD) e o dominio V (GRTGR).
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---RGG- - - -RGRGGRGGGRG--- 108

Rhamdia_guelen --MEDWEDEQS-PVVTSLT-LGNAEN- - - -AWNSNGQQN- - - -- GKDNEE - SSWK - PGAGFGTQGGNRDRGFGKVDGDF KGFRTGIDENANEG - VDNGHS WNTGGEGFRG---
EU53219@_Silurus_meridionalis K SAGDGFGSQDGDNVIHGSRKGSGDFKSFSSGVDENGNKE -VDGGNS WN-GGDCFRG- -RGS----RGRG-RGG------ 109
GU56247@_Clarias_gariepinus 4 KNGSSGFGAQGGNMGRSYREIDGGF KRFNSGNDENGNK - -VDVGSS WRGGKDGIRG--- --RGG----RGRGGRGRGFLGG- 116
AJ311625_Danio_rerio - -MDDWEEDQS-PVVSCSSGF GLGSNGSDGGF KSFYTGAGNDK SNSEGTE 3SSWKIMTGDSF -GS SGFKSEIDENG NGGES RGGFRSGSAI DENDENGNDDGM GGESRGRGRGGFGGSFRGG- 144
XP@852486@4_Homo_sapiens MGDEDWEAEIN-PHMSSYV--PIF - --DRYS-GENGDNFNR - - - T >ASSSEMDDGPSRRDHFMKSGFASGRNF GNRDAGF SNSRFEDG-DSSGFI - -RESSN--- ---DCEDNPTRNRGFSKRG------~- 107
NP@34159_Mus_musculus MGDEDWEAEILKPHVSSYV--PVF -DXYSSGANGDTFNR - - - T 5ASS-DIGESSKKENTSTTGGFGRGKGFGNR - -GF LNNKFEEG-DSSGFI - -KESNN--- ---DCEDNQTRSRGFSKRGGCQDGND 113

XP@@7853932_Chelonia_mydas MGDEDWDTEIQ-DRVASFV--PDFQQL- - - - -DNFSGRANDPSFSC- - -N JSINSADAGVRLNRSQPHR GNKFEER-RSSGFE --RESTE---- --DGQSRALSRRGGFQEGSYSENLG 111
NP_990039_Gallus_gallus -MEEDWDTELEQEARAASQ- -GRSEEQA- - -WMANSGRPNSPSLRF - - - § SRPSSPLSGFPGRPNSPF FG - FSQNKGSLGANEGLNRSLPVQH-DIGGYS GSRESVVRP- -NREDQPVTAFGRGRSSGSRDFQ- 120
AAT61525_Xenopus_tropicalis ~MEENWDTEISTEKPTYIPNFSSLETDN- - - TONYTAYSNNDI TNQNYQS ERSFGNRGGYRSERGGP TNFNRGSRIGRGRGFDSNARNDQYSDSSERDGYN ANEDTQKPFR - -RGGFRNENGQRRGFGDRGGFRNEN- 131
CAA31405_Drosophila_melanogast -MSDDWDDEPIVDTRGARG- -GDWSD- - - - -~ DEDTA-:SFSGEAEGDGVGSSGGEGGGYQGGNRD&‘G?IGGGQGGGAGGYRGGN?DGGGFHGGQREGE? DFRGGEGGFR---------======-=-=-~ GGQGGSAGGQGESREERGFR 122

