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Introducéo geral

Em organismos metazoarios podem ser observados dois grupos diferentes de células
que irdo divergir muito em relacao aos seus destinos e nas suas consequéncias evolutivas:
células somaticas e células germinativas. O primeiro grupo corresponde a todas as células
dipléides do corpo, que se dividirdo apenas via mitose e que ndo estdo diretamente
envolvidas no processo de reproducao sexuada e o segundo diz respeito a células Unica e
exclusivamente comprometidas com o processo de reproducdo sexuada, de modo que tais
células, em ultima instancia, dardo origem aos ovocitos e espermatozoides, estes Ultimos
sendo originados via mitose e meiose (NIEUWKOOP & SUTASURIA, 1981). Essa divisdo
entre células somaticas e germinativas € observada na grande maioria dos animais, porém
em alguns organismos que apresentam altas capacidades regenerativas e/ou capacidade
de reproducdo assexuada (SOLANA, 2013), pode ser dificil determinar se alguns tipos
celulares correspondem a células somaticas ou germinativas. Organismos tais como
cnidarios, platelmintos e tunicados apresentam células-tronco primordiais que estédo
envolvidas nos processos de regeneracao somatica e/ou fissdo (reprodicdo assexuada),
mas também na reproducdo sexuada (SOLANA, 2013). As células-tronco primordiais
podem ser definidas como um grupo de células pluripotentes que possuem potencial
germinativo e soméatico (SOLANA, 2013). Elas sdo caracterizadas pela presenca de
granulos citoplasméticos e expressam proteinas tais como Vasa, Piwi, PL10, Nanos, Tudor,
proteinas da familia Y-Box (TANAKA et al., 2004; ROSNER , PAZ & RINKEVICH, 2006;
SOLANA, 2013); além de componentes maternos herdados desde o zigoto que apresentam
a maquinaria (proteinas e mRNAS) cujas fung¢des incluem: fornecer a energia necessaria
para controle dos estagios iniciais da embriogénese (SOLANA, 2013). O presente trabalho
se foca no estudo das células-tronco primordiais germinativas de organismos tunicados e

gue sdo denominadas hemoblastos.

Os tunicados sado um subgrupo dos cordados (filo Chordata, subfilo Tunicata), com
pouco menos de 3100 espécies descritas (SHENKAR et al., 2019). Os tunicados séo
organismos exclusivamente marinhos e podem ser divididos em trés grupos monofiléticos
que se distinguem pela morfologia e modo de vida (DELSUC et al., 2018; KOCOT et al.,
2018): o primeiro € denominado Appendicularia ou Larvacea e apresenta poucas espécies,
sao exclusivamente pelagicos e solitarios, conservam os caracteres tipicos dos cordados
durante toda a vida num processo denominado pedomorfose além de apresentarem uma

das taxas de evolucdo do genoma mais rapidas entre todos 0os metazoarios; o segundo é



composto pelo clado denominado Thaliacea + Phlebobranchia e Aplousobranchia, o
primeiro composto por espécies coloniais pelagicas, enquanto os outros dois grupos
apresentam espécies bentdnicas, solitarias ou coloniais; e por fim o grupo irméo do clado
anterior corresponde as ascidias Stolidobranchia, também composto por espécies
bentdnicas, solitarias ou coloniais (DELSUC et al.,, 2018; KOCOT et al., 2018).
Stolidobranchia, Aplousobranchia e Phlebobranchia formaram, por muito tempo, o grupo
parafilético Ascidiacea, que correspondia ao grupo com maior numero de espécies dentre
Tunicata; apesar disso, analises moleculares recentes utilizando dados de transcriptomas
mostram que Ascidiacea € um grupo parafilético, uma vez que Thaliacea possui um
ancestral em comum com as ascidias Plebobranchia e Aplousobranchia (DELSUC et al.,
2018; KOCOT et al., 2018).

Tunicata € um grupo constituido tanto por formas coloniais quanto solitarias que
diferem em varios aspectos reprodutivos. As espécies solitarias se reproduzem apenas
sexualmente; nestes organismos que sao hermafroditas, os gametas séao liberados na
coluna de agua, de modo que a fertilizagdo € externa; o zigoto apresenta um
desenvolvimento em mosaico (atipico para um deuterostdmio) e se desenvolve
rapidamente numa larva que apds um curto periodo de dispersao na coluna de agua se fixa
a um substrato (no caso dos tunicados sésseis) e inicia 0 processo de metamorfose
(KASAS, 1940). Os tunicados coloniais se reproduzem sexualmente de um modo similar
ao descrito para as solitarias, mas também apresentam reproducdo assexuada por
brotamento. Dentro de Tunicata observamos clados com formas solitarias e coloniais em
que a condicao ancestral de ambos ndo pode ser inferida pela falta de filogenias completas
e bem resolvidas. Entretanto, nossos estudos em biologia evolutiva do desenvolvimento e
em sistematica filogenética se concentram nas ascidias da familia Styelidae, uma vez que
neste grupo, existem espécies solitarias e coloniais cujos dados moleculares e
morfolégicos mostram que as atuais espécies coloniais descendem de um ancestral
solitario (ALIE et al., 2017). As ascidias coloniais da familia Styelidae, especialmente
aguelas do clado formado por Botryllus + Symplegma se diferenciam das solitarias desta
familia por apresentar um plano corpéreo constituido por varias unidades geneticamente
idénticas (zoobides) e fisicamente conectados por um sistema circulatorio comum,
capacidade de reproducéo assexuada por brotamento, miniaturizagdo do corpo e larvas

que eclodem mais desenvolvidas em relacdo as larvas das espécies solitarias ou pelo



menos com primordios dos 6rgaos adultos maiores e mais desenvolvidos, um fenémeno
chamado adultamento (KASAS, 1940).

A caracteristica mais importante das ascidias coloniais da familia Styelidae é a
presenca de células celémicas indiferenciadas denominadas hemoblastos, com
aproximadamente 5 micrémetros em didmetro, um nucleo grande com um nucléolo
evidente e poucas organelas; embora os hemoblastos também existam em ascidias
solitérias, eles parecem exercer funcdes diferentes em ascidias solitarias e coloniais, pois
nestas Ultimas os hemoblastos estdo diretamente relacionados com o0 processo de
brotamento (SUNANAGA, INUBUSHI & KAWAMURA, 2010), regeneragao de corpo inteiro,
(BROWN et al., 2009b) e com a formacao das gbnadas nos zodides (LANGERBACHER &
De TOMASO, 2016), portanto estas células estdo diretamente relacionadas ao processo
de reproducdo assexuada nestes organismos. Em Botryllus schlosseri, as colonias
apresentam hemoblastos que dao origem a células/tecidos somaticos (hemoblastos
somaticos) e a ceélulas primordiais germinativas (hemoblastos da linhagem germinativa)
(KAWAMURA & SUNANAGA, 2010; BROWN et al 2009b). Os hemoblastos da ascidia
colonial Perophora viridis correspondem a células-tronco primordiais, do mesmo modo que
0s neoblastos das planarias e as células intersticiais dos cnidarios também o sédo (SOLANA,
2013). O potencial de diferenciacdo e niveis de comprometimento dos hemoblastos em

distintas espécies de ascidias coloniais permanece uma questdo em aberto.

Nos zodides de Botryllus schlosseri com gbnadas, células tronco germinativas se
desprendem das mesmas, caem na circulacdo sanguinea e se deslocam para o broto em
desenvolvimento, onde contribuirdo para a formacdo das gbnadas hermafroditas
(KASSMER et al, 2015; LANGERBACHER & De TOMASO, 2016), permitindo assim que
cada unidade da colbnia tenha capacidade de reproducdo sexuada e assexuada
(SUNANAGA, INUBUSHI & KAWAMURA, 2010); isso é importante pois organismos que se
propagam assexuadamente precisam reconstruir suas génadas a cada nova geracdo
(SUNANAGA, INUBUSHI & KAWAMURA, 2010). Existe na literatura um grande nimero de
estudos dedicados a entender o desenvolvimento das ascidias coloniais da familia
Styelidae (Botryllus sp. e Botrylloides spp.) especialmente os fenbmenos morfolégicos e
moleculares por tras do brotamento e os perfis de expressdo e/ou localizagdo celular e
subcelular de proteinas das células tronco da linhagem primordial germinativa (ROSNER,
PAZ & RINKEVICH, 2006; ROSNER et al., 2009; BROWN et al., 2009a; BROWN et al.,
2009b; RINKEVICH et al., 2010; SUNANAGA, INUBUCHI & KAWAMURA, 2010;



KAWAMURA & SUNANAGA, 2011; LANGUERBACHER & DE TOMASO, 2016). Apesar
disso, carecem na literatura estudos focados nos hemoblastos das ascidias solitarias da
familia Styelidae (Styela sp.). As ascidias solitarias se reproduzem apenas sexualmente, e
embora apresentem hemoblastos em sua corrente sanguinea, ndo é esperado que 0s
mesmo participem da gametogénese ou qualquer outro processo direta ou indiretamente
relacionado a reproducéo. Se as atuais espécies coloniais da familia Styelidae descendem
de um ancestral solitario, isso significa que em algum momento um organismo semelhante
as atuais solitarias desta familia, adquiriram a capacidade de se reproduzir
assexuadamente por brotamento, além das outras caracteristicas das coloniais ja citadas.
Deste modo, € importante que estudos também sejam direcionados nos hemoblastos para

as formas solitarias, que se assemelham mais a condi¢do ancestral das atuais coloniais.



Capitulo 1

Avaliacdo de especificidade de anticorpos gerados em tunicados como possiveis
marcadores da linhagem germinativa em ascidias solitarias e coloniais do clado
Styelidae

David dos Santos Soares??, Thiago Giove Mitsugi3; Federico D. Brown?! 2

1 — Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo, Sédo
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2 — Centro de Biologia Marinha da Universidade de S&éo Paulo (CEBIMAR), Universidade
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de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil

Resumo

Organismos coloniais do subfilo Tunicata sdo os Unicos cordados com capacidade de
reproducdo assexuada e regeneracao de corpo inteiro fazendo com que estes organismos
sejam de grande interesse para a biologia evolutiva do desenvolvimento. As ascidias da
familia Styelidae apresentam ao menos dois eventos de evolucéo da colonialidade a partir
de um ancestral solitario. Utilizando a ascidia Styela canopus como modelo solitario e
Symplegma rubra como modelo colonial, primeiramente avaliou-se a especificidade de
anticorpos gerados em outras espécies de tunicados nas espécies modelo aqui utilizadas
e apos a validacao dos anticorpos a localizacdo das proteinas de linhagem germinativa
Vasa, Piwi, PL10 e Y-box foi investigada a nivel celular por meio de western blot,
imunohistoquimica e microscopia confocal tanto em tecidos somaticos quanto
germinativos. Os resultados de imunohistoquimica mostram que todas as proteinas
estudadas se localizam nos odécitos e/ou testiculos tanto na ascidia solitaria quanto na
colonial além de estar nos hemoblastos da vasculatura da colonial S. rubra, de acordo com
resultados previamente descritos na literatura para outras espécies de tunicados.
Inesperadamente, observou-se células sanguineas positivas para Vasa e Piwi na hemocele
da ascidia solitaria S. canopus. O anticorpo gerado para reconhecer Piwi de Botrylloides
leachi apresentou uma marcacdo pouco consistente em tecidos somaticos da solitaria
Styela canopus, demonstrando inespecificidade; os resultados obtidos através de western
blot de diferentes tecidos também sugerem inespecificidade do anticorpo BL-Piwi. A
presenca destas proteinas de linhagem germinativa em outros tipos celulares fora das
gbnadas da ascidia solitaria, permite supor que: (1) as células positivas podem representar
tipos celulares indiferenciados (relacionados a GSCs) envolvidos em outros processos do
desenvolvimento (por exemplo, regeneracéo) ou (2) essas proteinas que se expressam em
GSCs adquiriram fungbes em células somaticas em S. canopus que permanecem
desconhecidas. Apesar disso, devido a inespecificidade de alguns anticorpos néo é
possivel afirmar categoricamente que a solitaria apresente células indiferenciadas na



hemocele que expressam proteinas de linhagem germinativa tal como observado nas
coloniais.

