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RESUMO

RNAs de fita dupla oferecidos na dieta de larvas causam alteractes fisiologicas no
desenvolvimento das castas de Apis mellifera

Abelhas adultas produzem vitelogenina, a principal proteina da hemolinfa. Ela estd envolvida
na reproducdo, comportamento, imunidade, longevidade e regulagéo da organizagéo socia. A
interferéncia por RNA interference € a mais promissora ferramenta para estudos de funcéo
génica, baseada na introducdo de duplex de RNA (dsRNA) que induz a degradacdo de
transcritos alvo-especificos. Injecdo de dsRNA altera a transcricdo de vitelogenina, mas
evidéncias apontam gue a ativacdo do sistema imune em abelhas sgja um efeito colateral
destaa manipulacdo. Desenvolvemos um método para o silenciamento do gene codificador de
vitelogenina no desenvolvimento pds-embrionério, que minimiza os efeitos da manipulagéo,
onde 0,5 ug de dsRNA de vitelogenina (dsVg) ou de GFP (controle exégeno, dsGFP) foi
oferecido na dieta natural de larvas de segundo estégio, as quais foram mantidas na col6nia.
Nosso enfoque principal foi a compreensdo dos efeitos do silenciamento pos-transcricional de
rainhas e operarias de A. mellifera, em especial na fase larval. Operarias adultas reconhecem
larvas tratadas e as remove. Mantemos certa distancia entre as células de cria que recebiam o
tratamento e a remogdo de larvas tratadas diminuiu consideravelmente. A expressio de
transcritos de vitelogenina em individuos sem tratamento e tratados foi analisada no quinto
estagio larval de ambas as castas, bem como em operérias adultas de 7 dias e rainhas recém-
nascidas, utilizando-se PCR em tempo real e a expressao do gene codificador de actina como
controle endégeno. Em adultos, controles sem tratamento e dsGFP expressaram quantidades
similares de transcritos de vitelogenina. Os grupos alimentados com dsVg tiveram expressao
reduzida de vitelogenina, a saber: quinto estégio larval de operérias (91%) e de rainhas (71%),
operarias de 7 dias (88%) e rainhas recém-nascidas (70%). O silenciamento da vitelogenina
ndo afetou a morfologia dos adultos, mas sim a fisiologia de larvas de ambas as castas, como
nos titulos de horménio juvenil e concentracdo de proteinas circulantes na hemolinfa.
Concluimos que a ingestdo de dsRNA € um método ndo-invasivo que induz silenciamento
génico e, assim, uma ferramenta eficiente para estudos funcionais pés-genoma. Os
mecanismos regulatérios do gene codificador de vitelogenina e seu papel na diferenciacéo de
castas estdo em discusséo.

Palavras-chave: ingestdo de RNAI, Apis mellifera, vitelogenina, expresséo génica.



ABSTRACT

Double-stranded RNA ingested by Apis mellifera larvae promotes phisiological disturbs
in caste development

Adult bees produce vitellogenin (Vg), the main protein in hemolymph; it isinvolved in honey
bee (Apis mellifera) reproduction, behavior, immunity, longevity and regulation of social
organization. Genetic interference mediated by injection of double-stranded RNA (dsRNA) is
a powerful tool for the analysis of gene function in Apis mellifera. Injection of dsRNA
effectively alters vitellogenin transcription; however, evidence has been found of immune
system activation in treated bees, which could be a collateral effect of treatment.
Consequently, we developed a non-invasive protocol for disruption of the A. mellifera genes
exemplified by vitellogenin mRNA silencing, to understand it, mainly, in the female larval
context. Second instar larvae were treated as follows: the treatment group received 0,5 ug of
double-stranded vitellogenin RNA (dsVg) mixed with larval food deposited in the worker
brood cells; control group 1 was left to develop without treatment, while control group 2
received dsGFP (Green Fluorescent Protein), as an exogenous control. Treated and control
larvae were maintained in the colony until adult emergence. Workers recognized dsRNA-
treated larvae and frequently removed them. To circumvent this problem we increased the
distance between the treatment groups. Vg gene expression were determined for fifth instar
larvae of both castes and for 7 day-old workers and newly-emerged queens, evaluated by
quantitative real time PCR, using actin as an endogenous control. For adults, we found that
controls, dsGFP- and non-treated bees expressed similar amounts of Vg transcripts. The
dsVg-fed groups had significantly reduced Vg gene expression in fifth instar larvae of
workers (91%) and queens (71%) and, also, in 7 day-old workers (88%) and newly-emerged
gueens (70%). Disruption of the Vg gene did not affect adults morphology but physiological
larval traits of both castes, as juvenile hormone titre and protein concentration. We conclude
that dsRNA ingestion is an effective non-invasive method for inducing knockdown and an
efficient approach for post-genome functiona studies. The regulatory mechanisms of
vitellogenin gene and its rules during caste differentiation are discussed.

Keywords: RNAI feeding, Apis mellifera, vitellogenin, gene expression.
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1-INTRODUCAO

Insetos de um modo gera estdo envolvidos em muitos aspectos da vida humana e
apresentam importancia ecoldgica e econdémica inquestionavel, como é o caso da ordem
Hymenoptera. Segundo Danforth (2007) € quase impossivel imaginar o mundo sem abelhas.
Apis mellifera € um caso raro de um inseto que foi domesticado com sucesso; sdo excelentes
polinizadores de ecossistemas naturais e agricolas e eximios produtores de mel e outros
produtos apicolas. Essa abelha, assim como outros insetos, apresenta questfes fascinantes no
que diz respeito a determinacdo de sexo (sistema haplodipléide), ao polimorfismo facultativo
das castas, ao polietismo etario e a divisdo reprodutiva de trabalho, governados pelo sistema
enddcrino (revisdes de Hartfelder e Engels (1998) Page e Peng, 2001). Apresenta também
caracteristicas Unicas e intrigantes relativas a din@mica socia e comportamental, que incluem
sua complexa comunicagéo por meio de danca (von Frisch, 1967) e a capacidade, altamente

especializada, de aprendizagem e memaria (revisdo de Menzel, 2001).

1.1 - Apismeéllifera: consider acBes gerais

Abelhas da espécie Apis mellifera Linneaus, 1758 (Hymenoptera, Apidae, Apinae,
Apini) sdo insetos holometébolos, por apresentarem metamorfose completa, ou seja, padrdes
de desenvolvimento corporais distintos (embrido, larva, pupa e adulto). Apos as 72 horas do
periodo embrionario, as larvas eclodem do ovo e passam por V&ios estdgios de
desenvolvimento, caracterizados por intensa alimentacdo e crescimento, com quatro mudas
(que designam os subestagios de Larva 1 a 5). A ontogénese prossegue com uma muda
metamorfica que marca a transicdo larva-pupa. Durante o desenvolvimento pupal ocorre

substituicdo dos tecidos larvais por tecidos que compordo o individuo adulto como, por
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exemplo, a diferenciacdo de estruturas do adulto a partir dos discos imaginais. asas, pernas,
antenas, entre outros. Apds emergéncia, os adultos desempenham funcgdes especificas dentro
da col6nia, esta uma sociedade altamente organizada, caracterizada por sobreposicdo de

geracOes, divisdo reprodutiva de trabalho e cuidado com aprole.

Nesses insetos sociais, a determinacdo de sexo € haplodipl éide, onde fémeas (rainhas e
oper&rias) originam-se de ovacitos fertilizados, portanto dipléides (2n=32), e os machos,
denominados zangdes, se originam de ovocitos ndo-fertilizados, hapl6ides (n=16). Assim, nas
coldnias existem dois fendtipos femininos, chamados de castas, morfologicamente distintos:
uma Unica rainha e milhares de operérias, ambas derivadas de ovos bipotentes, um caso de

polimorfismo facultativo.

Apbs a eclosdo do ovo, o destino fenotipico das larvas dipldides é dependente da
qualidade e quantidade de alimento que recebem a partir do terceiro estagio. A dietade larvas
que originardo rainhas € constituida pelo produto de secrecfes das glandulas hipofaringeas
(geléiareal) produzido pelas operérias nutridoras, enquanto as larvas que originardo operarias
sdo alimentadas com geléia rea até o segundo estégio e, a partir de entdo, com uma mistura
de geléiarea, mel e pdlen. A determinacdo de casta é iniciada pelo estimulo trofogénico
que dispara respostas diferenciais do sistema endocrino que secreta os principais hor monios

mor fogenéticos (Horménio Juvenil e Ecdisterdides).

Uma larva de rainha desenvolve-se mais rapidamente que a de operéria a partir do
quinto estagio larval, apresentando também maior taxa de crescimento e peso.
Conseqlientemente, o periodo de desenvolvimento pupal narainha é mais curto e a suaforma
adulta emerge com 15 dias, enquanto uma operédria adulta emerge com 20 dias. A rainha
adulta € maior que a operéria adulta e possui maior longevidade, em clima tropical sobrevive

em média, 1 ano e meio, enquanto a operaria ndo passa de 40 dias.
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A rainha possui anatomia especializada para reproducéo e, geralmente, é a Unica
fémea fértil da colénia. A rainha é poliandrica, realizando a partir do quinto dia ap6s a
emergéncia trés voos para acasalamento (em africanizadas), nos quais copula com até 15 ou
mais zangbes. O status reprodutivo da rainha permite estocar grandes quantidades de
espermatozéides que sdo utilizados durante toda a vida, sendo e capaz de ovipositar até 2000
ovos por dia, dependendo das condigbes sazonais, demogréficas e recursos alimentares.
Possui um par de ovarios bem desenvolvidos, com cerca de 180 ovariolos cada. O nimero de
acasalamentos de uma rainha confere ampla variacéo genética dentro de uma Unica coldnia,
com consequente plasticidade no desenvolvimento e comportamento entre as operérias

provenientes de ovécitos fecundados por espermatozdides de linhagens pater nas distintas.

As operarias adultas sdo facultativamente estéreis e possuem em cada um de seus
ovérios entre 2-10 ovariolos funcionais. A condicdo de esterilidade das operérias pode ser
revertida em funcdo da orfandade, ou sga, na auséncia da rainha ocorre ativacdo dos
ovérios e postura de ovos ndo-fertilizados, que produzirdo exclusivamente zangdes. Na
colénia, a presenca da rainha suprime o desenvolvimento dos foliculos ovarianos das
operarias por meio da liberacdo de feroménios produzidos por glandulas mandibulares, o que
impede a postura de ovos. Sdo os feromonios liberados pela rainha que governam, também, a

divisdo de trabalho para a manutencdo e proliferacéo de uma colonia.

As operdrias desempenham uma diversidade de tarefas em ordem cronoldgica
(polietismo etario), acompanhadas por mudancgas anatdmicas, fisioldgicas e comportamentais.
Dentre estas tarefas estéo: limpeza das células de cria, aimentacdo da cria e da rainha,
processamento de néctar e pélen com posterior estocagem, construgcdo dos favos, remocédo de
abelhas mortas, ventilagdo e manutencdo de temperatura da colméia, producdo de cera,
protecdo da colméia (guarda) e atividades de forrageamento, com coleta de pdlen, resinas,

néctar e agua. A funcdo dos machos se restringe a copula.
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Toda a ontogenia dos individuos de uma coldnia € acompanhada por flutuagdes nos
titulos hormonais, que sinalizam o desenvolvimento normal de suas estruturas, crescimento,
metamorfose e, ainda, parecem estar intimamente relacionados a regulacdo das fungdes nas
formas adultas, sobremaneira no comportamento social (divisdo de trabalho) e reprodutivo

(vOo para acasalamento).

As caracteristicas biolOgicas agui descritas foram obtidas a partir de uma col etanea de
diversos autores, desde a teoria social baseada nas “monarquias femininas em abelhas’, de
Charles Butler, publicada em 1609, passando pela descricdo da espécie Linnaeus, em 1758,
pela hipétese do sistema de determinacdo de sexo haplodiplide de Dzierzon, em 1845, até o
presente. A literatura é cada vez mais ampla e, algumas vezes, contraditoria. A fim de evitar
discrepancias e excegdes, os dados acima séo baseados em algumas de tantas revisdes sobre
essas abelhas, como Winston (1987), Rembold (1987a), Laidlaw (1992), Hartfelder e Engels

(1998) Page e Peng, 2001, Page et a. (2002), Page e Erber (2002).

1.2 - Mecanismos molecular es e respostas do sistema enddocrino

1.2.1 - Determinacdo de castas

O extraordinério sucesso reprodutivo de A. mellifera e a divisdo de trabalho integram-
se como mecanismos de homeostase social que garantem a sobrevivéncia das col6nias. Todo
esse conjunto bem sucedido deve-se, primeiramente, a decisdo altruista das operarias de

cuidar de suas proprias irmas, alimentando as larvas em desenvolvimento.

Desconsiderando-se o “conflito de interesses’ entre a rainha e operérias, proposto por

alguns autores (para revisdo Moritz e Southwick, 1992; Ratnieks e Wenseleers, 2005), o
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processo de alimentacdo da cria requer mudancas fisiologicas marcantes nas operarias
nutridoras, como o desenvolvimento de glandulas hipofaringeas para producéo de geléia real
(citagdes em Fluri et a., 1982; Fluri e Bogdanov, 1987; Hrassnigg e Crailsheim, 1998). Tais
mudancas morfo-fisiol dgicas sdo respostas endécrinas, tanto quanto as que ocorrem nas larvas
que recebem alimentacdo diferencial, sgjam por quantidade ou qualidade (Huber, 1821,

Rembold, 1965; Haydak, 1970), para tornarem-se rainhas ou operarias.

Postula-se que 0 sistema nervoso estomatogastrico, responsavel pelo transporte
intestinal, sgja estimulado pela ingestdo de dieta diferencial, apds 0 segundo estagio larval,
transferindo informagBes ao complexo neuroendécrino (cérebro-corpora cardiaca-corpora
allata) por meio do ganglio hipocerebra ou do nervo conectivo. A deteccdo de
imunorreatividade a serotonina por células ao redor dos corpora allata, nessas larvas,
evidenciou a ativagdo desse par de glandulas (Penzlin, 1985; Boleli et al., 1995, 1998). Os
corpora allata estdo localizados no complexo retrocerebral e so responsaveis pela producdo
de hormonio juvenil, um composto lipofilico do grupo dos sesquiterpendides. Dessa forma,
sinais nutricionais podem desencadear a liberagdo de aminas biogénicas que estimulam
respostas diferenciais nos corpora allata para a producdo desse hormonio, que modulam os
processos de diferenciacdo das castas (Rachinsky, 1994). As diferencas no tamanho dos
corpora allata e nos titulos de horménio juvenil circulante na hemolinfa (Figura 1) entre as
castas sG0 marcantes a partir de larvas de segundo estégio, sempre maiores para rainhas

(Dograet al., 1977; Rembold, 1987b, 1992; Rachinsky et al., 1990).
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Figura 1 — Titulos de horménio juvenil ao longo do desenvolvimento de operarias, rainhas e
zangdes de Apis mellifera (Rembold, 1987a, 1987b; Rembold et al., 1992; Rachinsky et al.,
1990). Os dados apresentados na revisdo de Hartfelder e Engels (1998) foram compilados a
partir de metodologias diferentes para quantificacéo hormonal e se referem avalores relativos.
Estagios do desenvolvimento: ovo, L1-4 (larvas de primeiro, segundo, terceiro e quarto
estagios), L5 (larvas de quinto estdgio) em fase de alimentacdo (F = feeding phase,
subdivisdes: F1, F2 e F3), seguida por fase de tecelagem do casulo (S = spinning phase,
subdivisdes: S1, S2 e S3) e PP (pré-pupa, subdivisdes. PP1, PP2 e PP3).

Com relacdo ao desenvolvimento ovariano, sdo encontrados cerca de 150 primordios
de ovariolos no inicio do quinto estagio larval, independente da casta. Apds 24 horas nesse
estédgio, os ovarios de rainhas apresentam cistécitos (grupo de células germinativas com
mitoses incompletas) que caracterizam o desenvolvimento normal dos ovarios meroisticos
(Buning, 1994; Hartfelder e Steinbriick, 1997). Em operarias, observa-se formagdo de
cistécitos em poucos ovariolos e a inducdo de autofagia de estruturas e morte celular
programada na maioria deles (Hartfelder e Steinbriick, 1997). A aplicacdo topica de andlogos
sintéticos de horménio juvenil sobre larvas de A. mellifera que receberam dieta para se
tornarem operdrias provocou 0 surgimento de caracteristicas de rainhas (Wirtz e Beetsma,
1972; Wirtz, 1973; Rembold et a., 1974; Asencot e Lensky, 1976; Copijn et a., 1979; Dietz
et a., 1979; Rachinsky e Engels, 1995). Nas larvas de operérias tratadas topicamente com
hormonio juvenil e nas larvas naturais de rainhas, ambas no inicio do quinto estégio larval, os

altos titulos hormonais impedem a degradacdo de DNA e do citoesqueleto de actina,
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protegem contra a morte celular e mantém o desenvolvimento dos ovarios. Em larvas de
operérias naturais observou-se apoptose dos ovariolos, dado o menor titulo de horménio

juvenil circulante (Schmidt-Capella e Hartfelder, 1998, 2002).

Do ponto de vista funcional, estudos em larga-escala demonstraram que o perfil global
de expressdo génica em larvas de rainhas e operérias de A. mellifera é bastante distinto e, em
particular, apresenta genes diferenciamente expressos ligados a processos metabdlicos,
nutricionais, de sinalizacgdo e hormdnio-dependentes durante o desenvolvimento (Severson et
al., 1989; Hartfelder et al. 1995; Corona et a., 1999; Evans e Wheeler, 1999, 2000; Hepperle
e Hartfelder, 2001), evidenciando forte pressdo seletiva direciona (Evans e Wheeler, 2000).
Genes que codificam para enzimas metabdlicas e para atividade respiratéria sdo mais
expressos em larvas de rainhas, enquanto larvas de operarias super-expressam transcritos para
proteinas de estocagem, proteinas ligantes de lipidios e, também, enzimas metabdlicas (Eder
et a., 1983; Coronaet al., 1999; Evans e Wheeler, 1999, 2000). A deteccéo de enzimas super-
expressas diferencialmente nas castas sinaliza vias de processamento aternativas para geléia
real e para geléia de operarias, com oxidoredutases mais representadas em rainhas e
hidrolases em operérias (Cristino et a., 2006). Ndo h& dividas de que os sinais moleculares
envolvidos na determinacéo e diferenciagdo de castas séo resultados da interagdo entre o
status nutricional e o sistema enddcrino, via producdo de horménio juvenil. A via de
sinalizagdo de insulina, um mecanismo atamente conservado na evolugdo dos eucariotos,
regula processos biol6gicos envolvidos no crescimento celular, na longevidade e no tamanho
dos organismos em resposta a alimentacdo (lkeya et a., 2002; Oldham et al., 2002; Nijhout,
2003; Colombani et a., 2003). Como esperado, genes dessa via ndo sO ocorrem, mas,
também, sdo diferencialmente expressos entre as larvas durante fases criticas da diferenciacéo

de castas (Wheeler et al., 2006).
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Em suma, a determinacéo de castas é dependente da alimentacdo diferencial de larvas,
que dispara programagdes genéticas distintas, que resultam em rainhas ou operarias. Esse viés
na programagdo transcricional para o0 desenvolvimento de cada casta esta intimamente
associado aos niveis diferenciais de horménio juvenil circulante que, por sua vez, controlam
etapas, sobretudo as mais tardias, da diferenciacdo morfo-fisiolégica das larvas de rainhas e
operérias, caracterizando um cléssico exemplo de polifenismo (Hartfelder e Engels, 1998;

Hartfelder, 2000; Evans e Wheeler, 2001; Page e Peng, 2001).

1.2.2 - Acdo do horménio juvenil

O horménio juvenil é transportado através da hemolinfa por uma proteina de ligagéo
(de vérios tipos existentes nos insetos), formando um complexo que protege contra a hidrélise
por esterases e sequestro do horménio por membranas lipofilicas, além de facilitar sua
circulacéo uniforme pelos tecidos dos insetos (revisado por Prestwich et a., 1996). Alguns
autores propdem que esse complexo acione cascatas de sinalizagdo via receptores especificos
nas membranas celulares dos tecidos alvos (Vermunt et al., 2001; revisdes de Nijhout, 1994,
Raikhel et al., 2005). Nos ultimos anos, tem sido sugerido que o dimero formado pelo
complexo protéico ECR/USP (EcR - receptor de ecdisona; USP — ultraspiracle, um ortélogo
a0 Receptor X Retindideo, RXR, de vertebrados) sgja forte candidato como receptor de
hormonio juvenil (revisado por Raikhel et al., 2005). Em A. mellifera, o gene USP possui uma
Unica cOpia, com duas isoformas alternativas que sdo diferencialmente expressas em aguns
tecidos e estégios de desenvolvimento de rainha e de operéria. Aplicagéo tépica de horménio
juvenil induziu rapidamente a expressdo de um desses transcritos, de forma transiente, o que
sugere seu potencia papel como receptor nessas abelhas (Barchuk et a., 2004). Em Locusta

migratoria foi descrito um elemento de resposta presente na regido promotora de genes que,
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por sua vez, teriam sua expressao induzida pela presenca de hormoénio juvenil, via fatores de
transcricdo (Zhang et al., 1996; Zhou et al., 2002).

O hormdnio juvenil possui duas importantes funcdes na histéria de vida e fisiologia da
maioria dos insetos. impedir a metamorfose e regular a reproducdo. Nas abelhas, seus efeitos
pleiotrépicos estdo profundamente correlacionados com aspectos da vida socia durante o
ciclo de vida dessas abelhas, como no desenvolvimento diferencial de fémeas e zangdes e na
plasticidade comportamental dos adultos (Figura 2). Porém, a existéncia de um papel na
fisiologia reprodutiva de adultos de A. mellifera € questiondvel. Apesar das fungdes distintas
que o horménio juvenil exerce na vida pré e pés-adulta, em ambas atua sobre o eixo

neuroenddcrino (revisado por Hartfelder, 2000).
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Figura 2 — Determinacdo de castas e divisdo de trabalho reprodutivo em A. mellifera.
Modificado de Toth e Robinson (2007).
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1.3 - Vitelogenina: caracteristicas do gene, expressao e funcdes

Para muitas ordens de insetos, os principais eventos ligados a reproducéo sdo
governados pela acdo de neuropeptideos inibitorios (alatostatinas) e estimulatérios
(aatotropinas) que controlam a producdo de hormonio juvenil, ecdisterdides ou ambos
(revisado por Gilbert et al., 2000). Inimeros estudos baseados em alatectomia (retirada
cirdrgica dos corpora allata), tratamento com drogas inibidoras da sintese de hormdnio
juvenil elou reposicdo desse hormonio em animais alatectomizados, sugerem seu papel
central na ovogénese, em especia no inicio da vitelogénese, para a maioria dos insetos
(revisado por Raikhel et al., 2005).

A capacidade de desenvolver 0s ovérios garante 0 sucesso reprodutivo da rainha e a
fertilidade ocasiona de operarias de A. mellifera, processo intrinsecamente dependente das
taxas de sintese de proteinas vitelogénicas transportadoras de lipidios, seus titulos na
hemolinfa e sua incorporagdo pelo sistema reprodutor (Engels et al., 1990; Hartfelder e
Engels, 1998; Pinto et a., 2000; Barchuk et al., 2002).

Ao contré&rio de insetos mais primitivos, nos quais 0s ovos sdo capazes de produzir as
proteinas vitelogénicas necessérias, vertebrados e invertebrados mais derivados, como A.
mellifera, utilizam-se de um mecanismo heterossintéico. A sintese e secregdo de grande
quantidade de proteinas vitelogénicas, em especia a vitelogenina e a lipoforina, e seu
transporte até os ovadcitos, via hemolinfa, sdo condi¢bes primérias para que a ovogénese
ocorra normalmente. A vitelogenina é incorporada nos ovécitos por endocitose mediada por
receptores e armazenada em vesiculas citoplasméticas (revisdes de Postlethwait e Giorgi,
1985; Kanost et a., 1990; Raikhel e Dhadialla, 1992; Ziegler e Van-Antwerpen, 2006).

Na maioria dos insetos, a vitelogenina, que pertence afamilia das proteinas ligantes de

lipidios, € uma importante reserva energética dos ovos. Seus residuos de aminoécidos e
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estrutura sdo conservados entre insetos e outros oviparos, 0 que indica uma ancestralidade
comum (Sappington et al., 2002; Ziegler e Van-Antwerpen, 2006).

Em A. mellifera, o gene codificador da vitelogenina é transcrito em 5.440 nucleotideos
(nt) e a proteina corresponde a 1.770 aminoécidos (aa), com massa molecular preditaigua a
201 kDa, com peptideo sinal para clivagem dos 16 primeiros residuos (Piulachs et al., 2003).
A proteina havia sido caracterizada com peso molecular de 180 kDa (coerente com as
informagdes de Piulachs et al., 2003), covalentemente ligada a carboidratos (principa mente
manose), fosfolipidios e diacilglicerol (Engels et a., 1990; Wheeler e Kawooya, 1990), sendo,
portanto, uma glicolipoproteina.

Perfis de transcricdo (Piulachs et al., 2003) e traducéo (Barchuk et al, 2002) do gene
codificador de vitelogenina foram caracterizados em pupas e adultos de rainhas e operérias de
A. mellifera. Em rainhas, o inicio de transcricdo (observada no abdémen) e traducdo
(observada na hemolinfa) ocorre simultaneamente em pupas de olho marrom com corpo
medianamente pigmentado (Pbm). Em operarias, tragos de transcricdo (observada no
abddémen) foram detectados na fase pupal seguinte, em pupa de olho marrom com corpo
fortemente pigmentado (Pbd), mas a traducdo (observada na hemolinfa) ocorre horas mais
tarde em pupa farata, fase anterior a emergéncia do individuo adulto. Os dados indicam que
pelo menos o inicio da sintese de vitelogenina nas castas de A. mellifera é estimulado pelo
aumento dos titulos de horménio juvenil em presenca de baixos niveis de ecdisterdides
(Barchuk et al, 2002, Piulachs et al., 2003).

