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RESUMO

Nos cromossomos dos eucariotos é notoria a ocorréncia de heterocromatina,
rica em sequéncias repetidas e ininterruptas de DNA, nomeadas DNAs satélites
(DNAsat), que pertencem ao grupo de DNAs repetitivos nao codificantes. Por estarem
presentes na heterocromatina constitutiva, marcada pela auséncia ou baixa
frequéncia de genes codificadores de proteinas, essas sequéncias por muito tempo
foram consideradas inertes. Apesar disso, recentemente, multiplas evidéncias
surgiram com o avancar dos estudos nessa questdo defendendo o envolvimento de
tais DNAs em diversas func¢des, sendo muito conservados entre espécies, o que indica
um possivel papel regulatério envolvido. Em estudos prévios acerca de bibliotecas de
RNA em Gryllus assimilis notou-se a conservacao de sequéncias repetitivas de DNAs
satélites com atividades transcricionais diferentes entre tecidos e sexos. Pretendeu-
se com o desenvolvimento deste projeto analisar a transcricdo de algumas das
familias de DNAsat em diferentes tecidos (cabeca, palpos, ceco gastrico, musculos
da asa, musculos da perna e gbnadas) em seis individuos de G. assimilis, na busca o
melhor entendimento acerca da funcionalidade das mesmas. Para isso, foram
extraidas amostras de RNA de diferentes tecidos e estagios embrionarios, as quais
foram submetidas a técnica de PCR com primers especificos para cada uma das cinco
familias de DNAsat utilizadas. Os resultados apontaram disparidades nas atividades
transcricionais entre os tecidos, sexo e também estdgios de desenvolvimento,
sugerindo papéis funcionais individuais para cada familia de DNAsat. Além disso, a
presenca de transcricdo tanto em estagios de desenvolvimento iniciais, quanto na fase
adulta, indica que estes elementos séo constitutivos para a espécie. Levando em
conta os resultados, pode-se concluir a atividade e importancia dos DNAsat em G.
assimilis, corroborando com o proposto por demais pesquisadores em estudos prévios
na literatura e abrindo caminho para novas investiga¢gdes voltadas para o papel e

funcionalidade particular dessas sequéncias de DNA repetitivo.

Palavras-Chave: DNA repetitivo; DNA satélite; Gryllus assimilis; Citogenomica.



ABSTRACT

It is remarkable in eukaryotic chromosomes the occurrence of heterochromatin,
rich in repetitive and continuous DNA sequences, called satellite DNAs (satDNA),
which belong to the non-coding repetitive DNA group. These sequences are present
in constitutive heterochromatin, known for its absence or low frequency of protein
coding genes, therefore considered inert for a long time. Nevertheless, recently,
multiple evidence has arisen with the advance of studies in this matter defending the
involvement of these DNA in multiple roles, being highly conserved among species,
indicating a possible regulatory role. In preliminary research covering RNA libraries of
Gryllus assimilis it has been noticed the conservation of repetitive satellite DNA
sequences presenting differential transcription between tissues and sexes. The
development of this project aimed to analyze the transcription of a few satDNA families
in different tissues (head, palps, gastric cecum, wing muscle, leg muscle and gonads)
on six individuals of G. assimilis, searching for a better understanding upon the
functionality of those sequences. To accomplish that, RNA samples were extracted
from different tissues and embrionary stages being then submitted to PCR with specific
primers for each one of the five satDNA families selected to this experiment. The
results pointed to disparities in transcriptional activities between tissues, sex and also
development stages, suggesting specific functional roles for each DNAsat family.
Furthermore, the presence of transcription activity in early development stages and
also in the adult stage indicates that these elements are constitutive to the species.
Considering the results, it can be concluded the significance and activity of satDNA in
G. assimilis, corroborating to what was previously presented by other researchers in
literature, and paving the way for new investigations focusing on the role and particular

functionality of these repetitive DNA sequences.