Palavras-chave: proteinas da linhagem primordial germinativa, ascidias da familia
Styelidae, ascidias solitarias e coloniais

Abstract

Colonial organisms of the Tunicata are the only chordates with both sexual and asexual
reproduction and whole body regeneration capacity making these organisms of great
interest to evolutionary developmental biology. In the Styelidae the ancestor is solitary, and
we find at least two events of coloniality. In this study, we tested germline antibodies
generated in other tunicate species for two local styelid species, i.e. the solitary ascidian
Styela canopus and the colonial Symplegma rubra. We validated these antibodies by the
observing the signal location of germline proteins Vasa, Piwi, PL10 and Y-box, by
immunohistochemistry and confocal microscopy, as well as by evaluating protein sizes by
western blot. The results of immunohistochemistry showed that all the proteins were located
in oocytes or testes in both solitary and colonial ascidians, as well as in the hemoblasts in
the vasculature of colonial S. rubra. Unexpectedly, Vasa and Piwi positive blood cells were
also observed in cells in the hemocoel of solitary S. canopus. However, the Botrylloides
leachi Piwi showed inconsistent results across immunohistochemistry replicates in somatic
tissues of the solitary S. canopus, and western blot results from different tissues showed
multiple banding patterns suggesting that the antibody was non-specific. Whereas, the
presence of germline proteins Vasa, PL10, and Y-box in cells of the hemocoel -outside the
gonads- in S. canopus suggests the presence of putative circulatory stem cells in solitary
species that may be functionally related to stem cells of colonial species. Whether these
cells are involved in regeneration or other developmental processes remains unknown.
Nevertheless, nonspecific labeling of the antibodies, with the exception of CiYB1, does not
allow me to identify the specific cells of the hemocoel expressing Vasa and PL10, or
categorically conclude that solitary species have undifferentiated cells that express these
markers in the hemocoel as reported in germline or somatic stem cells of colonial styelids.

Key words: germline proteins, styelid ascidians, solitary, colonial



Introducao

As células da linhagem primordial germinativa (PGCs) podem ser definidas como as
células precursoras que originardo, em ultima instancia, oocitos e espermatozoéides. As
PGCs se desenvolvem durante a embriogénese entre a fase embrionaria até a migracéo e
residéncia nas gbnadas no organismo adulto onde finalmente dardo origem as células-
tronco germinativas (GSCs). Tunicados coloniais da familia Styelidae sdo de grande
interesse para a biologia do desenvolvimento porque nestes organismos, tais células
encontram-se nao apenas nas génadas dos organismos adultos como também em células
fora das gbnadas (BROWN & SWALLA, 2007). Proteinas tais como Vasa, Piwi, PL10 e Y-
Box tem sido utilizadas na literatura como marcadores de linhagem primordial em tunicados
do clado Styelidae (ROSNER et al., 2009; TANAKA et al., 2004).

Vasa € uma proteina do tipo helicase de RNA dependente de ATP que apresenta
homélogos conservados em muitos organismos metazoarios e que tem sido utilizada como
marcador de células da linhagem germinativa (GUSTAFSON & WESSEL, 2010); mesmo
organismos distantes evolutivamente e com modos de reproducédo diferentes apresentam
homélogos de Vasa, de modo que ela demonstra ser uma proteina fundamental na
manutencao e funcionamento das células da linhagem primordial germinativa assim como
nas espermatogobnias e oogodnias (GUSTAFSON & WESSEL, 2010), que representam as
células tronco germinativas dos testiculos e ovarios, respectivamente. Vasa pertence a
familia DEAD box que é caracterizada pela presenca de nove aminoacidos repetidos em
sequéncia (os chamados “motifs”) e que provavelmente estéo relacionados a caracteristica
principal da proteina de interacdo com RNAs (GUSTAFSON & WESSEL, 2010). Diversos
trabalhos na literatura tem se dedicado a estudar os padrées de expressao, localizacdo e
funcdes de homadlogos de Vasa nos organismos do subfilo Tunicata, principalmente nos
organismos-modelo Ciona spp. e Botryllus schlosseri (FUJIIMURA & TAKAMURA, 2000;
SHIRAE-KURABAYASHI et al., 2006; BROWN & SWALLA, 2007; BROWN et al., 2009;
ROSNER et al.,, 2009; KAWAMURA & SUNANAGA, 2011; KASSMER et al., 2015;
LAMGERBACHER & De TOMASO, 2016).

Piwi representa uma ampla classe de proteinas que estéo relacionadas a biogénese
e manutencao de pequenos RNAs-nao codificantes e tem sido utilizado como marcador de
células-tronco da linhagem germinativa; estas proteinas desempenham fun¢des durante o
desenvolvimento de células primordiais germinativas e também na gametogénese
(THOMSON & LIN, 2009).



Por outro lado, BS-PL10 é uma proteina de Botryllus schllosseri homdéloga a proteina
DDX3 e DDX3Y expressa em seres humanos e paraloga a helicase de RNAs amplamente
utilizada como marcador de linhagem germinativa conhecida como Vasa. PL10 faz parte
de uma classe de proteinas com funcfes diferentes de acordo com 0 organismo em
questdo (controle do splicing, controle da sintese e degradacdo de RNAs, transporte de
MRNAs, entre outros) mas, de um modo geral sua funcdo € controlar o processo de
diferenciac@o celular nas células germinativas (ROSNER , PAZ & RINKEVICH, 2006;
MILANI et al., 2017).

As proteinas da familia Y-box constituem um grupo muito conservado de proteinas
com alta afinidade de ligacdo a acidos nucléicos que apresentam uma série de dominios
especificos deste tipo de proteina, cuja caracteristica marcante € a presenca de dominios
acidos e basicos posicionados de forma alternada (WOLFFE, 1994). Tanaka e
colaboradores (2004) mostraram que existem ao menos trés proteinas da familia Y-box em
Ciona (CiYB1, CiYB2 e CiBY3) e que CiYBL1 esta associada com mRNAs nas génadas e
no embrido, apresentando fungbes de estabilizacdo temporal e espacial dos mRNAs,

atuando portanto no controle da traducao.

O presente trabalho hipotetiza que as proteinas da linhagem germinativa de ascidias
solitarias da familia Styelidae localizam-se apenas nas células germinativas das génadas.
Assim é interessante entender como a linhagem germinativa se comporta em duas
espécies proximas evolutivamente (da mesma familia), mas com modos reprodutivos
diferentes. No que tange ao estudo da evolucdo da colonialidade em Styelidae, carecem
na literatura trabalhos utilizando tunicados solitarios para compreender tais aquisicoes e a
grande maioria dos trabalhos utiliza apenas uma ou duas proteinas como marcadores; no
sentido de preencher esta lacuna, este trabalho utiliza como modelo principal de estudo a
ascidia solitaria Styela canopus e a ascidia colonial Symplegma rubra e para entender
melhor onde se localizam as células da linhagem germinativa utilizamos quatro anticorpos

para marcar proteinas de linhagem germinativa especificas de tunicados.

Os anticorpos BS-Vasa, BL-Piwi e BS-PL10 foram produzidos com objetivo de
reconhecer especificamente proteinas da linhagem germinativa em tunicados coloniais do
clado Botrillinae; CiYB1 por sua vez foi produzido para reconhecer especificamente uma
proteina Y- box da ascidia phlebobranchia solitaria Ciona SP (TANAKA et al., 2004).
Embora sejam relatados na literatura como marcadores de linhagem germinativa em

tunicados, Vasa, Piwi, PL10 e Y-box representam proteinas com fungdes diferentes e cujos



padrées de expressao e localizacdo celular ainda ndo sdo completamente entendidos nos
organismos deste subfilo. No sentido de preencher essa lacuna, o presente trabalho prop6s
uma abordagem holistica, testando todos estes marcadores em tunicados solitarios e
coloniais que embora possuam histérias de vida diferentes, pertencem ao mesmo clado
monofilético, interpretando os resultados com vistas para a melhor compreensdo da

evolucao da colonialidade que ocorreu neste clado a partir de um ancestral solitario.

Objetivo

Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo comparar a localizacdo celular de proteinas da

linhagem germinativa em tunicados solitarios e coloniais do clado Styelidae

Objetivos especificos

e  Avaliar a especificidade dos anticorpos BS-Vasa, BS-PL10, BL-Piwi e CiBY gerados
em Botryllus schlosseri, Botrylloides leachi e Ciona intestinalis, respectivamente, nas
espécies Styela canopus (solitaria) e Symplegma rubra (colonial) do clado monofilético
Styelidae

° Uma vez atestada a especificidade, discutir as diferencas nos padrdes de localizacao
dessas proteinas nas espécies solitaria e colonial, com énfase nas proteinas Vasa e PL10
(Nota: embora esses anticorpos tenham reconhecido proteinas de tamanhos diferentes no
western blot, pelo menos uma proteina corresponde a um ortélogo do tamanho previsto) e
como as diferencas nestes padrées se relacionam com os modos de vida solitario e

colonial.

Materiais e Métodos

Coleta e manutencao dos animais

Espécimes de ascidias solitarias (Styela canopus) e coloniais (Symplegma rubra) foram

coletados no Yacht Club de Ilhabela, no litoral do estado de Sao Paulo, Brasil (coordenadas:
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23° 46’ 20” S. 45° 21’ 20”). As ascidias solitarias foram coletadas manualmente de subtratos
artificias como bdias e cordas; as coloniais foram coletadas da parede do pier (0-2 metros
de profundidade) e outros substratos duros com o auxilio de uma faca, cortadas em
quadrados de aproximadamente 1 cm X 1 cm e atadas com linha a laminas de vidro de
microscopia, que foram amarradas ao pier e retornadas ao mar a fim de permitir que a
colénia se replicasse e crescesse ao longo das laminas, que apos trés semanas foram
retiradas do mar e levadas aos aquarios do Instituto de Biociéncias da Universidade de Séo

Paulo, onde foram prontamente fixadas para histologia.

Coleta de células sanguineas

No sentido de obter células do sangue para fins de analise morfoldgica e também para
western blot, individuos de S. canopus tiveram seus sifées cortados e o sangue foi coletado
em tubos que foram centrifugados a 15000 rpm durante 5 minutos e congelados a - 80 °C
até o momento do western blot. Para a coleta das células sanguineas das coloniais, 0s
espécimes foram limpos e imersos numa solucdo anticoagulante seguindo o protocolo de
Ballarin & Cima (2005), o sangue foi coletado em tubos por meio de cortes nas ampolas,
depois o0 sangue coletado foi centrifugado e congelados da mesma forma como foi realizado

com as células sanguineas da ascidia solitaria.

Western Blot

Com o objetivo atestar a especificidade dos anticorpos e verificar a presenca das
proteinas da linhagem primordial germinativa nas gbnadas e também em tecidos somaticos
(apenas) da espécie solitaria S. canopus, foram dissecados espécimes para obtencao de
gbnadas, intestino, manto (da regido dos sifées), além de um espécime que foi utilizado
inteiro como controle e do sangue cujo procedimento de coleta foi anteriormente descrito.
Cada um destes tecidos foram armazenados em microtubos de 1,5 ml a - 80° C até o
momento da extracao de proteinas. Para a extracao, os tecidos foram descongelados e aos
mesmos adicionou-se o tampao de extracdo RIPA de acordo com a quantidade de tecido.
Os tecidos juntamente com o tampéo de extracdo foram macerados no proprio tubo,
aguecidos a 60°C e sonicados a fim de melhorar a qualidade da extragao; os extratos de

proteina foram centrifugados a 15000 G a 4° por 15 minutos; ao sobrenadante adicionou-
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se corante Ponceau para verificar a qualidade da transferéncia apos eletroforese. O gel de
poliacrilamida foi imerso em tampé&o de corrida e submetido a eletroforese e as proteinas
ja separadas em suas respectivas bandas foram transferidas para membrana de celulose.
A membrana foi bloqueada numa solucédo de PBST + leite a 4 % durante 2 horas, depois
adicionou-se 0s anticorpos primarios anteriormente mencionados numa solucédo de PBST
+ leite a 5% na concentragédo de 1:500 conforme realizado por Tanaka e colaboradores
(2004), Rosner, Paz & Rinkevich (2006), Rosner e colaboradores (2009) e Rinkevich e
colaboradores (2010) durante 12 horas. Secundariamente, também testou-se anticorpos
comerciais especificos para células-tronco/hematopoiéticas: CD29, CD45, CD117, CD133
e F4/80. Apés incubagdo, as membranas foram lavadas com PBST (3 lavagens de 10
minutos cada) e foi adicionado o anticorpo secundario durante 2 horas. Por fim, realizaram-
se mais 3 lavagens de PBST de 10 minutos cada, e adicionou-se substrato para reacéo de

guimiolumescéncia e posterior revelacdo da membrana.