Em rainhas, a quantidade de transcritos de vitelogenina aumenta em Pbd e continua
presente nas formas adultas. Em operarias, a transcricdo de vitelogenina aumenta,
progressivamente, com picos entre 5 e 10 dias, quando diminui, gradativamente,

permanecendo por até 30 dias (Piulachs et a., 2003).
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Em rainhas adultas, a vitelogenina mostra um rapido aumento dos titulos na hemolinfa
nos quatro primeiros dias apds a emergéncia, podendo atingir até 70% do total de proteinas da
hemolinfa, mantendo-se sempre altos na fase adulta (cerca de 50% do total de proteinas da
hemolinfa), independente de haver acasalamento e postura de ovos (Engels, 1972, 1974). Para
operérias, os titulos de vitelogenina na hemolinfa ndo sdo continuos como nas rainhas. Nos
primeiros dias apds a emergéncia do adulto e em operarias com mais de 15 dias (funcéo de
forrageiras) os titulos sdo baixos; porém, entre 5 e 10 dias a vitelogenina corresponde a 30-
40% do total de proteinas circulantes na hemolinfa, quando essas exercem funcdo de
nutridoras (Fluri et al., 1982; Engels, 1974; Engels et al., 1990). Em condicdes de orfandade,
as operarias nutridoras ativam seus ovarios e, quando comegam a ovipositar, a concentragcdo
de vitelogenina na hemolinfa atinge nivels comparédveis ao de uma rainha em postura (Engels,
1974).

Rainhas virgens e operarias nutridoras, ambas ndo-poedeiras, produzem vitelogenina
em abundancia, porém, sem relagdo com sua captacdo pelos ovacitos (Engels, 1972, 1973;
Fluri et al. 1981, 1982, revisados por Hartfelder e Engels, 1998).

A sintese de vitelogenina em rainhas adultas ndo é dependente de horménio juvenil
(Engels e Ramamurty, 1976; Ramamurty e Engels, 1977; Engels et al., 1990; revisados por
Hartfelder e Engels, 1998), tendo sido sugerido que a presenca de neuro-hormonios
gonadotropicos, neuropeptideos e/ou ecdisterdides regulem sua producdo, nessa fase
(Hermann, 1969; Feldlaufer et al., 1986; Kaatz, 1988; Kaatz e Dittrich, 1989; Engels et al.,
1990; Robinson et al., 1991).

Em operérias adultas, a taxa de sintese de vitelogenina pelo corpo gorduroso esta
negativamente correlacionada com seus niveis na hemolinfa (Engels, 1974; Engels et a.,
1990). Diferentemente do observado em pupas, onde 0 hormbnio juvenil regula a sintese de

vitelogenina (Barchuk et a, 2002), oper&rias nutridoras apresentam alta producdo de
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vitelogenina, sob baixos titulos de hormdnio juvenil (Rutz et a., 1976). Aplicacdo de atas
doses de hormdnio juvenil inibe a sintese de vitelogenina nessas operérias (Rutz et al., 1976,
Pinto et al., 2000). A producdo de vitelogenina em operdrias nutridoras apresenta forte
correlacdo com dietarica proteinas (pélen) (Bitondi et al., 1994; Bitondi e Simdes, 1996).

A vitelogenina € encontrada em operérias ndo-reprodutoras (Engels, 1974; Fluri et al.,
1982; Engels et a., 1990) e em zangdes adultos (Trenczek e Engels, 1986; Trenczek et al.,
1989; Piulachs et a., 2003), sugerindo a aquisicao de fungbes secundarias, ndo-ovogeénicas,
como transporte de fosfato, vitaminas e hormoénios (Chen et al., 1997; Sappington e Raikhel,
1998).

Trabalhos recentes mostram que a vitelogenina desempenha diversas fungoes no
controle de caracteristicas associadas a organizacdo social por meio de efeitos pleiotropicos
na divisdo de trabalho e longevidade, principalmente em operérias (Amdam e Omholt, 2002;
Amdam e Omholt, 2003a; Amdam e Page, 2005a; Nelson et al., 2007). A injecéo de RNA de
fita dupla inibe a sintese de vitelogenina (Amdam et al., 2003b; Guidugli et al., 2005a;
Amdam et al., 2006a) e as abelhas “mutantes’ forrageiam mais cedo e tem o ciclo de vida
mais curto (Nelson et a., 2007). Juntos, a vitelogenina e o hormoénio juvenil constituem parte
de um sistema regulatério de retro-alimentacdo (feedback), no qual um suprime o outro
(Figura 3), segundo a hip6tese duplo repressor (Amdam e Omholt, 2003a). Esse feedback é
incomum em insetos (Guidugli et al., 2005a), sugerindo uma co-opgdo evolutiva e
remodelagem das funcbes da vitelogenina e do hormonio juvenil (Amdam et al., 2003c;
Brandt et al., 2005; Seehuus et al., 2006; Amdam et al., 2006a) como passos importantes para

a origem da sociabilidade nessas abel has.
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Figura 3 — Sistema de retro-alimentacdo entre os titulos de horménio juvenil e de
vitelogenina circulantes na hemolinfa de operérias, regulando a divisdo de trabalho. Adaptado
de Page e Amdam (2007).

O efeito pleiotropico da vitelogenina coordena inUmeras caracteristicas ligadas ao
polietismo et&rio, em especial a transicdo de tarefas intra-colonia para atividades de
forrageamento de pdlen e, depois, de néctar (Amdam e Omholt, 2003a; Guidugli et al., 2005z;
Nelson et al., 2007). Tal fato apoia a hipotese de que o comportamento social evoluiu a partir
de caracteristicas reprodutivas ancestrais (Amdam et al., 2004a; Amdam et al., 2006b), onde
fémeas reprodutivas de abelhas solitérias coletam e consomem, preferenciamente, polen
enguanto as ndo-reprodutivas coletam e consomem néctar.

A vitelogenina €, também, transportadora de zinco (Falchuk, 1998) o que protege
contra estresse oxidativo e apoptose, garantindo a integridade do sistema imune e

prolongando o ciclo de vida (Amdam e Omholt, 2002; Amdam e Omholt, 2003a; Amdam et

al., 2004b; Amdam et al., 2005; Seehuus et al., 2006).



27

1.4 -0 genoma de A. mellifera e per spectivas sobr e car acterizacdo de fungdes génicas

O valor cientifico dos estudos da genética de A. mellifera foi reconhecido em 22 de
maio de 2002, quando A. mellifera foi incorporada a lista de prioridades do The National
Human Genome Research Ingtitute (NHGRI) para ter seu genoma completamente
sequenciado, devido ao seu potencial para estudos de neurobiologia e relevancia para a
agricultura e salde humana (modelo para pesquisas sobre resisténcia a antibidticos,
imunidade, reacdes alérgicas, desenvolvimento e longevidade). Seu genoma foi recentemente
publicado na revista Nature (Honey Bee Genome Consortium, 2006) e representa o
holomet&bolo mais basal com o DNA sequienciado até o0 momento, o que permite investigar as

bases genéticas e moleculares das caracteristicas supramencionadas.

Além disso, andlises de gendmica comparativa junto aos mais de 50 projetos genoma
j& sequenciados (fonte - NHGRI), que incluem insetos com dados finalizados (Drosophila
melanogaster, Drosophila pseudobscura, Anopheles gambiae, Bombyx mori, Aedes aegypti)
em andamento (Tribolium castaneum, Coleoptera; Nasonia vitripennis, Hymenoptera;
Nasonia giraulti, Hymenoptera; Nasonia longicornis, Hymenoptera; Acyrthosiphon pisum,
Hemiptera; Bicyclus anynana, Lepidoptera; Culex pipiens, Diptera; Daphnia pulex,
Siphonaptera; Glossina morsitans, Diptera; Ixodes scapularis, Acaring; Pediculus humanus,
Phthiraptera e Rhodnius prolixus, Hemiptera), permitem compreender processos celulares e
de desenvolvimento, aluz da evolugdo (Rubin et a., 2000; Kaufman et al., 2002; Robinson et
al., 2006, Honey Bee Genome Consortium, 2006).

Aspectos da biologia reprodutiva de A. mellifera impedem a aplicacéo de técnicas para
producdo de linhagens mutantes (knockout) ou transgénicas (Page et a., 2002). No entanto, a
aplicacdo de técnicas que alinham genémica funcional e genética reversa, que manipulem a

expressdo de genes em abelhas, foi incentivada antes mesmo da publicagdo do genoma
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(Robinson e Bem-Shahar, 2002; Evans e Weaver, 2003; Evans e Gundersen-Ridal, 2003;
Robinson et a., 2005).

A interferéncia por RNA (RNA interference, a partir daqui designado de RNAI) € a
mais promissora ferramenta para estudos de funcéo génica, baseada na introducdo de duplex
de RNA (double-stranded RNA, a partir daqui designado de dsRNA) que induz a degradacéo
(knockdown) de transcritos avo-especificos (Fire et a., 1998). Tem sido amplamente
utilizada para as mais diversas espécies, particularmente em organismos “nao-modelos’ onde
os métodos de investigacao funcional sdo muito limitados (Aradjo et al., 2006).

A degradacdo do RNA mensageiro (MRNA) alvo mediada por dsRNA especificos
ocorre em uma série de reagdes. Primeiro o dsRNA é reconhecido por uma enzima chamada
de Dicer, pertencente a familia RNase 111 (Ketting et al., 2001), e clivado em pequenos RNAsS
silenciadores (SIRNAs, Elbashir et al., 2001). Os siRNAs sdo agregados ao Complexo de
Silenciamento Induzido por RNA (RISC, RNA-induced silencing complex, Hammond et a.,
2000; Bernstein et a., 2001). Enfim, o mRNA alvo é reconhecido pelo RISC e clivado na
regido de complementaridade dos siRNAs e rapidamente degradado.

Em A. mellifera, trabalhos com microinjecéo de dsRNA gene-especificos em embrides
pré-blastodérmicos (Beye et al., 2002, Amdam et al., 2003b, Beye et al., 2003) deram inicio a
utilizac8o da técnica nos Hymenoptera. A aplicacdo de dsRNA em abelhas silencia os genes
de interesse ndo apenas na regido da injecdo, mas também em tecidos distantes, o que sugere
uma resposta sistémica (Aronstein e Saldivar, 2005), de efeitos a longo prazo (Amdam et a.,
2003b). No entanto, discute-se a probabilidade de danos teciduais no sitio da injecdo
(Aronstein et al., 2006). Em experimentos de silenciamento da regi&o génica E30 homeobox
(motif ortélogo ao gene engrailed de D. melanogaster) e do gene cuticular CSP5 em A.
mellifera, a mortalidade dos embrides manipulados foi de 57% (de 585 embrides injetados

com dsRNA ou tampéo) e 79% (de 1.960 embrides injetados com &gua ou com dsRNA),
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respectivamente (Beye et al., 2002; Maleszka et a., 2007), mostrando que 0 método invasivo
diminui a viabilidade dos individuos. O silenciamento génico pode ser induzido por ingestao
de dsRNA (Timmons e Fire, 1998; Soares et al., 2005) e, por ser menos traumético, tem sido

usado com sucesso em diversos organismos, incluindo A. mellifera (Aronstein et al., 2006).

1.5-Vitelogenina em larvas. um novo paradigma

A presenca de mRNA do gene codificador de vitelogenina foi detectado em larvas de
A. mellifera (Figura 4). A expressdo € mais acentuada do segundo até o quinto estagios
larvais, para ambos 0s sexos e castas, com uma diminuicdo acentuada que antecede a
metamorfose (Guidugli et al., 2005b). Esse evento € atipico em insetos, sugerindo novas

funcdes desse gene.

L3 L4 L5F LSS FP|L3 L4 LSF L5S PPI L3 L[4 LS5F L5S PP

VITELOGENINA

Rainha Operaria Zangiao

Figura 4 — Expressdo de mRNA do gene codificador de vitelogenina em diferentes estagios
do desenvolvimento larval. L3 — larva de terceiro estégio, L4 — larva de quarto estagio, L5F —
larva de quinto estédgio em fase de alimentacdo, L5F — larva de quinto estagio em fase de
tecelagem de casulo, PP — pré-pupa. Modificado de Guidugli et a. (2005b).

Os dados de Guidugli et a. (2005b) sugerem que, nas fases criticas de alimentacéo
diferencial das larvas fémeas para determinacdo de castas, a expressado do gene codificador de
vitelogenina € maior em operarias do que em rainhas, enquanto o titulo de horménio juvenil &

muito maior em rainhas do que em operarias (Figura 1). Associados, esses dados apontam o

cenario “duplo repressor”, semelhante ao que ocorre na fase adulta de operarias, onde a
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vitelogenina é expressa em abundancia em nutridoras, que possuem baixo titulo de horménio
juvenil circulante e diminui, consideravelmente, em forrageiras, que apresentam altos titulos
de horménio juvenil (Figura 3). Por analogia, podemos dizer que larvas de rainhas
assemelham-se as forrageiras que, por sua vez, resgatam caracteristicas maternas de abelhas
solitérias (Amdam et al., 2004a; Amdam et al., 2006b). Nesse mesmo raciocinio, operérias,
ainda na fase larval, assumiriam seu destino ndo-reprodutivo e, na fase adulta, o papel no
cuidado da prole. Uma vez que a expresséo do gene codificador da vitelogenina ocorre desde
larva de segundo estagio, momento que antecede a determinacdo de castas, poderia esse gene
regular o polifenismo?

Recapitulando as premissas do “duplo repressor” para o contexto larval, nossa
hipbtese é que, silenciando o gene da vitelogenina antes do momento de determinacéo de
castas, larvas de operarias terdo aumento dos titulos de horménio juvenil e desenvolverdo
caracteristicas tipicas de rainhas, como: aumento corporal desde larvas e, sobretudo, do
abdémen nos adultos; desenvolvimento de ovarios, pernas sem corbicula (estrutura para
coletar polen) e asas maiores. Para testar essa hipotese foi desenvolvido um método de
silenciamento génico ndo-invasivo, que descarta o efeito do estresse por manipulacéo, sobre a
expressdo do gene e dos titulos hormonais, bem como as dificuldades de injecdo de RNA de
fita dupla, em larvas. O teste da hip6tese contribuiu para discussdo sobre a viabilidade dos
tratamentos, suas consequéncias na fisiologia, na morfologia e no desenvolvimento dos
individuos tratados e, ainda, sobre o comportamento de operarias adultas, criando
perspectivas para definicdo de fungBes e mecanismos regulatérios, em aberto, sobre a

presenca de vitelogenina nafase larval.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Geral

Compreender os efeitos do silenciamento pos-transcricional, mediado por dsRNA
especifico do gene codificador de vitelogenina, durante o desenvolvimento pds-embrionario

de rainhas e operarias de 4. mellifera.

2.2 — Especificos

- Anotacdo in silico do gene codificador de vitelogenina e busca por potenciais sitios de
ligacdo de microRNAs na regido 3"UTR deste gene;

- Desenvolver um método nao-invasivo para tratamento de larvas com RNAs de fita dupla e
avaliar sua viabilidade;

- Silenciar o gene codificador de vitelogenina em rainhas e operarias, por meio de RNAs de
fita dupla oferecidos na dieta;

- Quantificar a expressao relativa do gene codificador de vitelogenina em diferentes fases do
desenvolvimento de rainhas e operarias de A. mellifera, sem tratamento, e tratadas com RNAs
de fita dupla;

- Quantificar o total de proteinas circulantes na hemolinfa em diferentes fases do
desenvolvimento de rainhas e operarias de A. mellifera, sem tratamento, e tratadas com RNAs
de fita dupla;

- Registrar o peso das amostras em diferentes fases do desenvolvimento de rainhas e operarias

de A. mellifera, sem tratamento, e tratadas com RNAs de fita dupla;
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- Analisar o perfil total de proteinas circulantes na hemolinfa de rainhas e operarias adultas
de A. mellifera, sem tratamento, e tratadas com RNAs de fita dupla;

- Quantificar os titulos de hormonio juvenil de larvas de rainhas e operarias de A. mellifera,
sem tratamento, e tratadas com RNAs de fita dupla;

- Comparar os ovarios e estruturas imaginais (asa mesotoracica maior ¢ a terceira perna) de
rainhas adultas sem tratamento com as de operarias adultas sem tratamento e tratadas com

RNAs de fita dupla.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — nalises in silico

3.1.1 - Anotacio do gene codificador de vitelogenina

Para defini¢do da organizagdo estrutural do gene codificador de vitelogenina utilizou-
se a seqiiéncia completa de mRNA disponivel no GenBank (nimero de acesso: AJ517411,
Piulachs et al., 2003) como entrada para anotacdo manual na plataforma Artemis 7.0
(Rutherford et al., 2000), utilizando-se a versao 4.0 do genoma de abelha A. mellifera (Honey
Bee Genome Consortium, 2006) e algoritmos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

Altschul et al., 1990).

3.1.2 — Busca por sitios de ligacdo de microRNAs

Utilizou-se 56 nt correspondentes a extremidade 3" ndo-traduzida (UTR) do gene
codificador de vitelogenina para buscas por sitios de ligacdo de microRNAs. O valor de
varia¢ao de energia livre (AG) de -17,0 kcal/mol foi utilizado como valor de corte (cut-off)
para os programas Microlnspector (Rusinov et al., 2005) e RNAHybrid (Rehmsmeier et al.,
2004). Para o programa Microlnspector foi utilizada a temperatura de hibridacao de 20°C, ¢ a
seqiiéncia 3'UTR confrontada com os bancos de microRNA maduros de Drosophila
melanogaster (78 seqiiéncias disponiveis), Anopheles gambiae (38) ¢ A. mellifera (25). Para
entrada no programa RNAHybrid foram utilizadas as seqiiéncias de microRNAs maduros de
D. melanogaster (78), A. gambiae (38), Bombyx mori (21) e A. mellifera (54), disponiveis no

banco de dados miRbase release 9.2 (Griffiths-Jones et al., 2006).
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3.2 — Material biologico e obten¢io de amostras com idade controlada

Foram utilizadas operarias e rainhas de abelhas africanizadas Apis mellifera, em
diferentes estagios do desenvolvimento poés-embrionario (Figura 5A), provenientes de
posturas controladas. Para isso, foi utilizada uma tela que aprisiona a rainha sobre uma regiao
do favo (Figura 5B) contendo células de cria vazias. Cada postura foi realizada em um
periodo de 6 horas, o que corresponde ao limite méaximo de variacdo temporal no
desenvolvimento dos individuos analisados nesse estudo. Apds esse periodo, a rainha foi
retirada do confinamento. Manteve-se a tela sobre o favo, para impedir o retorno da rainha,
evitando assim recorréncia de postura nessa regido. Para todos os experimentos foi usada
exclusivamente a colonia n°. 118, do apiario do Departamento de Genética da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. A Tabela I resume as fases do

desenvolvimento poés-embrionario em que foram coletadas as amostras.

Tabela I — Fases do desenvolvimento de abelhas Apis mellifera analisadas no presente
trabalho.

Fase Casta Descriciio do estagio Sigla
Larva de segundo estdgio L2*
Larva de terceiro estagio OpL3
Operéria Larva de quinto estagio, em fase inicial de OpL5S1
Larval tecelagem de casulo
Larva de quinto estagio, em fase intermediaria
OpL5S2
de tecelagem de casulo
Rainha Larva de quinto estagio, em fase intermediaria RL5S2
de tecelagem de casulo
Operéria Recém-nascida OpRN
Adulta P 7 dias Op7d
Rainha Recém-nascida RRN

* L2 - mesmo presentes nas células de cria de operarias, as larvas desse estagio podem ser transferidas
manualmente para células de cria de rainha (também chamadas cupulas de rainha ou realeiras). Nesse
trabalho, L2 foram utilizadas para o desenvolvimento de ambas as castas.
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Figura 5 — Material biologico. A — Ciclo de vida de operarias e rainhas de A. mellifera. Para
fases do desenvolvimento pos-embrionario com siglas, consultar Tabela I. Em azul (para
operarias) e vermelho (para rainhas), dura¢do do periodo larval. Em verde (para operarias) e
roxo (para rainhas), duracdo do periodo pupal. B — Tela que aprisiona a rainha sobre uma
regido do favo, para procedimentos de postura controlada.

Para definicdo dos estagios larvais em operarias foram utilizados os parametros
propostos por Michelette e Soares (1993): peso e horas de desenvolvimento apods a eclosdo
das larvas a partir do ovo. O parametro medida do didmetro da cabega (capsula cefélica),
proposto pelos autores, ndo foi utilizado a fim de minimizar a manipulacdao dos individuos.
Larvas L2 pesam entre 0,31-1,05 mg e seu desenvolvimento ocorre entre 20-35 h apos a
eclosdo. Larvas OpL3 pesam entre 1,5-4,45 mg e seu desenvolvimento ocorre entre 35-55 h
apos a eclosdo. Larvas OpL5S1 e OpL5S2 possuem peso médio igual a 124,21+7,48 mg e
117,88+4,65 mg, respectivamente. Nesta fase, as células de cria encontram-se completamente
operculadas (“seladas™) e o tempo de desenvolvimento apos eclosdo da larva varia entre 130-
145 h. Definiu-se, para esse trabalho, o periodo de 120 h e 137 h ap6s a eclosdo da larva como
limite para coleta de OpL5S1 e OpL5S2, respectivamente. Para obtencdo de operarias adultas
de idade conhecida, OpRN e Op7d, favos contendo pupas, 19 dias apds postura (véspera da
emergéncia), foram acondicionados em suportes telados e os mesmos mantidos em estufa
(Retilinea, FANEM Ltda.) a 34°C e 80% de umidade relativa (UR). As abelhas que

emergiram em um intervalo de 24 h foram classificadas como OpRN. Exemplares de OpRN

foram mantidas em estufa (34°C e 80% UR) em caixas de confinamento medindo
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8x11x13cm, com troca diaria de agua e dieta (mistura de 30g de polen, 60g acgtcar e 2mL de
mel), oferecidos ad libitum. Em seguida, foram coletadas operarias com sete dias de idade
(Op74d).

Para producdo de rainhas, larvas L2 foram instrumentalmente transferidas para
cupulas artificiais, que mimetizam células de cria naturais (realeiras), em barras contendo de
10-14 cupulas e inseridas em caixas (coldnias) do tipo recria. O estagio RL5S2 foi definido
segundo critérios de Nunes-Silva et al. (2006): peso médio 274,89+61,3 mg e nove dias apo6s
a postura. Para obtengdo de rainhas adultas recém-nascidas (RRN), barras contendo realeiras
24 h antes da emergéncia (equivalente a 14 dias apds postura) foram mantidas em estufa a

34°C e 80% UR.