Key-words: Repetitive DNA,; Satellite DNA; Gryllus assimilis; Cytogenomics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Gryllus assimilis e citogenética de Gryllidae

O género Gryllus (familia Gryllidae) possui cerca de 80 espécies descritas, das
quais 12 foram registradas para a Ameérica do Sul (MARTINS, 2009). A espécie
Gryllus assimilis distribui-se pelos Estados Unidos da América (EUA), México e grande
parte dos paises da Ameérica do Sul, incluindo o Brasil (REHN e HEBARD, 1915). De
acordo com Masaki e Walker (1987) o ciclo de vida da espécie é homodinamico, tendo
em vista que ndo ha grandes variacfes sazonais, no qual ocorre o crescimento e a
reproducao continua dos individuos. Os individuos passam, de forma geral, por trés
estagios, cada qual abriga etapas e diferencas, dependendo da espécie desse género:
(@) Ovo, que pode apresentar alteracbes no desenvolvimento de acordo com a
umidade do substrato e com a temperatura do ambiente; (b) Ninfa, as espécies do
género podem apresentar de 5 a 14 mudas até atingirem o estagio adulto, tal estagio
também varia em funcéo da temperatura; e (c) Adulto, os G. assimilis podem ter uma
longevidade partindo de 16 até por volta de 62 dias (MASAKI e WALKER, 1987).
Dessa forma, os individuos do género podem ser identificados como hemimetébolos,
visto que ndo passam por um estagio larval e nem por metamorfose completa
(DONOUGHE e EXTAVOUR, 2016).

A espécie Gryllus bimaculatus vem sendo utilizada como organismo modelo
para uma grande variedade de estudos de diversas areas, como comportamento,
neurobiologia, fisiologia e também genética do desenvolvimento (DONOUGHE e
EXTAVOUR, 2016). Levando isso em conta, abaixo encontra-se na Figura 1, a
ilustracdo dos ciclo de vida do grilo, delimitando-se caracteres morfologicos do

embrido, para definicdo de cada estagio do desenvolvimento.
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Fig. 1. Representacao esquemética dos estagios de desenvolvimento embrionario e ciclo de vida de
G. bimaculatus, extraido de Donoughe & Extavour, 2016 (pagina 141).

Com relacdo aos estudos cromossdmicos na familia Gryllidae, o numero
cromossOmico varia de 2n (&) =7 a 2n (&) = 29, sendo o nimero modal 2n () = 21
(ZEFA, 1999; PALACIOS-GIMENEZ et al, 2015). Para o género Gryllus esta variacao
é de 2n (&) = 11 observado em G. minor a 2n (&) = 29 observado na maioria das 22
espécies estudadas até o momento. Sabe-se que a variabilidade cromossémica
observada nessa familia € decorrente de diferentes rearranjos cromossémicos,
incluindo por exemplo, fuséo, fisséo, translocacéo e inversdo (ZEFA, 1999). Esses
eventos envolvem tanto cromossomos autossémicos como 0S CromosSomos sexuais,
visto os diferentes sistemas de cromossomos sexuais presentes em algumas
espécies, tais como neo-XY, neo-X1X2Y e neo-X1X20 (PALACIOS-GIMENEZ et al,
2015; 2018). E sugerido que toda a diversidade nos sistemas de determinacdo sexual
cromossOmica seja originada do sistema X0/XX, visto este ser o modal para o grupo,
representando possivelmente o carater ancestral (PALACIOS-GIMENEZ et al, 2015).
A espécie G. assimilis € um representante de Gryllidae com maior numero
cromossdmico 2n=29/30 tendo ocorréncia de sistema sexual do tipo X0, considerado
ancestral. Seus cromossomos possuem dois bracos e com morfologia variavel,

incluindo cromossomos metacéntricos e submetacéntricos.
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1.2 DNAs satélites: organizacgao e transcricao

Nos cromossomos dos eucariotos € notéria a ocorréncia de heterocromatina
nas regides pericentromérica, centromérica e telomérica, além de eventualmente nas
regides intersticiais. Os blocos de heterocromatina, no geral, sdo ricos em sequéncias
repetidas e ininterruptas de DNA, nomeados DNAs satélites (DNAsat) (YUNIS e
YASMINEH, 1971; JENILEK e SCHMID, 1982; PLOHL et al, 2008; PALOMEQUE e
LORITE, 2008; PEZER et al, 2012; BISCOTTI, OLMO e HESLOP-HARRISON, 2015;
BISCOTTI etal, 2015; FERREIRA et al, 2015; GARRIDO-RAMOS, 2017; FELICIELLO
et al, 2021; THAKUR, PACKIARAJ e HENIKOFF, 2021). Esses DNAs compdem,
juntamente a microssatélites, minissatélites e elementos de transposi¢do (ETS), 0
grupo de DNAs repetitivos ndo codificantes a partir dos quais atribui-se uma porcéo
consideravel do genoma eucarioto, muitas vezes atingindo abundancia maior do que
50% do contetdo de DNA (CHARLESWORTH et al, 1994; KUHN, 2015;
PALOMEQUE e LORITE, 2008; FELICIELLO et al, 2021; THAKUR, PACKIARAJ e
HENIKOFF, 2021).