Histologia

Anteriormente ao inicio do procedimento de histologia, os animais foram limpos
externamente para remocdo do excesso de material organico, epibiontes e algas e
mantidos durante 12 horas em agua marinha filtrada para a remoc¢ao do conteudo intestinal,
a fim de reduzir a presenca de artefatos nos cortes histologicos bem como a
autofluorescéncia indesejavel gerada em parte por algas unicelulares. Os animais foram
fixados numa solucdo de agua marinha filtrada com 4% de formaldeido, depois foram
serialmente imersos em solucdes de dgua marinha filtrada com concentracfes crescentes
de etanol (30%, 50%, 70% e 95%) durante 30 minutos cada, depois imersos em etanol
100% durante 2 horas para completa desidratagcéo, em seguida em xileno 100% durante 1
hora, xileno 100% durante 1 hora a 60°C, xileno + parafina em iguais concentracbes
durante 1 hora a 60°C, depois em parafina a 100% a 60° C durante 24 horas.
Posteriormente os animais foram emblocados e cortados em seccdes de 5 um com
micrétomo e aderidos em laminas de microscopia com albumina + glicerina para auxiliar na
aderéncia dos tecidos a lamina e por fim foram armazenados em caixas de histologia a
temperatura ambiente. Para reidratag&o dos cortes foi realizado todo o processo ao inverso:
as laminas foram mantidos em estufa a 60°C por pelo menos 30 minutos, depois foram
imersas em xileno 100% durante 10 minutos, etanol 100% durante 10 minutos, serialmente

imersos em soluc¢des de agua marinha filtrada com concentracdes decrescentes de etanol
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(95%, 70%, 50% e 30%) durante 5 minutos cada e por fim em agua destilada por 5 minutos.
Para fins de analise morfoldgica, os tecidos foram em seguida corados com corante Azul
de Alcian e analisados por microscopia de campo claro.

Imunohistoquimica

Para testar a especificidade dos anticorpos bem como verificar 0os padrdes de
localizacdo de proteinas supostamente especificas de células da linhagem primordial
germinativa, cortes de ambos espécimes, S. canopus (ascidia solitaria) e S. rubra (ascidia
colonial) foram reidratados, lavados com PBS (3 lavagens de 10 minutos cada),
bloqueados numa solugéo de PBT + leite em pd a 5 % durante 2 horas e depois adicionou-
se 0s anticorpos primarios (Anti-BSVasa, Anti-BSPiwi, Anti-BSPL10 e Anti-CiBY1, todos
produzidos em coelho) diluidos em PBT em concentracao de 1:500 conforme realizado por
Tanaka e colaboradores (2004), Rosner, Paz & Rinkevich (2006), Rosner e colaboradores
(2009) e Rinkevich e colaboradores (2010). Os tecidos foram incubados nos anticorpos
primérios durante 12 horas a 4°C, posteriormente lavados com PBT (3 lavagens de 10
minutos cada) e depois adicionou-se o anticorpo secundario Alexa 588, os quais foram
incubados novamente durante 12 horas a 4°C. Por fim os cortes foram lavados em PBS (3
lavagens de 10 minutos cada), marcados com DAPI para visualizacdo dos nucleos
celulares (1 pl: 500 ul de PBS durante 2 minutos), lavados novamente com PBS (3 lavagens
de 10 minutos cada), agua destilada (1 lavagem de 10 minutos) e por fim adicionou-se
glicerol a 100% e laminula. Uma vez finalizada a imunohistoquimica, as laminas foram
armazenadas no escuro a 4°C e posteriormente analisadas com microscépio invertido de

fluorescéncia Leica Dmi8 e microscopio confocal Leica CTR6 LED.

Resultados

O anticorpo Bs-Vasa se liga especificamente a proteina Vasa de S. canopus embora

também se ligue inespecificadamente a outras proteinas

Os dados de western blot em extratos de proteina de diferentes tecidos somaticos e
germinativos de Styela canopus utilizando o anticorpo BS-Vasa para testar a especificidade

do mesmo contra o ortélogo de Vasa de S. canopus (figura 1) mostram uma banda de



13

mesmo tamanho (aproximadamente 85 KDa) relatado por Rosner e colaboradores (2009).
Essa banda estava presente nos extratos de gbnadas + saco branquial (coluna G indicada
por seta na figura), nos extratos de células do sangue e também no controle (animal
inteiro). Inesperadamente, o anticorpo marcou bandas de aproximadamente 250 KDa em
todos os tecidos, exceto intestino (colunas W, M, G e B) e marcou também uma série de

bandas dos extratos de sangue (coluna B).

KDa w M G | B
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Figura 1

O anticorpo BI-Piwi mostrou atividade inespecifica

Nos western blots nos quais verificou-se a especificidade do anticorpo BL-Piwi
(figura 2) esperava-se obter bandas do tamanho de aproximadamente 90 KDa conforme
relatado por Rosner e colaboradores (2009) que geraram o anticorpo especificamente
para Botrylloides leachi e que foi utilizado neste trabalho na espécie S. canopus, embora
Brown e colaboradores (2009) tenham relatado uma banda de 42 KDa para o ortlogo da
proteina Piwi em outra espécie do género, Botrylloides violaceous. O experimento de
western blot de Piwi n&o indicaram a presenca de nenhuma banda do tamanho esperado
nos extratos dos tecidos de S. canopus. Verificou-se duas bandas nos extratos do
controle (coluna W) e gbnadas + saco branquial (coluna G) de aproximadamente 30 e 55
KDa. Uma outra banda mais forte de 75 KDa surgiu nos extratos de sangue (coluna B) e,

mais fraca, nos extratos do manto (coluna M).



14

KDa w M G | B

75 o
50

37

25 )
Figura 2

Bs-PL10 se liga especificamente a proteina PL10 de S. canopus embora também se

liga inespecificamente a outras proteinas

Os dados de western blot referentes aos testes de especificidade do anticorpo BS-
PL10 (figura 3) mostram duas bandas fortes (indicadas por setas), que aparecem nos
extratos de proteina do animal inteiro (coluna W) e nas génadas + saco branquial (coluna
G): uma das bandas apresenta aproximadamente 78 KDa cujo tamanho € o mesmo
observado por Rosner e colaboradores (2009); a outra banda possui por volta de 95 KDa.
Além destas foram observadas também bandas de 50 KDa nos extratos do animal inteiro
e gbnadas + saco branquial além de uma banda que surgiu no controle e no intestino e no
animal inteiro que apresentou por volta de 30 KDa.
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Figura 3

Ci-YB1 reconhece especificamente a proteina YB1 de Styela canopus

O western blot no qual testou-se a especificidade do anticorpo CiYB1 (figura 4)
mostra apenas uma banda de aproximadamente 55 KDa no extratos de animal inteiro
(coluna W), gbnadas + saco branquial (coluna G) e intestino (coluna I) estando assim de

acordo com o tamanho verificado por Tanaka e colaboradores (2004) de 55 KDa..

KDa w M G | B
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Figura 4

No sentido de avaliar a especificidade dos anticorpos gerados para outras especies
de ascidias na espécie Styela canopus, realizou-se extratos de proteina de diferentes
tecidos somaticos (intestino, manto e sangue), germinativos (génadas) além de um
organismo que foi utilizado inteiro na extragdo como controle. Os resultados permitem
concluir que o anticorpo gerado para proteina CiYB1 de Ciona por Tanaka e colaboradores
foi 0 Unico que apresentou uma banda Unica no western blot, tanto no controle quanto na
gbnadas, sugerindo uma boa especificidade e reatividade do anticorpo entre espécies de
ascidias. Por outro lado, o anticorpo BL-Piwi mostrou atividade inespecifica, se ligando a

pelo menos trés tipos diferentes de proteinas e nenhum destas apresentou o tamanho
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esperado para a proteina Piwi de tunicados. Além disso, os anticorpos BS-Vasa e BS-PL10
produzidos especificamente para ascidia Botryllus schlosseri reconheceram
especificamente os ortdlogos de Vasa e PL10, respectivamente na ascidia Styela canopus
porém também reconheceram outras proteinas em ambos os casos. No sentido de atestar
os resultados observados nos western blots, foram realizadas imunohistoquimicas em
cortes histologicos de trés espécimes de S. canopus (tunicado solitario) e de um espécime
de Symplegma rubra (tunicado colonial) e posteriormente analisados sob microscopia

confocal. Os resultados séo descritos a seguir.

O anticorpo Bs-Vasa marca as gbnadas e células do sangue da ascidia solitaria S.

canopus

O ortélogo de Vasa do tunicado solitario Styela canopus se mostrou praticamente
ausente nas génadas de 2/3 dos espécimes (figuras 5B e 6B); apesar disso, nos individuos
que apresentaram auséncia de marcacado nas gbnadas também observaram-se células do
sangue com marcacdao (figuras 5F e 6F); no Unico espécime com marcacao nas gonadas
também observou-se muitas células do sangue e também algumas células epiteliais do
manto com marcacao (figura 7F e 7H). A auséncia de marcacao nas gbnadas de 2/3 dos
espécimes analisados juntamente com a marcacao das células epiteliais do manto por um
marcador de proteina de linhagem germinativa extremamente conservada nos metazoarios
(GUSTAFSON & WESSEL, 2010) indica que a marcacdo do anticorpo pode ser
inespecifica, uma vez que marcacdo de Vasa nos odcitos ja foi relatada utilizando
imunohistoquimica na ascidia solitaria Ciona (SHIRAE-KURABAYASHI et al., 2006) assim
como nos odcitos da colonial B. schlosseri (ROSNER et al, 2009) e via hibridizacdo in situ
Brown e colaboradores (2009) também relataram a presenca do transcrito vasa em B.

schlosseri.



Figura 5 (espécime 1): Secc8es histolégicas em corte transversal da ascidia solitaria S. canopus submetidos a
técnica de imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovério (Vasa); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (Vasa); E:
Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (Vasa); G: Manto (controle); H: Manto (Vasa); I: Intestino (controle);
J: Intestino (Vasa); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (Vasa). Abreviagdes: Ov: Ovdcitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdcitos, Sp: Espermatozéides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc: Célula

muscular. Barras de escala: A-B: 190 um, C-D: 72 pm, E-H: 90 pm, I-L: 55 pm
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Figura 6 (espécime 2): Seccdes histoldégicas em corte transversal da ascidia solitaria Styela canopus submetidos
a técnica de imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovario (Vasa); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (Vasa); E:
Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (Vasa); G: Manto (controle); H: Manto (Vasa); I: Intestino (controle);
J: Intestino (Vasa); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (Vasa). Abreviag8es: Ov: Ovocitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdcitos, Sp: Espermatozoides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula
muscular. Barras de escala: A-B: 190 um, C-D: 72 um, E-H: 90 pym, I-L: 55 um

Figura 7 (espécime 3): Secc¢des histoldgicas em corte transversal da ascidia solitaria Styela canopus submetidos
a técnica de imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovario (Vasa); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (Vasa); E:
Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (Vasa); G: Manto (controle); H: Manto (Vasa); I: Intestino (controle);
J: Intestino (Vasa); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (Vasa). Abrevia¢des: Ov: Ovacitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatécitos, Sp: Espermatozdides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula

muscular. Barras de escala: A-B: 190 um , C-D: 72 pm, E-H: 90 pm, I-L: 55 pm

O anticorpo Bs-Vasa marca os odécitos e células da vasculatura da ascidia colonial

Symplegma rubra

No espécime colonial S. rubra analisado (figura 8) a marcagédo se deu nos odcitos,
nas células da vasculatura e em menor nivel no intestino (figuras 8B, 8F e 8J); no testiculo,
manto e saco branquial no foi observada a presenca da proteina (figuras 8D, 8H e 8L). E
possivel que o anticorpo BS-Vasa marca especificamente a proteina ortéloga de Vasa

apenas da ascidia colonial ao mesmo tempo que marca inespecificamente proteinas da
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ascidia solitaria, embora nao seja possivel confirmar essa hipotese devido a auséncia de
dados de western blots da ascidia colonial; outra possibilidade € que as células do sangue
da solitaria representam apenas células autoflorescentes, uma vez que contagens das
células nos controles mostraram a presenca de um numero significativo de células
autofluorescentes (dados ndo mostrados). O anticorpo aqui utilizado € o BS-Vasa que
marca especificamente a proteina Vasa de Botryllus schllosseri, espécie a qual Symplegma
rubra € grupo-irmao; portanto € provavel que o anticorpo marque especificamente a
proteina Vasa de S. rubra mas ndo de S. canopus, embora as analises bioinformaticas
mostrem alta homologia entre os ortdlogos de Vasa de varios tunicados como B.
primigenus, Polyandrocarpa misakiensis, Botrylloides violaceus, Ciona savignyi e Ciona
intestinalis (ROSNER et al., 2009).