-FRNSFKSDDENA- - - - SDEGFKSGF SGR GGRGGRGG - RGAFQQGG-DEEGKGRF -GGGVNGQHEE - IFSKGSPKDNEE KEDGE - - - - TAGPK \.NYIPDPDPEEEHSIFSH YATGINFDRYDDILVDV 223
-FRNPFNSDSQ-- -SD-- -FVGRGGR GGRRGEGG-RGTFPQ- - - -ERRRG- - - GGGYRGQDEE - VF SKGSQK EHEE KEEGE - - - - TTGPKVSYVPPPPPEEENSIFAH-YETGINFEKYDDILVDV 214
-FGKSLTSGDEN- - - - - DDEGFK SDFFGR GGRGGRGG - RGASRQVT - DAEGRRHFGGGGYRGQHEENMF SKGSRKDDDG EEEGKENDRTAGPRVTYVPPPPPAEENSIFAH-YATGINFDKYDDILVDY 236
-FRDGGNEDTGRRGF GRENNENGNDEGGE GRGRGRGGFRGGFRDGGGDESGKRGFGRGGF RGRNEE - VF SKVTTADKLD QEGSE - - - -NAGPKVWYVPPPPPEEESSIFSH-YATGINFDKYDDILVDY 266
—————— DNDLDP- - - - -DECMQRTGGLFG SRRPVLSG- TGNGDTSQ- - SRSGSGSERGGYKGLNEEVI TGSGKNSWKSE AEGGESSD- TQGPKVTYIPPPPPEDEDSIFAH-YQTGINFDKYDTILVEV 220
-DQGTQRGGGLFG SRKPAASD-SGNGDTYQ- - SRSGSG - -RGGYKGLNEEVWTGSGKNSIWKSE TEGGESSD-SQGPKVTYIPPPPPEDEDSIFAH-YQTGINFDKYDTILVEV 251
EQRVQQSGSAF I SRRGGFGGPTGDNDSNR - - SRGFGS - -KGGYRGYNEEVIAGSGRSSWKPH GET-ESGD-NQGPKVTYVPPPPPDNEEATFAH-YQTGINFDKYDTILVEV 240
DPGHQDQG- - - - FRR--VPGIFGQSKCFN- -SEERNSPLRGSPFAPGGRGAVGGPAGVLKGR SEEIDSG- - -RGPKVTYVPPPPPEDEQSIFAC-YQSGINFDKYDECAVEM 226
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Figura 3 - Comparagéo das sequéncias de aminoacidos do gene vasa entre varias espécies. O alinhamento foi realizado utilizando o Clustalw2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
Asteriscos (*) indicam os sitios conservados dos aminoacidos; dois pontos (:) indicam uma forte pontuagéo (sitios com menos variagbes entre aminoacidos comparados), e um ponto (.) uma
fraca pontuacéo (sitios com grande variagdo entre aminoacidos comparados) de acordo com a comparagéo de alinhamento utilizando o ClustalW. Caixa verde indica o dominio da superfamilia
DEAD e caixa vermelha indica o dominio da superfamilia Helicase C da proteina. Caixa amarela circula os oito dominios dentro destas superfamilias (Dominio | (AQTGSGKT), dominio IA
(PTREL), dominio IB (GG), dominio IC (TPGRL), Dominio Il (DEAD), dominio Il (SAT), dominio IV (ARGLD) e o dominio V (GRTGR).
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As analises evolutivas para a proteina Vasa demonstram proximidade
evolutiva entre as espécies da ordem Siluriformes, destacando a proximidade
entre R. quelen, C. gariepinus e S. meridionalis (Ordem Siluriformes) e estes
formando um grupo irmdo com Cypriniformes. Estas duas ordens apresentam
relacdo com Salmoniformes e Anguiliformes e estes por sua vez relacionam-se

com os demais peixes (Figura 4).

GUS81283 Auxis thazard
GUS581282 Auxis rochei
GU581280 Euthynnus afiinis Y
GUS81281 Katsuwonus pelamis t Perciformes
EU253482 Thunnus orientalis
GQ404693 Scomber japonicus
GUS81279 Scomber australasicus
AG070418 Ramichiye dhaceus Pleuronectiformes
JX235364 Scophthalmus maximus
NI 001104675 Oryzias latipes } Beloniformes

DQ174775 Monopterus albus } Synbranch iformes
1X880071 Kryptolebias mammoratus } Cyprinodontiformes
AB 378581 P agrus major
JQ756458 Lateolabrax japonicus
GU987023 Dicentrarchus labrax
GQ422440 Osphronemus goramy
GQ404692 Nibea mitsukurii
JX457332 Lanimichthys crocea

Perciformes

JNG34874 Sebastes schiegei } Scorpaeniformes
) AB649033 Oreochromis niloticus
5 100 JF732758 Oreochromis aureus
AB098252 Leucopsarion petersii Perciformes
GUS596411 Seriola quinqueradiata
s = ITﬁE AB 362788 Trachurus japonicus
. s INS4594 Solea senegalensis Pleuronectiformes
Fish (Teleostei) HM 451456 Gadus morhua Gadiformes
BAO21641 Anguilla japonica } Anguiliformes
NM 001124193 Oncorhynchus mykiss
NM 001279129 Salmo salar Salmoniformes _ *
EU448254 Salwelinus leucomaenis ] e J
GUS62470 Clanas ganepinus e e —
EUse2190 Siunss mengonais _ _ b SHlUTiformes o
Rhamdia guelen ___________ 1
__| GQ140633 Ctenopharyngodon idella 1
KC207126 Cuiter ilishaeformis L __________ > *
JQ339739 Gobiocypris rarus
AB531493 Misqumus anguilicawdatus = Cypriniformes '
AY821634 Carassius auratus
AF 479820 Cyprinus carpio
AJ311625 Danio refip == == == == gm == = == ——— > 0
AAIB1525 Xenopus tropicalis } Amphibious
NP 990039 Gallus gallus o .
- o7 XP 007053932 Chelonia mydas } Reptlles + Blrds
65 XP 005248504 Homo sapiens } Mammals
100 NP 034159 Mus musculus
CAA31405 Dsophila melanogaster  } INVertebrate, Insect

'T‘
Figura 4 - Andlises evolutivas do Vasa pelo método de distancia filogenética, Neigbhor joining (NJ). Uma
busca heuristica foi utilizada com 1000 réplicas de bootstrap (O numero indicado acima do ramo mostra a
sustentacdo estatistica da relacdo, 50 > ou = indicando um bom suporte). E possivel ver a proximidade
filogenética do Vasa entre R. quelen (jundia), C. gariepinus (bagre africano) e S. meridionalis (bagre do rio).
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3.4.Expressao do Rgvasa em diferentes tecidos

