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Papel dos genes Dopa decarboxylase e grainyhead na embriogénese de Tribolium castaneum
(Coleoptera: Tenebrionidae)
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O besouro Tribolium castaneum é um inseto adequado para ser utilizado em investigagbes que
empregam ferramentas genéticas. Também é uma praga de grdos estocados, causando grandes
prejuizos em varias partes do mundo. Nosso grupo utiliza o para estudar a aquisicdo de resisténcia
dos ovos a dessecacao que ocorre em insetos. A cuticula serosa (CS) participa desse processo e €
uma matriz extracelular secretada pela serosa, uma membrana extraembriondria. As células da
serosa, polipldides, se diferenciam das do embrido apds o estagio de blastoderma, logo nas primeiras
horas apds a oviposicéo. Elas envolvem todo o embrido e secretam a CS que é depositada de forma
adjacente a casca do ovo, entre 13 e 17 horas apds a oviposicao (hao). A producéo dessa cuticula
garante a viabilidade de ovos expostos a ambientes secos. Em outros insetos é sabido que Dopa
decarboxylase (Ddc) € uma enzima que participa das vias de esclerotizagdo e melanizagédo, sendo
grainyhead (grh) um fator de transcricdo que promove a sua expressao e que tanto Ddc quanto grh
S30 expressos na serosa, provavelmente relacionados com esclerotizagdo da CS. Este estudo
pretende verificar qual a importancia de Ddc e grh de T. castaneum (Tc-Ddc e Tc-grh) em sua
embriogénese. Dados de bioinformatica obtidos nos bancos BeetleBase, NCBI, BRENDA e Ensembl
foram empregados para a identificacdo de ambos os genes e desenho de primers para realizagcao de
RT-PCR em diferentes pontos da embriogénese. Ambos os genes sdo expressos entre 2 e 48 hao,
que compreende a primeira metade da embriogénese. Ha um pico de expressdo entre 10 e 28 hao,
sugerindo a atuagao destes genes na formagao da CS. Amplicons de Tc-Ddc e Tc-grh foram clonados
e sequenciados. Esses clones foram empregados para sintese de sondas de hibridizagao in situ (ISH)
realizadas em ovos com idades entre 9 e 18 hao. A expressdo de Tc-Ddc ocorre somente nas células
do embrido, enquanto Tc-grh é expresso no inicio da embriogénese no blastoderma e a expressao
migra apenas para o embrido durante a diferenciagdo das células. Apesar de Tc-Ddc e Te-grh serem
expressos na primeira metade da embriogénese, os resultados de ISH mostram que a expressao de
ambos, no periodo de formagéo da CS, se da somente no embrido, contrariando a hipétese inicial de
que seriam expressos na serosa. Experimentos de silenciamento de Tc-Ddc e Tc-grh através de RNAI
estdo sendo realizados para elucidar qual é a importancia destes genes na embriogénese.
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