Figura 8: Seccfes histoldgicas em corte transversal da ascidia colonial S. rubra submetidos a técnica de
imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovario (Vasa); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (Vasa); E: Vaso
sanguineo (controle); F: Vaso sanguineo (Vasa); G: Manto (controle); H: Manto (Vasa); I: Intestino (controle); J: Intestino
(Vasa); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (Vasa). Abreviagdes: Ov: Ovacitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdécitos, Sp: Espermatozoides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula
muscular. Barras de escala: A-B: 190 um, C-D: 72 um, E-H: 90 pm, I-L: 55 um
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O padréo de localizacdo da proteina Piwi nos tecidos soméaticos S. canopus indica

inespecificidade do anticorpo

Dentre todos os anticorpos utilizados, BL-Piwi produzido especificamente para marcar
a proteina Piwi de Botrylloides leachi por Rinkevich e colaboradores (2010) foi o que marcou
a maior quantidade de células (figura 9), indicando de forma indireta que a proteina pode
ser a mais expressa entre os marcadores testados. Os o0citos e células do sangue de
todos os espécimes de S. canopus analisados mostram marcacao (figuras 9B, 9F, 10B,
10H, 11B e 11F)). Em 2/3 dos espécimes solitarios também observou-se marcacao nos
testiculos e no intestino; Jiménez e colaboradores (2019) também observaram marcacao
de Piwi no intestino utilizando um anticorpo comercial especifico para a proteina Piwi de D.
melanosgaster na ascidia solitaria Styela plicata. No presente trabalho foram testados trés
espécimes de S. canopus: um deles mostrou auséncia de marcacao (figura 10J), outro
mostrou marcacao inespecifica (figura 19J) e outro mostrou marcacdo aparentemente

verdadeira (figura 11J).

Figura 9 (espécime 1): Secc¢des histoldgicas em corte transversal da ascidia solitaria Styela canopus submetidos
a técnica de imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovario (Piwi); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (Piwi); E:

Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (Piwi); G: Manto (controle); H: Manto (Piwi); I: Intestino (controle);
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J: Intestino (Piwi); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (Piwi). Abrevia¢des: Ov: Ovdcitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdcitos, Sp: Espermatozoides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula

muscular. Barras de escala: A-B: 190 um , C-D: 72 um, E-H: 90 um, I-L: 55 um

Figura 10 (espécime 2): Seccdes histoldgicas em corte transversal da ascidia solitaria Styela canopus submetidos
a técnica de imunocitoquimica. A: Ovério (controle); B: Ovario (Piwi); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (Piwi); E:
Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (Piwi); G: Manto (controle); H: Manto (Piwi); I: Intestino (controle);
J: Intestino (Piwi); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (Piwi). Abreviagdes: Ov: Ovocitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdcitos, Sp: Espermatozdides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula

muscular. Barras de escala: A-B: 190 um, C-D: 72 pym, E-H: 90 um, I-L: 55 um



Figura 11 (espécime 3): Seccdes histoldgicas em corte transversal da ascidia solitaria Styela canopus submetidos
a técnica de imunocitoquimica. A: Ovério (controle); B: Ovario (Piwi); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (Piwi); E:
Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (Piwi); G: Manto (controle); H: Manto (Piwi); I: Intestino (controle);
J: Intestino (Piwi); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (Piwi). Abreviagdes: Ov: Ovocitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdécitos, Sp: Espermatozoides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula
muscular. Barras de escala: A-B: 190 um, C-D: 72 um, E-H: 90 pm, I-L: 55 pm

Bl- Piwi marca os o6citos e células da vasculatura de S. rubra

O experimento de imunohistoquimica na ascidia colonial (figura 12) mostra que Piwi
se localiza principalmente nos odcitos (figura 12B); células que formam a vasculatura da
colonial S. rubra utilizada no presente trabalho (figura 12 F) mostraram marcagéo de modo
semelhante ao relatado para Botrilloides leachi (RINKEVICH et al, 2010), células
circulatorias que expressam Piwi estdo envolvidas no processo de regeneracéo de corpo
inteiro em Botrylloides leachi e elas se originam de células aderidas a parede interna do
vasos que compdem o sistema circulatorio (RINKEVICH et al., 2010); uma marcacédo mais
fraca também aparece no saco branquial, testiculo e manto (figuras 12L, 12D e 12H).
Apesar de nédo existirem dados de western blot para extratos de proteinas da ascidia
colonial, o padrdo de localizacdo em S. rubra sugere que a marcacdo deste anticorpo,

produzido na colonial Botrylloides leachi é especifico (figura 11).
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Figura 12 (espécime 1): Secc¢des histoldgicas em corte transversal da ascidia colonial S. rubra submetidos a
técnica de imunocitoquimica. A: Ovério (controle); B: Ovério (Piwi); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (Piwi); E:
Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (Piwi); G: Manto (controle); H: Manto (Piwi); I: Intestino (controle);
J: Intestino (Piwi); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (Piwi). Abreviagdes: Ov: Ovocitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdécitos, Sp: Espermatozoides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula
muscular. Barras de escala: A-B: 190 um, C-D: 72 um, E-H: 90 pum, I-L: 55 pm

PL10 se localiza principalmente nas células germinativas do testiculo e nos odcitos

da solitaria S. canopus

Os padrdes de localizacdo da proteina PL10 variaram substancialmente entre os
espécimes. Os espécime 1 (figura 13) mostrou marcacao em todos os tipos celulares que
formam o testiculo, desde as células-tronco espermatogoniais na periferia do testiculo até
0s espermatozoides, PL10 também se localiza em algumas células acessorias (células
foliculares e células “test”) ao redor dos odcitos; o espécime 2 (figura 14) mostrou forte
marcacao distribuida uniformemente no citoplasma dos odcitos (em todos os estagios de
diferenciagéo), nos testiculos de forma semelhante ao observado no espécime 1 e também
em algumas células sanguineas proximas ao manto; e por fim no espécime 3 (figura 15)
também observou-se marcacao nos 00citos e nos testiculos, porém neste caso a marcacao
se via apenas no citoplasma de algumas células na periferia do testiculo, que representam

as células mais indiferenciadas.
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Figura 13 (espécime 1): Sec¢des histoldgicas em corte transversal da ascidia solitaria Styela canopus submetidos
atécnica de imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovario (PL10); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (PL10); E:
Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (PL10); G: Manto (controle); H: Manto (PL10); I: Intestino (controle);
J: Intestino (PL10); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (PL10). Abrevia¢des: Ov: Ovécitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatécitos, Sp: Espermatozdides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula

muscular. Barras de escala: A-B: 190 ym , C-D: 72 pm, E-H: 90 pm, I-L: 55 pm
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Figura 14 (espécime 2): Seccdes histoldgicas em corte transversal da ascidia solitaria Styela canopus submetidos
a técnica de imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovario (PL10); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (PL10); E:
Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (PL10); G: Manto (controle); H: Manto (PL10); I: Intestino (controle);
J: Intestino (PL10); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (PL10). Abreviacdes: Ov: Ovdcitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdcitos, Sp: Espermatozoides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula
muscular. Barras de escala: A-B: 190 um, C-D: 72 um, E-H: 90 um, I-L: 55 um

Figura 15 (espécime 3): Seccdes histoldgicas em corte transversal da ascidia solitaria Styela canopus submetidos
a técnica de imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovério (PL10); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (PL10); E:
Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas (PL10); G: Manto (controle); H: Manto (PL10); I: Intestino (controle);
J: Intestino (PL10); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (PL10). Abreviacdes: Ov: Ovdcitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdécitos, Sp: Espermatozéides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula

muscular. Barras de escala: A-B: 190 um, C-D: 72 um, E-H: 90 pum, I-L: 55 um

PL10 se localiza principalmente nos o6citos da colonial S. rubra e

inesperadamente, no intestino e saco branquial

O espécime colonial mostrou marcagao nos odécitos (figura 16B) conforme observado
em outras ascidias coloniais botrillideas, porém inesperadamente observou-se a presenca
da proteina em Orgaos somaticos tais como intestino e saco branquial (figuras 16J e 16L).

Embora Rosner e colaboradores (2006) relatem em seus trabalho a presenca de PL10 em
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orgaos somaticos tais como endostilo, brotos e nas papilas adesivas da papila, a marcacao

no intestino e saco branquial nao foi relatada.

Figura 16: SeccBes histolégicas em corte transversal da ascidia colonial S. rubra submetidos a técnica de
imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovario (PL10); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (PL10); E: Células
sanguineas (controle); F: Células sanguineas (PL10); G: Manto (controle); H: Manto (PL10); I: Intestino (controle); J:
Intestino (PL10); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (PL10). Abreviacdes: Ov: Ovécitos, Fc/Tc: Células
foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdcitos, Sp: Espermatozdides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula
muscular. Barras de escala: A-B: 190 um, C-D: 72 pym, E-H: 90 um, I-L: 55 um

Ci-YB1

O capitulo 2 do presente trabalho trata apenas dos padrbes de localizacdo celular
bem como implicagBes evolutivas relacionadas a proteina YB1 em Styela canopus. Ybl
mostrou um novo padrdo de localizacdo celular e subcelular durante a espermatogénese
desta espécie, e 0 anticorpo gerado por Ciona reconheceu uma unica proteina do tamanho

previsto em nos western blots de extratos proteicos da espécie

Discussao

As proteinas Vasa, Piwi, PL10 e YB1 sdo expressas em células-tronco germinativas

e/ou células primordiais da linhagem germinativa (SOLANA, 2013) de diversos organismos
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metazoarios e cada uma desempenha funcdes diferentes nestes tipos celulares.
Organismos que apresentam reproducdo sexuada ocorrendo concomitantemente a outros
processos do desenvolvimento tais como reproducéo assexuada ou regeneracéo (parcial
ou de corpo inteiro) tendem a exibir células pluripotentes com potencial germinativo e
somatico; cnidarios, planarias e tunicados apresentam respectivamente células intersticiais,

neoblastos e hemoblastos que correespondem a células indiferenciadas com potencial
somatico e germinativo nestes organismos (SOLANA, 2013).

Nos tunicados do clado Styelidae, existem espécies com modos de vida solitario e
colonial e acredita-se que ambos se originaram de um organismo solitario (ALIE et al.,
2018); tunicados solitarios apresentam apenas reproducao sexuada e potenciais limitados
de regeneracdo (JEFFERY, 2014) enquanto coloniais apresentam reproducdo sexuada
ocorrendo concomitante e independentemente de outros processos tais como brotamento
e regeneragéo de corpo inteiro (BROWN et al., 2009a; BROWN et al., 2009b) deste modo
espera-se que os padrdes de expressdo e localizacdo celular de proteinas de linhagem
germinativa sejam diferentes nestes organismos com modos de vida distintos. De fato,
alguns trabalhos tém se dedicado a estudar a linhagem germinativa nas ascidias do clado
Botryllus + Symplegma bem como a entender os processos independentes de evolugéo da
colonialidade que ocorreram no clado Styelidae. Muitos destes trabalhos tém demonstrado
gue hemoblastos participam tanto de processos germinativos quanto somaticos (BROWN
et al.,, 2009a; BROWN et al., 2009b; SUNANAGA, INUBUSHI & KAWAMURA, 2010;
KAWAMURA & SUNANAGA, 2010; KAWAMURA et al., 2011;). Entretanto carecem na
literatura trabalhos que tenham utilizados ascidias solitarias do clado Styelidae para

compreender o0s processos de evolucdo da colonialidade que tem ocorrido no grupo.

