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Resumo

LOURENGCO, A.P. Genes codificadores dos peptideos antimicrobianos e de outras
proteinas envolvidas na resposta imune de Apis mellifera. 2007. 172 p. Tese de
Doutorado — Departamento de Genética, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2007.

Os insetos desenvolveram um sistema imune eficiente contra parasitas e patégenos, que
compreende a resposta celular e a humoral. Os mecanismos celulares envolvem a
fagocitose e a encapsulacdao pelos hemdcitos, enquanto que as respostas humorais
incluem a ativacao da Profenoloxidase, e a sintese pelo corpo gorduroso dos peptideos
antimicrobianos, que sado liberados na hemolinfa. Duas vias de sinalizagao intracelular,
Toll e Imd, controlam a expressdo dos genes codificadores dos peptideos
antimicrobianos. A andlise do Genoma da abelha Apis mellifera permitiu a identificagao
dos genes dessas vias. No entanto, pouco se conhece do mecanismo de resposta imune
nessas abelhas. Desta maneira, nos propusemos analisar a transcricdo de genes
efetores da resposta imune (abaecina, hymenoptaecina, defensina, transferrina,
profenoloxidase), assim como os genes integrantes das vias de sinalizag¢ao, tais como os
genes de reconhecimento de microorganismos (PGRP, GNBP) e ainda, os de sinalizacao
(cactus, relish, dorsal 1-B). Avaliamos também possiveis proteinas implicadas na
resposta imune, como as proteinas de estocagem Vitelogenina, Hexamerina 70a,
Lipoforina I/ll e Lipoforina Ill. Finalmente, analisamos o efeito da nutricdo e do
envelhecimento sobre a imunidade em abelhas. Para analise da expressao dos genes
das vias de sinalizacdo, as abelhas foram infectadas com bactérias Serratia marcescens
ou Micrococcus luteus por injecdo ou via alimentacdo. A infeccdo com esses
microorganismos provocou a transcricdo de peptideos antimicrobianos e de transferrina
em altas quantidades apés 3 e 12 horas de tratamento, além da alteracdo na quantidade
de transcritos de outros genes. O papel dos genes profenoloxidase e dorsal na imunidade,
descritos como codificadores de importantes proteinas em outros insetos, foi avaliado
através da metodologia de silenciamento génico por RNA de interferéncia. Observamos a
diminuicdo da transcricdo do gene alvo, mostrando a eficiéncia da metodologia. No
entanto, a simples injecdo de um RNA de fita dupla foi capaz de ativar o sistema imune
de abelhas. Este efeito contribuiu para a dificuldade de atribuicAo do papel da
Profenoloxidase na imunidade de abelhas. Contudo, os resultados de silenciamento de
dorsal e suas isoformas, nos levaram a considerar que dorsal 1-A ou dorsal 2 participam
da via de sinalizagdo intracelular para produgcdo de peptideos antimicrobianos,
principalmente de defensina. Em relacao as proteinas de estocagem, tanto a quantidade
de transcritos quanto de proteinas diminui apds infeccdo com bactérias, indicando que
estas proteinas estao envolvidas de alguma forma no processo de imunidade em abelhas.
Além disso, consumo de alimentos ricos em proteina aumentou 0s niveis de transcritos
das proteinas de estocagem, o que muito provavelmente favorece a manutencdo da
capacidade de resposta imune de abelhas. O efeito do envelhecimento no declinio da
imunidade foi analisado em abelhas nutridoras (novas) e forrageiras (velhas) de uma
colénia tipica. Além disso, foram utilizadas abelhas de uma colénia single-cohort, que
eram de uma mesma idade, mas algumas eram nutridoras, enquanto outras eram
forrageiras. Todas as abelhas, independentemente da idade ou comportamento, foram
capazes de ativar o sistema imune apds infeccdo pela bactéria S. marcescens. No
entanto, as abelhas com o comportamento de forrageira, independentemente da idade,
sempre foram mais susceptiveis a infecgdes que as nutridoras. Este fato se deve, muito
provavelmente, as diferengas fisioldégicas entre essas abelhas, que proporciona as
nutridoras maior competéncia a sobrevivéncia.

Palavras-chave: Apis mellifera. Peptideos antimicrobianos. Proteinas envolvidas na
resposta imune. Imunidade.
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Abstract

LOURENGO, A.P. Genes encoding antimicrobial peptides and immune-related
proteins in Apis mellifera. 2007. 172 pp. Ph.D. Thesis — Genetics Department,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2007.

Insects have developed an efficient immune system against parasites and pathogens,
which is comprised of both cellular and humoral responses. The cellular mechanisms
involve phagocytosis and encapsulation by hemocytes, whereas the humoral responses
include activation of prophenoloxidase and synthesis of antimicrobial peptides by the fat
body, which are released into the hemolymph. Two signaling pathways, Toll and Imd,
control the expression of genes encoding antimicrobial peptides. Genome-wide analyses
of the honey bee, Apis mellifera, have identified predicted genes for these signaling
pathways. However, immune response mechanisms in honey bees were not yet in depth
studied. We analyzed the transcription of effector genes (abaecin, hymenoptaecin,
defensin, transferin, prophenoloxidase), as well as other immune genes, such as
pathogen recognition genes (PGRP, GNBP) and signaling genes (cactus, relish, dorsal 1-
B). We also investigated the role of the storage proteins Vitellogenin, Hexamerin 70a,
Lipophorin I/1l and Lipophorin Il in the honey bee immunity. Finally, we analyzed the
effect of nutrition and aging on honey bee immunity. Gene expression of signaling
pathway components was assessed in honey bees that had been infected with the
bacteria Serratia marcescens or Micrococcus luteus through injection or oral challenge.
Honey bees infected with these microorganisms had strong up-regulation of antimicrobial
peptide genes and of transferin, and also other changes in transcript abundance after 3
and 12 hours of challenge. The roles of prophenoloxidase and dorsal in the immune
response, described as genes encoding important proteins in other insects, were also
investigated. In this case we used RNA interference (RNAI) to silence the expression of
these genes. RNAI efficiently silenced the target genes. However, injection of double-
stranded RNA in honey bees induced a reaction by the immune system. This made it
difficult to determine the role of prophenoloxidase in honey bee immunity. Yet, silencing of
dorsal and its isoforms led us to consider dorsal 1-A or dorsal 2 as members of the
signaling pathways that produce antimicrobial peptides, especially defensin. The
abundance of storage proteins transcripts and proteins was lower in infected bees than in
controls, giving evidence that these proteins participate in the immune process in honey
bees. Moreover, protein consumption caused up-regulation of genes encoding storage
proteins, which may favor the maintenace of the immune response capacity. The effect of
aging on decline in immunity was analyzed in (young) nurse bees and (old) foragers from
normal free-flying colony. We also examined bees from a single-cohort colony, in which all
individuals were at the same age; but some were nursing, while others were foraging. All
the bees, independent of age or behavior, were able to activate the immune system after
infection with S. marcescens. However, foragers, independent of age, were always more
susceptible to infections than were nurse bees. This is probably due to physiological
differences between bees, which confers to the nurses more competence to survivorship.