A expressao do Rqvasa em diferentes tecidos/6rgaos (cérebro, branquias,
coragao, figado, musculo, intestino, rins, testiculos e ovarios) foi avaliada por
gRT-PCR (Figura 5 A) e também por RT-PCR (Figura 5 B), em adultos de ambos
os sexos. Os resultados da RT-PCR e gRT-PCR mostraram que Rqvasa foi
expresso apenas nas gobnadas, sendo significativamente mais expresso nos

ovarios do que nos testiculos adultos do Jundia.
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Figura 5 - Expresséo do vasa em diversos tecidos/6rgaos de R. quelen adulto. (A): Expressao do gene vasa
por qRT-PCR para ambos os sexos. A expressao foi avaliada nas génadas (testiculo e ovario), branquias,
coragao, rins, cérebro, intestino, musculo e figado de ambos os sexos. A expressao foi normalizada pelo
gene de referéncia 18S e os valores expressos em relagdo aos niveis de vasa no testiculo. (B): Analise por
RT-PCR utilizando primers especificos para o gene vasa, nos mesmos tecidos/érgdos em ambos os sexos. O
gene B-actina foi utilizado como controle positvo no padrdo de amplificagdo do cDNA. M indica macho e F
fémea. Os asteriscos indicam diferencgas significativas (p<0.05) entre os grupos.
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3.5.Expressao do Rgvasa em diferentes estagios embrionarios e larval

A expressdo do Rqvasa foi avaliada em diferentes periodos do
desenvolvimento embrionario e larval de R. quelen. Na Figura 6 é possivel

observar algumas das etapas da ontogénese dos individuos analisados.

200 um 300 um

10 hpf 16 hpf

430 pum

— 340 pm 360 pm

19 hpf 22 hpf 31 hpf

355 um 480 um

120 hpf

300 um

Figura 6 - Desenvolvimento embrionario e larval de R. quelen. Ovo recém fertilizado (0 hpf). Clivagem
e Blastulagéo (4 a 7 hpf). Gastrulagao (10 a 13 hpf). Somitogénese (16, 19 e 22 hpf). Ecloséo (31 e 37
hpf). Pigmentagéo dos olhos e abertura da boca (120 hpf). Horas pés-fertilizagéo (hpf).

A analise da expressao do Rqvasa por RT-PCR durante o desenvolvimento
embrionario e larval, mostrou a presenca de transcritos primarios de Rgvasa em
todos os periodos avaliados, desde o estagio de 0 horas pods-fertilizagao (hpf),
logo apds a fecundagao do odcito com espermatozoide, até a larva com 264 hpf

(Figura 7 B). Nos estagios inicias do desenvolvimento embrionario (0, 4, 7 e 10
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hpf) foi possivel observar bandas com sinais mais intensos quando comparados
com os estagios subsequentes (Figura 7B), indicando desta forma uma maior
expressdo do gene vasa. O gene g-actina foi utilizado como controle positivo

endégeno (Figura 7B).

Andlises de qRT-PCR (Figura 7 A) confirmam os resultados qualitativos do
RT-PCR. A expressao relativa de Rqvasa é significativamente maior no estagio de
0 hpf, o que corresponde ao estagio de zigoto (Figura 7 A). Com as primeiras
clivagens do embrido (4 hpf), a expressdo do Rqvasa apresenta uma pequena
reducdo em seus niveis relativos quando comparados a 0 hpf (Figura 7 A). Na
blastulagdo (7 hpf), a expressdo do vasa diminui significativamente e
gradativamente até a gastrulagao (Figura 7 A). Durante a gastrulagao (10-13 hpf),
somitogénese (16-37 hpf) e estagio larval (43-264 hpf), a expressao relativa do
Rqvasa manteve-se constante durante o periodo avaliado. A expressao foi
normalizada pelo gene de referéncia 78S e os expressos em relagédo ao tempo 0
hpf. Para efeitos comparativos, a expressao relativa do vasa nos testiculos

adultos também esta mostrada na Figura 7 A.
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Figura 7 - Expressao do vasa em diferentes estagios do desenvolvimento embrionario e larval de R. quelen.
(A): Niveis relativos de RNAm do vasa utilizando PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR). Os niveis
expressos foram avaliados desde o momento O hora poés-fertilizagdo (hpf) até a larva com 264 hpf. A
expressao foi normalizada pelo gene de referéncia 78S e os valores expressos em relagdo ao tempo 0 hpf.
Letras diferentes indicam diferenga significativa (P< 0,05, one way ANOVA). (B): Analise por RT-PCR
utilizando primers especificos para o gene vasa, nos mesmos periodos avaliados acima. O gene B-actina foi
utilizado como controle positivo no padréo de amplificagdo do cDNA.