Quanto a organizacdo, os DNAsat encontram-se com repeticdes dispostas em
tandem, nas quais sequéncias de pares de base chamadas unidades de repeticéo, ou
mondmeros, ocorrem de maneira continua e subsequente por centenas ou milhares
de vezes, de forma que esses arranjos em tandem sao variaveis tanto em numero
guanto comprimento em diferentes escalas (TAUTZ, 1993; CHARLESWORTH et al,
1994; PLOHL, MESTROVIC e MRAVINAC, 2012; BISCOTTI, OLMO e HESLOP-
HARRISON, 2015; PALOMEQUE e LORITE, 2008; VECHTOVA et al, 2016; THAKUR,
PACKIARAJ e HENIKOFF, 2021). Os DNAs satélites sdo normalmente marcados por
repeticdes ricas em AT (PLOHL et al, 2008; PEZER et al, 2011; PALACIOS-GIMENEZ
et al, 2018), e no caso dos DNAs repetitivos em G. assimilis, 0s mesmos estao
majoritariamente acumulados na heterocromatina pericentromérica e eventualmente
terminal nos cromossomos da espécie (PALACIOS-GIMENEZ et al, 2015; 2018).

Biscotti, Olmo e Heslop-Harrison (2015) propéem que, pelo fato de algumas
sequéncias repetitivas serem extremamente variaveis enquanto outras sao altamente
conservadas entre espécies, as mutacdes que ocorrem em sequéncias de DNAsat -

por e entre arranjos de repeticdo em tandem, assim como amplificacdo ou contragao
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de arranjos especificos e suas unidades variantes - podem indicar mudancas no perfil
do DNAsat, que por consequéncia, dada a sua abundancia, podem afetar o cari6tipo
e desempenhar um papel na especiacao, favorecendo a sobrevivéncia da espécie em

mudancas ambientais.

7

A alta homogeneidade de repeticdo dessas sequéncias é alcancada pela
evolucdo nao independente das unidades de repeticdo. Isso indica que as mutacdes
nao acumulam-se em um Udnico mondémero, mas sim espalham-se ao longo do
DNAsat, caracterizando uma evolucdo em concerto, na qual as mutacdes séo
homogeneizadas ao longo de membros de uma familia repetitiva, sendo que a baixa
variabilidade dos mon6émeros resulta de dois fatores: acimulo de mutacdes e taxa de
propagacao ou eliminacdo (PLOHL et al, 2008; PLOHL, MESTROVIC e MRAVINAC,
2012; PEZER et al, 2012). Esse processo ocorre em grupos reprodutivamente ligados,
permanecendo fixadas entre os individuos de forma que as mutacdes lentamente se
acumulam e se espalham pelo DNAsat de outras espécies. Nesse caso, os DNAsat
podem ser entdo usados como marcadores filogeneticamente informativos (PLOHL,
MESTROVIC e MRAVINAC, 2012; THAKUR, PACKIARAJ e HENIKOFF, 2021).

Por conta da evolugdo em concerto, € corriqueiro observar maior
homogeneidade de repeticdo dentro de uma linhagem ou espécie do que entre elas.
Dessa forma, por se tratarem de elementos de evolugdo relativamente rapida e
acumulativa, até espécies intimamente relacionadas podem apresentar DNAS
satélites que diferem em sequéncia de nucleotideos, nUmero de coOpias e até em
composicdo de familias de satélites. Com isso, podemos destacar a seguinte
observacdo: enquanto a estrutura centromérica, necessaria a segregacao
cromossOmica em processos de divisdo celular, é altamente conservada nos
eucariotos, suas sequéncias de DNA sdo paradoxalmente variaveis, uma vez que 0s
centrdmeros sdo marcados pela presenca de familias de DNA satélites (PLOHL et al,
2008; PLOHL, MESTROVIC e MRAVINAC, 2012; THAKUR, PACKIARAJ e
HENIKOFF, 2021).