Algumas proteinas (como Piwi, por exemplo) que séo frequentemente utilizadas como
marcadores de linhagem germinativa também s&o utilizados como marcadores de células-
tronco ou de células indiferenciadas. A presenca de células indiferenciadas em tecidos
somaticos de organismos adultos geralmente esta relacionada a processos do
desenvolvimento como regeneracgao. De fato Jeffery (2014) estudando regeneracao parcial
em Ciona notou que células Piwi positivas do saco branquial sdo mobilizadas para atuar no
processo de regeneracdo; a participacdo de Piwi em processos somaticos do
desenvolvimento tem sido observado também em outros modelos (THOMSON & LIN,
2009). Rosner, Paz & Rinkevich (2006) também relataram a presenca de PL10 em tecidos

somaticos da colonial Botryllus schlosseri.
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No sentido de corroborar os resultados aqui observados seria necessaria a realizacéo
de uma série de experimentos: 1) western blots nos extratos de proteina da ascidia colonial
Symplegma rubra utilizando os quatro anticorpos testados no presente trabalho; 2)
realizacdo de imunohistoquimicas em mais espécimes da colonial S. rubra (os resultados
aqui descritos foram obtidos a partir da analise de um Unico espécime devido a dificuldade
de se encontrar coloniais com gbénadas em certas épocas do ano); 3) uma andlise de
microscopia confocal numa amostra maior de células sanguineas a fim de se verificar se
as ceélulas positivas para Piwi e Vasa observadas tratam-se apenas de células
autofluorescentes, marcacao inespecifica ou se de fato sdo células verdadeiramente
positivas; 4) analises bioinformaticas utilizando o transcriptoma de S. canopus com o
objetivo de verificar a similaridade das sequéncias de Vasa, Piwi, PL10 e YB1 de Botryllus
schlosseri, Botrylloides leachi e Ciona sp. com as respectivas proteinas ortélogas de Styela
canopus, com énfase maior nas nas sequéncias destas proteinas que sdo reconhecidas
pelo anticorpo; 5) hibridizacao in situ, southern blots e RT-PCRs no sentido de verificar os
padrées de expressdo e localizacdo celular dos transcritos vasa, piwi, pll10 e ybl e
comparar com os padrbes observados através das metodologias utilizadas no presente
trabalho. Os experimentos sugeridos em 1, 2, 3 e 4 estdo sendo conduzidos atualmente e
serdo apresentados no momento da defesa desta dissertacdo e servirdo para
complementar os dados aqui descritos e também aqueles dados do capitulo 2, cujo artigo

resultante ja estd em fase de preparacao.

Concluséao

O anticorpo CiYB1 mostrou ser os mais especificos devido a presenca de uma Unica
banda de tamanho esperado nos western blots e também ao padrdo de marcacdo na
imunohistoquimica conduzida em trés diferentes espécies de S. canopus e em um
espécime de S. rubra. Devido a isso, o segundo capitulo deste trabalho é inteiramente
dedicado aos resultados obtidos por meio da andlise dos padrdes de localizacdo da
proteina YB1. Todos 0s outros anticorpos utilizados demonstraram niveis maiores ou
menores de inespecificidade, seja pela presenca de outras bandas além das esperadas (no
caso dos anticorpos BS-Vasa e BS-PL10) ou pela presenca de inumeras bandas no
western blot cujos tamanhos n&o correspondem a proteina esperada (no caso do anticorpo
BL-Piwi).
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Capitulo 2

Localizacao celular da proteina YB1 na gametogénese em tunicados solitarios e
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Resumo

A gametogénese é um processo fundamental em metazoarios que apresentam
reproducdo sexuada e de modo geral se caracteriza pela diferenciacdo de células
diploides em células hapléides especializadas, incluindo uma série de tipos celulares
intermediarios. Embora os mecanismos moleculares que controlam a espermatogénese
e a oogése bem como as alteragcdes morfolégicas envolvidas no processo sejam bem
estudados em mamiferos e outros organismos-modelo ndo coloniais, existem poucos
estudos no que tange a perfis de expressao e localizagcao celular de proteinas especificas
de células germinativas de tunicados. Os tunicados sao cordados invertebrados
marinhos cujos aspectos reprodutivos tém sido estudados devido as varias aquisicdes
independentes de brotamento, de modo que muitas espécies do clado apresentam
capacidade de reproducdo sexuada e assexuada ocorrendo concomitantemente.
Estudos prévios em Ciona, um tunicado solitario, realizados por Tanaka e colaboradores
(2004) demonstraram a expressao da proteina YB1 em células germinativas; no estudo
CiYB1 (homoéloga a proteina Y-box 1 dos vertebrados ) estaria reprimindo a traducéo de
MRNAs como Cipem e Cimacho-1, que sdo mRNAs associados ao plasma germinativo.
Por meio de western blot, imunohistoquimica e microscopia confocal nas ascidias do
clado Styelidae Styela canopus e Symplegma rubra (solitaria e colonial,
respectivamente) notou-se: 1) expressdo nuclear de YB1 em todos os estagios de
diferenciacdo celular na espermatogénese, desde as espermatogbnias até os
espermatideos da ascidia solitaria Styela canopus; as espermatides desta espécie
exibem também localizacdo da proteina YB1 no flagelo; 2) auséncia de marcacéo por
YBL1 no testiculo da ascidia colonial Symplegma rubra; 3) marcacdo YB1 nos odécitos da
ascidia solitaria Styela canopus e da colonial Symplegma rubra, corroborando
observacgfes anteriores em odcitos de Ciona sp. Os resultados obtidos sugerem que o
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anticorpo CiYB1 marca especificamente a proteina YB1 das células germinativas das
espécies aqui utilizadas, e inesperadamente marca também as células do testiculo de S.
canopus indicando que o padrao de localizacao desta proteina nas células germinativas
do testiculo pode variar entre espécies. A funcdo de YB1 na espermatogénese de S.
canopus permanece desconhecida. Proteinas da subfamilia Y-box 1 podem apresentar
diferentes funcdes, desde o controle da transcricdo no ndcleo até o sequestro de mMRNAs
em complexos de ribonucleoproteinas no citoplasma, configurando inibicdo da traducao
dos mesmos. Essa classe de proteinas apresenta dominios de ligacdo a acidos nucleicos
e pode estar exercendo diferentes funcdes ao longo da espermatogénese do tunicado
solitario Styela canopus mas ndo de Ciona sp. ou do tunicado colonial Symplegma rubra,
0s quais ndo mostram localizacao nos testiculos. Seria interessante estabelecer se PEM-
1 e macho-1 se expressam na espermatogénese desta espécie no sentido de entender
quais funcdes YB1 desempenha nesta espécie.

Palavras-chave: espermatogénese, oogénese, CiYB1, tunicados solitarios e coloniais

Abstract

Gametogenesis is a fundamental process in metazoans with sexual reproduction and is
generally characterized by the differentiation of diploid cells into specialized haploid cells,
including a number of intermediate cell types. Although the molecular mechanisms that
control spermatogenesis and oogenesis, as well as the morphological changes involved
in the process, are well studied in mammals and other non-colonial model organisms,
there are few studies regarding the expression and cellular localization patterns of
proteins that are specifically expressed in germ cells of tunicates. Tunicates are marine
invertebrate chordates whose reproductive features have been studied due to various
independent budding acquisitions, so that many species of the clade have concomitant
sexual and asexual reproduction capabilities. Previous studies in Ciona -a solitary
phlebobranch tunicate- performed by Tanaka et al. (2004) demonstrated the expression
of YB1 protein in germ cells. It was shown that CiYB1 (homologous to vertebrate protein
Y-box 1) repressed mRNA translation by forming a complex with CiPEM and Ci-machol,
which are proteins associated with the germplasm. By comparing expression patterns of
YB1 in the solitary styelid tunicate Styela canopus and the colonial styelid Symplegma
rubra using western blot, immunohistochemistry and confocal microscopy we find: (1)
nuclear localization of YB1 during all stages of spermatogenesis (from spermatogonia to
spermatids), as well as in the flagella of spermatids in the solitary ascidian Styela
canopus; (2) CiYB1 antibody did not label any spermatogenic cells of the testis in the
colonial ascidian Symplegma rubra; (3) YB1 labeled oocytes in the solitary ascidian
Styela canopus and in the colonial Symplegma rubra, corroborating previous
observations in Ciona. Therefore, our results show an unexpected expression of YB1 in
spermatogenic cells in the testes of S. canopus, and confirms expression of YB1 protein
during oogenesis of both S. canopus and S. rubra. The role of YB1 during S. canopus
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spermatogenesis remains elusive. Proteins of the Y-box 1 subfamily have nucleic acid
binding domains and disordered domains that confer different functions to the protein,
including controlling transcription in the nucleus or sequestration of MRNASs in
ribonucleoprotein complexes in the cytoplasm, thus inhibiting their translation. The
absence of YB1 expression during spermatogenesis in the colonial tunicate S. rubra or
Ciona may suggest different and species-specific roles of YB1 proteins across tunicates.

Key-words: spermatogenesis, oogenesis, CiYB1, solitary and colonial tunicates

Introducéo

A heranca genética ou capacidade de transferir verticalmente material genético para
as proximas geracoes € necessaria para a evolucdo. Apesar da diversidade de
estratégias reprodutivas existentes nos eucariontes, talvez tenham sido no clado dos
metazoarios que surgiu a maneira mais eficiente, porém energeticamente custosa de
reproducdo: a reproducdo sexuada. Neste processo, duas diferentes células hapléides
especializadas denominadas gametas se unem para formar uma Unica célula dipléide
denominada zigoto, cuja consequéncia da unido € o restabelecimento do nimero normal
de cromossomos do organismo, permitindo assim o inicio da embriogénese. Embora
existam excecdes, 0s gametas se caracterizam por serem de dois tipos celulares
distintos: um deles, denominado odécito, € uma célula particularmente grande, imovel,
com grande acumulo de ribonucleoproteinas e outras biomoléculas citoplasméticas
(fatores citoplasméticos maternos), se localizando normalmente em um O6rgéo
denominado ovario e cuja a producdo demanda um alto investimento energético do
organismo (MATOVA & COOLEY, 2001) o outro, denominado espermatozéide, se
localiza nos testiculos e se caracteriza por ser uma célula extremamente pequena,
movel, com um pequeno volume de material citoplasméatico demandando portanto menos
investimento energético em sua producao, fazendo com que possa ser produzido em
grandes quantidades (WHITE-COOPER & BAUSEK, 2010)

A gametogénese é caracterizada por dois processos distintos: espermatogénese e
oogénese. No que diz respeito a oogénese, a mesma se caracteriza pela presenca de
uma populagéo de células pequenas denominadas oog6nias que se tornardo cada vez
maiores durante a vitelogénese dos odcitos devido ao acumulo de biomoléculas no
citoplasma que serdo necessarias ndo apenas para fornecer energia para a

embriogénese como também para o controle do processo (MATOVA & COOLEY, 2001;
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TANAKA et al., 2004). Embora existam excecdes, este padréo descrito € observado em
organismos de diferentes filos, inclusive nos cordados. No que diz respeito a
espermatogénese, embora existam diferengas importantes na morfologia dos testiculos
de diferentes clados, um padrdo geral pode ser descrito: o testiculo € um 6rgéo no qual
existe uma populacéo de células relativamente grandes e indiferenciadas denominadas
células-tronco espermatogoniais, que se originam de células primordiais germinativas a
partir do zigoto (SOLANA, 2013); as espermatogbnias, que representam as células-
tronco deste Orgdo dardo origem a tipos celulares intermediarios tais como
espermatocitos | e Il e também as esperméatides (WHITE-COOPER & BAUSEK, 2010),
por fim as espermétides se diferenciam em espermatozoéides que representam a célula
mais especializada; ao centro dos tdbulos seminiferos dos testiculos de cordados existe
um limen que permite a saida dos espermatozoides (ERMAK, 1982; WHITE-COOPER
& BAUSEK, 2010).

As proteinas da familia Y-box constituem um grupo de proteinas com alta afinidade
de ligacdo a acidos nucléicos que apresentam uma série de dominios especificos deste
tipo de proteina, cuja caracteristica marcante € a presenca de dominios acidos e basicos
posicionados de forma alternada (WOLFFE, 1994). Proteinas desta familia podem
exercer inumeras funcdes, desde o reparo de DNA, controle da replicacdo e transcricdo
de genes especificos no ndcleo até controle do splicing de pré-mRNAs e inibicdo da
traducdo de mRNAs especificos por meio da interacdo dos mesmos com a proteina
seguida da estocagem em complexos de ribonucleoproteinas no citoplasma (ELISSEVA
et al., 2011); essa classe de proteinas também esté envolvida em processos patoldgicos
tais como cancer além de estarem relacionadas a respostas ao estresse oxidativo e
resisténcia a drogas (ELISSEVA et al., 2011). Wolffe e colaboradores (1998) observaram
qgue as proteinas CiBY1, CiBY2 e CiBY3 da ascidia Ciona sp. sdo homologas as
proteinas Y-box dos vertebrados. Este mesmo autor foi o primeiro a analisar os padrdes
de expressdo dessas proteinas em tunicados utilizando a ascidia Ciona sp. como
modelo. As andlises de RT-PCR mostraram que a expressao de cibyl foi maior nos
oocitos menos desenvolvidos e diminiu ao longo da oogénese (WADA et al.,1998). Do
inicio da oogénese até a formacdo da larva, ou seja, até os estagios finais de
embriogénese, os niveis de CiBY1 e CiBY2 foram constantes e mostraram padrées de
expressao muito similares um ao outro; por outro lado, CiBY3 mostra expressao apenas