3.6.Hibridizacao in situ durante o desenvolvimento embrionério e larval

Os sitios de expressao de Rqvasa foram identificados durante o
desenvolvimento embrionario e larval de R. quelen através de hibridizagao in situ
cromogénica (CISH). Conforme esperado, os transcritos primarios de Rqvasa
localizam-se nas células germinativas primordiais (CGPs) (Figuras 8, 9). No
embrido com 10 hpf no estagio de gastrulacdo com 90% de epibolia completa o
RNAm do vasa é encontrado nas CGPs da regidao dorsal do embrido, onde as

CPGs aparecem translocando-se do epiblasto em diregdo ao hipoblasto (Figuras
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8 A, B, 9). Com 19 hpf, no embrido em processo de somitogénese, o Rqvasa se
expressa nas CGPs que neste momento estdo associadas a camada sincicial do
vitelo (Figuras 8 C, 9).

Nos seguintes estagios, as larvas com 37, 43, 55, 72, 96 e 120 hpf (Figuras
8-D, 8-E, 8-F, 8-G, 8-H, 8-, 9) apresentaram expressao do Rqvasa nas CGPs em
seu processo migratério em direcdo ao primordial gonadal. E possivel visualizar a

migragao ocorrendo pelo mesentério dorsal (Figuras 8 - J, 8 — L, 9).

A 10 hpt B 10 hpt C 19 ot

Figura 8 - Hibridizagdo cromogénica feita no tecido inteiro durante o desenvolvimento embrionario e larval de
R. quelen. (A) Visao ventral do embrido no estagio da gastrulagdo (10h) com 90% da epibloia completa,
pontos escuros marcados indicam a migracdo das células germinativas primordiais (CGPs) translocando-se
do epiblasto para o hipoblasto. (B) Visado lateral do embrido no estagio da gastrulagdo (10h) com 90% da
epibloia completa. (C) Embrido no estagio de 19 hpf onde as as CGPs estdo associadas a camada sincicial
do vitelo. (D, E, F, G, H, I, J, L) Durante o desenvolvimento larval, a marcagdo das CGPs aparece no
mesentério dorsal, indicando a migragao destas células em direcao ao primérdio gonadal. Cabegas de setas
indicam a localizagdo das CGPs. Barras: A, B,C,D,E,F,G,H,l =500 ym. J, L= 100 ym.
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Figura 9 - Esquema ilustrando a migragédo das células germinativas primordiais em embrides e larvas de R.
quelen, através da técnica de hibridizagdo cromogénica (CISH) feita no individuo inteiro. Cabecgas de setas
indicam a posigdo das CGPs no processo migratorio.

3.7.Hibridizag&o in situ das génadas

Os sitios de expressdo de Rqvasa nos testiculos e ovarios de R. quelen
foram identificados através de hibridizagdes in situ cromogénica (CISH) em cortes
histolégicos (ovario e testiculo), CISH no tecido inteiro (ovario) e hibridizagao in
situ fluorescente (FISH) em cortes histologicos de testiculo, utilizando uma sonda

senso e antisenso de RNA, como descrito na metodologia.

No ovario, o Rqvasa é expresso principalmente nos estagios iniciais do
desenvolvimento oocitario (Figura 10 A). Nos oécitos perinucleolares em estagios

inicias, os transcritos primarios do vasa ocorrem no citoplasma, e também
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fortemente no nucleo (Figura 10 D). Nos odcitos perinucleolares tardios, o vasa
encontra se nos nucléolos, no citoplasma e no corpusculo de Balbiani (cabegas
de setas) (Figura 10 C). Esta marcagao indica uma possivel transicdo dos
transcritos do vasa para a periferia do nucleo e também uma difusdo dos mesmos
para o citoplasma concentrando-se na regido do corpusculo de Balbiani.

Nos odcitos em estagio pré-vitelogénico (pv), Rqvasa apresenta-se
uniformemente distribuido no citoplasma destes odcitos (Figura 10 D). Por fim,
nos odcitos vitelogénicos, os transcritos primarios do vasa localizam-se na regido
cortical/periférica da célula. No entanto, nestes odcitos, o sinal € evidentemente
menos intenso, devido a diminuicdo da expressao ou dispersao do RNA do vasa.
Na ISH no tecido inteiro, as células germinativas iniciais sdo as que visivelmente

apresentam intenso expressao do vasa (Figura 10 E).
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Figura 10 - Identificacdo dos sitios de expressdo do Rqvasa em ovarios de R. quelen, através da hibridizacao
in situ cromogénica em cortes histoldgicos incluidos em parafina e por hibridizagéo in situ no tecido inteiro.
(A) Expresséo do Rqvasa no ovario utilizando sonda complementar antisenso (T7). (B) Hibridizacado in situ
utilizando sonda senso como controle negativo. (C) Expressdo do vasa no citoplasma dos odbcitos
perinucleolares, no corpusculo de Balbiani (CB), no nucleo e nucléolos. No odcito vitelogénico o sitio de
expressao do Rqvasa encontra-se na periferia do citoplasma dos odcitos. (D) Marcagdes intensas no nucleo
indicam alta expressdo dos transcritos primarios de vasa nos odcitos perinucleolares (E) Hibridizagdo no
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ovario inteiro, cabegas de seta indicam marcagao intensa nos odcitos durante as etapas iniciais da oogénese.
PE= perinucleolar, PV= pré vitelogénico, VI= vitelogénico. Barras: A= 400 ym; B= 270 ym; C, D= 170 pm; E=
1000 pm.