Por conta da abundancia de DNAsat na heterocromatina constitutiva e por esta
ser uma regido com auséncia ou baixa frequéncia de genes codificadores de
proteinas, esta regidao por muito tempo foi considerada inerte no genoma. Além disso,

por ndo se conhecer uma fungéo especifica para suas sequéncias, erroneamente,
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esta fracdo do DNA foi rotulada como ‘DNA egoista’, ‘DNA parasita’ ou ainda ‘DNA
lixo’ (PLOHL et al, 2008; BISCOTTI et al, 2015; KUHN, 2015; VECHTOVA et al, 2016).
Apesar disso, motivados pelo questionamento do por que tais sequéncias sao
conservadas em diversos organismos, sem perdas ou diminuicdes sem uma
vantagem evolutiva aparente, estudos comecam a acumular maltiplas evidéncias que
surgiram com o avancar de abordagens metodolédgicas, permitindo que uma visédo
oposta pudesse ser levantada, defendendo e acumulando dados experimentais que
apontassem o envolvimento de tais DNAs em diversas funcdes (PLOHL et al, 2008;
PLOHL, MESTROVIC e MRAVINAC, 2012; KUHN, 2015; VECHTOVA et al, 2016).

Uma observagdo interessante € o0 envolvimento de diferentes RNA
polimerases na transcricdo dessas sequéncias (RNA polimerase | e RNA polimerase
lll), com possibilidade de transcricao bidirecional, tanto na direcao ‘sense’ quanto
‘antisense’ do DNA (FERREIRA et al, 2015; VECHTOVA et al, 2016), gerando como
produtos RNAs nédo codificantes com ampla diversidade, o que possibilita inferir em

diferentes sinais regulatorios envolvidos (FERRERA et al, 2015).

A transcricdo de sequéncias repetitivas no centromero ou em regides
pericentroméricas, segundo Biscotti et al (2015), pode estar relacionada na
manutencdo da identidade do centrbmero, gerando transcritos dos quais outras
proteinas envolvidas na divisdo celular. Aponta-se entdo a importancia dos DNAsat
para a manutencdo da estrutura de regides de extrema relevancia no centrémero,
onde ocorrem interacdes com diversas proteinas, tal qual as envolvidas na
segregacao cromossémica durante a divisdo celular (cinetocoros), também sendo
essenciais para a coesdo entre cromatides irmés. Assim, as sequéncias de DNAs
repetitivos estdo ligadas a funcéo tanto de organizacdo cromossémica, quanto de
pareamento durante a divisdo celular através de sitios de ligagdo para proteinas
centroméricas (BRUTLAG, 1980; PLOHL et al, 2008; PALOMEQUE e LORITE, 2008;
BISCOTTI et al, 2015; BISCOTTI, OLMO e HESLOP-HARRISON, 2015; FERREIRA
et al, 2015; VECHTOVA et al, 2016; THAKUR, PACKIARAJ e HENIKOFF, 2021).

Para além do evidenciado, pode-se sublinhar a recente associacdo de
transcritos de DNAs satélites em processos oncogénicos, uma vez que esses
elementos relacionam-se a meios de silenciamento génico e manutencao da estrutura
do cromossomo (PEZER et al, 2012; FERREIRA et al, 2015).
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Dados sobre transcricdo de DNAsat em insetos sd0 escassos e apenas poucos
representantes de quatro ordens foram estudados: Hymenoptera, Diptera, Orthoptera
e Coleoptera (ROULEUX-BONNIN et al, 1996; RENAULT et al, 1999; BAILEY et al,
2013; AKRAP, 2013). Inicialmente a transcricdo foi associada a genes adjacentes as
regides repetitivas, funcionando como promotores. Contudo, foram observados em
meio a essas sequéncias sitios de ligacdo para fatores de transcricdo assim como o
envolvimento de pequenos RNAs na manutencdo e estabelecimento da estrutura

pericentromérica heterocromatica (SHATSKIKH et al 2020).

Os dados apontaram que os DNAsat geralmente apresentam transcricdo
diferencial para cada etapa do desenvolvimento e entre tecidos, o que, somado a sua
grande conservacao entre as espécies estudadas, sugere que essas sequéncias
tenham um possivel papel estrutural, e ainda, uma funcao regulatéria, mesmo que seu
mecanismo de acéo ainda seja desconhecido (UGARKOVIC, 2005; PALOMEQUE e
LORITE, 2008; AKRAP, 2013; PEZER et al, 2011; FERREIRA et al, 2015).

Em Orthoptera, por exemplo, a transcri¢ao diferencial foi estudada previamente
na espécie Teleogryllus oceanicus (BAILEY et al, 2013), na qual foi utilizada a técnica
de pirosequenciamento Roche 454 para caracterizar a variagao transcriptdmica entre
trés diferentes tecidos do inseto em questao (testiculo, glandula acessoria e corpo em
geral). Ja em Gryllus assimilis, Palacios-Gimenez e colaboradores (2018) observaram
que o conjunto de DNAsat correspondia a cerca de 4% do genoma dessa espécie,
com atividade transcricional diferencial entre os tecidos e também entre sexos. Os
mesmos autores também reportaram a presenca de alguns destes DNAs repetitivos
em outras espécies do género Gryllus, ainda demonstrando a atividade transcricional
tanto em G. assimilis quanto em espécies correlacionadas, sugerindo que tais familias
de DNAsat podem ter sido altamente conservadas por conta de uma funcionalidade

atrelada as mesmas.