3.3 — Extracio de RNA

O RNA total foi extraido de amostras de larvas e adultos listados na Tabela 1. Os
individuos coletados na fase larval foram colocados, separadamente, em microtubos de
polipropileno (estéreis, livres de RNase e DNase, Eppendorf) contendo 500 pL de TRIzol®
(solugdo de fenol e isotiocianato de guanidina, Invitrogen), ¢ homogeneizados com o auxilio
de ponteiras plasticas para micropipetador de 200 pL (estéreis e livres de RNase e DNase). Os
microtubos foram incubados por 10 min a temperatura ambiente (TA) para lise de membranas
e dissociacdo dos complexos nucleoproteicos e, em seguida, mantidos em freezer -80°C Ultra
Low (Sanyo) até a extragdo do RNA total. Para adultos, apenas o abdomen, depois de retirado
o intestino, foi estocado, individualmente, em microtubos contendo 500 pL de TRIzol®,
seguido dos passos descritos acima. A extracdo de RNA total foi conduzida de acordo com as
instrugdes do fabricante para tecidos com alto teor de gordura. As amostras passaram por uma

centrifugagdo inicial de 13.000 x g, a 4°C, por 10 min para separacdo das carcagas. Em
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seguida, os sobrenadantes de TRIzol® foram transferidos para tubos de 2 mL, adicionando-se
100 pL de cloroférmio (MERCK). Apds agitacdo manual por 15 s e incubagdo a TA por 3
min, as solugdes foram centrifugadas a 12.000 x g a 4°C, por 15 min. Para as amostras de
larvas (OpL5S1, OpL5S2 e RL5S2), devido ao excesso de gordura, repetiu-se a etapa de
cloroféormio. Os sobrenadantes (fase transparente, aproximadamente 400 upL) foram
transferidos para microtubos de 1,5 mL acrescidos de 250 UL de isopropanol (MERCK).
Ap6s 10 s em aparelho agitador de tubos tipo vortex, incubagdo das amostras por 10 min a TA
e centrifugacdo a 12.000 x g a 4°C, por 10 min, os sobrenadantes foram descartados. Os
produtos precipitados (pellets) foram lavados com 500 pL de etanol 75% (v/v, MERCK)
mediante agitacdo em vortex e novamente centrifugados a 7.500 x g a 4°C, por 5 min. Os
sobrenadantes foram cuidadosamente descartados e os microtubos colocados em termobloco
Digital Dry Bath Incubator (Boekel) a 55°C, por 5 min, para evapora¢do de etanol residual.
Para evitar degradagdo por RNases, os pellets foram ressuspendidos em 10-50 puL de agua
ultra-pura (purificada por osmose reversa, em seguida pelo sistema Milli-Q Plus) tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC, 0,1% (v/v), Sigma) e autoclavada a 1 atm de pressdo a 120°C, por
50 min. As variagdes entre 10-50 uL na quantidade de 4gua DEPC 0,1% utilizada se devem
ao volume necessario para dissolver todo o precipitado, que apresentam rendimentos
diferentes nas fases estudadas. A pureza (estimada por meio da razdo entre os valores da
leitura a 260 e 280 nm) e concentragdao (dada em pg/uL) da solucdo final de cada amostra

foram obtidas por absorbancia optica a 260/280 nm, em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-

1000 (NanoDrop Technologies).
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3.4 — Sintese de cDNA de fita simples

Volumes de RNA total, correspondentes a 1-2,5 ug, foram completados com agua
DEPC 0,1% para 9 puL. Adicionou-se 0,2 unidade (U) da enzima RQ! RNase free DNase (1
U/uL Promega) para remocao de possivel contaminacao por residuos de DNA, incubando-se
em termociclador Genedmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) a 37°C, por 40 min e,
posteriormente a 70°C, por 15 min, para inativagdo da enzima. A eficiéncia do tratamento
com DNase foi testada utilizando-se o RNA total (tratado com a enzima) como molde para
reacdo em cadeia da polimerase (sem ser submetido a reacdo de transcri¢ao reversa, controle
negativo). O RNA total tratado com DNase foi submetido a reacdo de transcricdo reversa
(RT) para sintese de cDNA de fita simples, em volume final de 20 pL, utilizando-se, por
amostra, o seguinte protocolo: 1 UL de oligo(dT)2.15 (500 ng/uL), 1 uL de uma mistura de
dNTPs (10 mM), com incubagdo em termociclador a 65°C por 5 min; 4 UL de tampao 5x first
strand (Invitrogen), 2 UL de ditriotreitol 0,1 M (DDT, Invitrogen), 1 UL de inibidor de RNase
(RNase OUT™ 40 U/uL, Invitrogen), com incubagio a 42°C por 2 min; 0,5 uL de agua ultra-
pura autoclavada (aqui designada de agua UPA) e 0,5 pL da enzima SuperScript™ II Reverse
Transcriptase (200 U/uL, Invitrogen), com incubacdo a 42°C por 50 min, com posterior ciclo
de inativacdo da enzima a 70°C por 15 min. Como controle negativo, foram preparadas
reacdes sem a enzima SuperScript’” II. Variagdes entre 1-2,5 ug na quantidade de RNA total
utilizado foram proporcionais aos rendimentos das extragdes, os quais sdo diferentes entre as

fases estudadas.
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3.5 — Sintese de RNA de fita dupla

3.5.1 — Oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) para sintese de RNA de fita dupla para o

gene codificador de vitelogenina foram os mesmos desenhados por Amdam et al. (2003b) na

regiao do ultimo éxon, a saber: T7Vg-F (primer sense) -

5" TAATACGACTCACTATAGGGCGAACGACTCGACCAACGACTT e T7Vg-R (primer anti-sense) —

5'TAATACGACTCACTATAGGGCGAAACGAAAGGAACGGTCAATTCC. O gene que codifica para

green fluorescence protein (GFP), sem homologo no genoma de A. mellifera, foi utilizado
como controle exogeno, sendo a seqiiéncia de seus primers para producdo de RNA de fita
dupla: T7GFP-F (primer sense) —

5"TAATACGACTCACTATAGGGCGAAGTGGAGAGGGTGAAGGTGA e T7GFP-R (primer anti-

sense) — 5STAATACGACTCACTATAGGGCGAGGTAAAAGGACAGGGCCATC. Os sublinhados

destacam a seqiiéncia do promotor T7 adjacente a regido de pareamento de cada primer ao seu

gene alvo.

3.5.2 — Moldes

Uma linhagem de Escherichia coli DH5-o contendo plasmideos de cDNA de fita
dupla, contendo um inserto de 631 pares de base (pb) corresponde a extremidade 3° do
transcrito do gene codificador de vitelogenina (clone AP4a5, Piulachs et al., 2003), Foi

inoculada em tubos conicos estéreis (Falcon) de 15 mL contendo 5 mL de meio Luria Bertani

(LB Broth 0,032 g/mL, USB) com 7,5 uL de ampicilina (200 mg/mL, USB), mantidos em

estufa a 37°C, sob agitagdo de 150 rpm. Um tubo, com a mesma solugdo (meio LB e
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ampicilina), que ndo recebeu inoculo, foi igualmente incubado e agitado, funcionando como
controle negativo. Apos 24 h de crescimento dos indculos, todo o volume foi centrifugado a
5.000 x g, por 2 min e o excesso de meio sobrenadante foi descartado. Cerca de 500 puL
restantes de meio contendo as bactérias precipitadas foram homogeneizados e utilizados para
extracdo de plasmideos (mini-preparagdo) utilizando-se o kit FastPlasmid Mini (Eppendorf).
O produto da mini-preparagdo foi quantificado e submetido a digestdo enzimatica utilizando-
se 8 UL de mini-preparagdo (200 ng/uL), 2 UL de tampdo /0x REACT"3 (Invitrogen), 9 uL de
agua UPA, e 1 uL da enzima EcoRI (10 U/uL, Invitrogen). Os reagentes foram misturados e
incubados em banho-maria digital MultiTemp III (Pharmacia Biotech) a 37° C, durante 1 h.
Posteriormente, o produto de digestdo foi separado por eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v), em tampao TBE 1x (89 mM Tris base, 89 mM 4cido boérico, 2 mM EDTA, pH 8,0),
contendo 10 pg de brometo de etidio/mL de gel. Foi utilizado o marcador de peso molecular
de 100 bp (100 pb DNA Ladder, Promega). Apos eletroforese, o gel foi visualizado em
transiluminador ultravioleta (MacroVue UV-20, Hoefer) e a imagem analisada e registrada
com o auxilio do digitalizador Kodak EDAS 290 e seu sistema Kodak 1D 3.3.2 Image
Analysis Software.

Para confirmar a seqiiéncia do fragmento clonado procederam-se reacdes de
seqiienciamento independentes nas duas dire¢des (sense e anti-sense) pelo método
dideoxinucleotideos (Sanger et al., 1977). Foram utilizados 2 UL de mini-preparagao
plasmidial (200 ng/uL) contendo o inserto confirmado via digestdo enzimdtica, 1 uL de
primer (3,2 pmol/uL primer, T7Vg-F ou T7Vg-R), 2 uL de tampao S5x Sequencing Buffer
(Applied Biosystems), 3 uL de 4gua UPA e 2 uL do reagente BigDye terminator v3.0 Cycle
Sequencing Ready Reaction — ABI PRISM (Applied Biosystems). O termociclador foi
programado com as seguintes condi¢des para ambas as amplificagdes: desnaturacdo das fitas a

94°C (5 min), seguida por 25 ciclos a: 96°C (10 s), 50°C (5 s) € 60°C (4 min). As amostras
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foram purificadas por precipitacdo, adicionando-se 40 UL de isopropanol 75%, transferindo-se
o conjunto para tubos de 1,5 mL. Apds agitacdo em vortex por 10 s e incubagdo a TA por 15
min, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 20 min. Descartados os sobrenadantes,
acrescentou-se 250 UL de isopropanol 75%, com posterior centrifugacdo a 10.000 x g, por 5
min. Os sobrenadantes foram novamente descartados e os pellets foram secos em termobloco
a 60°C, por 10 min. As amostras foram ressuspendidas em 12 uL de tampao TSR com EDTA
(Template Suppression Reagent, Applied Biosystems), transferidos para tubos adequados para
o seqlienciador automatico, seguido de aquecimento a 94°C, por 2 min, para desnaturag¢do das
fitas e, imediatamente, colocadas em gelo, apoés o que submetidas a eletroforese capilar em
aparelho ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os cromatogramas
gerados pelo seqiienciador foram interpretados pelo programa Sequencing Analysis v3 4.1
(Applied Biosystems) e convertidos em seqiiéncias de DNA (formato FASTA). Os mesmos
cromatogramas serviram de entrada para alinhamento das seqiiéncias com auxilio do
programa Sequencher™ version 4.7 for Windows (Gene Codes Corporation). A seqiiéncia
consenso resultante foi confrontada com o banco publico de dados GenBank (National Center
for Biotechnology Information - NCBI) utilizando-se algoritmos BLAST (Altschul et al.,
1990).

O plasmideo pBIN-m-gfp5-ER (Siemering et al., 1996), uma construcdo sintética
modificada do gene GFP de Aequorea victoria (Cnidaria, Hydrozoa), foi gentilmente cedido
pela Profa. Dra. Maria Helena Goldman (Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo) também serviu de molde

para PCR.
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3.5.3 — Reac¢ao em Cadeia da Polimerase (PCR) e eletroforese

Foram preparadas reagdes de PCR para amplificar fragmentos dos genes codificadores
de vitelogenina e GFP a partir das mini-preparagdes de seus clones, contendo 200 uL. de PCR
Master Mix 2,5x (Eppendorf), 20 UL de cada primer especifico (10 pmol/uL, vide item 3.5.1
para seqiiéncia dos primers), 240 uL de agua UPA. Para cada reagdo utilizou-se 20 puL de
produto de mini-preparagdo (200 ng/uL) do clone de cDNA de fita dupla AP45a (para
vitelogenina) ou do clone pBIN-m-gfp5-ER (para GFP) como molde. Aliquotas de 25 UL sem
adicao de molde, das reagdes iniciais de PCR para cada par de primers, foram usadas como
controle negativo. As reacdes foram divididas em microtubos contendo 50 puL cada. O
termociclador foi programado com as seguintes condigdes para ambas as amplificagoes:
desnaturagio a 94°C (5 min), seguida por 40 ciclos a: 94°C (30 s), 64°C (40 s) e 72°C (40 s), e
extensao final a 72°C (10 min).

Os produtos amplificados (5 uL) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1%, acompanhados com marcador de peso molecular de 100 pb. Apds eletroforese, os géis

foram visualizados em transiluminador ultravioleta e as imagens analisadas e documentadas.

3.5.4 — Producio de RNA de fita dupla em larga escala

Os fragmentos amplificados foram diretamente purificados sob centrifuga¢do em
micro-colunas usando o kit Wizard” SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e suas
recomendagdes. Os produtos purificados foram quantificados em espectrofotometro. Para
transformagdo de moléculas de cDNA de fita dupla em RNA de fita dupla, utilizou-se o kit

RiboMAX™ Large Scale RNA Production System - T7 (Promega), misturando-se: 20 uL de

tampao de transcri¢do T7, 30 uL mistura de de rNTPs (25 mM), 5 ug de produto de PCR
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(vitelogenina ou GFP), completando-se com agua ultra-pura livre de RNase (Nuclease free
water, Promega), para volume final de 100 puL. As reagdes foram incubadas em termociclador
a 37°C, por 16 h. Os produtos das reagdes foram transferidos para microtubos de 1,5 mL,
onde se adicionou 750 pL de TRIzol® LS (Invitrogen) e 150 uL de 4gua ultra-pura livre de
RNase, que foram incubados a TA por 5 min. Para extragdo, foi acrescentado 200 puL de
cloroférmio, agitou-se vigorosamente por 15 s, incubou-se a TA por 3 min, seguido de
centrifugacdo a 12.000 x g, a 4°C por 15 min. Os sobrenadantes (fase transparente,
aproximadamente 600 nL) foram transferidos para novos tubos, onde foram adicionados 500
UL de isopropanol. Apds leve agitagdo manual por 10 s, incubaram-se as amostras a TA, por
10 min, seguido de centrifugacdo a 12.000 x g, a 4°C, por 10 min e posterior descarte de
sobrenadante. Os produtos precipitados (pellets grandes e transparentes) foram lavados em 1
mL de etanol 75%, agitando-se rapidamente em vortex e, novamente, centrifugando-se a
7.500 x g, a 4°C por 5 min. Os sobrenadantes foram cuidadosamente descartados e os
microtubos colocados em termobloco a 55°C por 5 min para evaporagéo do residuo de etanol.
Os pellets foram ressuspendidos em 50 uL de agua UPA. A concentracdo (dada em pug/uL) da
solugdo final de cada amostra foi quantificada por absorbancia optica a 260/280 nm, em
espectrofotometro. Os fragmentos de RNA de fita dupla, provenientes dos produtos de cDNA,
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% acompanhada com marcador de peso

molecular de 100 pb. Apds eletroforese, as imagens foram analisadas e documentadas.

3.6 — Padronizacao do silenciamento do gene codificador de vitelogenina

Com o objetivo de estabelecer um tratamento para o silenciamento do gene

codificador de vitelogenina no desenvolvimento pos-embrionario, que minimizasse os efeitos

da manipulagdo dos individuos, foram testadas quatro concentragdes de RNA de fita dupla
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especifico para o gene alvo (designado de dsVg, double-stranded RNA for vitellogenin), a
saber: 0,5 ng, 3,0 ug, 5,0 ug e 10,0 pg, oferecidas na dieta natural de larvas (geléia real), 92 h
apds o término da postura controlada (20 h apods a eclosdo da larva, equivalente a L2).
Também foram realizados tratamentos com doses de 0,5 pg, 3,0 pg e 5,0 ug de RNA de fita
dupla do gene exogeno GFP (designado de dsGFP, double-stranded RNA for green
fluorescence protein), como controles. Larvas sem tratamento, de uma mesma postura, foram
também usadas como controles. As concentragdes mencionadas de RNA de fita dupla foram
calculadas para um volume méximo de 1 pL. As solugdes, a TA, foram cuidadosamente
depositadas sobre a geléia real, com auxilio de micropipetador de 0,5-2 UL (Figura 6A). As
células de cria tratadas foram mapeadas em folha plastica transparente colocada sobre o favo
(Figura 6B), utilizando-se canetas de retroprojetor de diferentes cores para assinalar
tratamentos distintos. Apds tratamento, o favo foi embalado com pano timido, para evitar
ressecamento das larvas, e mantido em estufa a 34°C e 80% UR, por 2 h. Apo6s esse periodo, o
favo retornava para a colonia n°. 118. Em cada coleta, a folha transparente, contendo o
registro dos locais de tratamento, foi colocada sobre o favo para identificar os individuos de
interesse. Larvas e adultos foram coletados ao longo do desenvolvimento pds-embrionario,
como descrito no item 3.2. Os pesos de OpL5S2, RL5S2, OpRN e RRN foram anotados. Foi

realizado um tratamento adicional, aplicando-se 1 UL de agua UPA a TA, sobre a dieta de L.2.

3.7 — Registro da viabilidade dos tratamentos

O favo foi retirado da col6nia para contagem do nimero de larvas (mantidas e
removidas), 24 h apds cada tratamento. Contagens também foram realizadas 209 h apds a
postura (que corresponde a 117 h apds o tratamento), quando as células de cria de rainhas e

operarias ja se encontravam operculadas (Figura 7).
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Figura 6 — Tratamento de larvas diretamente no favo. A — Aplicacdo de RNA de fita dupla
sobre a dieta natural das larvas. B — Folha plastica transparente, presa ao favo, para mapear as
células de cria que receberam tratamento.

Cétula de cria nic-aprcutada
operculada {rainha)

Célula de cria
operculada (operdria)

Operaria nutridora

Célula de cria
contendo larva

Figura 7 — Células de cria de operdrias (naturais) e rainhas (artificiais) de A. mellifera. A —
Detalhe de parte do favo, com células contendo pdlen, larvas jovens (ndo-operculadas) e
células de cria, para operdrias, ja operculadas. B — Cupulas artificiais (que mimetizam
realeiras naturais) operculadas e ndo-operculadas.
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3.8 — Defini¢do das doses de RNA de fita dupla

Os resultados obtidos mostraram 0,5 pg de dsVg e 0,5 pug de dsGFP como as doses
mais indicadas para tratamento no periodo larval (L2) e, assim, utilizadas para dar

prosseguimento a analise experimental.

3.9 — Expressao relativa do gene codificador de vitelogenina

3.9.1 — PCR quantitativa em tempo real

Para quantificar a expressao relativa do gene que codifica a vitelogenina utilizaram-se
larvas inteiras e abdomens sem intestino de individuos adultos, previamente tratados com 0,5
pg de dsVg e seus controles (sem tratamento e tratados com 0,5 pg de dsGFP), e anélise por
PCR quantitativa em tempo real (QPCR). Amostras de cDNA de fita simples sintetizadas a
partir de quantidades conhecidas de RNA total foram diluidas em agua UPA numa
concentragdo de 0,2 ug/uL. Os primers utilizados para avaliar a expressdo do gene
codificador de vitelogenina, Vg-RT-F (primer sense) — 5" GCAGAATACATGGACGGTGT
e Vg-RT-R (primer anti-sense) — 5" GAACAGTCTTCGGAAGCTTG, amplificam 146 pb do
3% éxon desse gene, distante da regido de silenciamento (7° éxon). Para a normalizagdo dos
experimentos  foram utilizados os  primers Act-F  (primer sense) — 5’
TGCCAACACTGTCCTTTCTG e Act-R (primer anti-sense) — 5
AGAATTGACCCACCAATCCA, que flanqueiam um trecho de 156 pb do gene que codifica
a actina de A. mellifera (nimero de acesso: AB023025), cuja expressdo ¢ constitutiva em
todas as fases do desenvolvimento (Amdam et al., 2004a; Aronstein e Saldivar, 2005;

Guidugli et al., 2005a; Bitondi et al., 2006).
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A eficiéncia das reacgdes utilizando ambos os pares de primers de vitelogenina (Vg-
RT-F + Vg-RT-R) e de actina (Act-F + Act-R) foi previamente analisada pela Dra. Adriana
Mendes do Nascimento (Pos-doutoranda do Departamento de Biologia, Faculdade de
Filosofia, Ciéncias ¢ Letras de Ribeirdao Preto da Universidade de Sdo Paulo) em reacdes de
gPCR utilizando-se diluigdoes em série 1:10 de cDNA e construgdo de curvas de regressao
linear especificas para cada par. O valor Slope, fornecido pela curva, foi utilizado para avaliar
a eficiéncia da reagdo (E) utilizando-se a formula E=10(-1/Slope) (User Bulletin#2, ABI
Prism 7700 Sequence Detection System). Indica-se que os valores de E estejam proximos a 2.
Para os primers de vitelogenina (Vg-RT-F + Vg-RT-R) os valores Slope e E foram -3,289686
e 2,013633, respectivamente. E, para os primers de actina (Act-F + Act-R), os valores Slope
e E foram -3,315632 e 2,002634, respectivamente.

R? ¢ o fator de correlacdo linear entre as concentragdes do produto amplificado e os
valores de seus ciclos limitrofes (treshold cycle, Cr); quanto mais préximo do valor 1, mais
adequado. O fator R” para o par de primers de vitelogenina (Vg-RT-F + Vg-RT-R) foi igual a
0,9997 e, para o par de primers de actina (Act-F + Act-R), igual a 0,9995. Cr s3o pontos de
cinética da reacdo que representam, em valores, a quantidade de ciclos de amplificagdo
necessarios para deteccdo da expressdo de um gene. O Cyp € inversamente proporcional a
quantidade de molde e sua analise ¢ indicada a partir de um ponto comum em que as amostras
analisadas emitem fluorescéncia acima dos ruidos da reagdo (background).

Para as andlises por PCR quantitativa em tempo real foi utilizado o protocolo do
reagente SYBR™ Green (Applied Biosystems). A reagdo final consistiu num volume final de
20 pL, contendo: 0,8 uL de cada primer (10 pmol/uL), 7,4 uL de agua UPA, 10 uL de
solucdo SYBR Green Ix (Applied Biosystems) e 1 HL de cDNA de fita simples (0,2 pug/uL).
Para cada individuo foram montadas rea¢des em triplicata para o gene alvo (vitelogenina) e

endogeno (actina), processadas em aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied
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Biosystems), nas seguintes condi¢des para ambas as amplificagdes: 50°C (2 min), 95°C (10
min), seguidos por 40 ciclos de: 95°C (15 s), 60°C (1 min). O ciclo de dissociacido para ambos
os primers foi 95°C a 61°C (15 s em cada grau), 60°C (1 min), 61°C a 95°C (15 s em cada
grau). Reacdes sem adi¢do de molde foram usadas como controle negativo e, posteriormente,
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, constatando-se auséncia de bandas. A
especificidade dos produtos de PCR foi verificada por analise da curva de dissociagdo para

cada amostra. Foram observados picos Unicos, que indicam reagdes especificas.

3.9.2 — Analise dos dados

Para analise dos dados foram extraidos os valores ciclo-a-ciclo da densidade relativa de
fluorescéncia (DRn) emitida por cada triplicata de uma mesma amostra, organizados em
planilhas individuais de Excel for Windows (Microsoft), para cada gene e fase do
desenvolvimento estudados. Essa planilhas serviram de entrada no programa LinRegPCR (Liu
e Saint, 2002; Ramakers et al., 2003), que permite assumir um valor de corte (treshold) dentro
de uma faixa em que as amostras estdo verdadeiramente com amplificacdo exponencial.
Definido o treshold, os trés valores de Cr para cada amostra e gene foram listados, excluindo-
se sempre o mais discrepante e calculando a média (m) entre os outros dois (Crtm). A partir de
entio foi utilizado o método convencional 2**“; (Livak e Schmittgen, 2001).
Resumidamente, procedeu-se calculo da média () entre o valor de Cym para amostras de um
mesmo tratamento, controle e/ou fase do desenvolvimento (CtmI). Para normalizacdo, as
diferengas entre os valores CrmT do gene alvo (vitelogenina) e controle endégeno (actina)
correspondentes foram calculadas (ACtnX). Cada valor ACtT foi subtraido do maior valor
ACtmI (correspondente & amostra, seja tratamento, controle e/ou fase do desenvolvimento,

com menor expressao média do gene alvo), resultando num indicador da expressdo génica
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relativa, chamado AACtnT. Assim, os AACtmIT nos tratamentos, controles e/ou fases do

. 7 -AA
desenvolvimento foram expressas pela formula 27€

T , sendo atribuido o valor igual a 1 ao
grupo com menor expressdo do gene codificador de vitelogenina e as demais tornadas

proporcionais a essa.

3.10 — Coleta de hemolinfa e quantificacio total de proteinas

A hemolinfa foi coletada de OpL5S2 e RL5S2 a partir de uma incisao no vaso dorsal,
entre o 2° e 3° tergitos abdominais e com auxilio de pipeta 0,5-10 UL, sob estereomicroscopio.
Individuos adultos (rainhas e operarias) foram anestesiados em gelo e imobilizados em placas
de disseccdo antes da coleta de hemolinfa. Exceto para a quantificagdo dos titulos de
horménio juvenil (ver item 10), amostras de hemolinfas foram armazenadas, individualmente,
em microtubos de 200 uL e centrifugadas a 2.000 x g, por 3 min a TA, para precipita¢do de
hemocitos e células de corpo gorduroso. Os sobrenadantes foram transferidos para novos
tubos e estocados a -20°C. Aliquotas de 2 uL de hemolinfa obtidas de cada individuo foram
diluidas 1:5 em 4agua UPA. As quantidades totais de proteinas circulantes foram estimadas
pelo método de Bradford (1976), utilizando-se 1 UL dos volumes de hemolinfa diluidos, para
cada individuo. As leituras foram realizadas a 595 nm, em aparelho Ultrospec 2100 pro
(Pharmacia). As concentragdes foram expressas em ug/ul, com base numa curva de

regressao padrdo dada pela quantificagdo seriada de concentracdes conhecidas de albumina

sérica bovina (UBS).



50

3.11 — Eletroforese das amostras de hemolinfa

3.11.1 — Preparacio de géis e tampdes

Para analise eletroforética de proteinas presentes na hemolinfa de abelhas Op7d e
RRN, foram utilizados géis de poliacrilamida compostos de duas partes, empacotamento
(4,26%) e separacao (7,5%), com modificagdes a partir de Laemmli (1970), sem adi¢do de
dodecilsulfato de sodio (SDS). Para o gel de separacao foram utilizados: 2,5 mL de solugao
acrilamida/bis-acrilamida (30 g de acrilamida, 0,8 g de bis-acrilamida, 100 mL de 4gua UPA),
5 mL de tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 2,3 mL de agua UPA, 40 uL de Tetrametil-etileno-
diamina (TEMED) e 190 puL de persulfato de amoénio (APS) 1% (m/v). Para o gel de
empacotamento foram utilizados: 750 UL de solug¢do acrilamida/bis-acrilamida, 2,76 mL de
tampao Tris-HC1 0,5 M pH 6,8, 1,65 mL de 4gua UPA, 20 uL de TEMED e 102 puL de APS
5%. A polimerizagao das solugdes foi realizada entre placas de vidro medindo 15x11x0,09cm.
O tampao usado nas cubas dos eletrodos continha 1,515 g de Tris-base, 7,2 g de glicina, 0,5 g

de SDS e agua UPA qg.s.p. 500 mL, pH 8,0.

