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PAPEL DO GENE GRAINYHEAD NA FORMAGCAO E FUNCAO
DA SEROSA DURANTE A EMBRIOGENESE DO BESOURO
TRIBOLIUM CASTANEUM

Thamiris Menezes de Souza, Gustavo Lazzaro Rezende

Insetos possuem duas membranas extra-embrionarias, amnio e serosa, que sao apontadas
como importantes para o sucesso evolutivo desse grupo. Durante a gastrulacao as células que
dardo origem ao amnio e embrido “mergulham” para dentro do vitelo, onde o amnio cobrira
ventralmente o embrido. Paralelamente as células da serosa envolvem todo o embridao, amnio
e vitelo e secretam uma cuticula chamada cuticula serosa (CS). Ao secretar a CS o embriao
é protegido contra a dessecacao. No Coleoptera Tribolium castaneum a serosa expressa
fatores de transcricdo e genes efetores relacionados com a formacao da CS, onde esta possui
resisténcia ao cloro. Desta forma, o objetivo é definir como a serosa secreta a CS, interferindo
na expressao do gene grainyhead (grh), que codifica um fator de transcricao que pode estar
ligado com a atividade secretora das células da serosa. Especificamente, determinar a taxa de
oviposicao, quando a CS é formada e o desenho de primers para realizacao de RNAi paragrh. A
metodologia empregada consistiu em manutencao da coldnia, avaliar a taxa de oviposicao e o
melhor cloro a ser utilizado, digestao de ovos com cloro, fixacao de embrides e marcacao com
DAPI e WGA-FITC, e ferramentas e sitios de bioinformatica para analise da estrutura génica e
protéica de grh. Como resultados, observamos que a oviposicao se inicia tao logo os besouros
sao transferidos para farinha de oviposicado; o cloro Leimar apresentou a maior eficiéncia para
digerir os ovos; e a CS contendo quitina ja estd formada com 16 horas apds a oviposicao
(HAO), quando o embriao encontra-se no estagio de extensao da banda germinal. Quanto a
estrutura génica de grh, observamos varios splices alternativos para Drosophila melanogaster
e Anopheles gambiae, enquanto T. castaneum possui apenas um splice descrito. No entanto a
andlise da regidao génica de Tc-grh sugere a existéncia de outros splices. Desenhamos primers
para confirmar essa hipotese. A proteina GRH possui trés sitios importantes: ativacao, ligacao
ao DNA e dimerizacdo, onde a regiao mais conservada ao longo da evolucao é a regiao
C-terminal, que possui os dois ultimos sitios. Concluimos que nos embrides de T. castaneum a
CS esta formada com 16 HAO e observarmos que ha a possibilidade de ocorrer outros splices
para grh. Em seguida realizaremos PCRs para grh, bem como clonagem e criacao de sonda de
in situ e dsRNA para este gene. Assim, pretendemos desvendar o papel de grh na formacao e
funcao da CS deT. castaneum.
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