Neste sentido, foram utilizadas informacdes prévias obtidas em Palacios-
Gimenez et al (2018) da espécie G. assimilis com intuito de checar a transcrigdo das
familias de DNAsat nos diferentes tecidos do organismo e também diferentes etapas
do desenvolvimento do inseto em questdo. O objetivo foi entender se os DNAS séao
constitutivamente expressos na espécie, se ha um padréo temporal de expressao ao

longo da embriogénese ou um padrdo de transcri¢do tecido-especifico. Estes dados
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permitem avancgar no conhecimento sobre o possivel papel dos transcritos de DNAsat
nos genomas da espécie em questao e de insetos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Aquisicao de material biolégico

Os organismos a partir dos quais este trabalho foi desenvolvido sao
provenientes de uma populagéo de Gryllus assimilis (Orthoptera, Gryllidae) mantida e
cultivada no biotério da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” no
Campus de Rio Claro (SP). Esta populagdo ¢é endogamica, cruzada

experimentalmente durante os anos de 2015 a 2019.

Os animais eram mantidos em caixas plasticas para armazenamento
adaptadas, com tampas teladas, além da presenca de abrigos criados a partir da

reutilizacdo de embalagens de papeldo para armazenamento de ovos de galinha.

Dessa populacéo, foi extraida uma amostra compreendendo trés individuos
machos em fase de canto, e trés individuos fémeas ainda virgens, totalizando assim
seis individuos representantes da populacdo mantida. Esses animais foram mantidos
separadamente e no momento em que 0s machos iniciaram o cortejo das fémeas, 0s

animais foram utilizados para a extragcdo do RNA total.

2.2 Extracédo de RNA (Figura 2)

Os individuos selecionados foram entédo dissecados para a obtengéo dos

seguintes tecidos:

e Cabeca; e Musculatura das pernas traseiras;
e Palpos; e Ceco gastrico;
e Musculatura das asas; e Gonadas (testiculos ou ovarios).

Para embrides, diferentes etapas foram amostradas, incluindo diferentes dias,
durante os primeiros dez dias do desenvolvimento a partir da postura dos ovos,
seguindo o procedimento de Donoughe and Extavour (2016). Foram feitos pools de

100 embrides por amostragem. Os embrifes foram mantidos em TRIzol® (600
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microlitros) a temperatura -80° C em um freezer até o procedimento de extracao de
RNA.

O isolamento de RNA proveniente de cada um dos seis tecidos isolados foi
realizado utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen), seguindo as recomendacdes
de procedimento sugeridas pelo fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2016),
através das quatro seguintes etapas:

[ Tecido ]

6 Lise da amostra e separagao do material genético
pela formacao de fases

9 Precipitagido pela adigao de isopropanol e formagao
de pellet de RNA

G Limpeza com alcool etilico do material genético

Solubilizagdo do RNA isolado

[ RNA isolado ]

Fig. 2: Representacdo esquematica do processo de extracdo de RNA.

Lise e homogeneizacdo das fases das amostras em TRIzol® (Invitrogen):

Cada um dos tecidos foram macerados mecanicamente em imersdo em
TRIzol® em tubos Eppendorf (2ml), seguido por incubacédo e adicdo subsequente de
cloroférmio e centrifugacdo com configuracdo de 12,000 x g a 5°C.

Com isso, a solucéo foi separada duas fases: um transparente sobrenadante,
e outra avermelhada, depositada ao fundo. A fase sobrenadante contendo o RNA foi
transferida para um novo tubo Eppendorf, sendo destinado a proxima etapa.

B. Precipitagao:

E adicionado ao sobrenadante oriundo da etapa de lise, isopropanol para a
precipitacdo do RNA, seguida de centrifugacéo nas mesmas configuracdes citadas no

tépico anterior.
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O RNA sera precipitado na forma de pellet sutiimente percebido ao fundo do

tubo Eppendorf. O sobrenadante é descartado com o uso de uma micropipeta.
C. Limpeza:

Nesta etapa, o pellet é ressuspenso em alcool etilico 80% e novamente
centrifugado, brevemente, para a “limpeza” do material, desagregando-o de quaisquer

resquicios dos reagentes utilizados até entao.