3.11.2 — Preparacio das amostras de hemolinfa e eletroforese

Diluiu-se 2 uL de cada amostra de hemolinfa de RRN em agua UPA q.s.p. 10 uL (5x
diluida). Desse total, 1 uL, por amostra, foi utilizado para eletroforese (aproximadamente 4
pg de proteinas). Para Op7d utilizou-se 1 UL de hemolinfa sem dilui¢do (aproximadamente 30

pg de proteinas). Essas aliquotas foram homogeneizadas em 14 pL de tampao da amostra
(1,25 mL Tris-HC1 0,25 M pH 6,8, 0,5 mL de sacarose 70% (m/v), 0,1 g de SDS, 0,25 mL de

B-mercaptoetanol, 10 uL de azul de bromofenol 1%, 3 mL de agua UPA); em seguida
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desnaturadas por ebulicao por 3 min, resfriadas e centrifugadas a 7.000 x g por 30 sa TA e os
volumes de 15uL aplicados em cada raia do gel. A eletroforese vertical das proteinas foi
processada a uma corrente constante de 15 mA e a 4°C, até que a migracdo do corante
atingisse a extremidade inferior da placa de vidro. Foi utilizado um marcador de massa
molecular (Sigma-Aldrich) constituido das seguintes proteinas: miosina (205 kDa), f-
galactosidase (116 kDa), fosforilase-B (97 kDa), albumina sérica (66 kDa), ovoalbumina (45
kDa) e anidrase carbdnica (29 kDa). O gel foi corado por 30 min com Comassie Brillant Blue
R-250 1% (m/v, Sigma-Aldrich) dissolvido em solugdo de etanol, 4gua UPA e 4cido acético
(Synth), na propor¢ao de 5:5:1 (v/v), por 12 h. Posteriormente, o gel foi lavado em solugao

etanol, 4gua UPA e 4cido acético, na propor¢ao de 3:6:1 (v/v), por 12 h.

3.12 — Radioimunoensaio para quantificacio de Hormonio Juvenil (HJ)

Essa etapa do trabalho foi realizada pelo Prof. Dr. Klaus Hartfelder (Departamento de
Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos, Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sdo Paulo). Para extracdo de HJ a partir de hemolinfa de A.
mellifera foi utilizado o protocolo de Huang et al. (1994). Volumes de 5 uL. de hemolinfa de
amostras de OpL5S2 e RLS5S2 tratadas com 0,5 pug de dsVg ou de dsGFP foram,
individualmente, estocados em tubos de vidro de 1 mL contendo 500 puL de acetonitrila
(MERCK). As solugdes foram agitadas em vortex e centrifugadas a 7.000 x g a 4°C, por 3
min. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos de 5 mL, aos quais foram adicionados 1
mL de NaCl 0,9% (m/v) e I mL de hexano (MERCK), cuidadosamente agitados e mantidos
em gelo por 10 min. As solug¢des foram centrifugadas a 7.000 x g a 4°C, por 5 min, apds o que
os sobrenadantes (fase de hexano) foram transferidos para novos tubos. Os passos a partir da

adi¢ao de 1 mL de hexano foram repetidos por mais duas vezes, garantindo um volume total
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de extrato em hexano de 3 mL por amostra. Em seguida, o solvente foi evaporado em sistema
de centrifugacio a vacuo (SpeedVac® Plus SC110 A, SAVANT) e os residuos secos foram
redissolvidos em 50 UL de tolueno (MERCK). Os extratos em tolueno foram transferidos para
tubos de radioimunoensaio (vidro, 1 mL) e os tubos de extragdo lavados com mais 50 uL de
tolueno. Para construcdo da curva padrao foram pipetados 0,5, 1, 2, 5, 10, 50 e 100 uL de
solugdo de HJ III (100 ng/mL, Fluka) em tubos de radioimunoensaio. Os tubos das amostras e
os da curva padrdo foram levados para centrifugacdo a vacuo, para remocao dos solventes.
Foram acrescentados 50 pL de solugdo fracer (solugdo de [10-*’H(N)]-HJ III — atividade
especifica de 19,4 Ci/mmol, Life Science Products) diluida em tampao fosfato 0,1 M pH 7,2 ¢
azida sédica 0,02% (MERCK), com sinal correspondente a 6500 cpm/50 UL por tubo. Exceto
para o controle zero da curva padrao, foram acrescentados 200 uL de anticorpo (soro#5, anti-
HJ III, produzido em coelhos, Goodman et al., 1990, 1995), diluido 1:1000 em solugdo
carrier (tampao fosfato 0,1 M, pH 7.4, suplementado com albumina de soro bovino (0,1%,
Serva) e imunoglobulina G de coelho (0,1%, Sigma). Ao controle zero da curva padrao
acrescentou-se 200 UL de solucdo carrier, sem anticorpo especifico. Todos os tubos foram
agitados vigorosamente em vortex e mantidos a 4°C, por 16 h. Em seguida, foram adicionados
250 uL de solugdo saturada de sulfato de amonio, por tubo, para precipitacdo das proteinas,
novamente submetidos a agitacdo, deixados a 4°C por 30 min, e centrifugados a 7.500 x g a
TA, por 15 min. Descartados os sobrenadantes, foram adicionados aos precipitados 500 uL de
solucdo saturada de sulfato de amonio 50%. Os tubos foram agitados, e novamente incubados
e centrifugados. Descartaram-se os sobrenadantes e os precipitados foram ressuspendidos em
40 uL de agua UPA, agitados, e as solucdes transferidas para frascos de cintilagdo liquida.
Repetiu-se a lavagem dos frascos contendo produto precipitado, com 40 puL de agua UPA,
acrescentando esse volume a cada tubo de cintilagdo liquida. Acrescentou-se ainda 5 UL de

liquido de cintilagdo (HiSafe Optiphase 3, Perkin Elmer) por tubo, que foram agitados e
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acomodados em espectrometro de cintilagdo liquida (Multi-purpose Scintillation Counter/LS
6500, Beckman) para quantificagdo de HJ III circulante nas hemolinfas. Os valores das
leituras da curva padrio foram transformados em valores log/logit e, por regressao linear, os
valores de leitura das amostras foram expressos em pg equivalentes de HJ II/uL de
hemolinfa. As leituras dos titulos de HJ de OpL5S2 e RL5S2 sem tratamento e tratadas com

0,5 ng de dsVg ou de dsGFP foram comparadas aos dados de Rachinsky et al. (1990).

3.13 — Morfologia dos ovarios e estruturas imaginais

Foram analisados apéndices do lado direito da abelha: a asa mesotoracica (asa maior,
W) e a terceira perna (mais posterior, L3), coletadas de Op7d sem tratamento e tratadas com
0,5 ug de dsVg ou com 0,5 nug de dsGFP para comparagdo com as mesmas estruturas de RRN
sem tratamento. Ovarios de OpRN sem tratamento e tratadas com 0,5 pug de dsVg ou com 0,5
pg de dsGFP foram dissecados e comparados aos de RRN sem tratamento. Todos os
individuos foram devidamente anestesiados antes da retirada das partes mencionadas. As

abreviaturas W; e L3 e o reconhecimento das estruturas foram baseados em Snodgrass (1984).

3.14 — Analise estatistica

Para as analises estatisticas foram utilizados os testes: Log-Rank sem censura - método
D. Collett, qui-quadrado para tabela de contingéncia: L x C (com Corre¢do de Yates),
ANOVA e teste de Bonferroni. Para constru¢do das curvas de sobrevivéncia utilizou-se o
procedimento Kaplan-Meier. Para essas andlises foram utilizadas as ferramentas do pacote
Pioestat 4.0 (Ayres et al. 2005). As diferencas foram consideradas significativas quando

p<0,05.
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4—-RESULTADOS

4.1 — Andlisesin silico

4.1.1 - Estrutura do gene codificador de vitelogenina

Com o genoma da abelha A. mellifera (Honey Bee Genome Consortium, 2006) disponivel,
foi possivel anotar manualmente a seqiiéncia de mRNA completa para o gene codificador de
vitelogenina (numero de acesso: AJ517411, Piulachs et al., 2003). O gene possui 6.177 pares de
bases (pb), localiza-se no cromossomo 4 (Group4.9 amel v. 4.0), possui 7 éxons e 6 introns e
codifica um transcrito de 5.440 nucleotideos (nt). Sitios candnicos de processamento, 5'- GT-AG-
3’, caracteristicos dos genes transcritos pela RNA Polimerase II (Breathnach e Chambon, 1981)
foram encontrados em todas as jungdes éxons-intron-éxon. Desses, 5.313 nt correspondem a fase
de leitura (ORF) que codifica 1.770 aminoécidos (aa) mais um codon de parada (TTA). A regido
5"UTR ¢é composta por 24 nt e a 3’'UTR por 56 nt. O dominio von Willebrand tipo D, requerido
para multimerizacdo, esta em destaque (Figura 8). Paralogos ndo foram encontrados no genoma.

O mRNA apresenta 47 nt correspondentes a cauda poliadenilada.

5 3

ATG TTA

' 337pb 148ph [T" 77eb 95ph 65pb 62pb [] '
F19ph 900ph 1048ph 1626ph

24pb 31pb

55ph
I —— regido ndo-traduzida (UTR) D—" g — primers\fg-RTF +Vg-RT-R

7N, = intron O " [ = primersTiVy-F +T7Vg-F

B — éxon s wem fator von Willebrand dominio tipo D

Figura 8 — Estrutura do gene codificador de vitelogenina. Os tridngulos invertidos, em preto,
correspondem aos codons de inicio (ATG) e parada (TTA) da tradugado.
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4.1.2 — Potenciais alvos regulatorios para microRNASs

Uma seqiiéncia de 56 nt da extremidade 3'UTR foi analisada com o objetivo de se
estimar potenciais sitios regulatorios, alvos de microRNAs. Dos 141 e 191 microRNAs
maduros usados como base para analise pelos programas Microlnspector ¢ RNAHybrid,
respectivamente, 15 alinhamentos significativos foram encontrados, 6 deles redundantes
(microRNAs idénticos derivados de mais de um dos insetos sob andlise, ou encontrados por

ambos os programas). Os resultados encontram-se resumidos na Figura 9.
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Figura 9 — Alinhamentos de microRNAs (miR) maduros com a regido 3’'UTR do gene
codificador de vitelogenina. Para todos os alinhamentos, as fitas da esquerda correspondem a
seqiiéncia de microRNA. AG — variagdo de energia livre; ame — Apis mellifera; aga —
Anopheles gambiae.
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4.2 — Obtencéo de moléculas de RNA defita dupla

Os procedimentos adotados para producdo de RNA de fita dupla foram bem
sucedidos. O produto de digestao dos plasmideos com a enzima ECORI (Figura 10A) contendo
insertos referentes ao gene que codifica a vitelogenina (clone AP4a5, 631 pb) no tamanho
esperado foi confirmado pelo seqlienciamento automatico, nas duas dire¢des, com uso dos
primers T7Vg. Os 494 nt seqiienciados, confrontados ao GenBank, resultou no alinhamento
perfeito (BLAST N, e-value 0.0) com o mRNA para vitelogenina de Apis mellifera (n°. de
acesso: AJ517411), confirmando sua origem. Esses plasmideos serviram, em seguida, de
molde para reagdes de PCR (Figura 10B).

Plasmideos com inserto de GFP (pBIN-m-gfp5-ER) também foram submetidos a PCR
com uso do par de primers T7GFP que amplificam 546 pb, incluidos os 46 pb relativos aos
adaptadores do promotor T7 em suas extremidades (Figura 10B). A produgdo em larga escala
de moléculas de RNA de fita dupla, para os genes em questdo, teve rendimento (Figura 10C)

variando entre 4,7-8,3 ug/uL em volumes finais de 50 UL (235-415 pg).

M dsVy dsGFP

|

Figura 10 — Produgdo de RNA de fita dupla. A — digestdo dos plasmideos, contendo insertos
de cDNA de fita dupla referentes ao gene que codifica a vitelogenina (Vg), com a enzima
EcoRl, visualizados em gel de agarose. B — produtos de PCR a partir das mini-preparagdes
dos clones AP4a5 (Vg) e pBIN-m-gfp5-ER (GFP); Cnl = controle negativo da reagao de PCR
utilizando o par de primers T7GFP e Cn2 = controle negativo da rea¢do de PCR utilizando o
par de primers T7Vg, visualizados em gel de agarose. C — RNAs de fita dupla para o genes
que codificam vitelogenina (dsVg) e GFP (dsGFP) em gel de agarose. M = marcador de peso
molecular de 100 pb.
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4.3 — Delineamento experimental: alimentacéo de larvasL 2 com dsVg

Com o objetivo de se estabelecer um tratamento eficiente para o silenciamento da
expressao do gene que codifica a vitelogenina, e subseqiiente analise do desenvolvimento pds-
embrionario, foram testadas as concentragdes de 0,5, 3,0, 5,0 e 10,0 ug de RNA de fita dupla,
dsVg, especifico para o gene alvo (Amdam et al., 2003b), oferecidos na dieta natural de L2
(postura controlada). As larvas foram coletadas 24 h ap6s o tratamento, no estagio OpL3.
Como observado na Figura 11, o tratamento com 5,0 pug de dsVg foi o mais eficiente, com
reducdo média da expressdo do gene que codifica vitelogenina em 95%, comparando-se ao
controle. Nesse piloto, os tratamentos com 0,5, 3,0 ¢ 10,0 ug de dsVg induziram o

silenciamento de transcritos de vitelogenina, em média, 36%, 86% e 67%, respectivamente.

50 -
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20 1
15 4
10 4

; ‘ Ji TI_\ . - _

dsVg 0,5ng dsVg3,0npg  dsVgs5,0pug  dsVg 10,0ug Controle

Quantidade relativa de
mRNA de vitelogenina

Figura 11 — Expressdo relativa de mRNAs do gene codificador de vitelogenina em OpL3
coletadas 24 h apds o tratamento com diferentes doses de dsVg (0,5, 3,0, 5,0 ¢ 10,0 ug)
oferecidas na dieta. Controles referem-se a individuos sem qualquer tratamento. A expressao
do gene codificador de actina foi utilizada como controle enddégeno para normalizar a
expressao do gene codificador de vitelogenina. A expressao média do gene alvo nas amostras
dsVg 5,0 pg foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a essa. Os dados de
cada experimento correspondem a expressao relativa média (n=3) e as linhas representam o
erro padrao.
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4.4 — Distribuicéo dos grupos tratados e controle, nosfavosde cria

Observagdes empiricas mostraram que, mantendo-se certa distancia entre as células de

cria que recebiam o tratamento com 0,5 ug de dsVg ou de dsGFP (Figura 12), a taxa de

remocao de larvas tratadas diminuiu consideravelmente.
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Figura 12 — Simulagdo de células de cria de A. mellifera, em favos com postura controlada,

tratadas com 0,5 pug de dsVg ou de dsGFP. Em A, tratamento em grandes blocos. Em B,
tratamento disperso pela regido da postura.

4.5 —Viabilidade dos grupos tratados e controles

Observou-se alta taxa de remog¢ao de larvas que receberam na dieta as concentragdes
de 3,0 ug e 5,0 ug de dsVg, 24 h apds tratamento. Os dados indicam uma menor percepgao
das operdrias adultas (nutridoras) ao tratamento com 0,5 pug de dsVg, com conseqiiente
reducdo da remogdo da cria, comparando-se as doses anteriores. A viabilidade das larvas que

receberam 1L de dgua UPA foi de 100%, pelo menos até 24 h ap6s o tratamento (Tabela II).
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Os resultados mostram que larvas tratadas e mantidas no favo por 24 h nado sao,
necessariamente, mantidas até o momento da operculacio das células de cria. Essa
constatagcdo estd baseada no numero de larvas sem tratamento ¢ tratadas com doses de RNA
de fita dupla ou &gua, mantidas no favo (operarias) por 117 h apds tratamento (que
corresponde a 209 h apos a postura). Foi verificado que os controles sem tratamento também

sdo removidos (Tabela II).

Tabela |11 — Viabilidade das larvas e indice de operculacdo das células de crias apos
tratamentos com dsVg, dsGFP ou agua. Os dados correspondem a somatéria de
experimentos independentes.

. Individuos . indice de
Individuos Viabilidade Células de cria
Tratamento™ removidos operculacao
tratados (%) operculadas**
apos 24h (%)
dsVg 0,5 ug 194 31 84,0 70/114 61,4
dsGFP 0,5 ug 152 35 77,0 66/107 61,7
dsVg 3,0 ug 113 42 62,8 - -
dsGFP 3,0 ug 102 50 50,9 - -
dsVg 5,0 ug 51 43 15,7 - -
dsGFP 5,0 ug 44 41 6,8 - -
controle agua 109 00 100,0 92/109 84,4
sem tratamento 107 00 100,0 80/107 74,8

* - Tratamento com 10,0 g de dsRNA foi realizado apenas para o ensaio preliminar (item 4.3).

** _ Larvas coletadas antes da operculagdo para avaliar expressdo do gene alvo em L3 ou transferidas
para produgdo de rainhas em barras contendo cupulas artificiais ou em estufa, ndo foram utilizadas para o
calculo do indice de operculagdo.

No caso das rainhas, 93 h apds transferéncia instrumental de L2 para realeiras
artificiais, quando se espera que todas as células de cria estejam operculadas, o indice de
operculagdo foi baixo nos tratamentos comparando-se aos controles (sem tratamento), sendo

inferior aquele verificado em operarias (Tabela III). Trés larvas que receberam tratamento
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com 5,0 pg de dsRNA e chegaram até a fase de operculacdo, morreram durante o processo de

metamorfose.

Tabela |11 — Indice de operculagdo de rainhas tratadas e controle mantidas na colonia
por 93 horas apoés a transferéncia instrumental.

Células de Indice de

. Individuos . ~
Experimento Tratamento . cria operculagdo
transferidos
operculadas (%)
dsVg 5,0 ug 30 02 6,7
1 dsGFP 5,0 ug 14 01 7,1
sem tratamento 25 09 36,0
3 dsVg 0,5 g 18 05 27,8
= 2 dsGFP 0,5 ug 15 04 26,7
'5 sem tratamento 10 09 90,0
dsVg 0,5 ug 25 07 28,0
3 dsGFP 0,5 ug 25 06 24,0
sem tratamento 15 12 80,0

4.6 — Producao derainhas em estufa

Devido ao baixo rendimento na producao de rainhas em cupulas artificiais mantidas
nas coldnias, optou-se, paralelamente, em produzi-las em laboratdrio. Larvas no estagio L2
sem tratamento ¢ aquelas que se alimentaram de diferentes doses (0,5 pg ou 3,0 pug) de dsVg
ou de dsGFP misturados na dieta natural, por 2 h, foram transferidas para placas de cultivo de
células de 24 furos (NUNC) contendo geléia real ad libitum, trocada a cada 24 h, e mantidas
em estufa a 34°C e 80% UR. A producdo de rainhas em laboratorio, mantidas em estufa
(Figura 13), ndo obteve éxito, com morte de 100% das larvas sem tratamento e tratadas com
RNA de fita dupla, até o sexto dia ap0os o ensaio. As larvas apresentaram crescimento desigual
(Figura 13B) e a morte foi constatada por falta de brilho e segmentacdo na cuticula, auséncia

de movimentos do corpo e/ou intensa melanizagdo (Figura 13C).
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Controle

Figura 13 — Produ¢do de rainhas in vitro, com geléia real ad libitum, mantidas em estufa a
34°C e 80% UR. A— L2 sem tratamento e tratadas com diferentes doses de dsVg ou dsGFP.
B— Crescimento desigual das larvas ao longo do experimento, independente do tratamento.
C— Morte das larvas, constatada por intensa melanizag¢do, em todos os tratamentos.
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Comparando-se os ensaios dois a dois, observa-se diferenga estatisticamente
significativa no tempo de sobrevivéncia das larvas tratadas com 3,0 ug de RNA de fita dupla
(independente se para dsVg ou dsGFP) em relagdo aos demais tratamentos e controle, exceto

para a comparacao entre 0,5 pug de dsVg e 3,0 ug de dsGFP (Tabela IV).

Tabela |V — Sobrevivéncia de larvas mantidas em estufa para producéo de rainhas, sem
tratamento (Controle) e tratadas com doses de dsVg (0,5 pug ou 3,0 ug) ou dsGFP (0,5 nug
ou 3,0 ug).

dsVg dsGFP
Controle
0,5 ug 3.0 ug 0,5 ug 3,0 ug
Controle ] X?=0,0033 X’=10,436 X°=0,0131 X’=6,1059
p=0,9539 p=0,0012 p=0,9087 p=0,0135
05 i X’=5,9606  X?>=0,0025 X*=1,9265
S HE p=0,0146 p=0,9604 p=0,1651
3 X’=7,9415 X*=1,7647
3.0 g - p=0,0048  p=0,1840
e 05ug i X*=5,8786
= > p=0,0153
2
< 3,0 ug -

Estdo em destaque, comparagdes que apresentam diferengas significantes (p<0,02), segundo o teste
Log-Rank sem censura - método D. Collett. Grau de liberdade (gl) = 1, para todas as comparagdes.

As curvas de sobrevivéncia de cada tratamento estdo ilustradas na Figura 14A. Para
verificar se ha efeito cumulativo da dose sobre a mortalidade precoce das larvas de rainhas
produzidas em estufa, foi realizada analise agregando-se os resultados dos experimentos que
utilizaram doses iguais de dsVg ¢ dsGFP, chamados dsRNA 0,5 ug e dsRNA 3,0 ug. Nao ha
diferenga significativa (segundo o teste Log-Rank sem censura - método D. Collett) no tempo de
sobrevivéncia entre larvas sem tratamento (Controle) e tratadas com 0,5 pg de dsRNA
(X?=0,0248, gl=1, p=0,8748). No entanto, o tempo de sobrevivéncia ¢ significativamente maior
nos grupos Controle (X*=11,4440, gl=1, p=0,0007) e tratados com 0,5 g de dsRNA (X’=9,6423,

gl=1, p=0,0019) se comparados ao grupo tratado com 3,0 pug de dsRNA (Figura 14B).
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Figura 14 — Curvas de sobrevivéncia de larvas de rainha em estufa. A — sem tratamento
(Controle) e tratadas com doses de dsVg (0,5 pg ou 3,0 ug) ou de dsGFP (0,5 ug ou 3,0 ug).
B — Diferengas na sobrevivéncia de larvas sem tratamento e tratadas com diferentes doses de
RNA de fita dupla (dsRNA 0,5 ug ou 3,0 pg). Utilizou-se o procedimento Kaplan-Meier para
construgdo dos graficos e o teste Log-Rank sem censura - método D. Collett para analise
estatistica (para resultados estatisticos, ver texto).
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4.7 — Desenvolvimento pos-embrionario de operarias sem tratamento e tratadas com

RNA defitadupla

Entre as pupas de operarias, tratadas e controles, foram notadas diferencas no desenvolvimento,

sobretudo na data esperada de emergéncia (20 dias ap6s a postura, Figura 15).

dsVg 0,5ug

dsGFP 0,5ug

Figura 15 — Variagdo no desenvolvimento de individuos provenientes de postura controlada
(diferengca maxima entre os individuos: 6 horas). Individuos imaturos em diferentes estagios
pupais sao encontrados 20 dias ap0ds a postura, momento em que deveriam estar emergindo.

Uma vez que as diferencas também ocorreram nos individuos sem tratamento, foram
feitas analises para detectar se o atraso verificado era maior nos grupos tratados. Assim,
contabilizou-se apds 20 dias o nimero de operarias recém-nascidas de uma postura controlada
(vide Figura 5) e, simultaneamente, o numero de individuos que ainda se encontravam na fase
pupal (imaturos), como observado na Tabela V. A porcentagem de individuos imaturos, por
grupo, foi semelhante ¢ ndo houve diferenca significativa (segundo teste de qui-quadrado para
tabela de contingéncia: L x C) entre os grupos, a saber: Controle versus dsVg 0,5 pg (X* com
Corregdo de Yates=0,026, gl=1, p=0,9685), Controle versus dsGFP 0,5 ug (X2 com Correcao

de Yates=0,958, gl=1, p=0,4508), dsVg 0,5 ug versus dsGFP 0,5 pg (X* com Correcio de
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Yates=0,494, gl=1, p=0,6850). Logo, os valores dos trés grupos foram somados, verificando-
se que a porcentagem de individuos imaturos de uma postura controlada por 6 horas, no
momento em que emergem as primeiras operarias, foi cerca de 21% (Tabela V).

Tabela V — Freguéncia de individuos imaturos observados na data provave da
emergéncia de OpRN provenientes de postura controlada sem tratamento (Controle) e

tratadas com 0,5 ug de dsvVg ou de dsGFP.

Estagio Controle dsVg 0,5 ug dsGFP 0,5 ug Total
OpRN n=184 n=34 n=29 n=247
Imaturos n=52 n=09 n=05 n=66
Total n=236 n=43 n=34 n=313

% imaturos 22,0 20,9 14,7 21,1

Vinte dias apds a postura, momento esperado da emergéncia das operarias adultas,
entre 50-75% dos individuos encontravam-se, predominantemente, no estagio de Pbd (pupa
de olho marrom com intensa pigmentagao toracica). Outros 20-32% encontravam-se em Pbm
(pupa de olho marrom com média pigmentagdo toracica) e 18-20% em Pbl (pupa de olho
marrom com leve pigmentacdo tordcica). Foi verificado também que a diferenca no
desenvolvimento pode ser observada a partir da fase de tecelagem do casulo e operculagao,
principalmente nos grupos tratados.

Em um dos experimentos, propositalmente, o registro do indice de operculacao
ocorreu 124 h apos a postura controlada (OpL5S1), periodo em que, mesmo com a variagdo
de 6 h entre os individuos, todas as células de cria deveriam estar operculadas.
Particularmente nessa situacao, as células de cria contendo larvas do grupo controle estavam
totalmente operculadas, enquanto a maioria das larvas tratadas com 0,5 ng de dsVg ou de
dsGFP eram menores, encontravam-se ainda na fase de alimentag¢do (provavelmente larva de

operaria de quinto estadgio, em fase de alimentagdo 3 - OpL5F3) e as células ndo-operculadas.
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4.8 — Desenvolvimento pés-embrionério de rainhas sem tratamento e tratadas com RNA

defitadupla

Para rainhas, foram notadas diferencas principalmente no tamanho das larvas, em
relacdo a fase do desenvolvimento em que se encontravam os individuos sem tratamento e
tratados com 0,5ug de dsVg ou de dsGFP, ambos mantidos dentro das colonias em realeiras
artificiais (Figura 16) ou em estufa (Figura 13B). Em relacdo a data provavel da emergéncia
também foi verificado um atraso. Aos 15 dias, algumas rainhas ainda estavam na fase de pupa

fortemente pigmentada, ou seja, a aproximadamente 15 a 20 h da emergéncia (vide Figura 5).