a partir do estagio de 32 células (WADA et al.,1998). cibyl se distribui de forma uniforme
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no ectoplasma dos ovacitos néo fertilizados; no estagio de gastrula, os blastbmeros que
dardo origem as células musculares comecam a acumular cibyl (WADA et al.,1998);
ciby2 mostrou um padrdo muito similar, porém no estagio de neurula, células
precursoras da placa neural e precursores das células mesenquimais passam a
expressar mais fortemente este mRNA, além disso, ja no estagio larval, células da
epiderme da regido do tronco e da regido posterior da cauda também mostram aumento
significativo da expresséao; ciby3 aparece inicialmente no polo vegetal do embrido no
estagio de gastrula, em estagios mais desenvolvidos, a expressao se concentra nas
células musculares, células mesenquimais, cérebro e tubo nervoso (WADA et al.,1998).
CiBY1 mostra atividade de ligacdo a sequéncias de RNAs, especialmente aquelas
sequéncias ricas em guanina e citosina (WADA et al.,1998). Posteriormente, Tanaka e
colaboradores (2004) também analisaram os padrdes de expressdo das proteinas de Y-
box de Ciona sp., além de avaliarem a capacidade da proteina de interagir com acidos
nucleicos in vitro. Os resultados obtidos indicam que de fato CiYB1 possui capacidade
de interacdo com acidos nucleicos e Tanaka e colaboradores especularam que no
tunicado Ciona sp. esta proteina atua diretamente no controle da traducédo, por meio do
sequestro de mMRNAs da maquinaria de traducdo seguido do armazenamento em
ribonucleoproteinas gracas, em parte, a associagdo com CiYB1 com Cipem e Cimacho-
1, mRNAs que darédo origem as proteinas Pem e Macho-1 em Ciona sp. respectivamente.
Pem-1 tem sido estudada em diversos tunicados e atua na divisdo desigual de fatores
citoplasmaticos nos estagios iniciais da embriogénese além de controlar a transcri¢cao de
diversos genes, particularmente atua na quiescéncia de blastdmeros que dardo origem
a células da linhagem primordial germinativa (KUMANO & NISHIDA, 2009); macho-1 é
um dos principais componentes do mioplasma dos embrides de tunicados e apés a
traducdo dard origem a proteina Macho-1 que se localiza nas células musculares
primordiais da larva, portanto Macho-1 esta envolvida na diferenciacdo de células
musculares da larva de tunicados (NISHIDA & SAWADA, 2001). Deste modo, o
desacoplamento de CiBY1 dos mRNAs Cipem e Cimacho-1 possivelmente permite sua
traducdo em peptideo no tempo e espaco adequados para que a embriogénese ocorra
normalmente; Tanaka e colaboradores observaram que a proteina CiYB1 é o principal
componente de mMRNPs (ribonucleoproteinas mensageiras) que sao complexos
citoplasmaticos que sequestram mRNAs da maquinaria de traducdo no citoplasma de
oocitos; CiYB1 particularmente sequestra os mMRNAs Cipem e Cimacho-1 que estao

envolvidos na divisdo desigual de fatores citoplasmaticos responsaveis pela
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diferenciacdo de células da linhagem primordial germinativa e pela diferenciacdo de
células precursoras da musculatura da larva, respectivamente. Deste modo CiYB1 tem
um papel ndo apenas na formagdo da linhagem primordial germinativa como na
formacéo da musculatura larval. No desenvolvimento embrionario, mMRNAs estocados no
citoplasma devem ser traduzidos apenas num tempo e espaco especificos para que a
embriogénese ocorra normalmente, portanto CiYB1 desempenha uma importante fungcao
na embriogénese (SARDET et al., 2003; TANAKA et al., 2004).

O presente trabalho representa o primeiro estudo em que os padrfes de localizacéo
de uma proteina Y-box foram analisados num tunicado colonial assim como é o primeiro
estudo em que estes padrdes sdo estudados em tunicados do clado Styelidae, clado no
gual existem espécies solitarias e coloniais e cujas evidéncias mais recentes (obtidas de
dados de transcriptoma e evidéncias embriolégicas) sugerem ter um ancestral solitario.
Em termos morfofuncionais, espera-se que proteinas de linhagem germinativa
apresentem perfis de localizacdo celular e expressdo semelhantes em tunicados com
histérias de vida solitaria ou colonial. O presente trabalho analiza comparativamente 0s
perfis de localizacdo celular de YB1 tanto em o6citos quanto nos testiculos do tunicado

solitario Styela canopus e o tunicado colonial Symplegma rubra.

Objetivo
Objetivo principal

Analisar a localizacdo da proteina YB1 durante a gametogénese em tunicados
solitarios e coloniais do clado monofilético Styelidae

Objetivos especificos

Analisar se existem diferencas na localizacdo celular e subcelular da proteina YB1
durante a espermatogénese em tunicados solitarios e coloniais do clado monofilético
Styelidae;

Analisar se existem diferencas na localizacdo celular e subcelular da proteina YB1

durante a oogénese em tunicados solitarios e coloniais do clado monofilético Styelidae;

Materiais e métodos
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Coleta e manutencao dos animais

Espécimes de ascidias solitarias (Styela canopus) e coloniais (Symplegma rubra) foram
coletados no Yacht Club de llhabela, no litoral do estado de Sao Paulo, Brasil (coordenadas:
23° 46’ 20" S. 45° 21’ 20”). As ascidias solitarias foram coletadas manualmente de subtratos
artificias como bodias e cordas; as coloniais foram coletadas da parede do pier (0-2 metros de
profundidade) e outros substratos duros com o auxilio de uma faca, cortadas em quadrados de
aproximadamente 1 cm X 1 cm e atadas com linha a laminas de vidro de microscopia, que
foram amarradas ao pier e retornadas ao mar a fim de permitir que a col6nia se replicasse e
crescesse ao longo das laminas, que apos trés semanas foram retiradas do mar e levadas aos
aquarios do laboratério no Departamento de Zoologia no Instituto de Biociéncias da
Universidade de Séo Paulo, onde foram prontamente fixadas para evitar a apoptose das

gbnadas.
Coleta de células sanguineas

No sentido de obter células do sangue para fins de analise morfolégica e também para
western blot, individuos de S. canopus tiveram seus sifées cortados e o sangue foi coletado em
tubos que foram centrifugados a 15000 rpm durante 5 minutos e congelados a - 80 °C até o
momento da extracao de proteinas para o western blot. Para a coleta das células sanguineas
das coloniais, os espécimes foram limpos e imersos numa solucao anticoagulante seguindo o
protocolo de Ballarin & Cima (2005), o sangue foi coletado em tubos por meio de cortes nas
ampolas, depois 0 sangue coletado foi centrifugado e congelados da mesma forma que foi

realizado com as células sanguineas da ascidia solitaria.

Extracdo de proteinas e Western Blot

Para testar a especificidade do anticorpo CiYB1 contra a proteina YB1 da espécies Styela
canopus e verificar os padrdes de localizacdo da proteina nas gonadas e também nos tecidos
somaticos, foram dissecados espécimes para obtencédo de gbonadas, intestino, manto (da regiéo
dos sifdes), além de um espécime que foi utilizado inteiro como controle e do sangue cujo
procedimento de coleta foi anteriormente descrito. Cada um destes tecidos foram armazenados
em microtubos de 1,5 ml a - 80° C até o momento da extragdo de proteinas. Para a extracao,
os tecidos foram descongelados e aos mesmos adicionou-se o tampao de extracdo RIPA de

acordo com a quantidade de tecido. Os tecidos juntamente com o tampao de extracdo foram
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macerados no proprio tubo, aquecidos a 60°C e sonicados a fim de melhorar a qualidade da
extracdo; os extratos de proteina foram centrifugados a 15000 G a 4° por 15 minutos; ao
sobrenadante adicionou-se corante Ponceau para verificar a qualidade da transferéncia apés
eletroforese. O gel de poliacrilamida foi imerso em tampé&o de corrida e submetido a eletroforese
e as proteinas ja separadas em suas respectivas bandas foram transferidas para membrana de
celulose. A membrana foi bloqueada numa solucdo de PBST + leite a 4 % durante 2 horas,
depois adicionou-se O ANTICORPO CiYB1 diluidos numa solugédo de PBST + leite a 5% na
concentracdo de 1:500 conforme realizado por Tanaka e colaboradores (2004).Ap0és incubacéo,
as membranas foram lavadas com PBST (3 lavagens de 10 minutos cada) e foi adicionado o
anticorpo secundario durante 2 horas. Por fim, realizaram-se mais 3 lavagens de PBST de 10
minutos cada, e adicionou-se substrato para reacdo de quimioluminescéncia e posterior

revelacdo da membrana.

Histologia

Anteriormente ao inicio do procedimento de histologia, os animais foram limpos
externamente para remoc¢ao do excesso de material organico, epibiontes e algas e mantidos
durante 12 horas em agua marinha filtrada para a remocao do conteudo intestinal, a fim de
reduzir a presenca de artefatos nos cortes histologicos bem como a autofluorescéncia
indesejavel gerada em parte por algas unicelulares. Os animais foram fixados numa solucéo de
agua marinha filtrada com 4% de formaldeido, depois foram serialmente imersos em solucfes
de agua marinha filtrada com concentracdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70% e 95%)
durante 30 minutos cada, depois imersos em etanol 100% durante 2 horas para completa
desidratacéo, em seguida em xileno 100% durante 1 hora, xileno 100% durante 1 hora a 60°C,
xileno + parafina em iguais concentracdes durante 1 hora a 60°C, depois em parafina a 100%
a 60° C durante 24 horas. Posteriormente os animais foram emblocados e cortados em sec¢des
de 5 um com micrétomo e aderidos em laminas de microscopia com albumina + glicerina para
auxiliar na aderéncia dos tecidos a lamina e por fim foram armazenados em caixas de histologia
a temperatura ambiente. Para reidratacdo dos cortes foi realizado todo o processo ao inverso:
as laminas foram mantidos em estufa a 60°C por pelo menos 30 minutos, depois foram imersas
em xileno 100% durante 10 minutos, etanol 100% durante 10 minutos, serialmente imersos em
solucdes de agua marinha filtrada com concentragdes decrescentes de etanol (95%, 70%, 50%

e 30%) durante 5 minutos cada e por fim em agua destilada por 5 minutos. Para fins de analise
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morfoldgica, os tecidos foram em seguida corados com o corante Azul de Alcian e analisados

por microscopia de campo claro.

Imunohistoquimica

Para testar a especificidade do anticorpo CiYB1 contra a proteina YB1 das espécies aqui
utilizadas bem como verificar os padrées de localizacdo da proteina, cortes de ambos
espécimes, S. canopus (ascidia solitaria) e S. rubra (ascidia colonial) foram reidratrados,
lavados com PBS (3 lavagens de 10 minutos cada), bloqueados numa solucdo de PBT + leite
em pd a5 % durante 2 horas e depois adicionou-se 0s anticorpo primario (Anti-CiBY1, produzido
em coelho) diluidos em PBT em concentracdo de 1:500 conforme realizado por Tanaka e
colaboradores (2004). Os tecidos foram incubados nos anticorpos primérios durante 12 horas
a 4°C, posteriormente lavados com PBT (3 lavagens de 10 minutos cada) e depois adicionou-
se 0 anticorpo secundario Alexa 588, os quais foram incubados novamente durante 12 horas a
4°C. Por fim os cortes foram lavados em PBS (3 lavagens de 10 minutos cada), marcados com
DAPI para visualizacao dos nucleos celulares (1 pl: 500 pl de PBS durante 2 minutos), lavados
novamente com PBS (3 lavagens de 10 minutos cada), agua destilada (1 lavagem de 10
minutos) e por fim adicionou-se glicerol a 100% e laminula. Uma vez finalizada a
imunohistoquimica, as laminas foram armazenadas no escuro a 4°C e posteriormente
analisadas com microscopio invertido de fluorescéncia Leica Dmi8 e microscépio confocal Leica
CTR6 LED.