Keywords: Apis mellifera. Antimicrobial peptides. Immune-related proteins. Immunity.
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Organizacao de uma coloénia de Apis mellifera

As abelhas Apis mellifera vivem em col6nias compostas de milhares de individuos
e pertencem a um grupo altamente social dentre os Hymenoptera (Winston, 1987). As
colénias de insetos sociais sdo estruturadas de modo a possuirem caracteristicas
marcantes, como a divisdo de trabalho, a diferenciagdo de castas e a sobreposi¢éo de
geracdes. Em uma colénia de abelhas A. mellifera sao encontrados trés tipos de
individuos: os zangoes, a rainha e as operarias, 0s quais exercem papéis distintos nessa
sociedade. Os zangdes, que se desenvolvem a partir de ovos nao fertilizados, sdo os
machos aos quais compete somente a atividade reprodutiva de se acasalar com a rainha.
Dentre as fémeas, que se desenvolvem a partir de ovos fertilizados, existem duas castas:
da rainha e das operarias. A rainha € a Unica fémea fértil capaz de ser fecundada e, além
da fungao reprodutiva, é capaz de manter a organizagdo social da coldnia utilizando-se
de feroménios por ela sintetizados. Esse controle por sinais quimicos, sobre a colénia,
também influencia na fisiologia das operarias fazendo com que permanecam estéreis.

Em insetos sociais, 0 comportamento de cada individuo foi selecionado para
promover o crescimento e a reproducao da colénia (Wilson, 1971). A divisdo de trabalho
em operarias A. mellifera esta intimamente relacionada com as diferentes caracteristicas
morfologicas, fisioldgicas e comportamentais de cada casta, tipicas de idades especificas,
em um processo denominado polietismo etario. As operarias geralmente realizam nas
duas a trés primeiras semanas de vida adulta atividades dentro da colénia como cuidar
da cria, estocar a comida, e fazer a manutencao da colbénia, e entdo, nas ultimas
semanas de sua vida, fazem a defesa da colonia e forrageiam (Winston, 1987). Apesar
deste padrdao bem estabelecido, a idade da realizacdo de cada tarefa especifica é
extremamente flexivel, e as abelhas podem acelerar, atrasar ou reverter esse padrao de
comportamento (Robinson, 1992). A transicdo do comportamento de dentro da col6nia
para o de forrageamento é acompanhada por mudangas na dieta (Crailsheim et al., 1992),
pela redugao da quantidade de lipideos (Toth & Robinson, 2005), e pela redugéao de

proteinas da hemolinfa (Crailsheim, 1986). O inicio do forrageamento também esta
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associado com aumento do horménio juvenil (HJ) (Fluri et al.,, 1982), o que provoca a
inibicdo da sintese de Vitelogenina (Pinto et al., 2000). Além disso, o forrageamento em
abelhas pode ser ocasionado pela quantidade reduzida do estoque de nutrientes internos
(Schulz et al., 1998; Nelson et al., 2007). A informacdo da quantidade dos nutrientes
internos é interpretada pela via de sinalizagdo da insulina, que esta associada com o
envelhecimento e o encurtamento da vida ndo sé em A. mellifera (Corona et al., 2007),
como também em Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans (Finch & Ruvkun,
2001; Nijhout et al., 2003).

Devido as caracteristicas peculiares de sua histéria de vida, os insetos sociais séo
um excelente sistema para o estudo de envelhecimento (Keller & Jemielity, 2006).
Recentemente, alguns trabalhos tém abordado a senescéncia em abelhas (Rueppell et
al., 2007a,b; Remolina et al., 2007). A senescéncia é definida pelo declinio, com relacao
a idade, das funcgdes fisiologicas, desempenho, sobrevivéncia ou reprodugédo (Finch,
1990). Apesar das abelhas forrageiras sofrerem grande risco ao sairem da col6nia,
existem evidéncias fortes de que a alta mortalidade destas abelhas é conseqiiéncia, em
grande parte, da deteriorizacdo de fatores intrinsecos ao individuo, ou seja, da
senescéncia de sua fisiologia (Remolina et al., 2007). Sob uma perspectiva evolutiva, o
envelhecimento em forrageiras tem sido interpretado como uma adaptacao da colénia
para economizar energia, uma vez que forrageiras sofrem altos riscos de mortalidade ao
sairem da col6nia, e o investimento coletivo na manutengao da forrageira deveria, assim,
ser menor que das abelhas de dentro da coldénia (Amdam et al., 2004; Omholt & Amdam,
2004).