Os testiculos sexualmente maduro de R. quelen uma grande quantidade
de espermatozoides em seu lumen, assim como epitélio germinativo composto
por cistos com células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento
(Figura 11 A). Os transcritos primarios de Rqvasa localizam-se nos cistos
contendo células germinativas em diferentes etapas de desenvolvimento (Figura
11 C). As espermatoglnias sdo as células germinativas que aparecem com uma
marcacao mais intensa, os espermatocitos apresentam sinais moderados e as
espermatides sinais fracos, e os espermatozoides nao apresentam marcacgao

para a expresséo do vasa (Figura 11 D).
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Figura 11 - Hibridizac&o in situ cromogénica (CISH) e fluorescente (FISH) em cortes histolégicos incluidos
em parafina, indicando o sitio de expressdo de Rgvasa nos testiculos de R. quelen. (A) Hibridizagao
utilizando sonda antisenso (T7), setas indicam a presencga dos transcritos primarios de Rqvasa nos testiculos.
(B) Hibridizagao utilizando sonda senso (T3) como controle negativo. (C) Cabegas de setas indicam que o
vasa € expresso em cistos de células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento. (D) Aumento
de 100x, evidenciando que o Rqvasa se expressa fortemente nas geragdes espermatogoniais (SPG A e SPG
B) quando comparadas com cistos de espermatdcitos e espermatides expressam fortemente. (E)
Hibridizagao in situ fluorescente mostrando os cistos marcados e o limen contendo apenas espermatozoides
sem marcagdo. SPG A, espermatogénia do tipo A; SPG B, espermatogdnia tipo B; SPC, espermatdcito; SPT,
espermatide. Barras: A, B= 50 ym. C= 60 ym. D= 25 ym. E= 125um.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo caracterizou a sequéncia completa do cDNA de vasa de
R. quelen e analisou sua expressao em diferentes tecidos e também durante o
desenvolvimento embrionario e larval de R. quelen. Nesta caracterizagao foi
obtida uma sequéncia de cDNA de 2016 pares de bases, que codifica uma
proteina de 671 aminoacidos. O numero de pares de base e aminoacidos obtidos
sao semelhantes aos encontrados em D. labrax, no qual o cDNA do vasa
corresponde a 1911 pares de bases, condificando uma proteina de 637
aminoacidos (BLAZQUEZ et al, 2011). Em Paralichthys olivaceus, também foram
isolados cDNA com 1941 pares de bases que codificam uma proteina de 646
aminoacidos (WU et al., 2014). Tanto em R. quelen quanto em D. labrax
(BLAZQUEZ et al, 2011) e P. olivaceus (WU et al., 2014), foram encontrados um
dominio da superfamilia Helicase C na extremidade C-terminal € um dominio
DEAD na extremidade N-terminal, ambos caracteristicos da familia de proteinas
Vasa. Além disso, também foram encontrados oito dominios, altamente
conservados distribuidos nestas duas superfamilias. Os dominios pertencentes a
superfamilia DEAD sdo o dominio | (ATPase-A) (AQTGSGKT), dominio IA
(PTREL), dominio IB (GG), dominio IC (TPGRL), dominio Il (ATPase-B) (DEAD) e
dominio Il (SAT), e os dominios pertencentes a superfamilia Helicase C sdo o
dominio IV (ARGLD) e o dominio V (GRTGR), indicando que o vasa clonado é
homdlogo dentro do grupo dos peixes teledsteos e que estdo evolutivamente
distantes dos demais vertebrados (BLAZQUEZ et al., 2011, WANG et al., 2014,
WU et al., 2014, UBEDA-MANZANARO et al., 2014).

Analises evolutivas, demonstram que a proteina Vasa € conservada entre
R. quelen, C. gariepinus e S. meridionalis, os quais pertencem ao grupo dos
Siluriformes, como ja indicado em trabalhos anteriores (BLAZQUEZ et al., 2011;
WANG et al., 2014 e UBEDA-MANZANARO et al., 2014). Nossos resultados de
relacdo evolutiva também mostram que a ordem Siluriformes se relaciona com
Cypriniformes, estes com Salmoniformes, e por fim os Anguiliformes com o

restante dos peixes (Teledsteos), indicando um monofiletismo para a proteina
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Vasa dentro do grupo peixes como observado por outros autores (WANG et al.,
2014; WU et al., 2014).

Além da caracterizagdo do vasa de forma inédita em uma espécie nativa,
R. quelen, também foi realizada a analise espacgo-temporal da expressao do

mesmo durante o desenvolvimento embrionario e larval de R. quelen.