Resultados

Western blots realizados em extratos de diferentes tecidos indicam reagao
especifica entre o anticorpo CiYB1 e a proteina YB1 do tunicado solitario Styela

canopus

Com o objetivo de avaliar a presenca da proteina YB1 em tecidos somaticos e
germinativos da ascidia solitaria bem como testar a especificidade do anticorpo CiYB1
produzido especificamente para a ascidia Ciona sp. contra a proteina YB1 de Styela
canopus, realizaram-se extratos de proteina do manto (na regiao dos sifées), gdbnadas
+ saco branquial, intestino e células sanguineas da hemocele além de um organismo

que foi utilizado inteiro como controle (figura 1). Embora o cDNA de CiYB1 codifique
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uma proteina de 320 aminoacidos e predicdo de peso molecular de 36,7 Kda, Tanaka
e colaboradores (2004) observaram que a proteina codificada recombinante possuia
uma mobilidade aparente de 55 Kda. No presente trabalho observaram-se bandas por
volta de 55 Kda nos extratos de gbnadas + saco branquial e também no controle, além
de uma banda mais fraca do mesmo peso dos extratos de intestino. Tanaka e
colaboradores também relataram a presenca de uma banda fraca no intestino e no
pancreas de Ciona sp., embora 0s mesmo autores nao relatam a presenca da proteina
nestes Orgaos via imunohistoquimica. No presente trabalho foi obtido um resultado
semelhante: observou-se uma banda fraca nos extratos de proteina do intestino porém
nao se verificou ao longo de toda a longitude do intestino por meio de microscopia
confocal, se YB1 de fato se localiza em alguma regido especifica. Deste modo é
possivel que alguma regido especifica do intestino que ainda néo foi analisada na
microscopia confocal apresente um nicho de expresséo de YB1, o que poderia explicar
a presenca da banda fraca verificada tanto no western blot do presente trabalho quanto
por Tanaka e colaboradores (2004). A presenca de bandas no controle e nas gbnadas
com peso molecular semelhante ao relatado na literatura sugerem que o anticorpo

CiYB1 reconhece especificamente a proteina YB1 de Styela canopus.

KDa W M G | B
75
h —
20 Figura 1

Ybox1 se localiza em tecidos germinativos da espécie solitaria Styela canopus,

predominantemente em células espermaticas

Apos o teste de especificidade utilizando western blots, analisou-se os padrbes
de localizacéo celular da proteina YB1 em diferentes tecidos somaticos (intestino, saco
branquial, manto e células circulatorias da hemocele) e germinativos (ovario e testiculos)

da ascidia solitaria Styela canopus (figura 2 e figura 3).

~

Os cortes histologicos submetidos a imunohistoquimica com o anticorpo
primario CiYB1 e posteriormente analisados por microscopia confocal mostram que a

proteina YB1 se localiza em todos os estégios de diferenciacdo das células que formam
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os testiculos (figura 2D), desde as células-tronco espermatogoniais até as espermatides,
incluindo também os tipos intermediarios (espermatdcitos | e 1) e em todos estes tipos
celulares a presenca de YB1 se deu principalmente no nucleo embora também tenha
sido observada marcacdo na cauda das espermatides; este padrao de localizacdo foi
observado em todos os trés espécimes do tunicado solitario S. canopus analisados
(dados ndo mostrados). Observou-se também localiza¢do de YB1 em todo o citoplasma
dos odcitos em diferentes estdgios de diferenciacdo (figura 2B). N&o observou-se
presenca de YB1 em nenhuma célula sanguinea (figura 2F), nem do manto (figura 2H),
intestino (figura 2J) ou saco branquial (figura 2L). Portanto YB1 est& presente em tecidos

germinativos e ausente em todos os tecidos somaticos analisados.

A figura 2, figura 3 e figura 4 ilustram o padrao de localizacdo de YB1 nas células que
formam o testiculos. Inesperadamente, os resultados aqui relatados sédo diferentes
daqueles relatados por Tanaka e colaboradores (2004) e Wada e colaboradores (1998)
que utilizaram a ascidia Ciona sp. como modelo; estes autores relatam marcacéo fraca
nos testiculos e forte marcacdo no odcitos. No presente trabalho observa-se marcacao
fraca nos odcitos e forte nos testiculos de S.canopus. Portanto o padréo de localizacao

celular de YB1 se mostrou diferentes em ambos as espécies de tunicados solitarios.
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Figura 2: Secc¢des histoldgicas em corte transversal da ascidia solitaria S. canopus submetidos a técnica de
imunocitoquimica. A: Ovario (controle); B: Ovario (CiBY1); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (CiBY1) (notar a forte
marcacdo vermelha nos flagelos dos espermatozoéides); E: Células sanguineas (controle); F: Células sanguineas
(CiBY1); G: Manto (controle); H: Manto (CiBY1); I: Intestino (controle); J: Intestino (CiBY1); K: Cesta branquial
(controle); L: Cesta branquial (CiBY1). Abreviagdes: Ov: Ovocitos, Fc/Tc: Células foliculares/Células “test”, Spt:
Espermatécitos, Sp: Espermatozéides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial, Mc:Célula muscular. Barras de escala:
A-B: 190 uym, C-D: 72 pm, E-H: 90 pm, I-L: 55 pm

Figura 3: Secc¢des histolégicas em corte transversal do testiculo da ascidia solitaria Styela canopus

submetidos a técnica de imunohistoquimica com o anticorpo CiYB1. A: micrografia em contraste diferencial de
interferéncia (DIC); B: micrografia em DIC + DAPI (azul) marcando os nucleos celulares + YB1 (vermelho) marcando
a preteina; C: micrografia de fluorescéncia mostrando os nucleos corados com DAPI (azul) e YB1 (vermelho). A

sobreposicdo de DAPI e YB1 se observa na cor magenta. Barra de escala: 40 pm

Testiculo Espermatogbnia Espermatécito| Espermatdcito Il Espermatide Espermatozdide

®Ybl

Indiferenciado diferenciado
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Figura 4: llustracdo esquematica da expressdo de YB1 durante a espermatogénese da ascidia
solitaria Styela canopus. Os pontos vermelhos representam tipos celulares em que se observou

localizacéo da proteina YB1

A presenca de YB1 no nucleo das células que formam o testiculo e também no
flagelo dos espermatozoéides sugere que a proteina atua no controle da traducéo de
MRNAs diferentes, que agem em tempos e espacos diferentes do testiculo; devido “"a
diversidade de funcdes que proteinas Y-box podem exercer € possivel inclusive que a
proteina esteja exercendo alguma outra funcéo diferente do controle da traducédo de
MRNAs. Por outro lado, a mesma proteina também se mostrou presente no citoplasma
de todos os tipos celulares relatados, inclusive nos flagelos dos espermatozéides, de
modo que além de controlar a traducdo de mRNAs diferentes, é possivel que a mesma
proteina atue de modos diferentes no nucleo e no citoplasma de um mesmo tipo celular.
No sentido de corroborar as hipéteses aqui levantadas seria necessario outras
metodologias como experimentos de knockdown ou knockout para verificar quais efeitos
a inibicdo do mRNA yb1 causa no fenoétipo das células que formam o testiculo.

YB1 se localiza apenas em tecidos germinativos da espécie Symplegma rubra

(colonial)

Apos o teste de especificidade utilizando western blots, analisou-se os padrbes
de localizacédo celular da proteina YB1 em diferentes tecidos somaticos (intestino, saco
branquial, manto e células circulatérias da hemocele, particularmente da vasculatura) e
germinativos (ovario e testiculos) da ascidia colonial Symplegma rubra (figura 5). O
ooOcito mais maduro do Unico espécime analisado foi o Unico local de expressao
observado (figura 5B); além do od0cito, as células acessorias ao redor do mesmo (células
foliculares ou células “test”) também apresentam YB1; a marcagéo do odcito se deu de
forma desigual no citoplasma (a marcacéo se concentra mais no pélo vegetal e menos
no poélo animal) enquanto nas células acessorias a marcacédo € nuclear (figura 5B). N&o
observou-se presenca de YB1 em nenhuma célula sanguinea (figura 5F), nem do manto
(figura 5H), intestino (figura 5J) ou saco branquial (figura 5L). Portanto YB1 esta presente
nos odcitos apenas e ausente em todos os tecidos somaticos analisados, além do

testiculo.



Figura 5: Secc¢des histolégicas em corte transversal da ascidia colonial S. rubra submetidos a técnica de
imunocitoquimica. A: Ovério (controle); B: Ovério (CiBY1); C: Testiculo (controle); D: Testiculo (CiBY1); E: Células
sanguineas (controle); F: Células sanguineas (CiBY1); G: Manto (controle); H: Manto (CiBY1); I: Intestino (controle);
J: Intestino (CiBY1); K: Cesta branquial (controle); L: Cesta branquial (CiBY1). Abreviaces: Ov: Ovdcitos, Fc/Tc:
Células foliculares/Células “test”, Spt: Espermatdcitos, Sp: Espermatozoides, Bc: Células do sangue, Célula epitelial,

Mc:Célula muscular. Barras de escala: A-B: , C-D: 72 um, E-H: 90 pm, I-L: 55 um

A tabela 1 sumariza os padrdes gerais de localizacdo celular e subcelular de YB1

observados neste trabalho.
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Tabela 1. Padrdes de localizacdo subcelular da proteina YB1 em
tunicados

Tipo celular

Espécie analisada

Ciona intestinalis
(Tanaka et al., 2004;
WADA et al., 1998)

Styela canopus

Symplegma rubra

Espermatogdnias

Espermatocitos .
Marcagao fraca nos

testiculos. Nao se
descreveu diferencas
entre os tipos
celulares do testiculo

Esperméatides

Espermatozéide

Epitélio ao redor do
testiculo

Células sanguineas -

ao redor do
testiculo
Oogobnia Forte marcacédo
citoplasmatica com
concentracao maior
no polo vegetal
Odcito Fraca marcacao

citoplasmatica com
concentragcao maior
no polo vegetal

Células acessorias

do oocito (células

foliculares/células
“test”)

Nao ha dados

Tecidos somaticos  Intestino e pancreas
(observados via

wesern blot)

Marcacgédo nuclear e
citoplasmatica

Marcacgédo nuclear e
citoplasmatica

Marcacgédo nuclear e
citoplasmatica

Marcacgéo nuclear e
citoplasmatica,
especialmente na
cauda do
espermatozéide

Marcacgédo nuclear e
citoplasmatica

Fraca marcacéo
citoplasmatica

Fraca marcacao
citoplasmatica

Marcacgdo nuclear e
citoplasmatica

Intestino (observado
via western blot mas
ausente na
imunohistoquimica)

Forte marcagéo
citoplasmatica com
concentracao maior

no pélo vegetal

Nao ha dados

Marcagdo nuclear e
citoplasmatica
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Discussao

As proteinas da familia Y-box 1 podem apresentar inUmeras funcdes biolégicas e em
diferentes localiza¢Bes, desde o ndcleo e o citoplasma até mesmo funcdes fora da célula
(ELISSEVA et al, 2011). A localizagdo nuclear nas células-tronco espermatogoniais e
espermatoécitos ocorrendo concomitantemente com a marcacao dos flagelos das células
mais diferenciadas dos testiculos sugere que YB1l pode estar regulando processos
biolégicos diferentes nestes tipos celulares, especialmente pela fato de que a presenca
de YB1 no ndcleo e no citoplasma em associacdo com proteinas que compdem o
citoesqueleto estd bem descrita na literatura para outros modelos n&o tunicados
(ELISSEVA et al, 2011). YB1 também pode apresentar funcdes de chaperona de RNAs
(ELISSEVA et al, 2011) e até mesmo de regulacdo da transcricdo (ELISSEVA et al,
2011). Portanto, com base na falta de evidéncias e na diversidade de fungcbes que a
proteina pode exercer, ndo € possivel especular qual funcdo a proteina apresenta e
tampouco qual seria a relacéo entre os diferentes padrées observados com os modos de
vida solitario e colonial. E possivel especular também que exista algum plasma
germinativo nos espermatozides da solitaria S. canopus. No sentido de validar tal
explicacdo seria necessario analisar a localizacdo de outras proteinas tipicamente

presentes no plasma germinativo tais como Vasa, Nanos, Pem e Macho-1.

O presente trabalho avaliou os padrdes de localizacdo celular da proteina YB1 em
tecidos soméaticos e germinativos da ascidia solitaria Styela canopus e da colonial
Symplegma rubra. De encontro com observacgdes realizadas em Ciona sp. descritas na
literatura, as espécies aqui analisadas apresentam a proteina YB1 principalmente em
tecidos germinativos, particularmente nos odcitos. Inesperadamente, a proteina se
mostrou presente nas células germinativas dos testiculos da solitaria S. canopus e
ausente nas mesma células da colonial S. rubra. Este resultado é inesperado porque os
testiculos de ambas s&o muito semelhantes em termos morfofuncionais. A diferenca no
padrao de localizagéo da proteina nos testiculos da solitaria e da colonial por si ndo nos
permite afirmar que tal diferenca se da devido aos modos de vida solitario e colonial uma
vez que para tal seria necessaria ndo apenas uma amostragem maior de tunicados
solitarios e coloniais como também uma metodologia que permita entender quais
processos bioldgicos YB1 estaria regulando nas células germinativas do testiculo da

espécie solitaria; neste sentido experimentos de knock-down e/ou knock-out poderiam
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ser muito Uteis para determinar os efeitos fenotipicos da inibicdo de yb1l além de testes
in vitro que também poderiam ajudar a determinar se YB1 sequestra algum mRNA

especifico da maquinaria de tradug&o ou se participa de algum outro processo biolégico.

