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Resumo:

Bombyx mori L. é um inseto holometabolo da ordem Lepiddptera, conhecido
popularmente como bicho-da-seda, que se destaca por ser um dos Unicos
insetos integralmente domesticado e antropicamente dependente até os dias
atuais. Devido principalmente a cultura milenar de criacdo desse inseto e 0
beneficiamento do fio de seda, principal constituinte do casulo deste animal,
0 bicho-da-seda é um organismo modelo em estudos nas &reas de biologia
celular e molecular, e um acervo genético representativo é estabelecido.
Entre as analises de RNAs nao-codificantes (ncRNA) de B. mori, 0 gene
BmsbRNA foi detectado, pelo grupo de pesquisa desse trabalho, através de
analises de bioinformética de seu genoma, e 0 mesmo foi clonado e descrito
como o primeiro sbRNA de insetos. Os sbRNAs sdo RNAs nao codificantes
encontrados em invertebrados, homélogos aos Y RNAs de mamiferos, os
quais possuem uma estrutura secundaria tipo haste-loop caracteristica, e
atuam no processo de iniciacdo da replicagdo cromossomal. Neste trabalho,
foi objetivado a andlise quantitativa do gene BmsbRNA, por meio de RT-
gPCR, em diferentes 6rgaos de lagartas do 5° dia do dltimo instar. Os
resultados obtidos sugerem que este ncRNA é pelo menos 100 vezes mais
expresso em gbnadas do que nos outros tecidos analisados, o que pode ser
relacionado a funcdo predita desse gene de participacdo nos processos
replicativos, ja que as gbnadas deste periodo de desenvolvimento larval
estdo comprometidas com o processo de gametogénese.

Introducao

Bombyx mori L. € um inseto da ordem Lepidoptera, conhecido
popularmente como bicho-da-seda, devido a cultura milenar do cultivo de B.
mori e obtengédo de fios de seda — constituinte proteico do casulo deste
animal —, atividade que visa, até os dias de hoje, a utilizagdo destes fios na
producdo e comercializacao de diversos produtos, como cordas e tecidos de
alta resisténcia e maciez, como a seda. O ciclo de vida de B. mori é
holometabolo, o que significa que realiza metamorfose completa, constituido
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de estagio larval de 5 instares, um periodo de pupa, seguido de um processo
de metamorfose que origina o adulto (mariposa), onde ocorre a fase
reprodutiva. Durante a fase larval, as lagartas aumentam até 70X do seu
tamanho inicial, se alimentando de folhas de amoreira até uma parte do 5°
instar, periodo em que se inicia a formacdo do casulo. B. mori tem sido
utilizado desde o século XIX como um organismo modelo em estudos
bioldgicos, e hoje, conta com um grande acervo de informacdes genéticas,
com um mapa de mutacdes economicamente importantes. Além disso, este
inseto possui um potencial na biotecnologia e na elucidacdo de mecanismos
moleculares e fisiolégicos (Aruga, 1994; Hanada & Watanabe, 1986). RNA
funcionais (non-coding RNAs - ncRNAs) estdo envolvidos em diversos
processos metabolicos, como por exemplo, na replicacdo de DNA. Os
sbRNAs constituem uma familia de pequenos ncRNAs de invertebrados, e
com homologia estrutural e funcional aos Y RNAs de mamiferos. Essas
moléculas exibem um padrdo haste-loop na sua estrutura e séo
indispensaveis no processo de iniciagdo da replicacdo (Boria et al., 2010;
Kowalski & Krude, 2015). O gene BmsbRNA codifica uma molécula de 57
pares de bases (pb), estavel em testes de dindmica molecular, além de
apresentar uma sequéncia evolutivamente conservada para sbRNAs (Duarte
Junior et al., 2015). Este trabalho buscou investigar como este gene é
expresso em 6rgdos de lagartas de B. mori no 5° dia do 5° instar.