O sobrenadante é entdo descartado com o uso de uma micropipeta, e o pellet

de RNA é secado (5-10 minutos em temperatura ambiente).
D. Solubilizacao:

O RNA é diluido em &gua ultrapura (Milli-Q) e incubado em banho a 60°C por

10 minutos.

Para a remocdo completa de moléculas de DNA, a solucdo obtida foi tratada
com Amplification Grade DNAse | (Sigma-Aldrich) por 15 minutos a temperatura

ambiente.

2.3 Transcricdo Reversa

Uma vez alcancado o produto do isolamento de RNA, realiza-se entdo uma
reacdo enzimatica por transcriptase reversa (RT-PCR) utilizando o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Life Technologies). Dessa forma o material genético é

estabilizado, obtendo o DNA complementar (cDNA) da amostra.

2.4 Validagéo da qualidade do material genético isolado

Para corroborar o isolamento de RNA - bem como sua conversao a cDNA -
sem a contaminacdo por DNA gendmico ou degradacdo do material genético,
realizou-se uma reagao em cadeia da polimerase (PCR) com os iniciadores (primers)
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do gene Actina. E esperado que este gene, devido sua transcricio ampla no

organismo, seja o controle positivo para o experimento.

Assim, cada uma das amplificaces do cDNA dos sete tecidos, e com seus
respectivos primers especificos, foram comparados a este controle, além de também

serem comparados com a amplificacdo por PCR do mesmo gene para DNA gendmico.

Os resultados, em gel de agarose, apresentariam entao diferentes tamanhos
de bandas, para cada material amplificado: a amostra que continha DNA gendmico
deve-se mostrar maior, com cerca de 100 pb a mais, do que a observada no cDNA.
Essa diferenca € explicada pela presenca de introns no DNA gendmico, regido que é

processada e retirada apds a maturacédo do RNA.

Fig. 3: Imagem de gel de eletroforese em agarose do cDNA de um individuo macho, utilizando primer
para o gene de actina. Em cada poc¢o, seguem os seguintes componentes, da esquerda para a
direita: Ladder, reacao “branca” (sem material genético), palpos, cabega, ceco gastrico, musculo da
asa, musculo da pata, testiculo, DNA gendmico.

2.5 Deteccao da atividade transcricional nos DNAsat de G. assimilis

Apds a obtencdo dos cDNAs provenientes dos seis tecidos selecionados
(cabeca, palpos, ceco gastrico, musculos da asa, musculos da perna traseira,
testiculos ou ovario), foram entéo escolhidas cinco dentre as onze familias de DNAsat

estudadas por Palacios-Gimenez et al (2018). Para isso, levou-se em conta a
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existéncia de familias de tamanhos distintos, e com distribuices diferentes ao longo
dos cromossomos do organismo. Sendo assim, foram selecionadas as seguintes
familias de DNAsat (Figura 4):

Gas 2: Gas 3:
- Comprimento de - Comprimento de
20500 » 187pb
- Regiao centromérica e . .
- Regido intersticial de
- Todos os
ClOMBSS0MI0S alguns cromossomos
Gas 5: Gas 6-1:
- Comprimento de - Comprimento de
165pb 199pb
- Regido terminal - Apenas no par 1 dos
cromossémica Cromossomos

Gas 8-1:

- Comprimento de
179pb

- Regido de grandes
blocos de
heterocromatina

Fig. 4: Descricao e detalhamento das familias de DNA satélite utilizadas nesse trabalho.
Fonte: Imagens extraidas de PALACIOS-GIMENEZ et al. (2018).

A partir da selecao dessas familias, foi entdo utilizada a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (Polymerase Chain Reaction, ou PCR) convencional para cada tecido de
cada individuo com o intuito de verificar a atividade transcricional de cada DNAsat.
Para isso foram utilizados primers (oligonucleotideos) especificados para cada familia

em Palacios-Gimenez et al. (2018), listados abaixo na Tabela 1.