A organizagao da colbnia e sua dindmica sdo importantes caracteristicas também
para a imunidade social, ou seja, na cooperagdo dos membros em combater a
transmissdo de doengas. Apesar de poucos trabalhos abordarem a imunidade social,
estudos recentes tém revisado 0s mecanismos contra a invasdo de parasitas e proposto
modelos de transmissdo de patdégenos em insetos sociais baseados na organizacdo da

colénia (Naug & Camazine, 2002 e referéncias por eles citadas; Cremer et al., 2007).
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Schmid-Hempel (1998) também mostra como a estrutura e a organizagdo da colbnia
afetam na propagacao de doencas. Como um exemplo, as interagdes entre os individuos
por meio da trofalaxis e do cuidado com as crias aumentam a dispersao de patdgenos.
Além disso, este autor propde modelos da dindmica do parasita relacionada com a
divisdo do trabalho e o tempo de vida das operarias. Em um exemplo, o modelo de
“esteira de rolagem” mostra a relacao entre a transmissao de infecgdes e a dindmica de
um inseto social que apresenta polietismo etario. Neste modelo, os individuos passam
por toda sua ontogenia e terminam como forrageiros. Se, por exemplo, esta “esteira”
anda rapidamente, as operarias envelhecem mais rapidamente e forrageiam mais cedo.
Sob este aspecto, a infecgao é retida aos compartimentos mais externos, uma vez que o
rapido movimento da “esteira” ndo permite a entrada da infecgéao, protegendo assim, os
individuos que estao dentro da coldnia, especialmente, a rainha.

Os insetos sociais sdo um alvo atrativo para os agentes infecciosos uma vez que
apresentam uma alta densidade de individuos, com grande homogeneidade genética,
além de viverem em um ambiente relativamente homeostatico com a presenca de
estoques de alimento (Schmid-Hempel, 1998). Assim, estes insetos desenvolveram
estratégias de grupo e também individuais no combate as doencgas. Dentre as estratégias
de grupo estédo varios comportamentos, dentre eles 0 de comportamento higiénico. Este
comportamento foi o primeiro a ser descrito em abelhas (Rothenbuhler, 1964) e € um
exemplo classico de defesa social, onde as operarias identificam e removem larvas
infectadas dentre a cria sadia (Spivak & Reuter, 2001). Outros tipos de defesa incluem a
construcao da colénia com material antimicrobiano (Christe et al., 2003), o crescimento
da cria em local estéril (Burgett, 1997), o aquecimento da colénia em resposta a doenca
(Starks et al., 2000) e a transferéncia de caracteristicas imunes (Traniello et al., 2002;
Sadd et al., 2005). Todavia, os membros de uma coldnia também possuem defesas
individuais como ocorre em outros insetos, incluindo a resposta imune contra agentes

infecciosos (Casteels-Josson et al., 1994; Evans, 2004; Evans et al., 2006).
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Resposta imune em insetos

A presenga de um sistema imune eficiente em insetos certamente €, em parte,
responsavel pelo sucesso de sobrevivéncia e ocupacado de varios nichos destes animais,
que sao freqlentemente expostos a micrdbios e parasitas, mas que somente poucos
invasores resultam em infecgdo. Os insetos possuem um mecanismo para identificacao
de patégenos bastante sensivel e desenvolveram varias estratégias para se defenderem
de ataques de microbios, que entram em seu corpo através da comida, pelo ar, através
do sistema traqueal, ou ainda por feridas no corpo. Diferentemente do que ocorre nos
vertebrados, que possuem imunidade adaptativa baseada em células B e T, nos insetos
nao existe evidéncia de selegao clonal.

O mecanismo de resposta imune dos insetos, que nao apresenta meméria, é
denominado de inato e compreende trés meios de defesa principais, através: 1) da
resposta humoral gerada por peptideos antimicrobianos; 2) da resposta celular que
resulta na fagocitose e encapsulacdo do invasor e 3) da reacdo da Fenoloxidase que
deposita pigmentos de melanina ao redor de ferimentos e objetos estranhos. Durante a
infeccao sistémica, além dos peptideos antimicrobianos, outras moléculas efetoras séao
induzidas e secretadas na hemolinfa, como as proteinas de resposta ao estresse, para a
opsonizagdo, que € o reconhecimento de corpo estranho para ser fagocitado, e de
sequestro de ferro (Tzou et al., 2002).

O diptero Drosophila melanogaster é considerado o modelo de estudos do
principio da imunidade inata. A resposta que envolve tanto a defesa celular quanto a
humoral é iniciada por receptores de reconhecimento (PRRs — pattern recognition
receptors) que se ligam especificamente aos padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs — pathogen associated molecular patterns) como lipopolissacarideos
(LPS) e peptideoglicanos (PGLC), constituintes da parede de bactérias (Medzhitov &
Janeway Jr., 2002). Esses PRRs podem proporcionar a morte de microbios diretamente
através de fagocitose, ou, indiretamente por provocar cascatas de serina proteases, as

quais podem ativar reacoes de defesa imune como encapsulagao melanética ou iniciar as
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vias de sinalizagdo intracelular, que regulam a transcricdo de genes de peptideos
antimicrobianos e outros genes efetores (Hoffmann et al., 1996; Hoffmann & Reichhart,
2002).

A resposta celular priméria é a caracterizada pela acao dos hemocitos. Existem
diferentes populagbes de hemdcitos em insetos que executam diversas reagbes de
resposta imune, alguns deles sdo: os plasmdcitos que fagocitam, os lamelécitos que
encapsulam, e as células cristais que melanizam (Gillespie et al., 1997). Os hemdécitos
estdo sob sinais de estresse causados por um ferimento ou de infecgdo por bactérias,
através de componentes da parede celular (LPS ou PGLC), como dito anteriormente. Um
dos meios de defesa destas células é a coagulagdo da ferida, onde hemdcitos e
moléculas da hemolinfa interagem e formam um coagulo. O mecanismo de coagulagao
nao é bem caracterizado em insetos, mas algumas moléculas ja foram identificadas
(Theopold et al., 2002). Além disso, os hemdcitos podem atacar organismos invasores
(dentre segundos a minutos) e parar sua invasao, ou ainda, se o invasor for muito grande
para ser fagocitado, ele é encapsulado (dentre minutos a horas) por nédulos ou céapsulas
de organizacdo celular (Gillespie et al., 1997). Os hemécitos sdo a primeira linha de
defesa, sendo que em Armigeres subalbatus, a fagocitose de bactérias por granulécitos
ocorre em apenas cinco minutos (Hillyer et al., 2003).