Materiais e métodos

Lagartas da terceira muda de hibridos comerciais de B. mori
(gentiimente cedidas pela empresa BRATAC) foram cultivadas no
Laboratério de Organizacdo Funcional do Nucleo (LORF-UEM) até o 5° dia
do 5°instar. Quinze lagartas foram utilizadas para a dissec¢édo dos seguintes
orgaos: gbnada (sem diferenciacdo de sexo), glandula sericigena, tubulos de
Malpighi, e corpo gorduroso. Para a extracdo de RNA total, foi utilizado o
reagente TRIzol® LS (Invitrogen), em condi¢des sugeridas pelo fabricante. Em
seguida, as amostras foram analisadas em eletroforese em gel desnaturante
de agarose 1%, e tratadas com DNAse | (invitrogren), antes de sintetizar as
fitas de cDNA com o kit iScript™ cDNA synthesis kit (BIO-RAD). cDNA (1500
ng de cada amostra) foram utilizadas como template em reacdes de RT-
gPCR. As reacdes foram realizadas com o reagente TYPE-IT® HRM™ PCR
kit (Qiagen), e as amostras foram aplicadas no equipamento LightCycler® 96
(Roche). Para tal, o set de primer utilizado para amplificar o gene alvo,
denominado BmsbRNA, foi o mesmo desenhado por Duarte Junior et al,
2015. Para a quantificagao relativa, as mesmas amostras foram realizadas
com primers para obtencdo de um fragmento do gene do RNA ribossomal
5S (rRNA), e os resultados das analises estatisticas, calculados (descrita
abaixo) e usados para plotagem de graficos, com o software GraphPad Prism

versao 4.
Ar=2 (-ACt) =2- (Ct da amostra — Ct do gene 5S)
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Resultados e Discussao

As amostras de RNA total de cada 6rgdo analisado apresentaram alta
integridade e o circulo vermelho mostra a regido onde o bandeamento de
RNAs ribossomais é observado, Figura 1.
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Figura 1 — RNA total extraido de 6rgéos analisados de lagartas no 5° dia do 5° instar. GD:

gbnada; GL: glandula sericigena; TM: tibulos de Malpighi; CG: corpo gorduroso. O circulo

vermelho destaca a regides das bandas do RNA ribossomal 28S e 18S, que evidenciam a
integridade de todas as amostras . Padrdo de tamanho molecular: 100 pb ( Invitrogen).

Os resultados obtidos nas reacdes de RT-gPCR, mostraram que o0 gene
BmsbRNA é expresso de forma significativa em génadas de lagartas do 5°
dia do 5° instar e, de forma basal, nos outros tecidos analisados (Gréfico 1).
Em gbonadas, houve 8,36% de expressao relativa ao gene rRNA 5S; glandula
sericigena, 0,0025%; tubulos de Malpighi, 0,072% e corpo gorduroso,
0,015%.
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Gréfico 1 — Expresséo relativa do gene BmsbRNA em diferentes 6rgdos de Bombyx mori no
5° dia do 5° instar. Os resultados em % foram calculados de acordo com a expressao do
gene 5S. Valores obtidos por experimentacdo por RT-gPCR.

No tecido gonadal, o gene foi expresso mais de 100 vezes em relagdo aos
outros tecidos analisados, e quase 5.000 vezes a mais do que em glandula
sericigena. Esta expressdo acentuada indica a funcdo predita para este
gene, que é a participacdo no processo de iniciacdo da replicacdo de DNA
cromossomal, pois neste tecido, durante este periodo do desenvolvimento
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das lagartas, ocorre a gametogénese, com elevadas taxas de proliferacédo
celular. Ja para os outros tecidos, foi observada uma taxa basal, porém, a
expressao do gene BmsbRNA foi praticamente nula em glandula sericigena,
mostrando, que este gene nao esta sendo expresso neste 6rgao em lagartas
deste periodo. A glandula sericigena esta comprometida com processos
relacionados a sintese proteica nesse periodo, e 0s ciclos de endomitose
neste 0rgao estdo ja praticamente finalizados nesse periodo. Em tubulos de
Malpighi e corpo gorduroso, a quantidade de sbRNAs detectados foi nivel
basal, possivelmente, o necessario para a manutencdo desses tecidos.
Esses resultados sao iniciais e pelo menos mais duas reacdes
independentes devem ser realizadas para confirmar estes resultados.

Conclusodes

BmsbRNA é um gene que expressa um ncRNA pertencente ao grupo
dos sbRNAs, moléculas que atuam no processo de iniciacdo da replicacao
do DNA. Os resultados mostram que este gene foi detectado pelo menos
100 vezes mais expresso em gbnadas do que nos outros tecidos analisados.
Nas gbnadas de B. mori, neste periodo, esta ocorrendo um intenso processo
de proliferacdo celular, que ocorre devido a gametogénese e a maturacao do
orgao. Por isso, este trabalho indica que, como previsto, este gene esteja
mais expresso em tecidos com altas taxas de replicagéo.
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