A avaliacdo da expressao do Rqvasa por gRT-PCR e RT-PCR em
diferentes tecidos/orgdos de machos e fémeas adultos, mostrou que o Rqvasa é
expresso somente nas gbnadas de R. quelen, sendo mais expresso nos ovarios
do que nos testiculos. Essa especificidade também foi encontrada em outros
vertebrados e invertebrados, como em Caenorhabditis. elegans (GRUIDL et al.,
1996), D. melanogaster (HAY et al., 1988), Xenopus, (IKENISHI et al., 1996), bem
como nos teledsteos D. rerio (YOON et al., 1997) e C. gariepinus (RAGHUVEER
et al., 2010). Embora sua expressao seja especifica em gdnadas, alguns estudos
relataram a expressao do vasa extra-gonadal, como em D. labrax (BLASQUEZ et
al., 2011;), A. japonicus (YAN et al., 2013), Solea senegalensis (PACCHIARINI et
al., 2013), no entanto, os niveis encontrados sado poucos expressivos e a fungao
do gene nesses tecidos ainda € desconhecida. Devido a proteina Vasa ser uma
helicase, sua fungdo extra-gonadal poderia estar relacionada ao metabolismo do
RNA, atuando na regulacdo da traducdo dos RNAmM, na especificacdo e
diferenciacao de outros tipos de tecidos especificos (IKENISHI &TANAKA, 2000).

Em relagdo aos niveis relativos de expressao do Rqgvasa nas gbnadas,
diferencas significativas foram encontradas entre os niveis de expressao nos
ovarios e nos testiculos. Rqvasa foi mais expresso nos ovarios do que nos
testiculos de R. quelen. Resultado similar também foi observado em P. olivaceus
(Wu et al., 2014). Nas gbnadas, os sitios de expressao do vasa localizam-se nas
células da linhagem germinativa, como reportado nos mais diversos organismos
como, D. melanogaster (LASKO & ASHBURNER, 1988); zebrafish (YOON et al.,
1997), truta arco-iris (YOSHIZAKI et al., 2000), tilapia (KOBAYASHI et al., 2000),
ra (IKENISHI et al., 1996; KOMIYA et al., 1994), galinha (TSUNEKAWA et al.,
2000). Em nosso estudo, também detectamos os transcritos primarios do Rqvasa
nas ceélulas da linhagem germinativa, sendo, portanto o Rqvasa um marcador

especifico de células germinativas em R. quelen.
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Interessantemente, em ambas gbnadas (ovarios e testiculos) de R. quelen,
as ceélulas germinativas iniciais sao as células que mais expressaram vasa, como
também observado em outros teledsteos (BRAAT et al., 2000; KNAUT et al.,
2000; XU et al., 2005). Nos testiculos de R. quelen, o padrdo de expressao do
vasa foi maior nas espermatogbnias iniciais, diminuindo sua expressao
gradativamente ao longo do desenvolvimento das células germinativas. Nao foi
detectado expressao do vasa nos espermatozoides. Esse padrao também foi
encontrado A. japonicus (YAN et al., 2013) e C. auratus gibelio (XU et al., 2005);
neste Uultimo, além dos espermatozoides, as espermatides também néo
apresentaram expressao para o vasa (XU et al.,, 2005). J& em Oreochromis
niloticus, o RNAm do vasa foi detectado nas geragdes espermatogonias e nos
espermatdécitos primarios paquiténicos, ndao sendo encontrado em espermatocitos
em diploteno, espermatdcitos secundarios, espermatides e espermatozoides
(KOBAYASHI et al.,, 2000). Esta variagdo na expressao do vasa durante as
diferentes geragcbes da linhagem germinativa masculina, poderia ser melhor
compreendida se o papel do vasa na espermatogénese fosse conhecido, no
entanto, pouco se conhece a respeito da sua fungdo na espermatogénese. Em
medaka, analises da dindmica da proteina Vasa durante a espermatogénese
sugerem que o Vasa tenha um papel importante na cito-diferenciagcao e formacéao
do flagelo durante o processo da espermiogénese (YUAN et al ., 2014). Esta
hipétese foi baseada na presenca do Vasa como componente essencial do corpo
cromatoide, que localiza-se na espermatide em forma de anel circundando o
flagelo (YUAN et al., 2014). Apesar de diversos estudos realizados em mamiferos,
a funcdo do corpo cromatdide ainda permanece indefinida. Porém, em
camundongos, foi demonstrado que a perda da estrutura em forma de anel
derivado do corpo de cromatdide, resulta em machos inférteis (SHANG et al.,
2010). Outros estudos mostram que camundongos deficientes para o gene
homologo do vasa (Mvh) possuem alteragdes na proliferagéo e diferenciagao das
CGPs, além do desenvolvimento anormal das células germinativas masculinas
pré-meiodticas, que resulta em morte apoptdtica, gerando consequentemente
machos estéreis (TANAKA et al., 2000). Em zebrafish, a perda da fungao do gene
vasa causou esterilidade em machos que tiveram testiculos formados apenas por

células de Sertoli (HARTUNG et al., 2014). Interessantemente, para esses
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mesmos organismos dos trabalhos acima, a deficiéncia do vasa teve efeito
apenas na espermatogénese enquanto que a oogénese nao sofreu alteracdes
(SHANG et al., 2010; TANAKA et al., 2000; HARTUNG et al., 2014).