A melanizagéo produz o pigmento preto que esta localizado no coagulo da ferida
ou ao redor de particulas estranhas na hemocele. A melanina cobre o invasor e, em
seguida, previne ou retarda seu crescimento através de substancias intermediarias
altamente reativas e a toxica quinona (Cerenius & Soderhall, 2004). A principal enzima
deste processo € a Fenoloxidase (monofenol, L-dopa:oxigénio oxidoredutase, EC
1.14.18.1) que converte tirosina em melanina por catalisar a oxidagao de fenois para
quinonas. As quinonas, entdo, sdo polimerizadas em uma reagao nao enzimdtica para
formar a melanina, cujo processo € importante também para esclerotizacdo e
pigmentacdo da cuticula (Mason, 1955, 1965). A Fenoloxidase esta presente como um

precursor, a Profenoloxidase (proPO), que é ativado através de protedlises por uma
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cascata de serinas proteases associada com o sistema de ativacao da proPO (Ashida &
Brey, 1998).

Apds a infeccdo na hemocele, como dito anteriormente, um conjunto de diferentes
peptideos € sintetizado principalmente no corpo gorduroso, podendo ocorrer sintese
também em hemdcitos (Dimarcq et al., 1994), células intestinais (Daffre et al., 1994),
glandulas salivares (Kylsten et al., 1992) e trato reprodutivo (Samakovlis et al., 1991), e
séo importantes efetores na resposta humoral (Hetru et al., 1998; Bulet et al., 1999). Em
poucas horas de infeccdo, esses peptideos sdo sintetizados atingindo altas
concentracdes que sao letais aos invasores (Hultmark, 2003). Os peptideos sao
essencialmente ativos ao induzir perturba¢cdes na membrana celular de procariotos ou
fungos, levando ao extravasamento de solutos e geralmente a morte rapida destes
microorganismos (Lehrer & Ganz, 1999).

Para a producédo desses peptideos, sdo conhecidos pelo menos duas vias de
sinalizacdo intracelular (Figura 1) que foram originalmente definidas pelos mutantes no
gene Toll e imd (immune deficiency) em Drosophila (Lemaitre et al., 1995). Trabalhos
recentes tém caracterizado melhor essas vias, as quais envolvem trés fatores de
transcricdo do tipo Rel/NF-kB, o Dif, o Dorsal e o Relish, responsaveis pela ativagdo dos
genes dos peptideos antimicrobianos (Hultmark, 2003; Kim & Kim 2005).

Na via Toll, a sinalizagao do receptor de membrana codificado pelo gene Toll ativa
dois fatores de transcricdo, o Dif (Dorsal-related immune factor) e o Dorsal. Entre esses
dois fatores, o Dif € mais importante para imunidade em Drosophila, enquanto Dorsal
funciona principalmente no embrido determinando a polaridade dorso-ventral (Anderson
& Nusslein-Volhard, 1984). Normalmente, Dif e Dorsal formam um complexo inativo com
Cactus, um membro da familia de IxB, que sao inibidores de NF-xB. A sinalizagao de Toll
resulta na fosforilagdo de Cactus, seguida de sua degradagao. Dif e também Dorsal séo,
entdo, transportados para o nucleo, onde participam na ativagéo da transcricdo de certos
genes. Muitos outros produtos génicos fazem a sinalizagdo entre Toll e Dif, como por

exemplo, Pelle e Tube (revisado em Hultmark, 2003).
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Na outra via de sinalizagdo (Imd), o fator tipo Rel/NF-kB denominado Relish é
ativado quando clivado em duas partes, segundos apés a infeccédo. Relish é processado
por uma rapida endoprotedlise independente de proteossomo, gerando dois fragmentos:
Rel-68, que contém o dominio de homologia Relish e é deslocado para o ndcleo, e Rel-49,
que inclui a regidao do tipo IxkB e permanece no citoplasma (Stéven et al., 2000). A
clivagem ocorre pelo reconhecimento do sitio de uma caspase, provavelmente apés um
sinal dependente de fosforilacdo (Stéven et al., 2003). Mutantes de Relish ndo mostram
nenhum efeito fenotipico nos hemacitos ou na resposta imune celular de Drosophila, mas
eles sdo extremamente sensiveis a infeccdo por bactérias, pois uma unica célula de E.
cloacae é suficiente para matar essas moscas (Hedengren et al., 1999), demonstrando,
portanto, a importancia da resposta humoral para a sobrevivéncia.

Como no caso da via Toll, a via Imd controla a transcricdo de centenas de genes
além daqueles codificadores dos peptideos antimicrobianos. A fungdo de muitos destes
genes na defesa ainda precisa ser estabelecida (Irving et al., 2001; De Gregorio et al.,
2002). Além disso, analises por microarray mostraram que a via Toll controla a maior
parte dos genes induzidos por fungos e coopera com a via Imd no controle de genes
implicados em varias reagbes imunes como coagulacdo, producdo de peptideos
antimicrobianos, opsonizagao, sequestro de ferro e fechamento de feridas (De Gregorio
et al.,, 2002).

Em Drosophila sdo conhecidos pelo menos 34 peptideos antimicrobianos, que
podem possuir a propriedade de matar bactéria Gram-positiva, Gram-negativa e fungo,
ou ainda, serem especializados para um determinado grupo de micrébios. O peptideo
antifangico, Drosomicina, é o principal produto resultante da ativagdo da via Toll,
sugerindo que essa via é especializada em infecgées causadas por fungos (Lemaitre et
al., 1997), uma vez que Drosomicina é induzida especificamente pelo fungo patdégeno
Beauveria bassiana e também pelo fato dos mutantes da via Toll serem bastante
suscetiveis as infecgdes por Beauveria. No entanto, outros fungos induzem a produgao

de Cecropina, através da via de sinalizagdo Imd, e sao letais em mutantes de Relish
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(Hedengren et al., 1999). Além disso, Drosomicina é também induzida por Micrococcus
luteus, sugerindo que a via Toll tenha papel importante na defesa contra bactérias Gram-
positivas. Desse modo, parece que existe alguma especificidade na indugdo das duas
vias (Hedengren-Olcott et al., 2004), e a via Toll seria principalmente importante durante
as infecgbes a fungos e bactérias Gram-positivas, e a via Imd seria, predominantemente,
ativada por bactérias Gram-negativas.

