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Resumo

Bradysia hygida € um sciarideo utilizado no Brasil ha mais de 40 anos, como
modelo para estudos de biologia celular e molecular, onde se destacam os
estudos relacionados aos processos moleculares presentes nas ceélulas
politénicas de sua glandula salivar. No estudo de amplificacdo génica
desenvolvimental, que ocorre nessas ceélulas, a identificacdo de RNAs né&o
codificantes, associados ao controle da iniciacdo da replicagdo do DNA,
como os descritos para ncRNAs denominados Y em mamiferos, é
indispensavel para a compreensdo de processos de replicacdo adicional do
DNA em insetos. Em invertebrados, os stem-bulge RNAs, sbRNAs,
detectados expressos em Caenorhabditis elegans e Bombyx mori,
apresentam uma estrutura secundaria com um padrao de haste-loop e séo
homologos aos RNAs Y. Neste trabalho, foram amplificados e sequenciados
dois fragmentos de RNA expressos em larvas de B. hygida, os quais
possuem sequencias homélogas as do gene DmsbRNA2, recentemente
detectado em Drosophila melanogaster. Um desses fragmentos
amplificados, de 264 pares de bases (pb), mostra uma sequéncia interna
com segmentos alinhados em genomas de diversos dipteros. O outro
fragmento, de 50 pb, mostrou identidade muito reduzida aos motivos
descritos para sbRNAs. A identificacdo de novas moléculas de ncRNAs em
Sciarideos é um trabalho original e relevante para compreensao de
processos metabolicos desses insetos.

Introducao

A distribuicdo da familia Sciaridae, no Brasil, ocorre por meio dos géneros
Trichosia spp. e Bradysia spp., entre outros. Esta familia abrange insetos
geralmente conhecidos como moscas de fungos e, a maioria pode ser
encontrada préximo aos tropicos. Ao todo, os sciarideos sédo estimados em
mais de 20.000 espécies. Bradysia hygida (Sauaia e Alves, 1968) tem sido
usado como modelo para a elucidacao de eventos moleculares por diversos
pesquisadores no Brasil, por mais de 40 anos. Dos estudos realizados com
este diptero, destacam-se para este trabalho, a descricdo de processos
replicativos ndo convencionais, que ocorrem nas regides formadoras de
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pufes de DNA e nos eventos de amplificacdo. Porém, os mecanismos de
regulacdo destes processos ainda nédo foram elucidados (Simon et al.,
2016). Os non-coding RNAs (ncRNAs) tém sido amplamente estudados nas
Ultimas décadas, pelo fato de estarem ligados a regulacdo de vérias
funcdes bioguimicas na célula. Recentemente, admitiu-se a existéncia de
um grupo especifico de ncRNA para invertebrados, os stem-bulge RNAs
(sbRNASs), homodlogos aos RNAs Y, encontrados em vertebrados (Duarte
Junior et al.,, 2015). Estudos funcionais de sbRNAs descritos em
Caenorhabditis elegans demonstraram que estes RNAs possuem uma
estrutura secundaria tipo haste-loop caracteristica além de motivos
conservados aos RNAs Y, que garantem sua funcionalidade (Kowalski et
al.,, 2016). Em termos de evolugcdo, a identificacdo destes genes e
pseudogenes em organismos evolutivamente distantes, demonstraram um
grande avanco na area do estudo de RNA nédo codificantes (Perreault et al.,
2007). Identificacdes de sbRNAs em insetos (Duarte Juanior et al., 2015; F.F.
Duarte Junior, informacdo pessoal) e a elucidacdo de suas funcoes,
corroboram para a possibilidade da ocorréncia destes genes também em B.
hygida. Para isso, foram clonados e sequenciados fragmentos amplificados
do transcriptoma deste inseto e verificado a homologia aos sbRNAs ja
descritos.

Materiais e métodos

B. hygida é mantida no Laboratorio de Organizacdo Funcional do Nucleo
(LORF), da Universidade Estadual de Maringa. O RNA total foi extraido a
partir de moscas e larvas inteiras, com a utilizagdo do reagente TRIzol LS
(Invitrogen). Apoés tratamento com DNAse | (Invitrogen), o RNA foi usado
para a sintese das fitas de cDNA, que foram realizadas com o Kkit
SuperScript® Il (Thermo Fisher). O cDNA foi entédo utilizado como template
nas reacoes de PCR, onde foram usados primers para 0os genes BmsbRNA
(Duarte Junior et al., 2015) e DmsbRNA1, DmsbRNA2 (gentilmente cedidos
por F.F. Duarte Junior). Para o controle da amostra, utilizamos primers para
0 gene constitutivo BheEF1-1A de B. hygida (Figura 1B, amostra a). Os
produtos amplificados foram clonados em vetor (TOPO-TA Cloning® Kit,
Invitrogen) e transformados em bactérias termocompetentes DH5-a. As
reacoes de sequenciamento foram realizadas com o kit BigDye Direct Cycle
Sequencing (ThermoFisher), e o sequenciamento, por sua vez, com O
equipamento Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer (Applied
Biosystems HITACHI). Para verificar a homologia da estrutura, utilizou-se o
software BLASTn e Mfold Web Server, para a identificacdo da homologia e
da estrutura secundaria. As amostras foram verificadas em géis de
poliacrilamida 10%.