Controle dsVg 0,5ug dsGFP 0,5.¢g

Figura 16 — Variacdo observada no desenvolvimento larval de rainhas, provenientes de
postura controlada (diferenca maxima entre as larvas: 6 horas). A foto ilustra que apos 93 h
apds a transferéncia instrumental das larvas para cupulas artificiais, foram encontradas
diferencgas no tamanho de larvas com idade relativa a RL5S2.

4.9 — Expressdo do gene codificador de vitelogenina durante o desenvolvimento pos-

embrionério derainhas e operérias

A expressao relativa de mRNAs do gene codificador de vitelogenina foi quantificada
nos estagios larvais (OpL3, OpL5S1, OpL5S2, RL5S2) e adultos (OpRN, Op7d, RRN), por
PCR em tempo real. Observaram-se niveis mais baixos da expressdo do gene que codifica

vitelogenina em todas as larvas analisadas quando comparados aos da fase adulta,
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independente da casta. A maior expressao ocorreu em RRN, com abundancia de transcritos
cerca de 13 vezes maior do que Op7d. Comparadas as OpRN, essas rainhas expressaram, em
média, acima de 600 vezes mais mRNA para vitelogenina. Os niveis médios de expressdao do
gene codificador de vitelogenina em OpL3, OpL5S2 e OpRN foram proximos, nao
apresentando diferengas significantes (ANOVA, F<0,0357, p>0,846). Todas as demais
comparagoes apresentaram diferencas significantes (ANOVA, F=94,8196, seguido de teste

Bonferroni, p<0,0005, Figura 17).
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Figura 17 — Expressao relativa de mRNAs do gene codificador de vitelogenina em diferentes
estagios do desenvolvimento, larval e adulto, de operarias (OpL3 — n=11, OpL5S1 — n=12,
OpL5S2 — n=8, OpRN — n=7 e Op7d — n=17) e rainhas (RL5S2 — n=12 ¢ RRN — n=10). A
expressao do gene codificador de actina foi utilizada como controle endégeno para normalizar
a expressdo do gene codificador de vitelogenina. A expressio média do gene alvo nas
amostras OpL5S1 foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a essa. Os
dados de cada estagio correspondem a expressdo da média dos individuos e as linhas
representam o erro padrdo. Letras diferentes sobre as barras indicam diferengas
estatisticamente significantes (para estatistica, ver texto). Inserto: os mesmos dados
visualizados em menor escala (0-1400).
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4.10 — Expressao do gene codificador de vitelogenina em larvas de rainhas e operarias

que se alimentaram de 0,5 ug de dsVg e seus controles

Foi verificada uma redu¢do média de 75% nos transcritos do gene codificador de
vitelogenina nas amostras de OpL3 que receberam 0,5 ug de dsVg ou de dsGFP na dieta em
relacdo ao grupo sem tratamento (ANOVA, F=3,7675, seguido de teste Bonferroni, p<0,05,
Figura 18A). Em OpL5S2 essa redugdo na média de transcritos do gene codificador de
vitelogenina foi maior que 91% nos grupos tratados (0,5 ug de dsVg ou de dsGFP) quando
comparada a média dos individuos sem tratamento (ANOVA, F=14,7114, seguido de teste
Bonferroni, p<0,05, Figura 18B). Da mesma forma, a reducdo média da expressdo do gene
codificador de vitelogenina em RL5S2 tratadas com 0,5 pug de dsVg ou de dsGFP foi de 71 e
59%, respectivamente, ambas estatisticamente diferentes da média encontrada para amostras
RL5S2 sem tratamento (ANOVA, F=3,8738, seguido de teste Bonferroni, p<0,05, Figura

18C).
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Figura 18 — Expressdo relativa de mRNAs do gene codificador de vitelogenina em estagios
do desenvolvimento larval de operarias e rainhas sem tratamento e tratadas com 0,5 pug de
dsVg ou de dsGFP. A expressdo do gene codificador de actina foi utilizada como controle
enddgeno para normalizar a expressao do gene codificador de vitelogenina. A — OpL3,
Controle (n=11), dsVg 0,5 ug (n=5) e dsGFP 0,5 ug (n=5); a expressdo média do gene alvo
nas amostras dsGFP 0,5 ug foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a
essa. B — OpL58S2, Controle (n=8), dsVg 0,5 nug (n=10) e dsGFP 0,5 pg (n=10); a expressao
média do gene alvo nas amostras dsGFP 0,5 pug foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas
proporcionais a essa. C — RL5S2, Controle (n=12), dsVg 0,5 pg (n=5) e dsGFP 0,5 pug (n=5);
a expressdo média do gene alvo nas amostras dsVg 0,5 pg foi igualada a 1 e as demais
medidas tornadas proporcionais a essa. Os dados de cada estagio correspondem a expressao
da média dos individuos e as linhas representam o erro padrdo. Letras diferentes sobre as
barras indicam diferencgas estatisticamente significativas (para dados de estatistica, ver texto).
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4.11 —Expressdo génica e proteica de vitelogenina em rainhas e oper arias adultas que

ingeriram 0,5 ug de dsVg e seus controles

A analise da transcricdo do gene codificador de vitelogenina nas OpRN tratadas com
0,5 ug de dsVg nao difere, em média, dos controles sem tratamento e tratados com 0,5 pug de
dsGFP (ANOVA, F=0,5856, p=0,5727, Figura 19A). Em RRN, a transcri¢do de vitelogenina
diminuiu significativamente nos individuos que se alimentaram de 0,5 nug de dsVg durante o
estagio L2, atingindo a fase adulta com redugdo média de 70% na abundancia de transcritos
desse gene em relacdo a ambos os controles (ANOVA, F=5,2992, seguido de teste
Bonferroni, p<0,05, Figura 19B). O mesmo foi observado nas Op7d que se alimentaram de
0,5 ng de dsVg durante o estagio L2, onde a diminui¢do na média da expressao de transcritos
de vitelogenina girou em torno de 88% quando comparada aos controles sem tratamento e
tratados com 0,5 ug de dsGFP (ANOVA, F=8,7142, seguido de teste Bonferroni, p<0,001,
Figura 19C). Op7d e RRN sido as fases que apresentam maior abundéancia de transcritos de
vitelogenina (Figura 17). O mesmo ocorreu com relagdo a detec¢do da proteina vitelogenina
circulante na hemolinfa. Os perfis protéicos de 1 uL de hemolinfa de Op7d mostraram que a
proteina vitelogenina apresenta varia¢do entre os individuos de um mesmo grupo, porém, no
conjunto das amostras, os niveis de vitelogenina diminuiram no grupo tratado com 0,5 pg de
dsVg (Figura 19D). Nos perfis proteicos da hemolinfa de RRN observou-se que a proteina
vitelogenina era extremamente abundante em qualquer dos grupos analisados. A andlise da
hemolinfa de RRN, diluida cinco vezes, permitiu detectar diferencas na quantidade de
vitelogenina circulante entre os grupos, onde se observou tragos dessa proteina nas amostras
tratadas com 0,5 pg de dsVg ou de dsGFP se comparadas aos individuos do controle sem

tratamento (Figura 19E).
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Figura 19 — Expressdo génica e proteica de vitelogenina em rainhas e operarias adultas, sem
tratamento e tratadas com 0,5 pg de dsVg ou de dsGFP. A expressdo do gene codificador de
actina foi utilizada como controle enddgeno para normalizar a expressdo do gene codificador
de vitelogenina. A — Expressao relativa do gene codificador de vitelogenina em OpRN,
Controle (n =7), dsVg 0,5 ug (n=6) ¢ dsGFP 0,5 pg (n=6); a expressdo média do gene alvo
nas amostras dsGFP 0,5 pg foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a
essa. B — Expressao relativa do gene codificador de vitelogenina em RRN, Controle (n =10),
dsVg 0,5 ug (n=7) e dsGFP 0,5 ug (n=3); a expressao média do gene alvo nas amostras dsVg
0,5 ng foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a essa. C — Expressdo
relativa do gene codificador de vitelogenina em Op7d, Controle (n =17), dsVg 0,5 pug (n=13)
e dsGFP 0,5 pug (n=18); a expressdo média do gene alvo nas amostras dsVg 0,5 ug foi
igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a essa. D — Expressdo da proteina
vitelogenina em Op7d. E — Expressdo da proteina vitelogenina em RRN. Os dados em A, B e
C correspondem a expressao da média dos individuos e as linhas representam o erro padrio;
letras diferentes sobre as barras indicam diferengas estatisticamente significativas (para dados
de estatistica, ver texto). Em D e E — Lp: lipoforina; Vg: vitelogenina; Hex: regido das
hexamerinas 70a, 70b e 70c (Danty et al., 1998), servindo como parametro para quantidades
equivalentes de extrato total de proteina circulante na hemolinfa, aplicadas em cada raia do
gel.
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4.12 — Perfil das proteinas da hemolinfa de rainhas e operarias que ingeriram 0,5 pug de

dsVg e seus controles

O total de proteinas circulantes na hemolinfa, nos estagios OpL5S2, RL5S2, Op7d e
RRN, foi quantificado pelo método de Bradford (1976). Em linhas gerais, os valores
encontrados nas amostras controle variaram mais que nos tratamentos. Os tratamentos com
dsRNA interferiram na abundancia de proteinas circulantes na hemolinfa de larvas de ambas
as castas, diminuindo a sintese em operarias (ANOVA, F=33,199, seguido de teste
Bonferroni, p<0,025, Figura 20) e aumentando em rainhas (ANOVA, F=5,9146, seguido de
teste Bonferroni, p<0,05, Figura 20). O efeito parece ser inverso em individuos adultos, onde
Op7d tratadas com 0,5 pg de dsVg tiveram aumento na concentragao das proteinas circulantes
comparadas ao controle (ANOVA, F=6,4103, seguido de teste Bonferroni, p<0,0025, Figura
20) e, em rainhas, verificou-se uma diminuicdo das proteinas circulantes nos individuos

tratados, porém nao houve diferenga significante (ANOVA, F=2,6293, p=0,0998, Figura 20).
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Figura 20 — Quantifica¢do das proteinas circulantes em OpL5S2, RL5S2, Op7d e RRN sem
tratamento e tratadas com 0,5 ug de dsVg ou de dsGFP. Os limites superior e inferior das
caixas em cinza correspondem ao desvio padrio e o trago transversal no seu interior
representa a média aritmética. As linhas verticais representam os valores maximo € minimo.
Circulos fora das caixas representam amostras discrepantes (outliers). Letras diferentes sobre
as barras indicam diferencgas estatisticamente significantes (para dados de estatistica, ver

texto).
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4.13 - Peso derainhas e operarias queingeriram 0,5 ug de dsvVg e seus controles

Individuos sem tratamento e tratados com 0,5 pg de dsVg ou de dsGFP foram pesados
nos estagios OpL5S2, RL5S2, OpRN e RRN. As operarias adultas tiveram seu peso analisado
ao nascer. O tratamento com dsRNA alterou o peso das OpL5S2 (ANOVA, F=9,3428,
seguido de teste Bonferroni, p<0,0025, Figura 21), ndo havendo diferengas significantes nas
RL5S2 (ANOVA, F=0,966, p=0,5993, Figura 21), OpRN (ANOVA, F=1,074, p=0,3479,

Figura 21) e RRN (ANOVA, F=0,2046, p=0,8183, Figura 21).

RL5S2
130 OpL5S2 375
a a
120 - " 325 * B 5
T T
= 110 w275
E g
e 100 _l_ e 225
90 175
-] l l J_
-]
80 125
Controle dsVg dsGFP Controle dsVg dsGFP
(n=16) (n=10) (n=9) (n=12) (n=35) {n=235)
X=1159688 X=1039900 X-=101,0111 X=276,533 X =254,3000 X =234,8800
120 OpRN 260 RRN
a
10 240 I
a
a ‘|' a a
o
100 i I 220
=] = a
2 2 T .
= 90 T £ 200
80 J | 180 T
70 160 J‘

Controle dsVg dsGFP Controle dsVg dsGFP
_(n=26) _(n=25) _(n=24) _ (n=10) _(n=7) _ (n=4)
X=923192 X=914200 X =094.3958 X=1984900 X=1925857 X=197.5000

Figura 21 — Peso em OpL5S2, RL5S2, OpRN e RRN sem tratamento e tratadas com 0,5 pg
de dsVg ou de dsGFP. Os limites superior e inferior das caixas em cinza correspondem ao
desvio padrao e o traco transversal no seu interior representa a média aritmética. As linhas
verticais representam os valores maximo e minimo. Circulos fora das caixas representam
amostras discrepantes (outliers). Letras diferentes sobre as barras indicam diferengas
estatisticamente significativas (para dados de estatistica, ver texto).



75

4.14 — Quantificacdo do horménio juvenil em L5S2 derainhas e oper&rias queingeriram

0,5 ug dedsvVg ou de dsGFP

Os titulos de hormoénio juvenil circulantes na hemolinfa de juvenil de RL5S2 e
OpL5S2 sem tratamento e que ingeriram 0,5 g de dsVg ou de dsGFP foram quantificados
(em pg/uL). A quantificacdo para OpL5S2 sem tratamento apresentou valores questionaveis
(Tabela VI) quando comparados aos dados de Rachinsky et al. (1990, mensurados em
pmol/mL) e, portanto, foram desconsiderados. Em rainhas, o titulo de hormoénio juvenil, nesta
fase, ¢ aproximadamente 7 vezes maior do que o de operarias (Rachinsky et al., 1990). Os
niveis de hormonio mantiveram-se equivalentes em RL5S2 sem tratamento e tratadas com
dsVg. Por outro lado, aumentaram em OpLS5S2 tratadas com 0,5 pg de dsVg, atingindo niveis
comparaveis aos de rainhas sem tratamento. O efeito de dsGFP sobre o titulo de hormonio
juvenil foi inverso, diminuindo sua concentragdo em RL5S2 e aumentando em OpL5S2,

valores estes semelhantes. Os dados encontram-se organizados na Tabela V1.

Tabela VI — Titulos de hormonio juvenil circulante na hemolinfa (+ desvio padréo) de
RL5S2 e OpL5S2 sem tratamento e que ingeriram 0,5 pg de dsvVg ou de dsGFP,
comparado aos dados da literatura.

RL5S2 OpL5S2
Rachinsky et al. (1990) 114,8 = 21,0 pmol/mL 16,8 + 2,8 pmol/mL
Sem tratamento 131,6 £22,7 pg/uL (n=4) 130,1 pg/uL (n=2)
dsVg 0,5 ug 130,4 + 38,4 pg/uL (n=4) 101,7 £2,4 pg/uL (n=4)

dsGFP 0,5 ug 89,7 pg/UL (n=2) 84,4 + 18,1 pg/uL (n=4)




76

4.15 — Morfologia dos apéndices de Op7d que ingeriram 0,5 ug de dsVg na fase larval e

seus controles

A asa mesotoracica e o ultimo par de pernas, ambas do lado direito, de Op7d sem
tratamento e tratadas com 0,5 pg de dsVg ou de dsGFP foram comparadas com as mesmas
estruturas de RRN. Os tratamentos ndo induziram mudangas nas estruturas analisadas, onde
asas e pernas de operdrias sem tratamento e tratadas permaneceram com caracteristicas

tipicas dessa casta (Figura 22).

'\.

Rainha Controle dsVg 0,5pg dsGFP 0,5ug

Operiria

Figura 22 — Comparagdo da morfologia da asa mesotoracica (A) e do ultimo par de pernas
(B) entre RRN (controle, n=10) ¢ Op7d sem tratamento (n=16) e tratadas com 0,5 pug de dsVg
(n=13) ou de dsGFP (n=17).
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4.16 — Morfologia dos ovarios de OpRN que ingeriram 0,5 ug de dsvVg na fase larval e

seus controles

Ovérios de OpRN sem tratamento (n=7) e tratadas com 0,5 pug de dsVg (n=7) ou de
dsGFP (n=7) foram comparadas com os de RRN (n=7). Como pode ser observado na Figura
23, o padrdo esperado para o desenvolvimento ovariano em ambas as castas ndo ¢ alterado

pelos tratamentos.

Operaria Rainha

T

Controle dsVg 0,5ug dsGFP 0,5u¢g

Operaria Rainha

Figura 23 — Ovarios. A — Representacdo da morfologia de ovarios de OpRN ¢ RRN. B —

Ovarios de OpRN sem tratamento (Controle) e de OpRN tratadas com 0,5 g de dsVg ou de
dsGFP. C — Ovario de RRN.
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5—DISCUSSAO

Em A. mellifera, questdes relativas ao comportamento social, haplodiploidia,
determinagdo de castas, longevidade, aprendizagem e memoria, despertam o interesse
cientifico ha anos. A complexidade e particularidades desses atributos nessas abelhas, se
comparadas a outros insetos e organismos, sugerem multiplos niveis de selecdo natural
(Gadau et al., 2000; Page e Erber, 2002), que incluem, naturalmente, seus genes.

Muitos dos genes isolados em A. mellifera apresentam ortdélogos em outros
organismos que, embora conservados em seqiiéncias de nucleotideos, nem sempre exercem
funcdes previamente descritas (Beye et al., 2002). O gene codificador de vitelogenina ¢ um
exemplo em que a selecdo atuou para o ganho de fungdes, em abelhas. Diferente do que
ocorre em outros invertebrados estudados, esse gene adquiriu fungdes ndo-vitelogénicas em A.
mellifera (Trenczek e Engels, 1986; Trenczek et al., 1989; Chen et al., 1997; Sappington e
Raikhel, 1998; Falchuk, 1998; Amdam e Omholt, 2002; Amdam e Omholt, 2003a; Amdam et
al., 2003b; Amdam et al., 2003c; Piulachs et al., 2003; Amdam et al., 2004a; Amdam et al.,
2004b; Guidugli et al., 2005a; Brandt et al., 2005; Amdam et al., 2005; Seehuus et al., 2006;
Amdam et al., 2006a; Amdam et al., 2006b; Nelson et al., 2007, Corona et al., 2007).

Em funcdo de suas caracteristicas reprodutivas, as abelhas sociais ndo constituem um
organismo modelo para manipulagdo genética, dificultando a defini¢do de fungdes para seus
genes. Experimentos com silenciamento, via inje¢do de dsRNA em embrides pré-
blastodérmicos ou em adultos, t€ém sido, por isto, amplamente utilizados. Por meio dessa
ferramenta foi possivel identificar outras fun¢des para vitelogenina, em operarias de A.

mellifera, diferentes daquelas tradicionalmente descritas.
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No presente trabalho, investimos na compreensao dos efeitos do silenciamento pos-
transcricional, mediado por dsRNA especifico do gene codificador de vitelogenina, durante o
desenvolvimento pds-embrionario de rainhas e operarias de A. mellifera.

Diversos autores atribuem ao estresse provocado pela manipulagdo, confinamento ou a
outros fatores exdgenos, as modificacdes observadas na expressdo génica, nos titulos
hormonais, no comportamento ¢ até mesmo na longevidade de A. mellifera (Harris ¢
Woodring, 1992; Bitondi et al., 1994; Bitondi e Simdes, 1996; Pinto et al., 2002; Pankiw e
Page, 2003; Sullivan et al., 2000; Sullivan et al., 2003; Lin et al., 2004; Aronstein e Saldivar,
2005; Aronstein et al., 2006; Seehuus et al., 2006; Barron et al., 2007; Maleszka et al., 2007).
Observagdes semelhantes foram descritas para Rhodnius prolixus (Araujo et al., 2006),
Haemonchus contortus (Geldhof et al., 2006), Aedes aegypti (Isoe et al., 2007) ¢ Dermacentor
variabilis (Mitchell 111 et al., 2007).

Em A. mellifera, experimentos de silenciamento por meio da ingestdo de dsRNA
oferecido na dieta de L2, mantidas em laboratério, foram bem sucedidos (Aronstein et al.,
2006; Patel et al., 2007). Ainda que esses autores tenham otimizado as condigdes de
temperatura e umidade, tenham oferecido dieta qualitativa e quantitativamente controlada,
isso apenas mimetizou o que ocorre na coldnia e, assim, os efeitos colaterais ndo podem ser
mensurados adequadamente. Por essa razao, na tentativa de minimizar os efeitos indesejados,
desenvolvemos um método nio-invasivo, com a preocupagao de manter as condigdes naturais
para o desenvolvimento, ou seja, as larvas foram tratadas e mantidas na propria colonia.

Optamos pelo tratamento das larvas com 0,5 ug de dsRNA, o que, ainda, pode
representar uma overdose para as dimensdes de L2 se compararmos o seu tamanho ao das
operarias adultas, que tiveram os niveis de vitelogenina diminuidos quando receberam, via
injecdo intra-abdominal, 10 vezes (Amdam et al., 2003b; Guidugli et al., 2005) ou 20 vezes

(Amdam et al., 2006a; Nelson et al., 2007; Amdam et al., 2007) essa dose. Aronstein et al.
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(2006) ofereceram 1,3 pg de dsRNA do gene Toll-related receptor (Am18w) na dieta de L2
de A. mellifera, diminuindo em 3,3 vezes a expressdo desse gene nos individuos tratados.
Com 0,5 pg de dsVg, obtivemos reducao de 4 vezes na abundancia de mRNA de vitelogenina,
nas larvas de operarias avaliadas em L3, que foram tratadas em L2.

A aceitacdo das larvas, cujo alimento continha dsRNA, foi avaliada 24h apés o
tratamento, para calculo da taxa de remocgao. Esse foi um bom parametro para constatar a
percepcdo imediata das operdrias a presenca deste material exdgeno. A remogdo da cria é
maior quando as doses de 3,0 e 5,0 ug de dsRNA s3o administradas. Nesse caso, 0s
individuos ndo atingem a fase de operculacdo, que corresponde a fase de tecelagem do casulo.
Abelhas meliferas detectam, com eficiéncia, crias mortas, doentes, danificadas ou parasitadas,
principalmente, por sensilas olfatorias localizadas nas antenas (Rothenbuhler, 1964; Free e
Winder, 1983; Visscher, 1983; Gramacho e Spivak, 2003; Goode et al., 2006). Patel et al.
(2007) discutem que, independente do tratamento, ha massiva rejeicdo de larvas tratadas até o
terceiro estagio. Nao foi nosso objetivo averiguar se tal remogao € causada por intoxicacao
e/ou morte de larvas tratadas ou, simplesmente, um sinal da vigilancia das operarias as
minimas perturbagdes, o que funcionaria como um “controle interno de qualidade da colonia”
para manuteng@o do vigor e da ordem.

A distancia entre as células de cria que recebem o tratamento com 0,5 pg de dsRNA
foi decisivo para obten¢do de um numero satisfatorio de amostras, o que ndo vinha ocorrendo
quando outras doses de dsVg ou de dsGFP (3,0 ou 5,0 png) foram oferecidas na dieta das
larvas, dada a remocao pelas operarias. Entre 77-84% das larvas permanecem no favo 24 h
apods o tratamento com doses de 0,5 pg de dsRNA. Por mais que o tratamento com 0,5 pg de
dsRNA provoque alteracdes nas larvas de operdrias, essas foram, em sua maioria,

imperceptiveis.
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Diante dos indices de operculacao, de 60% das larvas tratadas com 0,5 pg de dsSRNA e
de até 85% nos controles (sem tratamento e tratados apenas com agua), concluimos que a
dose adotada nesse trabalho (0,5 ug de dsRNA) ndo ¢, por si s6, responsavel pela perda de
individuos. A ndo-operculacdo das células de cria pode indicar questdes de controle
demografico, restricao de recursos alimentares ou fatores desconhecidos pelo experimentador.
Concluimos que o tratamento nao-invasivo sob condi¢des naturais ¢ viavel.

Tentativas anteriores, em nosso laboratorio, de silenciamento pos-transcricional do
gene codificador de vitelogenina, administrando-se inje¢des de 5 a 20 pg de dsVg, em rainhas
adultas, ndo obtiveram éxito. Nesse trabalho, observamos alta mortalidade das larvas que
ingeriram 5,0 nug de dsVg ou de dsGFP e foram mantidas em realeiras artificiais dentro da
coldnia. Estas larvas ndo atingem a fase adulta.

Em um segundo protocolo experimental, in vitro, para produ¢do de rainhas,
oferecemos doses menores (0,5 ou 3,0 ug) de dsSRNA. Observando-se a curva de mortalidade
verificamos que larvas tratadas e controles sem tratamento nao responderam positivamente as
condicdes testadas, desenvolvendo-se, no maximo, por seis dias apds o ensaio. Concluimos
que as condigdes de temperatura, umidade e/ou alimentagdo (geléia real) testadas em
laboratério ndo foram adequadas para o desenvolvimento de rainhas até a metamorfose. A
dificuldade na produgdo de rainhas in vitro pode ser explicada por propriedades fisico-
quimicas da geléia real. Devido ao seu alto conteudo de proteinas e lipidios, a geléia real
torna-se rapidamente viscosa quando estocada, dificultando a alimentacdo das larvas por um
longo periodo de tempo (Sasaki et al., 1987). Em condi¢des naturais, as operarias nutridoras
visitam as realeiras com freqiiéncia para reposicao de geléia real (Beetsma, 1985). Outros
autores ofereceram geléia real diluida para produgao de rainhas in vitro (Patel et al., 2007).
No entanto, temos em mente que esse procedimento pode resultar inter-castas, tornando os

resultados mais dificeis de serem analisados.
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Nossos resultados indicaram que as doses de 0,5 pug de dsVg ou de dsGFP nao
aumentam a mortalidade das larvas de rainhas, comparativamente aquelas que ndo receberam
tratamento. No entanto, a dose de 3,0 ug de dsVg ou de dsGFP influenciou no tempo de
sobrevivéncia das mesmas.