Além das vias do Toll e Imd, outras vias (JNK e JAK/STAT) também parecem
estar envolvidas na imunidade de insetos (Figura 1). A via Imd, além de ocasionar a
ativacéo de Relish, também proporciona ativagdo de componentes da via de sinalizagao
JNK (Boutros et al., 2002), responsavel pela ativacdo da expressdao dos genes do
citoesqueleto, e evidéncias recentes indicam que esta via pode providenciar tanto
retroalimentagdo positiva quanto negativa na expressado de peptideos antimicrobianos
(Wojda et al., 2004).

A via JAK/STAT, originalmente identificada através de seu papel na segmentagéao
do embrido, tem trés componentes celulares principais: o receptor Domeless, a quinase
Janus (JAK) Hopscotch, e o fator de transcricdo STAT (Lemaitre et al., 1997). Esta via
parece ser iniciada através de moléculas do tipo citoquina em células da hemolinfa, e
contribui para a imunidade através da inducdo dos fatores tipo complemento (por
exemplo, proteina contendo tiol-éster — TEP) e da proliferagdo de hemécitos (Agaisse &
Perrimon, 2004). Além disso, esta via regula a expressao de genes Turadot (Tot) que
codificam fatores humorais induzidos por varias condicbes de estresse, especialmente
por injuria (Ekengren & Hultmark, 2001; Ekengren et al., 2001; Agaisse et al., 2003). Em
Drosophila, a proteina extracelular Upd promove a atividade fagocitaria dos hemécitos e
ainda ativa a via JAK/STAT através da ligacdo com o receptor Domeless no corpo
gorduroso (Agaisse et al., 2003). Esta via, ainda, participa da resposta antiviral em
Drosophila (Dostert et al., 2005), e em mamiferos, tem um papel na sinalizagdo do
interferon, e pode, deste modo, representar um mecanismo ancestral conservado no

controle de infecgbes virais. Entretanto, o estimulo gerado para ativar a via JAK/STAT e a
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natureza das moléculas antivirais, ainda precisam ser determinados (Bangham et al.,

2006; Lemaitre & Hoffmann, 2007).
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Figura 1- Vias de sinalizagdo Toll, Imd e JAK-STAT que controlam a expressdo de genes
relacionados a resposta fisiolégica de infeccdo em Drosophila. O Spétzle é processado por uma
serina protease apdés infeccdo e se liga em Toll. Este, por sua vez, ativa uma cascata intracelular
culminando com a degradacao de Cactus e o deslocamento dos fatores de transcrigao do tipo NF-
kB, Dorsal e Dif. A via Imd ramifica-se nos médulos de sinalizagdo JNK e IKK (quinase 1kB). O
Relish, fosforilado pelo complexo IKK, é clivado em uma forma menor e ativa, que se desloca para
0 nucleo. A via JNK leva a ativacdo de dAP1 (um homo- ou heterodimero de dJun e/or dFos)
através das proteinas Hep a Bsk, que em Drosophila sédo dJNKK e dJNK. Além disso, o dimero
STAT é deslocado para o nucleo como resultado da ativagdo da quinase JAK, através da citoquina

Domeless (Dome). llustragdo modificada de Kim & Kim (2005).
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Resposta imune em Apis mellifera

Em Apis mellifera, como em outros insetos, a imunizagao ocorre por resposta
humoral e celular. A defesa por meio da ativagdo da Fenoloxidase é pouco conhecida,
mas o precursor desta enzima, a Profenoloxidase, ja foi caracterizado e o gene foi
clonado e seqlenciado (Zufelato et al., 2004; Lourenco et al., 2005). A analise do
genoma de abelha (Lourenco et al., 2005; Honey Bee Genome Sequencing Consortium,
2006) sugere que somente um gene para proPO esta presente nestes insetos, ao
contrario de outras espécies como em mosquitos que possuem até nove genes
(Anophles gambiae- Christophides et al., 2004) ou seis genes (Aedes aegypti- Taft et al.,
2001; Bartholomay et al., 2004; Kim et al., 2005; Li et al., 2005).

Na resposta de defesa humoral em abelhas s&o conhecidos os seguintes
peptideos presentes na hemolinfa: trés Apidecinas (Casteels et al., 1989), uma Abaecina
(Casteels et al., 1990), uma Hymenoptaecina (Casteels et al., 1993) e duas Defensinas
(Casteels-Josson et al., 1994; Klaudiny et al., 2005). A Royalisina, um peptideo presente
na geléia real também foi isolado, e difere de uma das Defensinas somente por um
aminoacido (Fujiwara et al., 1990). Outros peptideos isolados da geléia real sdo as quatro
Geleinas que nao possuem similaridades com outros peptideos de abelhas (Fontana et
al., 2004).

As Apidaecinas sao peptideos curtos (18 aminoacidos) altamente ativos contra
bactérias Gram-negativas, provavelmente por destruir a parede celular. Esse peptideo é
encontrado principalmente nas fases larvais e adultas, que parecem mais desprotegidas
e € ativado quando as abelhas sdo imunizadas com bactérias patogénicas de plantas,
sugerindo que esses insetos desenvolveram um mecanismo especifico contra
microorganismos presentes no ambiente em que eles vivem (Casteels et al., 1989).

A Abaecina é um peptideo de 34 aminoacidos com 34% de prolina e que possui
dominios na sequéncia similares a Diptericina encontrada em moscas. Apesar das
similaridades encontradas entre as Apidaecinas, Abaecina e Diptericina A, as

propriedades bioldgicas entre elas sdo bastante diferentes. A Abaecina é mais ativa
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contra bactérias Gram-negativas e também Gram-positivas, enquanto que as
Apidaecinas sdo mais efetivas contra as Gram-negativas e possuem uma agao mais
intensa contra as bactérias do que a Abaecina (Casteels et al., 1990).