Ao analisar os sitios de expressdo de Rqvasa no ovario de R. quelen,
observa-se que a distribuicdo celular do RNAmM do vasa aparece de forma
dinamica ao longo do desenvolvimento oocitario, como reportado em O. niloticus
(KOBAYASHI, et al., 2000) e A. japonicus (YAN, et al., 2013). Em R. quelen,
oocitos perinucleolares expressaram fortemente Rqvasa no citoplasma, no
nucleo, nos nucléolos e nos corpusculos de Balbiani. J& no estagio pré-
vitelogénico, Rqvasa se expressa uniformemente no citoplasma, diminuindo sua
expressdo no oocito vitelogénico, onde os transcritos do vasa se localizam no
cortex celular. Esta distribuicdo € similiar a encontrada em L. calcarifer (XU et al.,
2014). Ja em O. niloticus (KOBAYASHI et al., 2000) e C.auratus gibelio, (XU et
al., 2005) o RNAm do vasa nao foi encontrado no nucleo da célula germinativa
feminina em nenhum estagio, sendo presente somente no citoplasma. Em
humanos (Homo sapiens) o Vasa foi detectavel durante a fase fetal e nos ovarios
durante a infancia e na fase pubere em foliculos primarios (reserva), uma vez que
este foliculo entra em crescimento, o Vasa ja ndo pode mais ser detectado
(ALBAMNONTE et al., 2012). De um modo geral, esta variacdo na expresséo do
vasa ao longo do desenvolvimento das células germinativas femininas poderia
estar associado processos de auto-renovavacao, diferenciacdo, e entrada em
meiose (XU et al., 2014). Em alguns organismos, este gene parece ser essencial.
Por exemplo, em D. melanogaster que tiveram mutagcbes em alelos que
continham genes maternalmente herdados, dentre eles o vasa, n&do conseguiram
completar a oogénese sendo, portanto, estéreis (SCHUPBACH & WIESCHAUS,
1991). Ja em teledsteos, o vasa parece nao ser essencial para o desenvolvimento
das células germinativas femininas. Zebrafish fémeas deficientes para vasa sao
férteis, ndo possuindo nenhuma alteracdo no desenvolvimento oocitario
(HARTUNG et al., 2014). De uma maneira geral, o papel do vasa na
gametogénese ainda nao esta elucidado, mas os resultados obtidos em R. quelen
indicam que o vasa desempenharia funcdes diferentes na oogénese e

espermatogénese.
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Ao avaliar a expressdo do Rqgvasa por RT-PCR e gRT-PCR durante o
desenvolvimento embrionario e larval de R. quelen foram encontrados niveis
elevados de expressdo deste gene no estagio de 0 hpf, sugerindo que o vasa
presente neste estagio € de origem materna. Em geral, alguns fatores maternos
(proteinas, RNAs) s&o depositados em estruturas denominadas como plasma
germinativo, ou também corpusculo de Balbiani, que sdo formadas durante a
oogénese, e posteriormente localizadas em regides especificas do embrido, os
quais serao responsaveis pela especificagdo da linhagem germinativa (LASKO &
SAFFMAN, 1999). Neste trabalho, também identificamos presenga de transcritos
primarios do vasa nos corpusculos de Balbiani nos oécitos perinucleolares. O
corpusculo de Balbiani € uma estrutura presente nas células germinativas
femininas, e €& composta por mitocondrias, granulos elétron-densos com
complexos de RNAs/proteinas de longa duragao (VORONINA et al., 2011). Essa
estrutura ira permanecer durante o desenvolvimento embrionario e sera
responsavel por especificar as células germinativas primordiais como
demonstrado em varios organismos e em alguns peixes teledsteos, como em
medaka (O. latipes) (HERPIN et al., 2007) e zebrafish (D. rerio) (HASHIMOTO et
al., 2004).

Sendo assim, varios estudos com outros teledsteos, também encontraram
expressao elevada do vasa nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario
e atribuiram essa elevada expressao a presenga de transcritos herdados
maternalmente, como recentemente no salmao do Atlantico (NAGASAWA et al.,
2013). Em zebrafish, foi descoberto que a transcricdo zigotica (do préprio
embrido) tem inicio somente a partir da blastula medial (KANE & KIMMEL, 1993),
portanto, o Vasa presente nos estagios inicias € de origem materna (YOON, et
al.,1997).

Os niveis relativos de expressao do vasa diminuem significativamente e
gradativamente apds 0 hpf até atingir seu menor nivel de expressao com 10 hpf
(90% da epibolia completa). A partir deste estagio (10 hpf) até 264 hpf, os niveis
de expressao de Rqvasa mantiveram-se estaveis. Interessantemente, o menor
nivel da expressao do vasa também foi observado no mesmo periodo do

desenvolvimento embrionario (10 hpf) de Japanese flounder (WU et al., 2014) D.
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rerio (WOLKE et al., 2002), G. carp (XU et al., 2005) e C. gariepinus
(RAGHUVEER & SENTHILKUMARAN, 2010). A diminui¢gao no nivel da expressao
do vasa pode ser explicada pela degradagao dos transcritos maternos ou pela

diluicdo do transcritos do vasa pelo aumento do numero de células do individuo.