Tanto em individuos sem tratamento quanto nos tratados, observamos mortalidade
acentuada no segundo e terceiro dias apds o ensaio, que corresponde ao intervalo de tempo
entre os estagios L4 (larva de quarto estagio) e L5F1 (larva de quinto estagio, em fase inicial
de alimentagdo). Diversos autores observam diferengas marcantes nos titulos de hormoénio
juvenil entre rainhas e operarias, neste periodo, que corresponde a janela fisioldgica temporal
em que larvas de operarias desenvolvem caracteristicas de rainha em resposta a aplicagdo
topica de hormodnio juvenil (Wirtz e Beetsma, 1972; Wirtz, 1973; Rembold et al., 1974;
Asencot e Lensky, 1976; Copijn et al., 1979; Dietz et al., 1979; Rachinsky e Engels, 1995).

Nossos experimentos confirmam que L4 ¢ um periodo critico da diferenciacdao de
castas e que, sob condi¢des nio-ideais, a programagdo genética para o desenvolvimento de
rainhas ¢ alterada, comprometendo a sobrevivéncia das larvas, principalmente, quando se
administra substancias exdgenas em altas doses. Recentemente, Barchuk et al. (2007)
observaram que L4 ¢ o estigio larval em que se encontra o maior numero de genes
diferencialmente expressos em rainhas e operarias. Estes autores encontraram 62 genes super-
expressos em L4 de operarias contra 105 genes super-expressos em L4 de rainhas, esses
ultimos com fungdes moleculares associadas a localizagdo celular, a proteinas que se
complexam a outras proteinas e a acidos nucléicos, a fatores de transcri¢do, a hidrolases e a
oxidoredutases. Acreditamos que, sob condi¢des nao-adequadas ou ndo-naturais, haja o
comprometimento de processos biologicos relacionados a estas fungdes, com importantes

implicagdes, sendo vitais, sobre o desenvolvimento normal das rainhas.
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Neste trabalho as rainhas foram produzidas em realeiras artificiais ¢ mantidas nas
coldnias, quando foram oferecidos 0,5 g de dsVg ou de dsGFP, considerando que esta dose
ndo diminuiu o tempo de sobrevivéncia de larvas de rainhas mantidas em estufa. Mesmo
alguns individuos sem tratamento ndo completaram o desenvolvimento, sendo removidos
pelas operarias antes mesmo da operculagdo das realeiras. Essas condi¢cdes se agravam nos
individuos tratados com 0,5 pug de dsRNA, quando o indice de operculagdo ndo ultrapassou
30%. Nao sabemos quanto dessa remocao ¢ conseqiiéncia de intoxicagdo e/ou morte de larvas
tratadas ou se, simplesmente, deve-se a um “controle interno de qualidade da colonia”.
Devem, também, ser considerados: o nimero de rainhas que uma coldnia aceita produzir, as
condigdes climdticas e demograficas, a oferta de alimento e o efeito do experimentador.
Visscher (1983) estimou que até 2% das operarias de uma colonia desempenham
comportamento necroforico, postulando que o reconhecimento da cria “anormal” se daria por
sinais quimicos. E possivel que perturbagdes fisiologicas sejam causadas por substincias
exogenas, refletindo num aumento da sintese protéica em RL5S2 (conforme item 4.12) e que
funcionaria como sinal percebido pelas operarias. Ou ainda, diferentemente do que
costumamos notar para operarias, as rainhas em desenvolvimento ndo apresentam plasticidade
suficiente para se adaptarem a condi¢des de manipulagdo In vitro e administragdo de
substéncias exogenas.

Para RL5S2, individuos sem tratamento e tratados com 0,5 pug de dsVg ou de dsGFP
ndo apresentaram diferencas significantes no peso médio entre os grupos, que se encontram
dentro da faixa de peso esperada para fase de tecelagem de casulo (77,8-379,4 mg) descrita
por Nunes-Silva et al. (2006). Concluimos que, em rainhas, o tratamento com 0,5 ug de
dsRNA nao causou atraso no desenvolvimento.

Juntos, os dados sugerem que os transcritos para o gene codificador de vitelogenina,

quando apenas parcialmente deprimidos pelo tratamento em RL5S2 (conforme item 4.11),
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permitiriam o desenvolvimento até¢ a fase adulta, enquanto que, um provavel silenciamento
desse gene, proximo a 100%, inviabilizaria a metamorfose (como discutido anteriormente), o
que indica um papel vital da vitelogenina no desenvolvimento de rainhas.

No que diz respeito as discrepancias observadas no desenvolvimento de operarias,
essas devem ser consideradas em dois momentos, antes e depois da metamorfose.

Como esperado as larvas de OpL5S1, sem tratamento, apresentaram células de cria
operculadas, enquanto aquelas que receberam tratamento apresentavam tamanho corporal
menor e células de cria ndo-operculadas. Porém, em todas as coletas realizadas 209 h apo6s a
postura (no estagio de interesse, OpL5S2), as células de cria de larvas sem tratamento e
tratadas encontravam-se operculadas. O peso de OpL5S2 tratadas ¢ estatisticamente menor do
que o das sem tratamento (conforme item 4.13). Aparentemente, ¢ possivel sugerir que o
tratamento possa atrasar o desenvolvimento das larvas. Ainda, em OpL5S2, o silenciamento
do gene codificador de vitelogenina foi eficiente, em que larvas tratadas com 0,5 g de dsVg
apresentaram expressao de transcritos de vitelogenina comparaveis a fase OpL5S1 (conforme
Figura 17) que, por sua vez, apresentou os menores niveis de expressdo desse gene nas
amostras analisadas no presente trabalho.

Esse achado nos ajuda a compreender o atraso na operculagdo das células de cria, nas
larvas de operarias tratadas. Feromonios encontrados na cuticula das larvas (brood
pheromone) sdo ésteres de acidos graxos capazes de controlar tarefas das operarias como
alimentacdo e operculacdo das células de cria (Le Conte et al., 1990; 1994; 1995).
Provavelmente, larvas com atraso no desenvolvimento, causado pela administragdo de
dsRNA, somente liberam sinais quimicos para operculagcdo horas mais tarde.

Cristino et al. (2006) identificaram um maior nimero de elementos Cis-regulatorios
compartilhados na regido promotora dos genes diferencialmente expressos em larvas de

operarias do que dos genes diferencialmente expressos em rainhas. Barchuk et al. (2007)
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construiram redes de expressdo génica a partir de genes diferencialmente expressos em
diferentes estagios larvais de rainhas versus de operarias, as quais foram mais densas e
interconectadas em operérias. E sensato pensar que, o tratamento com doses de dsRNA tanto
de um gene exdgeno (como é o GFP) quanto de genes codificadores proteinas importantes
(como a vitelogenina) representam, naturalmente, um “corpo estranho” para larvas, que
provocam respostas mais pronunciadas em operarias, dada a complexidade de suas redes
regulatorias, ¢ podem afetar genes que desencadeiam alteragdes, sobretudo morfologicas.
Ainda neste contexto, sugerimos que redes regulatdrias mais amplas favore¢am a adaptacao
das operarias aos efeitos colaterais do tratamento. Ja para rainhas, a adaptacdo aos efeitos
colaterais parece limitada e, considerando-se que suas redes génicas sdo simplificadas, a
alteracdo de um ou poucos genes pode comprometer o desenvolvimento e sobrevivéncia.
Particularidades a parte, as variagdes em tamanho e peso nas amostras de larvas,
analisadas individualmente, em ambas as castas, sugerem que a via de insulina, a principal
responsavel na regulacdo do crescimento em resposta ao status nutricional (Oldham e Hafen,
2003; Colombani et al., 2003) foi afetada e aventar, assim, a hipdtese de que outros genes que
participam dessa via também tenham sido alterados e, finalmente, o proprio hormonio juvenil.
Com o silenciamento de transcritos de vitelogenina houve um aumento dos titulos de
horménio juvenil em OpL5S2 tratadas com 0,5 pug de dsVg. Esse resultado corrobora nossa
hipdtese de que o gene codificador de vitelogenina esteja, de maneira ainda desconhecida,
associado aos eventos de determinacdo e/ou diferenciacdo das castas, uma vez que, seu
silenciamento parcial ja provoque um aumento dos titulos hormonais que atinge niveis
proximos aos observados em larvas de rainhas. Essa evidéncia nos leva a crer que o cendrio
“duplo repressor”, que propdem um feedback regulatorio entre os titulos de vitelogenina e de
horménio juvenil na fase adulta de operarias (Amdam e Omholt, 2003a), também ¢

observado na fase larval desta casta.
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Na data esperada para emergéncia de operarias adultas, foram encontradas pupas nas
fases de Pbl a Pbd, tanto no grupo sem tratamento quanto nos tratados, nas mesmas
proporgdes, o que excedeu a variacdo de 6 h decorrntes das posturas controladas. Para rainhas,
foram encontradas, na data de emergéncia de adultos, apenas pupas Pbd, fato este, dentro da
margem de variagdo de 6 h.

Diferengas na maturidade das operarias, também ocorridas no grupo sem tratamento,
ndo resultaram do tratamento com dsRNA, mas da variagdo temporal de 6 h da postura
controlada somada a diversidade genética intra-populacional. Uma vez que as larvas
atravessam a barreira da metamorfose, certamente ja se adaptaram ou eliminaram os
distarbios fisioldgicos provocados pelo tratamento e seguem o desenvolvimento a bom termo.

Tem sido considerado que a selecdo natural que opera sobre os insetos sociais
favorece a variabilidade genotipica dos descendentes, por exemplo, aumentando a taxa de
recombinagdo intra-cromossdmica (para revisdo, Wilfert et al., 2007). Em A. mellifera a taxa
de recombinagdo ¢ de 19 cM/Mb (centimorgans por megabase), com média de 5,7 eventos de
recombinagdo por par de cromossomos, por meiose, sendo essa freqiiéncia a mais alta até
entdo descrita em genomas de animais (Beye et al., 2006). Somada a recombinagdo meidtica,
a poliandria das rainhas gera altos niveis de diversidade genotipica nos descendentes, fazendo
surgir subfamilias de operarias dentro da colonia, chamadas patrilineas, gerando uma
excepcional variabilidade intra-colonia, que resulta em variacdes fenotipicas, como as
relacionadas a venacgdo das asas, pigmentagdo, metabolismo de voo, cuidado com a cria,
extensdo do ferrdo e da probdscide, resisténcia aos parasitas e patégenos, coleta preferencial
de néctar ou pdlen ou agua, entre outras caracteristicas morfolégicas e comportamentais
relatadas na literatura (Kryger et al., 2000; Tarpy, 2003; Radloff et al., 2003; Palmer e
Oldroyd, 2003; Lenoir et al., 2006; Chapman et al., 2007; Oldroyd e Thompson, 2007). Dessa

forma, operarias de uma mesma coldnia sdo genotipicamente divergentes e podem responder,
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individualmente, as variagcdes do ambiente. A introducao de rainhas de linhagem européia por
apicultores no Estado de Sdo Paulo ainda ocorrem (Soares, comunicacdo pessoal). Nao se
pode descartar a possibilidade de que alelos dessas linhagens, as quais possuem
desenvolvimento mais longo, estejam presentes na populacdo do apidrio estudado. Variagoes
no tempo de eclosdo das larvas também podem ocorrer (Harbo et al., 1981; Collins, 2004).

O wuso do controle exogeno dsGFP representa uma simula¢do dos disturbios
ocasionados pela manipulagdo e tratamento com dsRNA. Este controle ja foi usado em alguns
trabalhos que envolvem silenciamento do gene codificador de vitelogenina em A. mellifera
(Amdam et al., 2006a; Nelson et al., 2007; Patel et al., 2007; Amdam et al., 2007). Sabe-se
que abelhas respondem ao estresse com mudancas, por exemplo, no sistema enddcrino e
comportamento. Uma simples injecdo pode ser responsavel por tais mudangas.

Uma vez que a interferéncia (RNAi) ¢ mediada por reconhecimento de seqiiéncia,
fragmentos gerados pela degradagdo dos transcritos do gene alvo poderiam acessar outros
alvos, que possuem similaridade de seqiiéncia, conhecido por efeito off target (Elbashir et al.,
2001; Jackson et al., 2003; Scacheri et al., 2004; Qiu et al., 2005). A seqiiéncia de gene
codificador de GFP ndo é encontrada no genoma de abelhas e, assim, desconsideramos a
possibilidade do dsGFP causar silenciamento inespecifico, sobretudo ao gene codificador de
vitelogenina.

Segundo Rual et al. (2007), o tamanho minimo de similaridade entre o dsSRNA com
alvos especificos e/ou inespecificos, capaz de desencadear silenciamento efetivo, varia de 30
a 50 nucleotideos. Assim, quando observamos diminui¢ao da expressdo do gene que codifica
a vitelogenina, sobretudo em larvas de rainhas e operarias, concluimos que o dsGFP exerce
efeito inibitorio, pré-transcricional, ¢ nao silenciamento pos-transcricional desse gene ou,
ainda, que possa estar sendo interpretado pelas abelhas como uma infec¢ao viral que ativa a

magquinaria de silenciamento, como ocorre em Drosophila (Zambon et al., 2006). Efeitos de
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dsGFP foram notados no peso de OpL5S2 e, também, nos titulos de horménio juvenil, na
concentragdo de proteinas totais e na abundancia de transcritos de vitelogenina na fase larval
de rainhas (RL5S2) e operarias (OpL3, OpL5S2) tratadas com 0,5 ng dessa molécula.

Procedemos analises adicionais que mostraram que o mRNA do gene codificador de
vitelogenina se alinham entre 20-25 nt apenas com quatro genes preditos nessa abelha
(nimeros de acesso: GB19690, GB17139, GB18079, GB14196), todos sem ortologos bem-
definidos. Outros alinhamentos, naturalmente, ocorrem, mas sdo menores que 20 nt. Isso
indica que dificilmente o silenciamento via dsVg apresentaria efeito off target.

O tratamento com moléculas de dsVg, oferecido na dieta natural de L2, deprime a
expressdo do gene codificador de vitelogenina durante o desenvolvimento larval e nas formas
adultas estudadas, de rainhas e operarias. Isso mostra que essas moléculas efetivamente
atravessam o epitélio intestinal, circulam na hemolinfa e atingem os diversos tecidos,
especialmente, o corpo gorduroso, onde a vitelogenina ¢ sintetizada. Em insetos hemat6fagos,
moléculas grandes como a imunoglobulina G, oriunda do sangue dos hospedeiros, atravessam
o epitélio intestinal, sem causar danos (Schlein et al., 1976; Ackerman et al., 1981; Hatfield,
1988; Ramasamy et al., 1988; Lackie e Gavin, 1989; Ben-Yakir, 1989; Tracey-Patte et al.,
1987; Allingham et al., 1992). Em A. mellifera, foi relatado que a octopamina (*H-OA)
ingerida por operdrias recém-nascidas também atravessa a barreira intestinal (Dombroski et
al., 2003), cai na hemolinfa e ¢ incorporada no cérebro (Barron et al., 2007).

Notamos que Op7d tratadas com dsGFP sdo defensivas e resistentes a anestesia em
gelo, enquanto os controles e tratados com dsVg foram mais facilmente manipuladas para
extracdo de hemolinfa. Op7d tratadas com dsVg liberaram menos hemolinfa nas incisdes
abdominais do que os demais grupos (sem tratamento e dsGFP). Sao dados adicionais, apenas
de observacdo que, no entanto, podem ser considerados para o planejamento de outros

trabalhos.
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E preciso salientar que os efeitos do método RNAi variam entre os experimentos e
individuos, que vao do silenciamento completo do gene alvo até nenhum efeito (Geldhof et
al., 2006; presente trabalho). Para minimizar os efeitos inconsistentes sdo requeridas altas
doses de dsRNA que podem, no entanto, promover efeitos Off target (Boisson et al., 2006).
Com relagdo a eficiéncia de silenciamento, alguns autores consideram que a ingestao ¢ menos
efetiva que a injecdo de dsRNA (Hunter, 1999; Araujo et al., 2006). No caso da inducdo do
silenciamento por ingestdo, a desvantagem reside no fato de que cada abelha pode consumir
quantidades diferentes de dsRNA, sendo a resposta menos ou mais acentuada entre os
individuos (Barron et al., 2007; presente trabalho). Por mais que essas moléculas sejam
capazes de atravessar o intestino, ndo se pode garantir que todas o fazem. As vantagens do
silenciamento via ingestdio de dsRNA residem em evitar a manipulagdo e o estresse
(Aronstein et al., 2006; presente trabalho), na facilidade do tratamento de um maior nimero
de amostras em menor tempo (Barron et al., 2007; presente trabalho) e no uso de quantidades
menores de dsSRNA para inducdo do silenciamento (Pal et al., 2004; presente trabalho).

O dsVg silenciou parcialmente o gene de vitelogenina em todos os casos estudados,
exceto em OpRN. Nessa fase, a expressdo do gene codificador de vitelogenina ¢ baixa,
comparando-se @ RRN e Op7d. Uma vez que a maquinaria de transcri¢do para esse gene ¢
basal em OpRN, o sistema de silenciamento permaneceu “em siléncio”. Uma vez que ha
abundancia de transcri¢do de vitelogenina, como observado em RRN e Op7d, o sistema de
silenciamento torna-se novamente competente, degradando os transcritos desse gene.

Para RL5S2, observamos que o tratamento com dsVg 0,5 ug reduz a expressao média
de vitelogenina em 70% comparando-se aos controles. No entanto, ao sacrificar as rainhas
nessas fases (para analise), fica a pergunta por quanto tempo sobreviveriam dada mortalidade
observada na transi¢do larva-pupa e alta remocdo (dada a ndo-operculacdo das realeiras). O

nimero amostras de rainhas tratadas que atingiram a fase adulta ¢ pequeno, comparando-se as
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operarias. A reducdo de mRNA de vitelogenina nessas poucas amostras de RRN ¢
significativa, e esse trabalho representa a primeira iniciativa, com sucesso, do silenciamento
desse gene nessa casta. Mesmo significativa, observamos que a redugdo na vitelogenina na
fase adulta de rainhas ndo inviabilizou o desenvolvimento de ovarios (dados nao-
apresentados). Patel et al. (2007) mostraram que o silenciamento do gene da via insulinica
AmTOR (A. mellifera Target of Rapamycin), em larvas de rainhas, induz o desenvolvimento
de corbiculas, estruturas tipicas de operarias para coleta de polen.

De acordo com os procedimentos experimentais adotados nesse trabalho para analise
qualitativa do perfil total de proteinas circulantes na hemolinfa, Op7d e RRN foram as unicas
fases em que se observou, com clareza, a presenca da vitelogenina nos géis de poliacrilamida.
A variabilidade da expressdo de proteinas de vitelogenina nas amostras controle era esperada
(veja, Bitondi et al., 1994; Bitondi e Simdes, 1996; Amdam et al., 2003b). Concluimos que a
maquinaria de tradu¢do em RRN ¢ altamente eficiente, uma vez que, mesmo com reducao
significante de transcritos, a abundancia de sua proteina (que sob condi¢des normais pode
chegar a 70% do total de proteinas da hemolinfa segundo Engels, 1972, 1974) nos individuos
tratados nao difere dos controles, justificando a importancia da vitelogenina para a ovogénese.

Com relagdo a quantificacdo total de proteinas, larvas de rainhas e operarias
responderam inversamente ao tratamento. Enquanto OpL5S2 tratadas tém generalizada
diminui¢do de sintese protéica, RL5S2 apresentaram aumento. Essas respostas diferenciais ao
tratamento podem ser explicadas pela regulagdo de genes e complexidade de redes
regulatorias casta-especificas (Cristino et al., 2006; Barchuk et al., 2007).

A concentracdo total de proteina em OpL5S2 tratadas é equivalente a de RL5S2 sem
tratamento. Curiosamente, a concentragdo total de proteinas de RLS5S2 tratadas, aumenta,
comparaveis as OpL5S2 controle. E prematuro dizer que houve uma inversio de papéis das

castas (rainha tornando-se operaria e operaria tornando-se rainha) devido a inducdo de
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silenciamento de vitelogenina, porém, os resultados intrigam. Essa inversao de papéis foi
experimentalmente induzida por transferéncias reciprocas de larvas de rainhas e operarias de
A. mellifera para ambientes nutricionais umas das outras, com posterior retorno as dietas
originais (Weaver, 1957). Recentemente, Wheeler et al. (2006) mostraram, também por
transferéncia reciproca, que algumas proteinas da via de insulina respondem de forma casta-
especifica as mudangas nutricionais.

Os titulos de hormdnio juvenil em RL5S2 ndo se alteram em resposta ao tratamento
com dsVg. Ja em OpL5S2 tratadas, os titulos de hormonio juvenil sdo comparaveis aos de
RL5S2. Outra evidéncia, é que a expressdo de vitelogenina em OpL5S2 tratadas equivale nao
somente a de OpL5S1 (como ja discutido), mas também a de RL5S2 sem tratamento, o que
sugere que o silenciamento do gene codificador de vitelogenina em operarias, desencadeia
respostas tipicas de rainhas, nesse caso o perfil de transcri¢do do gene alvo. Juntos, os dados
sugerem, mais uma vez, que o silenciamento do gene codificador de vitelogenina em larvas de
operarias estimula o surgimento de um ambiente fisioldgico tipico de rainhas.

Na fase adulta, esse cenario parece atenuado. Ao que parece, as operarias resgatam sua
programagdo original, j& que ndo se observa diferengas no desenvolvimento ovariano, nas
asas mesotoracicas ¢ no terceiro par de pernas. Estas estruturas, em rainhas adultas, sdo
maiores. Ainda, as Op7d tém corbicula, uma caracteristica associada ao comportamento de
forrageamento de poélen em operarias. Em resposta ao silenciamento, Op7d tratadas tém
concentragdo de protéinas superior aos de Op7d e RRN controles. Nessa fase, a vitelogenina
corresponde a 30-40% do total de proteinas circulantes na hemolinfa (Fluri et al., 1982;
Engels, 1974; Engels et al., 1990). Sugerimos que a caréncia de vitelogenina, nesta fase, ¢
compensada pela expressdo de outras proteinas, provavelmente ndo ligadas a rede de
expressao da vitelogenina. Amdam et al. (2003b) induziram o silenciamento de vitelogenina,

por RNAI, via inje¢do em embrides ¢ o desenvolvimento prosseguiu até a fase adulta. A
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respeito desse trabalho, dois pontos devem ser considerados: 1 — apenas 15% dos embrides
injetados, que emergiram como adultos, apresentaram silenciamento parcial de vitelogenina e
2 — os autores nao analisaram caracteres morfoldgicos destes 15% de abelhas mencionadas.

A regulacdo da expressdo do gene codificador de vitelogenina pelo balango dos titulos
de hormonio juvenil e ecdisterdides circulantes na hemolinfa ¢ conhecida (Barchuck et al.,
2002). Sabemos que a concentragdo da vitelogenina em rainhas adultas ¢ alta (Engels, 1972,
1974, Barchuk et al., 2002) e que operarias nutridoras produzem vitelogenina em abundancia,
sob baixos titulos de hormoénio juvenil (Rutz et al., 1976). Porém, os titulos desta proteina no
ciclo de vida de operarias adultas ndo sd3o continuos como nas rainhas (Fluri et al., 1982;
Engels, 1974; Engels et al., 1990) e a aplicacdo de altas doses de hormonio juvenil inibe a
sintese de vitelogenina nas nutridoras (Rutz et al., 1976, Pinto et al., 2000). A producao de
vitelogenina em operarias nutridoras apresenta forte correlacdo com dieta rica em proteinas
(p6len) e ndo com os niveis de hormdnio juvenil (Bitondi et al., 1994; Bitondi e Simoes,
1996), da mesma forma que a sintese de vitelogenina em rainhas adultas nao é dependente de
horménio juvenil (Engels ¢ Ramamurty, 1976; Ramamurty e Engels, 1977; Engels et al.,
1990; revisados por Hartfelder e Engels, 1998). A participagdo dos ecdisterdides na sintese de
vitelogenina ndo ¢ descartada, ainda que estes hormodnios provoquem um aumento
generalizado de proteinas no corpo gorduroso, mas ndo especificamente a sintese dessa
proteina (Engels et al., 1990). Sugere-se, ainda, que neurohormonios gonadotropicos e
neuropeptideos sejam responsaveis pela sua produ¢ao em abelhas (Hermann, 1969; Feldlaufer
et al., 1986; Kaatz, 1988; Kaatz e Dittrich, 1989; Engels et al., 1990; Robinson et al., 1991).

A regulagdo da expressdo e os padrdes de sintese de vitelogenina sdo intrigantes e,
ainda, um enigma. Por essas razdes, investigamos outras fontes de controle da expressao
génica, analisando potenciais alvos de silenciamento pos-transcricional na regido 3'UTR

desse gene, analisando microRNAs.
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MicroRNAs (miRNA) sdao pequenos RNAs endogenos nao-codificadores, que variam
de 18-25 nucleotideos (nt) de extensdo e que funcionam como importantes reguladores pos-
transcricionais da expressao génica (Reinhart et al., 2000). Em animais, seu processamento se
da no nucleo, onde se expressam os longos precursores primarios que sofrem a¢do da enzima
RNase 3 Drosha e, entdo, sdo transportados para o citoplasma com aproximadamente 70nt,
numa estrutura em alga. A enzima Dicer, que possui um dominio RNA helicase, cliva o
fragmento de 70 para ~20nt (miRNA processado ou maduro). Esse pequeno fragmento se
associa a micro-ribonucleoproteinas (miRNPs) que, quando se ligam parcialmente a regido
3'UTR, silenciam a expressao de mRNA alvos (Ambros, 2003). De 20 a 30% dos transcritos
de mamiferos sdo alvos de microRNAs (Krek et al., 2005; Lewis et al., 2005; Stark et al.,
2005; Carthew, 2006), o que sugere que a expressao génica regulada por RNAs ¢ mais
comum do que se imaginava (Mattick, 2001, 2004).