Conclusao

O anticorpo CiYB1 gerado especificamente para a ascidia Ciona foi testado quanto a
sua especificidade na proteina YB1 de S. canopus e S. rubra, solitaria e colonial,
respectivamente. Os resultados obtidos através de western blot e imunohistoquimica +
analise por microscopia confoncal demonstram que YB1 marca especificamente células
germinativas das espécies aqui analisadas, demonstrando ser um bom marcador de
células da linhagem germinativa. Conforme esperado, o anticorpo marcou a proteina YB1
dos odcitos de ambas espécies, solitaria e colonial, porém marcou apenas as ceélulas
germinativas dos testiculos da solitaria, desde as células-tronco espermatogoniais até
as espermatides, porém a mesma proteina ndo foi observada nos mesmos tipos
celulares da colonial, demonstrando que YB1 exerce alguma fungdo ou funcgdes na
espermatogénese da solitaria porém ndo na espermatogénese da colonial. As diferencas
nos padrdes de localizacdo observadas podem ou ndo estar relacionadas aos modo de
vida solitario e colonial, de modo que outros experimentos sdo necessarios no sentido

de investigar quais fun¢cbes YB1 esta exercendo.
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Discusséo geral e conclusdes

O presente trabalho objetivou analisar os padrdes de localizacdo celular de proteinas
de linhagem germinativa em tunicados solitarios e coloniais do clado monofilético Styelidae.
Uma vez que nas coloniais do clado Botryllus + Symplegma a expressao e localizagéao de
tais proteinas se da nas gbnadas mas também em outros tipos celulares fora das gbnadas,
0 presente trabalho se propds a realizar a primeira abordagem holistica utilizando ndo
somente dois modelos, um solitario (Styela canopus) cujo modo de vida se assemelha ao
do ancestral de ambos solitario e colonial e outro colonial (Symplegma rubra) como também
utilizando quatro proteinas que tem sido relatados na literatura como marcadores de

linhagem germinativa em tunicados (Vasa, Piwi, PL10 e YB1).

A primeira hipo6tese inicial era encontrar células nas gbnadas mas também fora das
gbnadas da colonial com presenca de uma ou mais destas proteinas, conforme dados da
literatura. De acordo com o esperado, encontramos ceélulas na vasculatura da colonial
expressando as proteinas Vasa e Piwi, além de observar a presenca de todas as quatro
proteinas nas gbnadas, também de acordo com o esperado. Além disso, existem relatos
na literatura de que PL10 se expressa em tecidos somaticos da colonial e neste trabalho
observou-se localizacdo de PL10 em tecidos somaticos tais como saco branquial e

intestino.
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A segunda e mais importante hipdtese a ser testada era que tais proteinas de
linhagem geminativa se localizavam apenas nas gbnadas da solitaria, uma vez que a
mesma apresenta apenas reproducao sexuada e ndo esperava-se encontrar tais proteinas
em tecidos somaticos. Tal hipotese ndo pbde ser corroborada: inesperadamente observou-
se células do sangue circulatorias na hemocele da solitaria expressando as proteinas Vasa
e Piwi. A primeira (e mais provavel) explicacdo para tal observacdo é que na ascidia
solitaria S. canopus a proteina Piwi desempenha tambem outras funcbes somaticas,
possivelmente relacionadas a outros processos do desenvolvimento (como por exemplo,
regeneracao), Vasa por sua vez pode estar desempenhando fun¢des somaticas reportadas
para outros modelos (YAJIMA & WESSEL, 2015). A segunda explicacdo é de que os
anticorpos utilizados ndo séo especificos e marcam outras proteinas das células do sangue
da solitaria; tal explicacdo é plausivel umas vez que nos testes de especificidade por meio
de western blots, o anticorpo BI-Piwi reconheceu diversas proteinas e nenhuma delas era
de tamanho esperado para Piwi enquanto que o anticorpo Bs-Vasa reconheceu a proteina

de interesse mas também diversas outras.

O primeiro capitulo visa discutir ao resultados dos experimentos feitos para testar
a primeira e segunda hipotese com vistas para um entendimento mais amplo dos
processos de evolugao da colonialidade que ocorreram no clado Styelidae. Ao menos
dois eventos independentes de evolucéo da colonialidade ocorreram em Styelidae e
conforme mencionado anteriormente, o ancestral das atuais espécies solitarias e
coloniais do clado era um solitario. Existem ao menos dois diferentes modelos teéricos
mais ou menos suportados por evidéncias experimentais para explicar a origem da
colonialidade; o primeiro modelo afirma que em um provavel ancestral solitario, uma
ou algumas células células-tronco progenitoras se tornaram circulatérias,
possibilitando assim o surgimento de brotos. O segundo modelo sugere que células
precursoras ja diferenciadas teriam sofrido reprogramacdo para se tornarem
novamente células-tronco (BROWN & SWALLA, 2012). Apesar dos modelos
propostos, admite-se que pode ter ocorrido na realidade uma contribuicdo de
diferentes modelos que levaram a colonialidade; estes autores sugerem que O
aumento do tamanho do ovocito associado com a ovoviviparidade facilitou o
surgimento de rotas alternativas de diferenciacao celular, favorecendo modificagdes

no desenvolvimento que resultaram no surgimento de diferentes histérias de vida.
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E possivel especular também que Styela canopus esteja no inicio de um
processo de evolucdo da colonialidade. Essa espécie do género € muito menor que
as outras e tende a crescer sempre em agregados, ambas caracteristicas de
tunicados coloniais. Além disso a observacao de células sanguineas com expressao
de proteinas de linhagem germinativa, uma vez confirmada por meio de outras
metodologias, ira dar mais embasamento para tal especulacdo. A condi¢do colonial
fornece vantagem especialmente em mares tropicais nos quais a competicdo por
espaco no subtrato marinho € intensa, uma vez que ascidias coloniais coloniais
exploram ou dominam o substrato de forma mais eficiente que as solitarias (GREENE
& CORESTS, 1983; JACKSON, 1987). Deste modo é possivel que a condi¢do colonial

esteja emergindo ou ird emergir diversas em vezes no clado.

O segundo capitulo por sua vez visa analisar os padrbes de localizacéo celular
e subcelular da proteina YB1 na solitaria S. canopus e na colonial S. rubra com vistas
para testar a seguinte hip6tese de que se testiculos e odécitos de ambas solitarias e
coloniais sdo morfofuncionalmente semelhantes, é esperado que os perfis de
expressao e localizacdo celular de proteinas de linhagem germinativa também o
sejam. Contrariando a hipotese inicial, YB1 se localiza em todas as células
germinativas dos testiculos da solitaria mas ndo ocorrem no das coloniais. Apesar
deste achado interessante, ndo € possivel dizer quais funcdes YB1 estaria realizando
nestes tipos celulares, embora seja possivel especular que a proteina exerce funcdes
diferentes em tipos celulares diferentes por se localizar tanto no ndcleo das células-
tronco espermatog6niais quanto nos caudas das esperméatides; YB1 pode exercer
uma dezena de funcdes diferentes (ELISSEVA et al., 2011) de modo que € plausivel
especular que nas células geminativas de S. canopus a proteinas exerca aos menos
duas fun¢des na manutencdo desta linhagem celular enquanto nas coloniais atua

apenas na oogése.

O presente trabalho faz parte de um projeto maior (FAPESP 2015/50164-5) em
colaboracdo com outro laboratério na Franca cujo objetivo em comum € compreender
a evolucao dos mecanismos moleculares que controlam os fendmenos morfolégicos
do brotamento, permitindo assim que tunicados do clado Styelidae apresentem
capacidade de reproducao assexuada  ocorrendo concomitante e
indepdendentemente a reproducdo sexuada bem como capacidade de regeneracao

de corpo inteiro.
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Resumo (geral)

Tunicata € um grupo de cordados invertebrados marinhos com espécies solitarias e
coloniais. Filogenias recentes sugerem que as espécies coloniais que se reproduzem
sexuada e assexuadamente do clado Botryllus + Symplegma evoluiram de um ancestral
solitario que se reproduzia apenas sexualmente. As Células-Tronco Germinativas (GSCs)
estdo localizadas nas gbnadas mas também no sistema circulatorio das ascidias
botrillideas coloniais existentes. Vasa, Piwi, PL10 e YB1 sdo marcadores que foram
previamente utilizados na identificacdo de GSCs de ascidias. O objetivo deste trabalho &
comparar a ocorréncia de GSCs na ascidia solitaria Styela canopus e na ascidia colonial
Symplegma rubra, que representam dois taxons relativamente proximos aos botrillideos na
filogenia. Utilizando anticorpos que se ligam especificamente a proteinas da linhagem
germinativa gerados para outras espécies de ascidias, validamos sua especificidade para
as espécies de interesse (Styela canopus e Symplegma rubra) por western blot e
realizamos imunohistoquimica em cortes histolégicos dessas espécies. De acordo com as
expectativas, observamos expressao de Vasa e Piwi em odcitos e expressdo de PL10 e
YB1 em ambos odcitos e testiculos. N6s documentamos células Vasa e Piwi positivas no
sistema circulatério da ascidia colonial S. rubra, como mostrado anteriormente para
botrillideos. Entretanto, também observamos poucas células positivas para Vasa e Piwi no
sistema circulatério da solitaria S. canopus em pelo menos um tipo de célula sangiinea, e
em outras células somaticas do intestino, manto e do saco branquial. A presenca destas
proteinas de linhagem germinativa em outros tipos celulares fora das gbnadas de ascidias
solitarias, permite supor que: (1) as células positivas podem representar tipos celulares
indiferenciados (relacionados a GSCs) envolvidos em outros processos do
desenvolvimento (por exemplo, regeneracao) ou (2) essas proteinas que se expressam em
GSCs adquiriram funcdes em células sométicas de S. canopus que permanecem
desconhecidas. De encontro com relatos da literatura para a ascidia modelo Ciona no
presente trabalho observou-se também a presenca de YB1 nos odécitos de ambas solitaria
e colonial, entretanto YB1 estava presente nas células germinativas do testiculo apenas da
solitaria S. canopus. Embora ndo seja possivel determinar quais funcdes a proteina estaria
exercendo nas células germinativas do testiculo, é possivel especular que a mesma
proteina exerca funcdes diferentes em tipos celulares diferentes, devido aos padrdes de
localizac&o celular e subcelular e também a diversidade de funcdes que a proteina pode
exercer.

Palavras-chave: Tunicado, solitario, colonial, soméatico, germinativo
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Abstract (general)

Tunicata is a group of marine invertebrate chordates with solitary and colonial species.
Recent phylogenies suggest that the colonial species of the Botryllus + Symplegma clade
with both sexually and asexually reproduction capabilities evolved from a solitary, sexually
reproducing ancestor. Germ Stem Cells (GSCs) are located in the gonads but also in the
cells outside gonads of extant colonial botryllid ascidians. Vasa, Piwi, PL10 and YB1 are
markers that were previously used to identify GSCs in ascidian. Our objective is to compare
the occurrence of GSCs in the solitary ascidian Styela canopus and in the colonial
Symplegma rubra, which represent two taxa relatively close to botryllids in the phylogeny.
Using antibodies that specifically bind to germline proteins generated for other species of
ascidians, we validate their specificity for the species of interest (Styela canopus and
Symplegma rubra) using western blot and immunohistochemistry on histological sections of
these species. According to expectations, we observed Vasa and Piwi expression in oocytes
and PL10 and YB1 expression in both oocytes and testes. We have documented positive
Vasa and Piwi cells in the circulatory system of the colonial S. rubra, as previously shown
for botryllids. However, we also observed some Vasa and Piwi-positive cells in the hemocoel
of solitary S. canopus in at least one blood cell type, and in other somatic tissues like gut,
mantle and branchial sac. The presence of these germline proteins in cell types outside
gonads of solitary S. canopus suggests that: (1) positive cells may represent undifferentiated
(GSC-related) cell types involved in other developmental processes (e.g. regeneration) or
(2) these GSC-expressing proteins have acquired functions in S. canopus somatic cells that
remain unknown. According to literature reports for Ciona, we also observed the presence
of YB1 in both solitary and colonial oocytes, however YB1 was present only in germ cells in
the testis of the solitary S. canopus. Although the expression patterns reported here in the
testes do not allow us to determine the function of YB1 in spermatogenic cells, it is possible
to speculate that YB1 plays a role as RNA chaperone or in the regulation of translation
during spermatogenesis.

Keywords: tunicate, solitary, colonial, somatic, germ
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