Os sitios de expressdo do Rqvasa foram identificados através de técnicas
de hibridizacdo in situ em embrido inteiro. Desta forma, observamos que os
transcritos primarios de Rqvasa se expressam exclusivamente nas CGPs. Além
disso, foi possivel observar nos periodos avaliados (37, 43, 55, 72, 96 e 120 hpf),
0 processo migratério destas células em diregcdo a regido do primoérdio gonadal.
Sendo assim, no estagio de 10hpf (90% da epibolia completa), as CPGs estéo
presentes na regido dorsal do embrido onde translocam-se do epiblasto em
diregao ao hipoblasto, semelhantemente ao encontrado em Gymnogobius species
(SAITO et al., 2004). No embriao com 19 hpf, em processo de somitogéneses, as
CGPs neste momento estdo localizadas na mesoderme, associadas a camada
sincicial do vitelo. A proximidade das CGPs com a camada sincicial do vitelo e
com as células endodermais € comumente observada durante a migragao destas
células nos peixes teledsteos (NAGAI et al., 2001; SAITO et al., 2002a; SAITO et
al., 2004). Nos estagios larvais mais avangados (37, 43, 55, 72, 96 e 120 hpf), as
CGPs que expressam o vasa estao localizadas no mesentério dorsal no processo
migratério em diregdo ao primordial gonadal. Esta descricdo é semelhante ao
observado em zebrafish que também utiliza o vasa como marcador molecular de
CGPs (BRAAT , et al., 1999). Neste estudo, a migracao das CGPs foi identificada
no estagio de cinco somitos, na periferia da endoderme, em contato com a
camada sincicial do saco vitelinico, seguida de sua movimentagdo no mesenteério
dorsal até ao primordial gonadal, onde juntamente com as células mesenquimais
irdo estabelecer a gbnada (BRAAT, et al., 1999). Apesar da rota migratoria das
CGPs nos peixes ser bem conservada, algumas diferengas séo notadas no
padrdao de migracdo como, por exemplo, a localizacdo das CGPs na fase pré-
somito, a distribuicdo lateral das CGPs no inicio da segmentagdo, assim como
sua diregdo do movimento lateral para o eixo dorsal durante a segmentacao e as

posicdes finais destas células (SAITO et al., 2006).
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O presente trabalho mostrou de forma inédita a caracterizacdo do cDNA
homodlogo do vasa, Rqvasa, em uma espécie nativa, R. quelen. Através da analise
comparativa da sequéncia de aminoacidos com outros vertebrados e
invertebrados, confirmou-se que o vasa é altamente conservado ao longo da
evolugdo. Além disso, a analise da expressao do Rqvasa mostrou ser especifico
da linhagem germinativa. Diferengas no padrdo de expressdo durante
gametogéneses de ambos os sexos, sugerem que o Rqvasa possa desempenhar
papéis diferentes nestes processos. Ja a andlise de expressdo durante o
desenvolvimento embrionario e larval, permitiu observar a migracdo das CGPs.
Tais informagdes basicas a respeito do vasa e da biologia das CGPs durante o
desenvolvimento embrionario desta espécie nativa poderao ser uteis para estudos
biotecnoldgicos. Dentre eles, o transplante das células tronco germinativas
(espermatogbnia ou oogdnia) para a cavidade intraperitoneal das larvas recém-
eclodidas, em que é importante saber o padrédo migratorio das CGPs para se
estimar o periodo para realizar o transplante. Outra aplicagcao é utlizar o vasa
como marcador molecular para isolar células germinativas indiferenciadas com
base nos niveis de expressdao do vasa. Desta forma, este trabalho inédito
utilizando uma espécie nativa brasileira fornece resultados importantes para
estudos biotecnolégicos futuros utilizando-se R. quelen como modelo

experimental.
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CONCLUSAO GERAL

Nossos estudos permitem concluir que:

e O cDNA completo de Rqvasa constitui-se de 2016 pares de bases, que
codifica uma proteina de 671 aminoacidos. A proteina Vasa é formada por oito
dominios distribuidos nas duas superfamilias da Helicase C e DEAD. Estas
analises mostram que o gene/proteina é conservado dentro das espécies de
peixes teledsteos.

e Anadlises evolutivas para a proteina codificada pelo gene vasa,
demonstraram que R. quelen, C. gariepinus € S. meridionalis, sdo evolutivamente
préximos, cofirmando a homologia do gene.

¢ A analise da expressao em tecidos/érgaos, revelou que o Rqvasa é restrito
as gbnadas. Os sitios de expressao foram identificados mostrando que o Rqvasa
esta presente nas células da linhagem germinativa feminina e masculina.

e A analise espacgo-temporal da expressdo do durante o desenvolvimento
embrionario e larval de R.quelen mostrou que o transcritos primarios do Rqvasa
estavam presentes desde o zigoto, indicando heranga materna do mesmo. A
expressdo do gene diminuiu ao longo do desenvolvimento embrionario
permanecendo constante durante o periodo larval estudado. Os sitios de
expressdao foram detectados nas células germinativas primordias em seu
processo migratério em diregao ao primoérdio gonadal.

e O vasa pode ser utilizado como um marcador especifico para a linhagem

germinativa em R. quelen.
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