M¢étodos computacionais t€ém sido desenvolvidos para predigdo de miRNAs e
identificacdo de seus alvos. Tais métodos se baseiam em programagdo dinadmica para calcular
o melhor pareamento entre os miRNAs candidatos com seus genes-alvo, em equacdes de
termodinamica para célculo de valores de energia livre (AG) capazes de garantir a formagao
de duplex RNA-RNA e, por fim, na teoria evolutiva que assume a conservagdo dessas
moléculas ao longo da evolugdo das espécies (Enright et al., 2003), o que permite analises
“cross-species”.

Encontramos nove microRNAs, descritos para A. mellifera e outros insetos, candidatos
a exercerem o papel de reguladores de vitelogenina. No que diz respeito as variacdes de
energia livre (AG), a interag@o entre o microRNA bantam com a regido 3"UTR do gene hid5,
validada experimentalmente em D. melanogaster, ocorre a -17 kcal/mol (Brennecke et al.,
2003). Assim, consideramos significantes os pareamentos acima desse valor, utilizado como

corte. Os nove pareamentos entre microRNAs e o alvo 3'UTR do gene codificador de
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vitelogenina ocorreram entre -17,5 e -21,3 kcal/mol. Em estudos paralelos, utilizamos os
programas miRanda (microRNA Target Scanning Algorith, versao 1.0b, Enright et al., 2003) e
RNAHybrid para confrontar 25 microRNAs de A. mellifera (disponiveis na base de dados
miRbase 7.1 em outubro de 2005) contra 1000 pb ap6s o codon de parada de todos os 10.157
genes preditos, a partir do genoma dessa abelha (Nunes et al., 2005a, 2006a). Encontramos
que 90% das interacdes miRNA/mRNA ocorreram com AG< - 25Kcal/mol. Ao utilizarmos
esse valor de corte, nenhum microRNA se alinhou a regido 3'UTR do transcrito de
vitelogenina.

A vitelogenina possui uma regido 3'UTR pequena, 56 nt, o que pressupde um alvo
estringente para acdo de microRNAs. Podemos dizer que a sintese de vitelogenina ndo requer
controle pos-trancricional via RNAs regulatorios? Nao. Ao comparamos 1.650 seqiiéncias de
microRNAs (precursores ¢ maduros) disponiveis no miRBase 6.0 (abril de 2005) contra
11.244 ¢cDNAs parciais (Open Reading frame Expressed Sequence Tags, ORESTES) de A.
mellifera (Nunes et al., 2004), usando o algoritmo BLAST, identificamos nessas bibliotecas 99
novos candidatos a microRNAs e uma tendéncia de expressdo desses mais acentuada nas
fases iniciais do desenvolvimento (embrides e larvas) do que em pupas e individuos adultos
(Nunes et al., 2005b). Essas inferéncias, ainda preliminares, nos indicam que microRNAs,
ainda desconhecidos em abelhas, podem regular a vitelogenina pds-trancricionalmente,
sobretudo antes da metamorfose. Estd aberto, portanto, um amplo e promissor caminho de
investigacdes de microRNA como reguladores da expressdo génica e, baseando-se nos
trabalhos de Sempere et al. (2002 e 2003) abrem-se perspectivas da associagdo dessas
pequenas moléculas ao controle de processos fisiologicos modulados por ecdisterdides e
horménio juvenil, durante o desenvolvimento de A. mellifera.

Dois elementos cCisregulatorios descritos por Cristino et al. (2006), sendo um

frequentemente encontrado na regido promotora de genes diferencialmente expressos em
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larvas de rainhas e o outro na regido promotora de genes diferencialmente expressos em
larvas de operarias foram encontrados até 1000 pb antes do cddon de inicio de traducdo
(ATG) do gene codificador de vitelogenina (Cristino, comunicagdo pessoal). Em humanos,
quanto mais fatores de transcricdo regulam a transcricdo de um gene, mais microRNAs o
regulam apoés a transcrigdo (Cui et al., 2007). Ao contrario, sugerimos que a vitelogenina
obedeca a um mecanismo regulatorio onde estdo envolvem poucos microRNAs e poucos
fatores de transcricdo. Provavelmente os elementos cis-regulatdrios presentes em seu
promotor, requerem fatores de transcri¢do casta-especificos e a expressao desse gene deve
ocorrer de forma independente nas larvas de rainhas e operarias. Essas informagdes refor¢gam
que a complexidade de fungdes desempenhada pela vitelogenina no ciclo de vida de A.
mellifera ¢ acompanhada por uma regulagdo estringente na transcrigdo e na tradugao.

As vias de desenvolvimento em abelhas sdo impares entre os insetos. Por isso a
necessidade de se investir em novas metodologias para refinar preciosas informagdes vindas
de décadas. Inimeros modelos tém sido propostos para compreensdo das interagdes entre
vitelogenina e hormonio juvenil (Amdam e Ombholt, 2003a; Hunt et al., 2007; Page ¢ Amdam,
2007) em A. mellifera, sobretudo em adultos.

Lipidios correspondem a aproximadamente 30-40% do peso seco de ovos de insetos.
Ovdcitos de insetos sdo capazes de sintetizar triacilglicerdis a partir de acidos graxos, porém
seqiiestram lipoproteinas da hemolinfa, carreadoras de lipidios, como ¢ o caso da vitelogenina
e lipoforina. No entanto, na constituicdo de vitelogenina encontra-se de 8-15% de lipidios,
logo, essa proteina contribui apenas com pequena quantidade da reserva energética dos ovos
(para revisdo, Ziegler e Van-Antwerpen, 2006). Em Manduca sexta, a vitelogenina
seqiiestrada contribui com apenas 5% da quantidade dos lipidios dos ovos (Kawooya e Law,
1988). Rainhas virgens e operarias nutridoras, ambas nao-poedeiras, produzem vitelogenina

em abundancia, porém, sem relacdo com sua captagdo pelos ovoécitos (Engels, 1972, 1973;
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Fluri et al. 1981, 1982, revisados por Hartfelder e Engels, 1998). Corona et al. (2007)
mostraram que tanto o transcrito quanto a proteina de vitelogenina estdo presentes na cabeca,
no térax e no abdomen de rainhas adultas. Estes autores destacam que apenas a proteina ¢
muito abundante nos ovarios. Segundo Engels (1973) um ovo recém-posto pesa 100 pg, dos
quais 5-7 g sdo vitelina. Essas informa¢des mostram a importancia da vitelogenina na
reproducdo, mas, também, deslocam seu papel para outros compartimentos e fungdes, de onde
vém nosso interesse em aprofundar os conhecimentos sobre a vitelogenina fora do contexto
reprodutivo.

A fase larval deve ser olhada com cautela. Na trilha dos estudos pos-gendmicos,
investigamos tendéncias funcionais de genes co-expressos ao longo da ontogénese, a partir de
~5.000 etiquetas de cDNA (Nunes et al., 2004) de varias fases do ciclo de vida de operarias.
Verificamos que a fase larval possui um perfil de expressdo génica particular, diferente das
similaridades encontradas entre a fase embriondria e a transicdo pupa-adulto (Nunes et al.,
2006b). As discrepancias da fase larval, frente aos demais estdgios do desenvolvimento,
somadas aos dados disponiveis na literatura sobre o comportamento da vitelogenina e do
horménio juvenil nessas abelhas, fazem do polifenismo, bem como das particularidades
morfo-fisiologicas dessa etapa do desenvolvimento, um capitulo a parte. Nesse contexto,
nossa sugestdo ¢ que tanto a regulacdo da expressdo e as funcdes da vitelogenina sejam
divergentes nas fases, larval e adulta, ou seja, contexto-dependentes. Porém, por mais que sua
regulacdo ocorra de forma independente durante o desenvolvimento, os efeitos pleiotropicos
da vitelogenina sobre multiplos processos fisiologicos parecem constantes em abelhas adultas
(Nelson et al., 2007) e larvas (presente trabalho).

Novos elementos provenientes do estudo de genes da via insulinica em larvas e

adultos de A. mellifera (Wheeler et al., 2006; Barchuk et al., 2007; Patel et al., 2007; Corona
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et al, 2007) vém agregando informag¢des importantes para o entendimento do
desenvolvimento, longevidade e comportamento desse “super-organismo”.

Em abelhas, faltam-nos informagdes moleculares na fase larval, sobre o papel do
receptor de vitelogenina e do receptor de hormonio juvenil, da acdo de outros neurohorménios
(incluindo os ecdisterdides, hormdnio protoracicotréopico PTTH, ETH) e, finalmente, da
expressdo de alatostatinas, alatotropinas, genes do complexo Broad (E74, E75),
macromoléculas que funcionam como sinais mediados pela nutricdo diferencial.

Nosso trabalho corrobora, via silenciamento génico, a relacdo da vitelogenina com o
hormdnio juvenil relacionados a fisiologia e diferenciacdo de castas, mostrando, de forma
indireta, ligagdo com a via de insulina e uma reprogramagao genética apos a metamorfose. As

informagdes acrescentam elementos que podem enriquecer os modelos vigentes.
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6 — CONCLUSOES

Os dados do presente trabalho permite-nos concluir que:

- 0 tratamento nao-invasivo com a dose de 0,5 pg de RNAs de dupla fita oferecido na dieta de

larvas de segundo estagio, mantidas em condi¢des naturais, ¢ viavel;

- aremocao da cria 24h apds o tratamento e o indice de operculacdo sdo bons parametros para

se avaliar o sucesso de experimentos dessa natureza;

- o nimero de individuos coletados ¢ maior sempre que se mantém certa distancia entre as

células de cria que recebem o tratamento com 0,5 pg de dsRNA;

- doses de RNA de fita dupla (dsVg ou dsGFP) igual ou superior a 3 ug inviabilizam o

desenvolvimento de rainhas e operarias de A. mellifera;

- 0 quarto estagio larval ¢ critico para o desenvolvimento de rainhas de A. mellifera;

- o tratamento com moléculas de dsVg, oferecido na dieta natural de L2, deprime a expressao

do gene codificador de vitelogenina durante o desenvolvimento larval e nas formas adultas

estudadas, de rainhas e operarias;

- o silenciamento do gene codificador de vitelogenina em larvas de operarias estd de alguma

forma associado ao aumento dos titulos de horménio juvenil, evidéncia esta que indica um
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feedback regulatorio (hipdtese “duplo repressor”) também na fase larval, a propodsito do que

ocorre na fase adulta de operarias;

- o silenciamento do gene codificador de vitelogenina em larvas de operarias estimula o
surgimento de um ambiente fisiologico tipico de rainhas, porém, apos a metamorfose, as
operarias tratadas com dsVg resgatam sua programagdo genética original, quando se observa
que caracteres morfoldgicos tipicos desta casta ( ovarios, as asas mesotoracicas € o terceiro

par de pernas) nao se alteram;

- moléculas de dsGFP, quando ingeridas pelas larvas, exercem inibigdo pré-transcricional do
gene codificador de vitelogenina e alteragdes fisiologicas sdo observaveis em larvas de

rainhas e operarias;

- a maquinaria de tradugdo para os mRNA de vitelogenina em rainhas adultas ¢ altamente
eficiente, uma vez que, mesmo com reducao significante de transcritos, a abundancia de sua

proteina ¢ alta;

- que a regulacdo da expressdao e as fungdes da vitelogenina sejam divergentes nas fases,
larval e adulta, ou seja, contexto-dependentes, devendo atender a um mecanismo regulatorio

que envolvem poucos microRNAs e poucos fatores de transcri¢ao, casta-especificos.
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Abstract

The honey bee queen and worker castes are a model
system for developmental plasticity. We used estab-
lished expressed sequence tag information for a Gene
Ontology based annotation of genes that are differen-
tially expressed during caste development. Metabolic
regulation emerged as a major theme, with a caste-
specific difference in the expression of oxidoreduct-
ases vs. hydrolases. Motif searches in upstream regions
revealed group-specific motifs, providing an eniry
point to cis-regulatory network studies on caste genes.
For genes putatively involved in reproduction, meiosis-
associated factors came out as highly conserved,
whereas some determinants of embryonic axes either
do not have clear orthologs (bag of marbles, gurken,
torsg), or appear to be lacking (frunk) in the bee
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genome. Our results are the outcome of a first
genome-based initiative to provide an annotated
framework for trends in gene regulation during female
caste differentiation (representing developmental
plasticity) and reproduction.

Kéywords: caste development, cogenesis, meiosis,
UCR motifs, AlignACE.

Introduction

The evolution of social crganization in the Hymenoptera is
intricately linked to the division of reproductive activities
between highly fertile queens and functionally sterile warkers
(Wilson, 1971). Ontogenetically, these alternative pheno-
types primarily reflect the differential feeding of larvae,
a mechanism that is especially pronounced in the honey
bee, Apis mellifera. Queen-destined larvae are fed large
amounts of royal jelly during the entire larval feeding phase,
whereas larvae destined to become workers receive an
altered diet during the last larval instars (Haydak, 1970).
This differential feeding program, in turn, acts on the endo-
crine system where it generates caste-specific signatures
in juvenile hormone (JH) and ecdysteroid titres (Hartfelder
& Engels, 1998; Rachinsky et al, 1990). These metamarphic
hormones are part of the endocrine programme that drives
morphogenesis into either of the two alternative pathways.

The major differences between an adult honey bee
queen and a worker reside in the reproductive system. A
queen usually has close to 200 ovarioles per ovary and is
capable of producing several hundred eggs per day.
Workers in contrast have between two and 12 ovarioles
per ovary (Snodgrass, 1956), which do not show signs of
ongoing oogenesis as long as the queen is present. If the
gueen is lost, a number of workers can activate their
ovaries and produce haploid eggs that will develop into
drones (Kropacova & Haslbachova, 1971; Page & Erickson,
1988; Moritz et al., 1996).

In order to come to an understanding of the molecular
nature and the signal transduction pathways underlying
these developmental and ovary activation signals, differential
gene expression profiling in honey bee caste development
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was Initiated in the late nineties. The main body of currently
avallable data resulted from a cDNA library generated by
suppression subtractive hybridization ({SSH) that con-
trasted queen and worker larvae (Evans & Wheeler, 1998).
Subsequent macroarray analyses (Evans & Wheeler, 2000)
revealed a clustering of these expressed sequence tags
[ESTs) into three distinct groups: genes overexpressed in
young (bipotent) larvae, genes overexpressed in fifth-instar
queen larvae, and genes overexpressed in fifth-instar worker
larvae. A second study focusing on oxidative metabolism
identified a set of differentially expressed mitochondrial
genes (Corona ef af., 1998). The third approach was a DDRT-
PCR screen for hormone responsive genes to investigate
the mode of action of ecdysteroids in the differentiation of the
larval ovary (Hepperle & Hartfelder, 2001). Many of these
EST sets could not be properly annotated at that time, either
because of a limited number of fully sequenced insect
genomes, or because the libraries contained large numbers
of transcripts in 3-gene regions, including poorly con-
served untranslated regions (UTRs). The draft assembly for
the honey bee genome (Honey Bee Genome Sequencing
Consortium, 2006) now permits a much more reliable anno-
tation of this unique set of experimentally validated genes.
Reproductive activity of honey bees is determined in a
two-step process. The basic differences in reproductive
capacity between queen and workers manifest themselves
during larval development by a wave of programmed cell
death that leads to the destruction of over 95% of the ovariale
primordia in the larval ovary of workers (Schmidt-Capella &
Hartfelder, 1998). In the adult life cycle of each caste, the
co-ordinated flux of egg production through previtellogenic
and vitellogenic growth will require the activity of other sets
of genes. Some of these act as determinants of the major
egg and also embryonic axes. As the fruit fly is the most well
developed insect model for axis determination (St Johnston
& Nisslein-Volhard, 1992), and maternal factors have not
yet been functionally characterized in the honey bee, search-
ing the genome assembly (Honey Bee Genome Sequenc-
ing Gonsortium, 2006) provides the first major opportunity
to explore putative patterning networks in honey bees.
The vitellogenic growth phase of the honey bee oocyte
has long been the centre of attention as a means of
describing differential fertility of the female castes (Engels,
1974). The synthesis of large amounts of vitellogenin by the
queen fat body is intimately related to her high reproductive
rate. The equally high vitellogenin titres in haemolymph of
nonreproducing young worker bees, however, have been
an enigma as their ovaries are inactive in the presence of
the queen. Vitellogenin expression has apparently become
uncoupled from oocyte growth during the evolution of the
sterile worker caste and has acquired secondary functions.
It became involved in the production of royal jelly (Amdam
etal, 2003) and in the regulation of worker lifespan
(Amdam et al., 2004) through an inhibitory effect on the

endocrine system (Guidugli ef al., 2005). Along with such
unique life-history traits related to sccially organized repro-
duction, honey bees also promise to answer new questions
involving meiosis, as the honey bee genome exhibits
recombination rates that exceed those of all other higher
organisms (Hunt & Page, 1995; Solignac ef al,, 2004) and
as honey bee males, being hapleid, forego meiosis | in
producing gametes.

The honey bee genome sequence database (Honey Bee
Genome Sequencing Consortium, 2006) has become an
extremely valuable resource not only for comparative genom-
ics, but also for functional genomics. One of the oldest, and
for evolutionary biclogists most challenging guestion in
social insect biclogy is the development of a reproductive
and a nonreproductive caste (Darwin, 1859). Apart from its
implications on evolutionary theory in terms of kin selection
(Hamilton, 1964), this is essentially a question of how
developmental pathways diverge to shape distinct pheno-
types, and how oogenesis is regulated to achieve levels of
extremely high (queen) and extremely low (worker) fertility.

The annotation of genes related to caste development
and differential reproduction in the honey bee has impli-
cations well beyond this species. It represents the first
genome-wide annotation of a melecular architecture behind
reproductive division cf labour. In the light of current dis-
cussions on the importance of alternative phenotypes in
the evolution of novelties (West-Eberhard, 2003) the honey
bee genome information is certainly ane of the most valuable
resources. In the present manuscript we delineate a strategy
on how to transcend from a siraightforward gene annota-
tion approach to functional studies based on motif analysis
of upstream regulatory regions.

Results and discussion

From castfe to BLAST. differentially expressed genes in
caste development

The full list of genes that are overexpressed in fifth-instar
queen or worker larvae, is made available online in the
Supplementary material (Table 15). This list includes
scaffold number, corresponding EST number(s), GLEAN3-
predicted protein sequence, similarity and identity indices
to corresponding Drosophila melancgaster orthologs, as
well as protein domain information (Pfam).

A general result was that a relatively large subset of
genes (nine of 34) overexpressed in honey bee queen
larvae is represented by putative Drosophila orthologs for
which no Gene Ontology (GO) term for Biclogical Process
is indicated in Flybase. In contrast, all worker genes corre-
spond to functionally relatively well-defined Drosophila
genes. Even when taking into consideration the conceptual
limits in attributing GO terms on biological process from
Drosophila orthologs to honey bee genes, this finding could
have a bearing on basic questions in socioevolution,

© 2006 The Authors
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namely, which caste is the novelty, the gueen or the
worker(s)? Phrased in other terms, the genome sequence
information now permits to address at a molecular level
questions that are fundamental to understand the role of
(and evolutionary trends in) ontogenetic processes that
structure insect societies, especially in hymenopterans.
Such basic questions are (1) how many degrees of
freedom (or release from constraints) may actually have
been gained from splitting the functions normally performed
by a solitary ancestral hymenopteran female into two or
more castes, and {2) how was this release from constraints
integrated into postembryonic differentiation processes
to generate truly alternative phenotypes. A second obser-
vation of potential interest to functional genomics was that
a relatively large subset of the caste-related genes maps
to chremosome 2 (seven of 51 unigue sequences).

Most genes in the caste gene list are represented by one
or two EST hits, except for a predicted hexamerin 70b gene
(GB10865-PA). This gene was evidenced by 10 ESTs, one
in a 5-located exon and nine in the 3" region (five ESTs
comprising parts of exon 7 and parts of the 3-UTR, the
other four ESTs landing in exons 6 and 7). The macroarray
data (Evans & Wheeler, 2000) established this gene as
overexpressed in the worker caste. Hexamerins are an
important class of storage proteins that show interesting
expression patterns related to caste and reproduction in
many soclal insects (Martinez etal, 2001; Hunt et al.,
2003; Zhou et al,, 2006a,b). A cDNA enceding the honey
bee Hexamerin 70b subunit has recently been cloned and
sequenced (Cunha et al., 2005), and hormone manipula-
tion experiments showed that the abundance of hexamerin
70b transcripts in larval development is positively cor-
related with high levels of JH and ecdysteroids. This

GO terms 0
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could actually reflect a regulatory feedback function in JH
titre regulation, as exemplified in the termite Reticulitermes
flavipes, where the Hex1/Hex2 ratio controls JH availability
for caste-specifically differentiating tissues (Zhou ei al,
2008k).

Within the honey bee caste genes for which GO infor-
mation was imported and deduced from their Drosophila
arthologs we noted a predominance of terms clustering
as ‘cellular physiological process’ {35%; GO:0050875) and
‘metabolism’ (90%; GO:0008152) in the ‘Biological Process’
(GO:0008150) category (Fig. 14). GO-statistics differences
between gueens and workers became apparent in terms
clustering as ‘cell differentiation’ (0% for queen and 28.5%
for workers; GO:0030154) and 'metabolism’ (96% for
queen and 78.5% for worker; GO:0008152) in the ‘Biclogical
Process’ (GO:0008150) (Fig. 2A).

With respect to ‘Molecular Function’ (GO:0003674),
most terms were related to mRNA translation ('nucleic acid
binding’ (38%; GO:0003676), 'structural constiiuent of
ribosome’ (24%; GO:0003735), ‘protein binding' (12%;
GO:0005515), 'nuclectide binding’ (12%; GO:0000166),
‘translation factor activity, nucleic acid binding' (7%;
GO:0008135). Further important terms were ‘oxidoreductase
activity’ (19%; GQO:0016491) and ‘hydrolase activity’
(16.5%; GO:0016787) (Fig. 1B). For these latter two terms
we noted potentially interesting differences related to caste,
with *hydrolase activity’ being overrepresented by worker
transcribed genes, whereas ‘oxidoreductase activity' was
exclusively represented by gueen genes (Fig. 2B). Even
though these GO assignments on Mclecular Function are
based on evidence from D. melanogaster, without experi-
menial evidence for Apis mellifera, the corresponding
genes are well conserved in sequence and show the
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relevant protein domains (Supplementary material,
Table 15), and thus, are indicative of functional trends.

In general terms, the caste-specific separation into
metabolic pathway preferences, oxidoreductases vs.
hydrolases, may reflect the switch in diet that a worker
larva experiences during the fourth and fifth larval instar.
This represents a switch from a protein/lipid-rich diet to
a more carbchydrate-rich diet (Haydak, 1870), and this
switch apparently is accompanied by an increase in the
expression of genes coding for proteins with hydrolase
activity. Similar switches in gene expression patterns
have recently been reported for D. melanogaster in an
experiment where larvae were shifted from a cornmeal
diet to a banana diet (Carsten et al,, 2005), resulting in
the up- or downregulation of 55 genes of a test population
of 8000. Among these are five genes with dehydrogenase/
oxidoreductase aclivity. These parallels in dietary switch
responses are indicative of conserved coregulated gene
networks. An open question is, of course, how these can be
co-opted to generate different phenotypes, such as the
castes of social insects. In this respect, social insects clearly
go a big step beyond the simple metabolic switch response
seen in Drosophila. They have apparently incorporated
divergent metabolic regulation into a network architecture
consistent with morphogenetic differentiation. This required
that metabolic regulation became integrated through
the endocrine system with developmental patterning
processes.

The importance of metabolic regulation on caste devel-
opment has also come to light in a recent Representational
Difference Analysis (RDA) study on caste development in
the highly eusocial stingless bee Melipona quadrifasciata
(Judice et al, 2006). This is particularly interesting because
in this genus, caste development is thought to be based on
a genetic predisposition (Kerr, 1950). Metabolic regulation
may, thus, be a sine qua non far caste development, and

oxidoreductase

Molecular
Function

Il Queen
i Worker

Figure 2. Gene Ontology categories with caste-
specific expression patterns for Biclogical
Process {A}). Genes classified as part of cell
differentiation processes are significantly
overexpressed in workers, whereas genes related
to metabolism are overexpressed in queen larvae,
In the Molecular Function categories (B) we
observed an apparent split indicating differential
enzyme preferences in queens [overexpress
oxidoreductases) and in workers {overexpress
hydrolases). The graph was generated by a
FatiGO analysis set at level 3. Frequencies
activity indicate the appearance of GO terms in the queen
(black bars) and worker differentially expressed
genes (grey bars)

caste-specific metabolic pathways may be set in motion
rather independently of the nature of the initial switch
(nutritional or genetic). The question of how this metabolic
switch may integrate with the resultant endocrine signature
characteristic for each caste is still a widely open field, but,
recent studies in Drosophila showing an interaction between
ecdysone and insulin signalling in the determination of
body size (Colombani et al., 2005; Mirth et af., 2005) may
provide a lead.