A Hymenoptaecina é o maior peptideo antimicrobiano conhecido em Apis, com 94
aminoacidos, que age contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Casteels et al.,
1993). As Defensinas sao codificadas por dois genes: a defensinal que codifica a
Royalisina e também a Defensina encontrada na hemolinfa, e a defensina2 que codifica
uma nova Defensina né&o caracterizada, cujo papel na fisiologia de abelha ainda precisa
ser investigado. O peptideo codificado pela defensinat consiste de 51 aminoacidos. Ja o
peptideo codificado pela defensina2 tem 43 aminoacidos e ndo contém uma extenséo C-
terminal encontrada nas outras defensinas de himendpteros (Klaudiny et al., 2005).

A quantificagcao de transcritos para estes peptideos tem sido feita em larvas apds
in6culo com varios tipos de bactérias (Evans, 2004; Evans & Lopez, 2004) e também em
adultos com in6culo de Escherichia coli (Casteels-Josson et al., 1993, 1994). A variacao
na transcricdo dos peptideos também foi usada para a avaliagdo da inibicdo do sistema
imune da A. mellifera pela presenga do acaro Varroa destructor, um ectoparasita de
abelha (Gregory et al., 2005; Yang & Cox-Foster, 2005).

Apesar de se conhecer os peptideos, pouco se sabe sobre as vias de sinalizacdo
intracelulares, em abelhas, para a producao de peptideos contra microorganismos.
Recentemente, com o advento do sequienciamento completo do genoma de A. mellifera
(Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 2006), foram preditos alguns
representantes das vias de sinalizagéo intracelular Toll, Imd, JNK e JAK/STAT através de
comparacgdes aqueles ja estudados em outros insetos, principalmente Drosophila (Figura
2; Evans et al, 2006). As andlises do genoma de A. mellifera mostraram que nesta
espécie houve uma reducdo no numero e na diversidade de genes implicados na
resposta imune quando comparado ao genoma de Drosophila e Anopheles, o que levou
Evans et al. (2006) sugerirem que este é um reflexo da capacidade da barreira social as

doencas. Apesar da quantidade reduzida de genes da resposta imune, o grupo basico de
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moléculas que define o sistema imune de insetos foi encontrado em abelhas, incluindo os
componentes das vias de sinalizagdo intracelular, que sao chaves nos processos de
imunidade e desenvolvimento (Figura 2; Evans et al., 2006).

Anteriormente ao seqlenciamento do genoma de abelha, o gene dorsal, que
participa da via Toll, foi isolado e seqUenciado em A. mellifera, apresentando-se em duas
isoformas: dl (ou dorsal 1-A) e dIB (ou dorsal 1-B) (Fan, 2001). Recentemente, apos a
andlise do genoma, um novo gene ortdlogo codificador de Dorsal, chamado dorsal 2, foi
predito em A. mellifera (Evans et al., 2006). Experimentos envolvendo infecgbes
bacterianas em larvas de abelhas mostraram que a proteina Dorsal estava presente no
nucleo das células quando as abelhas foram imunizadas com bactéria Gram-positiva
(Micrococcus luteus) e, contrariamente, nao foi transportada para o nucleo quando houve
infeccdo com bactéria Gram-negativa (E. coli) (Fan, 2001). Esses resultados, somados a
existéncia, em A. mellifera, de muitos genes das vias intracelulares também encontrados
em Drosophila, mostram a possibilidade da existéncia de um mesmo mecanismo de

funcionamento das vias de sinalizagéo entre estes dois organismos.
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Figura 2- Membros candidatos das vias Toll, Imd, JNK e JAK/STAT em abelha Apis mellifera. Os
nomes foram dados segundo conhecimento destas vias em Drosophila. O possivel funcionamento
destas vias, baseado no que se conhece em Drosophila, esta descrito na Figura 1. Em cinza estao
representadas as proteinas cujos genes ortélogos ndo foram encontrados em A. mellifera (TotA-
gene Turadot) ou ndo foram estudados (genes de apoptose ou para a degradacéo dependente de
proteossomos) no trabalho de Evans et al. (2006). llustracdo modificada de Evans et al. (2006).
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Envolvimento de outras proteinas na imunidade de insetos

Além da ativagdo das vias intracelulares de sinalizacdo para produgédo de
peptideos, a fagocitose por hemécitos e a melanizagdo pela Profenoloxidase, outras
proteinas, como Transferrina e proteinas de estocagem, também participam direta ou
indiretamente para a imunidade em insetos.

A Transferrina € uma proteina transportadora de ferro, e € capaz de se ligar a dois
ions de ferro, que sdo um dos elementos essenciais para todos os organismos podendo
ser toxico pela habilidade de produzir radicais livres na presenga de oxigénio (Nichol et al.,
2002). Recentemente, foi estabelecida a participacdo da Transferrina na resposta imune
de insetos infectados com microorganismos, através do seqlestro de ferro (Yoshiga et al.,
1997; Ratledge & Dover, 2000; Nichol et al., 2002). Além disso, sabe-se que 0 gene
codificador da Transferrina de insetos é induzido ap6s infec¢gdo por microorganismos
(Yoshiga et al., 1997; Yun et al., 1999; Thompson et al., 2003, Valles & Pereira, 2005).
Além do sequUestro de ferro pela Transferrina, deixando-o indisponivel para patégenos
invasores, a regiao promotora do gene codificador desta proteina possui seqiéncias de
sitios ligadores NF-kB consistente com o aumento de transcritos de transferrina ap6s
infecgdo (Harizanova et al., 2005). Parte da atividade antimicrobiana da Transferrina
(Lactoferrina) tem sido atribuida pela geragao de peptideos a partir da proteina intacta em
mamiferos (Farnaud & Evans, 2003). Estes fragmentos proteoliticos também foram
encontrados em mosquitos (Harizanova et al., 2005). Em A. mellifera este gene foi
identificado e caracterizado, e sabe-se que é ativado ap6s 6 horas de infecgcdo com
bactérias E. coli (Do Nascimento et al., 2004; Kucharski & Maleszka, 2003).