A reacdo PCR (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) foi realizada em
termociclador (Eppendorf) consistindo em trés passos centrais: Desnaturacao,
Anelamento de primers e Extensao (JOSHI e DESHPANDE, 2010).
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Familia de DNAsat | Nome do primer Sequéncia (5’ - 3’)
Gas2 F CTCACTATGAATTTCTTACGATT
Gas?2
Gas2 R TCTGCATTGGAACTCAGACACT
Gas3 F GGCTCAACTTTGTTTGTCG
Gas3
Gas3 R CAAAAATTTCTCTTCAAGTACA
Gasb F TGGAGAGTTGTACCTGTATA
Gasb5
Gas5 R CGAGAAATTCAATGGTGCAA
Gas6-1 F TGTACAAACGGGGCCGACAC
Gas6-1
Gas6-1 R GGTGCCGACGTTGTAAAGTT
Gas8-1 F GAAATTGAATGGCGTCAAGC
Gas8-1
Gas8-1 R TCGTATTTTGTTCTACTTATATA

Tabela 1: Lista de sequéncias utilizadas para sintese de primers usados na reacao de PCR
(PALACIOS-GIMENEZ et al., 2018), onde F indica o primer ‘Forward’ e R indica o primer ‘Reverse’.

° Desnaturacdo: O material genético (cDNA) é desnaturado a 90°C, sendo
observadas entdo duas fitas-simples de DNA.

° Anelamento de primers: Os primers desenhados especificamente para cada
familia de DNAsat sdo anelados as fitas de DNA desnaturadas em suas respectivas
regides de amplificacdo a temperatura de 60°C.

° Extensédo: Sédo criadas cépias de fitas complementares ao DNA delimitadas
pelos primers, dobrando a quantidade de DNA através da sintese pela enzima Taq
polimerase. Dessa forma, cada molécula nova de DNA dupla-fita apresenta uma fita
original e outra recém-sintetizada, que podem ser usadas para repetir o processo de
amplificacdo gerando, cada molécula de DNA, duas novas copias no fragmento de

DNA delimitado pelo primer.

Com a amplificacéo realizada pela PCR, foi possivel detectar entédo a atividade

transcricional de cada familia de DNAsat.
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3 RESULTADOS

Foi observada a transcricdo de todas as familias de DNAs satélites em ao
menos uma amostra dos tecidos estudados (Figura 5a). De acordo com a familia de
DNAsat, constatou-se a transcricdo apenas dos mondémeros e, em alguns casos, dos
multimeros da sequéncia. Notou-se a aplicacdo eficiente do gene Actina como
controle positivo na detec¢éo de pureza do cDNA estudado (Figura 5b). O resumo dos

resultados obtidos na analise da transcricdo das diferentes familias de DNAsat
abordadas podem ser observados na Tabela 2.

& SRR

(RRLLAA I 4 &
!

a

Figura 5: (a) Exemplo de transcricdo de DNAsat em G. assimilis (DNAsat Gas 6-1) no testiculo de um
individuo macho. (b) Teste de eficiéncia do gene Actina para deteccdo de possiveis contaminacdes
no cDNA (pocos 2 e 3 da esquerda para a direita contendo DNA genémico, e os po¢gos 4 e 5
contendo amostras de cDNA da cabega de um individuo fémea.

Foi verificada a auséncia de atividade transcricional, em ambos 0s sexos, nas
familias de DNAsat Gas 2 (musculo da asa) e no Gas 6-1 (musculo da asa, palpos e
ceco gastrico). Por outro lado, diferencas transcricionais foram notadas entre 0s sexos
em Gas 2 (palpos, ceco gastrico e gonodas), Gas 5 (gonodas), Gas 6-1 (cabeca,

musculo da perna e gbnadas) e para o Gas 8-1 (ceco gastrico e gonadas). Os demais

DNAs satélites exibiram atividade transcricional para ambos 0s sexos.
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Tecido

Individuo

Actina

Gas 2

Gas 3

Gas 5

Gas 6-1

Gas 8-1

1
(PALPOS)

0 1

02

03

a1

42

d3

+ |+ |+

2
(CABECA)

0 1

++ |+ |+ |+ |+

02

?3

a1

++ |+ |+ |+ |+ |+ [+ ]+

d2

43

+ |+ |+ |+ |+

+

3
(MUSCULO
DA ASA)

0 1

02

03

a1

d2

43

4
(CECO
GASTRICO
)

01

Q2

?3

a1

32

43

+ |+ |+ |+

5
(MUSCULO
DA PERNA)

01

Q2

03

31

+ 4+ |+ [+ + |+ |+ [+ [+ [+ + [+ [+ [+ [+ [ +]+ ]+ ]+ ]+

J2

43

+ |+ |+ |+ [+

+l+ |+ |+ [+ |+ + [+ |+ |+ |+ ][+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ ]+ |+ |+]+ |+ |+ ]+]+

6
(OVARIO/
TESTICU-

LO)

Q1

+l+ |+ [+ |+ |+ |+]+ |+ |+ |+

Q2

+

03

31

J2

43

++ |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ ][+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]+ ]+ |+ |+ ]+ ]|+]+ ][+ ]|+ |+ |+