This is also the point to reflect on how justified it is to
heuristically rely on Drosephila orthologs and to use their GO
attributes in a developmental context (caste differentiation)
that has no parallel in Drosophila. A recent gene expression
profiling study in the ant Camponotus festinaius employing
a microarray set-up of 384 clones showed significantly
different expression levels for larval vs. adult ants in 91
genes (21 confirmed by gRT-PCR), including an Apis
hexamerin 70b ortholog (Goodisman et al., 2005). When
comparing the temporal expressicn patterns of these ant
genes with expression profiles for their respective Drosophila
orthologs (Arbeitsman ef af, 2002) relatively little accord
was noted for the two species, leading to the suggestion
that these genes may have taken on distinct functions
due to the long divergence time beiween dipterans and
hymenopterans (Goodisman efal, 2005). Differences
aside, these examples show that in practically all studies on
large-scale functional considerations in gene expression, we
are strongly wedded with Drosophila, and even though
functional divergence in orthologs may have occurred,
there is little experimental gene-by-gene evidence available
for any of the major insect orders cutside of Diptera.

Functional studies are clearly profiting from the now
available honey bee genome sequence, as evident from
the increasing number of RNAI experiments in honeybees
(see citations in Honey Bee Genome Sequencing Consor-
tium, 2006). This is still a small number compared with
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the large-scale RNAI assays established for Drosophila
(Boutros et al., 2004), but the development of cell culture
approaches in the honey bee (Bergem et al., 2006) repre-
sents a step in this direction.

Alternatively, regulatory functional associations between
genes and their integration into networks can be inferred
from the presence of response elements in upstream
control regions. In our analysis of differentially expressed
genes in queen-worker development we took a biocinformatics
approach for a first look into the molecular architecture of a
developmental polyphenism.

Motif search in upstream regions of differentially expressed
genes

The genes related to caste development are among the
first honey bee genes for which experimentally validated
expression data were generated (Corona etal, 1999,
Evans & Wheeler, 1998, 2000; Hepperle & Hartfelder,
2001; Guidugli et af., 2004). Certainly, these 51 genes do
not comprise all the genes involved in caste development
but they are expected be prominent players as they were
the ones that stood out in the SSH and DDRT-PCR
approaches. The 51 caste genes do not represent gene
families but rather fall into many very different molecular
function categories. This made us ask whether the

observed overexpression pattern of different genes in-

either queen or worker larvae may be associated with the
oceurrence of specifie regulatory metifs in the upstream
control regions {UCR) of these genes.

Three different algorithms, AlignACE (Roth et al., 1998),
MEME (Bailey & Elkan, 1995) and MDscan (Liu et al.,
2002) were used to construct a pipeline for detecting
overrepresented motifs in the two unaligned sets of UCR
sequences for the caste-specifically expressed genes. This
pipeline was run on a 'top-10’ set of 12 genes (six for each
caste), which showed the most pronounced caste differ-
ences in expression {Evans & Wheeler, 2000) and also
on a randomly selected set of UCRs (background control).
We calculated four different metrics for each motif: MAP
score (Roth et al., 1998), a group-specificity score (Church
score) (Hughes et al,, 2000), and a ROC AUC and MNCP
metric (Clarke & Granek, 2003). A first set of filters was
used to detect motifs with a potential for regulatory functions
(MAP score > 5; ROC AUC = 0.7). This resulted in 46 motifs
out of 123 total UCR motifs found in the queen UCR set
and in 71 motifs out of 261 total found in the worker UCR
set (Supplementary material, Table 25).

A parametric statistical test (Manova; P=0.0001;
Wilks'= 0.78; F=7.2) and a nonparametric statistical test
{Kolmogorov—Smirnov; Table 1) on ROC AUC and MNCP
indices showed that these two sets of filtered motifs are
significantly different from a randomly selected set of
motifs. The rank-order metrics, ROC AUC and MNCP, have
previously been used to compare the association of short

© 2006 The Authors

Table 1. Kalmogorov—Smirnov analysis of ROC AUC and MNCP metric for
statistical significance of putative regulatory motifs in upstream control
regions of genes with queen or worker-specific expression patterns. These
molifs were conirasted with a random set of motifs detected in a random set
of UCRs of GLEANS-predicted honey bee genes.

Group pairs ROC AUC MNCGP
Random x {Queen + Waorker) P>0.1 P=0.001
Random x Queen F>01 P <0005
Random x Worker P=01 P<0.001
Queen x Worker P<01 P>0.1

regulatory sequence features with gene expression data
(microarray analyses on coregulated genes) and they have
been useful in flagging false positives erroneously included
in 'top-10’ sets of differentially expressed genes (Clarke &
Granek, 2003).

To select highly specific motifs found in each data set we
used the group-specificity score (Church score = 1e™;
Hughes et al, 2000) to identify the most likely motifs
involved in decision making for pathways leading to queen
(two motifs, Fig. 3A) or to worker development (12 motifs
with Church score < 1™, Fig. 3B). As the SSH and DDRT-
PCR approaches on caste development can be expected
to retrigve only a subpopulation of such genes, these motifs
represent only a partial scenario of the transcriptional
regulatory network underlying caste development. The
motifs can now be used to screen other GLEAN3-predicted
genes to integrate a candidate list of putatively coregulated
genes in caste development that can be submitted to
further experimental validation.

Each motif found in UCRs of queen (48) and worker (71)
overexpressed genes was compared with the entire set
of D. melanogaster cis-regulatory motifs contained in the
TRANSFAC database (version 4.0; Wingender et al., 2000).
Only alignments passing 80% identity for each position-
specific site matrix (PSSM) were considered as significant
matches. Whereas none of the most specific motifs for
each caste showed similarity to any of the 2 melanogaster
motifs, some of the more ubiquitous cnes did resemble
binding sites of transcription factors, such as Antennapedia,
Ultrabithorax, zerkniillt, even skipped, trithorax-like, tailless,
paired, fushi tarazu and Adh transcription factor 1 {Supple-
mentary material, Table 25).

When we plotted the positions of the two queen and the
12 worker motifs in the UCRs of the caste-specifically
expressed genes (Fig. 4) an interesting pattern emerged
for the worker-specific motifs. Some of the worker motifs
appeared to be clustered and occurring in tandem; further-
more, they were positioned relatively close to the predicted
translation start sites in some of the genes that are over-
expressed during worker development (annotation results
of these genes are listed in Supplementary material,
Table 1S). A position close to the predicted translation start
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{A) Queen
Motif MAP Church ROC_AUC MNCP Motif consensus
o1 550 13707 0.82 208.38 AT..A, & daa B4
Q2 5.27 2.57e-05 0.95 19.20 ci AMATTT

{B) Worker

__ Motif MAP Church ROC_AUC MNCP Motif consensus
w1 12.79 5.32e-10 0.74 113.04 G . s e - c T C
w2 11.39 5.32e-10 0.74 97.89 . =% 3 et C
W3 8.93 5.32e-10 0.83 237.48 - PP
W4 7.04 5.32¢-10 0.83 227.58 T A e e O
W5 9.31 5.32e-10 0.90 118.10 C 2l
W6 986  532e10 0.74 334.61 e . BGT GG
W7 1586  55%e-10 0.74 206.11 c A o Gt
w8 8.55 1.37e-07 082 77.90 R
Ve 7.44 1.37e-07 0.90 35.16 ~x T e 5
W10 13.83 1.37e-07 0.74 169.79 P e
wil 1109 137e07 0.83 184.30 e h . -1 .0
w12 10.59 1.37e-07 0.74 68.93 . e e.C

Figure 3. Pulative regulatory motifs and their consensus sequences in UCRs of queen and worker overexpressed genes. Scores for MAR, Church, ROC AUC

and MNCP metrics indicate degree of group specificity and significance level

sites is generally taken as a sign of strong regulatory effect
{Davidson, 2001).

As caste development is highly dependent on changes
in haemolymph titres of JH and ecdysteroids we also
screened the UCRs of the differentially expressed genes
for putative nuclear receptor binding sites. Regulatory
elements involved in the JH response are not well under-
stood yet, so any prediction in this direction would be
elusive (Wheeler & Nijhout, 2003). Functional ecdysone
response elements (EcRE) have, however, been identified
and it is now well established that the EcR/USP complex
binds to direct or inverted (palindromic) repeats (Riddi-
hough & Pelham, 1887; Antcniewski ef al., 1995; Perera

et al., 2005). A PSSM search (Wassermann & Sandelin,
2004) based on a canonical representation (rGkTCAaT-
Gamey) (Perera et al, 2005) did not reveal any putative
EcRE motif in the UCRs of the 51 caste-differentially
expressed genes. However, this does not rule out that
these genes respond to changes in JH and/or ecdysteroid
titres as these hormones require EcR/USP binding prima-
rily in the expression of early genes, but not necessarily for
the late response genes (Li & White, 2003; Sullivan &
Thummel, 2003).

In conclusion, the predictions from such a combined
strategy that searches for group-specific and for conserved
regulatory motifs in GLEAN3 predicted honey bee genes

) 2006 The Authors
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(A} Putative cis-regulatory elements in queen genes

{B) Putative cis-regulatory elements in worker genes
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Figure 4. Map of the group-specific motifs found in queen and worker UCRs of casle-specifically expressed genes. The coding region is represented by the
GLEANI prediction number (assembly 4.0) with arrows indicating the translation start site. Asterisks mark UCHs of the top10’ set used to find the cver-

represented metifs,

represents a major transition from nonhypothesis-driven
high-throughput screens to hypothesis-driven searches for
context-dependent gene expression in honey bees. Such
directed search results can serve as a platform for expeti-
mental analyses of genome-wide integration in hormonal
control of caste development in bees. In addition, this study
exemplifies how existent algorithms for detecting shared
regulatory motifs can be joined into a toolkit for predicting
coregulated gene expression patterns in honey bees. These
methods have been shown to be robust and are gaining
acceptance for use in functional and comparative genomics
(Liu ef al., 2004, Pritsker et al, 2004; Zhu et al,, 2005).

Oogenesis and reproduction

As caste development sets the stage for reproductive
division of labour, genes involved in reproductive processes
are strong candidates for functional analyses. In the present
study we performed BLAST searches to identify honey bee
orthologs for a list of 32 fly genes with the GO attribute
‘oogenesis’ and for four genes specifically related to
‘vitellogenesis'. The list for fly genes involved in nuclear
events in germ cells consisted of 20 genes for ‘female
meiosis', 12 genes for ‘recombination’ and 21 genes under
the heading ‘chromosome segregation including segregation

© 2006 The Authors

distortion’ (Supplementary material, Table 3S). In some cases,
these GO attributes for fly genes, of course cverlapped.

BLASTN and BLASTX searches for these fly genes
against the honey bee genome assembly 3.0 and the
GLEANS Official Set (aa) retrieved statistically well sup-
ported putative bee orthologs for most of these candidates.
For the genes involved in meiosis, recombination and chro-
mosome segregation this finding, although not unexpected,
is of interest as meiosis in the haploid honey bee drone is
strongly modified when compared with a normal diploid
meiosis. The first meiosis is initiated but the nucleus
remains undivided and only the superfluous centrioles are
sliminated as cytoplasmatic buds (Hoage & Kessel, 1968).
An interesting gene, thelytoky (th), has recently been
mapped in this context [Lattorff ef al, 2005). It prevents
almost completely meiotic recombination in the automixis
of laying workers of the Cape honey bee. As an indication
of the interplay between meiosis and later development,
this locus also appears to be an integral part of various
gene cascades invalved in caste determination (Lattorff
et al., 2008).

The fly genes refrieved in the GO searches for ‘cogenasis’
represent @ much larger range of Molecular Function
categories, such as transcriplion factors, proteins regulating
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translation by RBNA binding, BRNA helicases, enzymes
(ubiguitination, transfer of sugar residues, sulfotransferase),
GTPase activity, and several factors binding to cyteskeletal
proteins (Supplementary material, Table 3S). This wide
range of functional categories is expected as these genes
are involved in a series of different steps during oogenesis
in the polytrophic meraistic ovary. Oogenesis starts out with
the maintenance of germline and somatic stem cell identity
in the germline niche in the upper germarium. A key gene
involved in this process ls pumilio (Forbes & Lehmann,
1898), which is represenied by a highly conserved bee
orthalog, GB10504-PA. The second step is the formation of
germ cell cysts, the determination of an cocyte within each
cyst, and the survival of these cysts, involving genes such
as benign gonial cell neoplasm (Lin et al., 1994), encore
{Hawkins et al., 1998), ovoand ovarian fumour (otu) (Staab
& Steinmann-Zwicky, 1895), all well conserved in the honey
bee genome. Interestingly, we could not find a clear bee
ortholog for bag of marbles (bam), which is one of the prime
early response genes in the cystoblast differentiation
pathway in Drosophila (McKearin, 1997).

The third step comprises previtellogenic growth of the
follicle, and during these stages a number of maternal
factors are deposited and anchored either within the oocyte
or in the perivitelline space that define the egg and the
future embryonic axes (for review see, St Johnston &
Niisslein-Volhard, (1992). In the list of Drosophila genes
involved in early steps of axis determination a couple of
surprises came up in the search for honey bee orthologs.
A big surprise was that we could not find a gurken ortholog
in the bee, even though this gene sets up both the anterior—
posterior and dorsal-veniral axes in the Drosophila eqg
(Gonzalez-Reyes et al, 1985), whereas downsiream
components of the Gurken signalling cascade appear to
be preserved in the bee genome (Honey Bee Genome
Sequencing Consortium, 2006). Similar apparent gaps in
constituents of patterning cascades were noted for the
terminal regions of the embryo, such as a lack of a torso
ortholog, whereas its ligand, forso-fike, is represented by a
well conserved ortholog in the bee (GB18663-PA).

With respect to genes involved in the final processes of
cogenesis we primarily looked at genes that play a part
during vitellogenesis. There are four genes of interest in this
class, the primary one coding for the yolk protein precursor
vitellogenin. This gene has already been sequenced for the
honey bee (Piulachs et al, 2003) and, as expected, it is
much more related to vitellogenins of other insects and
even vertebrates than to the Drosophila yolk proteins,
which apparently are derived from lipases (Hagedorn ef af.,
1998). The second gene of interest is the bee ortholog to
yolkless, as this (GB16571-PA) could represent a putative
vitellogenin receptor. The other two Drosophila genes with
clear orthologs in the bee are CG18641 and CG12139,
which code for a lipase and an LDL receptor, respectively.

General conclusions

The current analysis made use of previous experimental
analyses on differential transcription during caste develop-
ment of honey bee larvae. In the annotation of these genes,
which includes references to Gene Ontology terms asso-
ciated with their respective Drosophila orthologs, two major
configurations emerged. First of all, worker genes were
better defined in terms of GO attributes, compared with the
relatively large number of queen genes that had no GO
terms associated to their respective Drosophila orthologs.
Even when taking into consideration the conceptual limits
in attributing GO terms on molecular function and biological
process from Drosophila orthologs to honey bee genes,
this finding could have a bearing on general basic
questions in socioevolution, namely, which caste is more
divergent from a nonsocial reproductive female bee proto-
type or reproductive ground plan, the queen or the worker?
Less speculative is the second major conclusion coming
out of the GO analysis for Molecular Function, showing and
confirming (Eder etfal, 1983; Corona etal, 1889) the
imporiant role of metabolic regulation in caste development.
This facet is demonstrated especially clearly in the
caste-specific expression of oxidoreductases (gueen)
vs. hydrolases (workers).

The honey bee genome information provided not only a
much improved annotation platform for caste-specifically
expressed ESTs, but, even more so, opens the possibility
to explore putative regulatory features of the honey bee
genome. In the current study we employed modified Gibbs
sampling and expectation-maximization algorithms (Alig-
nACE, MDScan, MEME) to detect group-specific motifs in
gene regions up to 1000 bp upstream of translation start
sites. We detected 14 motifs that were significantly over-
represented in the caste genes, when compared with
corresponding motifs found in a random set of GLEAN3-
predicted honey bee genes. The localization of such
matifs in UCRs of worker-overexpressed genes revealed
a clustering of such motifs close to the predicted basal
promotor regions suggesting strong regulatory effects.
Such search strategies and the detected motifs can provide
the lead to reveal and unravel cis-regulatory networks for
and within specific contexts of honey bee biology.

Caste polyphenism in social insects makes a strong case
for the emergence of novelties at a microevolutionary level
(West-Eberhard, 2003). Without the pretension to discuss
exhaustively the mechanisms underlying this surge of
developmental plasticity, two major themes become
apparent in this and other studies. Regulatory change has
been demonstrated in the shut-down of wing disc pattern-
ing cascades in ants (Abouheif & Wray, 2002) and is
certainly also implicit in observed temporal changes in
gene expression during postembryonic development of
ants and bumble bees (Goodisman et al, 2005; Pereboom
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et al, 2005). Such change would be expected to involve
cis-regulatory elements, that is, change in transcription
factor binding sites in UCRs, as appreached in this study,
and also evolutionary change in response thresholds to
circulating morphogenetic hormones (for review see, Hart-
felder & Emlen, 2005). The second and guite unexpected
theme is the acquisition of new systemic functions by
evolutionary rather old proteins, such as vitellogenin and
hexamerins. These apparently unspectacular proteins
have evolved into key players for caste evolution and repro-
ductive division of labour via novel regulatory connectivity
with JH (Amdam ef al, 2004; Guidugli et af., 2005; Zhou
ef al., 2006a,b).

Experimental procedures

Selection and annotation of ESTs representing differentially
expressed genes in honey bee caste development

The starting point were 164 entries (mainly 3-ESTs) in GenBank
(BG101532-BG101697) from an SSH library (Evans & Wheeler,
1999; Evans & Wheeler, 2000). When validaled by macroarray
analyses, a clustering into three major classes became apparent:
(1) genes overexpressed in young larvae; {Il) genes overexpressed
in last instar queen larvae; and {lll) genes overexpressed in last
instar worker larvae. For this study we excluded the class | ESTs
because their expression is not caste-specific, but rather represents

expression differences between young (still bipotent) and older -

larvae. To the class Il queen ESTs (82) we added one complete
cDNA entry (AY601642) from a DDRT-PCR screen (Corona et al.,
1999), and to the class Il set of worker ESTs (40) we added seven
GenBank dbEST entries (BG149167-BG149173) from a DDRT-
PCR screen on ovary development (Hepperle & Hartfelder, 2001).
The EST sequences were submitted to BLASTN searches
(parameters: -G 2 -E 3 -W 15 -F'm D’ -U -e 1e-20) against genome
sequence assembly Amel_v3.0 to relrieve maiches in linked or
unlinked genomic contigs and fo exclude no-matches (seven ESTs
in queen). ESTs that aligned within the same scaffold were
checked for clustering and overlap. This clustering also served to
exclude genes that wers represented by non-overlapping ESTs
from both castes. This procedure generated a set of 51 unique
putative gene sequences overexpressed in either queen (34) or in
worker larvae (17). These 51 nonredundant sequences were
submitted to BLASTX searches against the Official Set of GLEANS-
predicled protein sequences (cut-off value at 1e *"). For ESTe with
no significant protein sequence maiches, the genomic regions
adjacent to the mapped EST were searched to find neighbouring
ORFs, especially those nearest to putative 3' UTRs of predicted
proteins, as the EST libraries have a bias in this direction.
Official Set protein sequences were aligned against Amel_v3.0
sequence assembly using TBLASTN to map protein to genome
and subsequently, they were aligned using BLASTP against the
GenBank nonredundant (nr) and the Flybase protein sequence
databases. The manual fealures annotation procedure of the
Artemis 7.0 program (Rutherford ef al, 2000) was used to map
ORFs, putative splice sites of exons and ESTs to genome coordi-
nates. The final annotation file was generated with a Python script
in GFF format (hitp://www.sanger.ac.uk/Software/formats/GFF/).
Honey bee sequences annotated as orthologs to D. mela-
nogaster genes were putatively assigned the GO terms listed in

© 2006 The Authors

the respective Flybase entry. In addition, the definition of new GO
terms (Blological Process ontology) related to caste development
and polyphenism (GO:0048651 and GO:0048650, respectively)
was co-ordinated with the Gene Ontology Consertium {Ashburner
et al, 2000). The FatiGO web tool {Al-Sharour et al., 2004) was
used to cluster GO terms (level 3 setting) for Biological Process
and Molecular Function.

For the detection of conserved domains, the 51 protein
sequences were screened against the Pfam database (htip://
www. sanger.ac.uk/Seftware/Pfam/) using the HMMER platform
(current release 2.3.2, http:/hmmer.wustl.edu/), with a cut-off
value setat 1e ",

Annotation of oogenesis and reproduction genes

In order to identify putative honey bee orthologs to 0. melanogaster
genes we searched the following GO terms in Flybase:'oogenesis’
(GO:0009993), 'vitellogenesis’ (GO:0007296), ‘female meiosis’
(G0:0007143), 'DNA recombination’ (GO:0006310), and ‘chromo-
some segregation’ (GG:0007059). Genes related to segregation
distortion were searched for in Flybase in phenotypic descriptions
and mutant effects of 0 melanogaster genes as this phenomenon
is not represented by a GO term. Hence this group may be more
heterogeneous than the others. From this list we removed genes
of pleiotropic function (multifaceted GO entries in Biological Process)
and genes that lacked defined transcripts in the Drosophila
genome database.

For the GO terms ‘oogenesis’ and *vitellogenesis' we perfermed
TBLASTN and BLASTP searches for 42 fruit fly genes against the
Amel_v3.0 genome assembly and the GLEANS-predicted protein
sequences (Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 2006},
respectively. The orthologous 0. melanogaster gene was charac-
terized by the same procedure as described above (reciprocal
best hit). For the GO terms ‘female meiosis’,'DNA recombination’,
‘chromosome segregation’ and the non-GO group ‘segregation
distortion’, transcripts of D. melanogaster were searched against
nr databases at NCBI using BLASTP. The cbtained sequences
were searched against the Amel_v3.0 genome assembly and the
GLEAN3-predicted protein sequences using TBLASTN. Homalo-
gous sequences (threshold 1e ") were predicted using the BioEdit
software {Hall, 1998). ORFs showing significant homology (BLASTP,
threshold 1e *%) were assembled and used in BLASTP searches
against the nr databases at NCBI.

Motif search in upstream regions in caste-specifically expressed
genes

In order to detect overrepresented motifs in the upstream control
regions (UCRs) of the two sets of caste-related genes we selected
gene subsets based on two criteria: (1) those that had shown the
highest caste-specificity in the array analyses (Evans & Wheeler,
2000}, and (2) those that had a conserved 5’ region when compared
with the Drosophifa orthologs. These ‘top10’ genes consisted of six
queen genes (GB13072, GB11628, GB19380, GB14798, GB16047
and GB18242) and of six worker genes (GB10869, GB12371,
GB12239, GB10428, GB19006, GB14758). The motif search was
conducted separately on the two sets of UCR sequences using three
methods: AlignAce (Roth ef af, 1998), MEME (Bailey & Elkan,
1995) and MDscan (Liu ef al,, 2002). Default parameiers values
were used in all searches, except that GC content in intergenic
regions was set to 25%, representing the background value estab-
lished for the honey bee UCR database generated in this study.
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The database containing 10,156 UCR sequences was gener-
ated by parsing the Official Set annotation file (downloaded in GFF
format from hnp:.ﬂfwww.beegenome.hgsc.bcm.tmc.edu:beeﬂp.html)
to extract upsiream regions starting from the terminal 5™-genomic
coordinate of each predicted CDS. The UCRs were arbitrarily set
to a size frame of 1000 nucleotides (Roth et al,, 1998), but were
trimmed whenever another predicted ORF was detected in any of
these regions.

The MAP (maximum a priori log likelihood) score, group specificily
score (called Church score in this manuscript) [Hughes et al.,
2000), ROC AUC (area under the curve for a receiver-operator
characteristic plot) metric and MNCP (mean normalized condi-
tional probability) metric (Clarke & Granek, 2003) were used to
detect motifs that most likely correspond to biologically significant
cis-regulatory elements. The filters ran on the UCRSs of the subsets
of queen and worker genes were a MAP score cut-off value of 5.0,
followed by a ROC AUC cut-off at 0.7, followed by a group specificity
score cut-off at 1e ™. The UCR database of all GLEAN3 predicted
honey bee genes was used as the background to calculate
these metrics.

Aparametric test (MANCVA) anda nonparametric test (Kolmogorov—
Smirnov) were conducted 1o identify significance levels for the two
sets of filtered motifs found in the UCRs of caste-specifically
expressed genes against filtered motifs found In the random UCR
set. Random motifs were sampled from a motif database (10 391
molifs) generated by running our script 100 times with a random
sets of UCR sequences.

The main criterion for identifying known regulatory motifs among

these caste-specific ones was the alignment of the PSSM for each’

bee motif with the Drosophila melanogaster sequences in the
TRANSFAG database (release 4.0) (Wingender et al., 2000). Only
the alignments passing a threshold of 80% identity for each PSEM
were considered as significant maiches. In addition, we checked
for a specific binding motif, the EcR/USP motif (rGKTCAaTGamcy-
3, known to function in the expression of genes responding to
morphogenetic hormone titres (Perera ef al., 2008).

Operating system and programming tools

An Ubuntu Linux (version Breezy) operating system was used to
implement all scripts and pipelines designed for annotation proce-
dures and motif discovery. The Python programming language
(hitp:/fwww.python.org/),  Biopython (hittp://www.biopython.org),
and TAMO (Tools for Analysis of Molifs) packages (Gordon et al.,
2005) were used in program design. Other web applications were
puilt using the Zope application server (hitp:fiwww.zope.org)
hosted at http://zulu.fmrp.usp.br/beelab.
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