Algumas proteinas de estocagem também j& foram relacionadas com a imunidade
em insetos. A Vitelogenina de A. mellifera é a principal proteina de estocagem em fémeas
servindo como reserva de nutrientes, e em zangbes e operarias ndao poedeiras, como
carregadora de lipideos (Wheller & Kawooya, 1990; Barchuk et al., 2002). Além disso,
uma quantidade significativa de Vitelogenina esta presente em larvas de ambos o0s sexos,

0 que sugere que esta proteina sirva para outras fungées além de crescimento do ovocito
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e suprimento de energia para o embrido (Guidugli et al, 2005). Esta proteina de
estocagem ¢é, também, considerada importante na imunidade e longevidade de abelhas
por ser carregadora de zinco e, por isso, ser uma proteina que protege contra o estresse
oxidativo e apoptose em diversas linhas celulares (Amdam et al., 2004; 2005; Seehuus et
al., 2006). Existe ainda uma relagao entre a quantidade de hemécitos funcionais e niveis
de horménio juvenil. Amdam et al. (2004) sugeriram que a diminuicdo do numero de
hemdcitos em abelhas velhas (forrageiras) seria causada pela diminuicao dos titulos de
zinco que é mediado pela queda de vitelogenina devido as altas taxas de hormdnio
juvenil (Pinto et al., 2000).

A Hexamerina 70A é um tipo de Hexamerina, uma proteina de estocagem. As
Hexamerinas sdo sintetizadas e secretadas pelo corpo gorduroso em larvas e atingem
concentragcdes bastante altas um pouco antes da metamorfose. Em insetos
holometabolos (como em abelhas), estas proteinas sao recapturadas pelo corpo
gorduroso durante a muda de larva para pupa e, parcialmente, estocadas em granulos
protéicos, assim como na hemolinfa da pupa. Nos adultos, esta reserva desaparece, uma
vez que os aminoacidos sao incorporados e usados para formacao de novos tecidos e
proteinas. Algumas Hexamerinas também tém a fungdo de ligantes, de transporte
(revisado em Telfer & Kunkel, 1991), de modulagdo do horménio juvenil (Zhou et al., 2007)
e, além disso, estdao implicadas na imunidade de insetos (Beresford et al., 1997).

As Lipoforinas sé@o proteinas participantes do metabolismo de lipideos, e, ainda,
componentes do coagulo que se forma em resposta ao ferimento, podendo também inibir
a adesao celular (Coodin & Caveney 1992; Mandato et al., 1996). As Lipoforinas também
sao capazes de reconhecer e inativar lipopolissacarideo (LPS - componente da parede
celular de bactéria) (Ma et al., 2006). Dentre as Lipoforinas de insetos (apoLp-I, Il e IlI),
apolp-I tem ~240 kDa, apoLp-Il tem ~80 kDa e apoLp-Ill tem ~18 kDa. As duas primeiras
sao proteinas ligadoras de lipideos, enquanto que a ultima pode ser encontrada livre de
lipideos na hemolinfa, porém, para agir como ativador da resposta imune, ela deve estar

na conformacao de ligacao a lipideo (revisado em Weers & Ryan, 2006). Estudos com
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Galleria mellonella mostraram que a injegao de apoLp-lll aumenta a atividade bactericida,
a atividade da Lisozima e estimula a fagocitose por plasmatécitos (Wiesner et al., 1997).
Recentemente, estudos com Hyphantria cunea demonstraram qua apoLp-Ill é capaz de
induzir a expressao de peptideos antimicrobianos e de ligar-se a membrana de E. coli
(Kim et al., 2004).

Na resposta imune, antes mesmo da resposta humoral, a coagulagéo ocorre para
fechar feridas e nao deixar que microorganismos entre na hemocele (Theopold et al.,
2002; 2004). A Lipoforina é considerada o principal pré-coagulante (Duvic & Brehelin,
1998), e além dela, a Profenoloxidase participa deste processo (Bidla et al., 2005), assim
como a Hexamerina (tipo Arylforina) (Li et al., 2002).

Devido a grande importancia da existéncia do sistema imune inato para a
sobrevivéncia dos insetos e 0 pouco conhecimento das estratégias desenvolvidas pela
abelha A. mellifera, um organismo altamente social, nos propusemos estudar a resposta
imune dessas abelhas. Esse trabalho visa um melhor entendimento da ativacao dos
peptideos antimicrobianos, sua relagdo com vias de sinalizagéo intracelulares e ainda a

participagdo de outros genes no processo de imunizagao.
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O objetivo principal deste trabalho foi investigar os principais mecanismos de
resposta imune humoral baseada na produgédo de peptideos antimicrobianos e outras
moléculas efetoras, na reagcao da Fenoloxidase e, ainda, no envolvimento de proteinas de
estocagem na imunidade de Apis mellifera inoculada com bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Além disso, nos propusemos estabelecer a relagdo do processo de

envelhecimento com o declinio da imunidade nestas abelhas.

Objetivos especificos
e |dentificar, por meio de transcricdo génica, a participacdo de genes ortélogos dos
grupos de sinalizagdo, reconhecimento de microorganismos e efetores das vias
de sinalizacao intracelular Toll e Imd descritas em Drosophila, na resposta imune
de Apis mellifera infectadas com bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

através de dois meios de infecgéo: por injecao ou via oral.

e Avaliar o papel do gene codificador da enzima Profenoloxidase na resposta imune,
assim como na pigmentacao cuticular, de A. mellifera através do uso da técnica

de silenciamento génico por RNA de interferéncia.

e Identificar a importancia do gene ortélogo e/ou isoforma de dorsal, possivel fator
de transcricao da via de sinalizagao intracelular de Toll em A. mellifera, através do
uso de RNA de interferéncia seguido de infec¢éo por bactéria Gram-positiva ou
Gram-negativa. E, por conseguinte, a relacdo deste fator de transcricdo com a
ativacdo dos genes codificadores dos peptideos antimicrobianos Defensina e

Abaecina.

e \Verificar a ativagcdo na transcricdo e/ou pds-transcricdo dos genes relacionados

com a resposta imune de A. mellifera, como os codificadores da Vitelogenina, da
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Lipoforina e da Hexamerina, uma vez que estas proteinas de estocagem parecem

ser importantes na resposta imune de insetos.