+ |+ |+ |+

+ |+ [+ [+ [+ [+]+

+ |+ |+

+ |+ |+

Tabela 2: Atividade transcricional das familias de DNAsat estudadas em individuos adultos (machos
e fémeas). Legenda: (+) indica presenca de transcritos e (-) auséncia de transcritos.
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Adicionalmente a estes dados, integram-se em conjunto os dados obtidos a
partir da analise do desenvolvimento dia-a-dia dos embrides de G. assimilis, que

podem ser observados nha Tabela 3 e no gel de agarose ilustrado na Figura 6.

Foram analisadas as mesmas familias de DNAsat de forma que apenas a
familia Gas3 ndo apresentou transcricdo em nenhum dos dias observados. No caso
da familia Gas6-1, a atividade transcricional foi observada a partir do terceiro dia,
enquanto que na familia Gas8-1, foi observada com inicio no segundo dia de

desenvolvimento.

Dias de
|desenvolvimento] Actina Gas?2 Gas3 Gas5 Gas6-1 | Gas8-1
do embrido
1 + + - + - -
2 + + - + - +
3 + + - + + +
4 + + - + + +
5 + + - + + +
6 + + - + + +
7 + + - + + +
8 + + - + + +
9 + + - + + +
10 + + - + + +

Tabela 3: Atividade transcricional das familias de DNAsat em diferentes dias do desenvolvimento de
embrides de G. assimilis, onde a amostra de cada dia contém 100 embrides. Legenda: (+) indica
presenca de transcritos e (-) auséncia de transcritos.



25

BEE-8 ‘i

"-b—ﬁ—---'

B ot 0200 04 0s 0a 0 Do

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose evidenciando a transcri¢cdo das familias de DNAsat nos
embrifes de G. assimilis em diferentes dias de desenvolvimento. Legenda: (CL35) Familia Gas8-1;
(CL2) Familia Gas2; (CL10) Familia Gas3; (CL17) Familia Gas5; (B) PCR em Branco — sem material
genético; (G) PCR com DNA gendmico; (D1 a D10) Dias de cada extragdo de RNA.
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4 DISCUSSAO

Os dados obtidos revelam um cenario interessante acerca da atividade de
DNAs satélites em alguns tecidos da espécie G. assimilis. Com os resultados
ilustrados na Tabela 2, nota-se a existéncia de atividades transcricionais distintas
tanto entre os tecidos, quanto entre os sexos, conforme descrito em outras espécies
de insetos (UGARKOVIC, 2005; PALOMEQUE e LORITE, 2008; AKRAP, 2013;
PEZER et al, 2011; BAILEY et al, 2013; PALACIOS-GIMENEZ et al, 2018).

Ademais, os resultados alcancados permitem inferir que a ocorréncia de
variacdo na transcricdo em cada um dos tecidos indica papéis distintos para a
funcionalidade de cada familia de DNAsat, como postulado por Biscotti et al (2015),
ao afirmar que a transcricdo de diferentes regides repetitivas estdo atreladas ao tipo
de tecido e estagio de desenvolvimento.

Segundo pesquisadores e trabalhos prévios, a importancia dos DNAsat &
centrada em funcdes ligadas ao centrémero, mas também sugerem o envolvimento
de transcritos em possiveis interacbes com outras enzimas e proteinas, marcando
também participacdo determinante na formacdo e manutencdo heterocromatica em
diversos organismos (VOLPE et al, 2002; PLOHL et al, 2008; KUHN, 2015).

A transcricdo desde os primeiros dias do desenvolvimento embrionario,
juntamente com a frequente transcricdo da maioria dos DNAsat nos adultos, apontam
gue estes elementos sdo constitutivos para a espécie, podendo seus produtos
atuarem em funcbes essenciais para as células. Além disso, Plohl e colaboradores
(2008) apontam que os DNAs satélites também estdo envolvidos na reestruturagéo
do genoma durante o desenvolvimento em diferentes organismos, de forma que
regides de quebra cromossdmica sugerem que os DNAsat representam ‘hot spots’

recombinativos de uma reorganizagéo gendémica.

Estes dados abrem portas para novas analises em busca de entender que tipo
de moléculas sdo geradas pelos DNAsat na espécie e investigacao de suas possiveis
atividades e, para isso, enfatiza-se a necessidade de futuros estudos envolvendo
gendmica, protedmica e até metabolémica para compreender o real papel dessas

sequéncias.
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