Resultados e Discussao

Primer DmsbRNA1 e BmsbRNA - As reacdes de PCR com estes primers
nao apresentaram amplificacdo (Figura 1A, amostras a-d). Esse resultado
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pode ter trés possiveis explicacfes: Nenhum gene homélogo ao DmsbRNAL
e/ou BmsbRNA esta presente no genoma de B. hygida; um gene homdlogo
ao DmsbRNA1 e/ou BmsbRNA pode ocorrer, mas ser expresso em
guantidades reduzidas; ainda cogitando sua existéncia, este gene pode
possuir uma sequéncia muito divergente da utilizada para constru¢do dos
primers.

Primer DmsbRNA2 - As reacdes de PCR com este primer resultaram na
amplificacdo de dois fragmentos (Figura 1B, amostra b), os quais foram
clonados e sequenciados (Figura 2). O primeiro fragmento, de 264pb,
identificado como clone 1, possui em suas extremidades, a sequéncia
idéntica do primer utilizado. Também foi constatado, comparando com o
banco de dados BLASTn, que segmentos desta sequéncia sdo encontrados
em outros insetos da ordem Diptera, incluindo a mosca do trigo Mayetiola
destructor, que faz parte da superfamilia Sciaroidea. A partir destas analises,
€ possivel inferir que o fragmento denominado clone 1 possa ser um
pseudogene de um sbRNA, embora sejam necessarias maiores analises
para corroborar esta inferéncia. O segundo fragmento amplificado,
identificado como clone 2, € menor (possuindo 50pb), e também possui suas
extremidades idénticas a sequéncia do primer utilizado. Ao analisar a
estrutura secundaria do clone 2, nota-se uma semelhanca a forma genérica
para sbRNAs (descrita por Boria et al., 2010), porém, ndo foi identificado os
principais motivos da estrutura. Possivelmente, a sequéncia do clone 2 seja
um fragmento do um gene funcional, para sboRNA em B. hygida.

A B

Figura 1. Deteccao de shRNAs em Bradysia hygida. A: Bmsb + H,0 (a); Bmsb + cDNA (b);
Dm1 + H,0 (c); Dm1 + cDNA (d); (M), 100bp Invitrogen. B: BheEF1 + cDNA (a); Dm2 +
cDNA (b); (M) 25bp, NEB. Circulado preto (Figura 1A), os primers da reacdo; em vermelho
(Figura 1B), os fragmentos amplificados de 264 e 50 bp.

Conclusbes

Os resultados alcancados neste trabalho sugerem a possibilidade da
presenca de genes homodlogos aos sbRNAs em sciarideos. Através do
sequenciamento de dois fragmentos amplificados, identificou-se um possivel
pseudogene e um provavel segmento, que possa fazer parte de um gene
maior para BhsbRNA2.
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Sequéncia do clone 1 (DmsbRNA2)
SATTTAGGTGACACTATAGGGCCATGGTTAGCGACGCGACGAATATAGAGTGGCAACAATTTGCATTATTGGTAATC
GTTTTCATTTTCAGTGATGCATGAGGAAAATTAGATAGTTCTGTAATGTGAAATCAAATTTTCCAGCACGCCAATTTA
AAAATGAGAAACAATGACGTAGCATTTTATGACGCAAATCCGTTGTGAAGACGGGATAATGTTATTGCAATTACGAA
ACTAACTCATCAGGCTTGGTGAGGTTTTGGGCGGGGGTCATAGTCTTTTTT

Sequéncia do clone 2 (DmsbRNA2)
SATTTAGGTGACACTATAGGGCCATGGTTAGCGACGCGGGGGTCATAGGCGGGGGTCATAGTCTTTTTT

Figura 2. Provaveis genes de sbRNAs de Bradysia hygida. Em verde, a sequéncia
promotora da RNA polimerase IIl do vetor, em vermelho, as sequéncias alinhadas com o
primer DmsbRNA2. Os segmentos alinhados com sequéncias de M. destructor no clone 1

estéo sublinhados.
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