Avaliar a alimentacdo diferencial, com restricdo protéica, como influéncia na
producdo de proteinas de estocagem e sua relagdo com a imunidade de A.

mellifera.

Relacionar o aspecto de envelhecimento com o declinio da imunidade em A.
mellifera, através do estudo de caracteristicas fisioldgicas como a quantidade da
proteina Vitelogenina, os titulos de hormonio juvenil e expressao de genes da via
de insulina de abelhas com comportamentos diferentes, independente da idade

cronoldgica.
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1- Material biolégico

1.1- Abelhas

Nos experimentos foram utilizadas abelhas Apis mellifera africanizadas do apiario
experimental do Departamento de Genética, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto.
Exceto para os experimentos de silenciamento de dorsal, em que foram utilizadas
abelhas Apis mellifera ligustica do apiario experimental do USDA - Bee Research
Laboratory, Beltsville, MD, Estados Unidos.

Na maioria dos experimentos foram utilizadas abelhas sem manipulagcdo da
colbnia, ou seja, foram coletadas abelhas de uma col6nia tipica. Destas col6nias foram
retiradas abelhas de idades e/ou comportamentos diferentes, como pupas de olho e
cuticula brancos (Pw), e adultos como as recém-emergidas, nutridoras e forrageiras. As
pupas foram retiradas diretamente do quadro com crias. As recém-emergidas, de até 24
horas, foram coletadas de quadros com pupas velhas deixados em estufas para a
emergéncia das abelhas, ou ainda, foram coletadas diretamente da colénia. As abelhas
nutridoras foram consideradas aquelas que apdés serem marcadas quando recém-
emergidas, foram deixadas na colénia por sete dias e, entdo, foram coletadas. As
abelhas forrageiras foram coletadas na entrada da colénia, carregando pélen nas
corbiculas.

Foram utilizadas também, abelhas de uma col6nia manipulada chamada single-
cohort. Para a montagem desta colénia foram utilizadas cerca de 3000 abelhas recém-
emergidas, onde 1000 abelhas de coldnias diferentes foram marcadas com um ponto de
tinta no térax durante trés dias consecutivos. As abelhas foram colocadas em uma
pequena caixa contendo um quadro com alimento, cria jovem e uma rainha. Estas
abelhas receberam alimento suplementar, xarope (50% agucar em agua) e poélen
coletado de col6nias diluido em xarope (30% pélen e 70% xarope). Abelhas de 6-8 e 21-
23 dias de idade foram coletadas de acordo com o comportamento: nutridoras que

estavam dentro da caixa e forrageiras na entrada da caixa com poélen nas corbiculas.
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Para que abelhas recém-emergidas nao alterassem o comportamento das abelhas, ja
estabelecido quando novas (6-8 dias de idade), os quadros com pupas mais velhas foram
trocados por um quadro com alimento e cria jovem, até a coleta das abelhas com 21-23
dias de idade, desta maneira, as unicas abelhas adultas desta colénia eram aquelas
marcadas e de uma mesma idade.

Das abelhas coletadas tirou-se hemolinfa e, posteriormente, separou-se o
abdémen do térax e cabeca, e em seguida, retirou-se o intestino (somente das abelhas
adultas) através do uso de pingas. A hemolinfa foi retirada com uso de um microcapilar
de vidro inserido em um pequeno corte da parte dorsal do abdémen. O abdémen das
pupas (com intestino) ou dos adultos (sem intestino) foi estocado em 500 pl ou 1 ml de
reagente Trizol (Trizol ®*Reagent, Life Technologies) para posterior purificacdo do RNA

total e proteina.

1.2- Bactérias

Neste trabalho foram utilizadas bactérias Gram-positivas: Micrococcus Iluteus
(cepa ATCC 9341, gentilmente cedida pela profa. Dra. Isabel loko Ito- FCFRP-USP) e
Paenibacillus larvae (cepa 260014, USDA- Bee Research Laboratory, Beltsville-MD,
Estados Unidos), causadora da doenga de cria putrida americana em abelhas; e
bactérias Gram-negativas: Serratia marcescens (cepa gentiimente cedida pela Dra.
Virginie Cuuvillier-Hot) e Escherichia coli (células competentes DH10pB).

As bactérias S. marcescens e M. luteus cresceram em meio nutritivo Luria-Bertani
durante cerca de 14 horas a 37°C sob agitacdo de 180 rpm. A quantificacdo da
suspensao de bactérias foi feita em espectofotdmetro Cecil 3000 utilizando-se 600 nm
como comprimento de onda para leitura. Considerou-se que uma unidade de absorbancia
neste comprimento de onda correspondia a 10° bactérias/ul. Apés leitura, as bactérias
foram diluidas em agua Milli-Q autoclavada para a concentragcao desejada.

Esporos de P. larvae foram plaqueados em meio agar brain-heart. Apés 3 dias as

bactérias foram tiradas da placa e diluidas em 500 ul de agua livre de nuclease. A
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bactéria E. coli DH108 cresceu por duas horas em meio liquido S.O.C. (Super Optimal
Catabolite, composto por triptona de bactéria, extrato de levedura, cloreto de sédio e
cloreto de potassio - Invitrogen) a 37°C sob agitagdo de 180 rpm, e, posteriormente,
centrifugada por 3000 g por cinco min para formacao do pellet. Este pellet foi lavado com

agua e posteriormente diluido em 500 pl de agua livre de nuclease.

2- Silenciamento génico por RNA de interferéncia (RNAI)

2.1- Construcao do RNA de fita dupla (dsRNA)

A metodologia de RNAi foi usada para silenciamento de profenoloxidase, e de
dorsal e suas isoformas. Os primers usados para a construcdo do dsRNA variaram de
261 a 500 pares de base (pb) e as suas sequiéncias foi adicionada uma regidao do
promotor T7 (Tabela I). A regidao usada para construgcdo do dsRNA de profenoloxidase
(dsRNA de proPO) incluiu o dominio tiol-éster, tipico de Profenoloxidases. Para a
construcao do dsRNA de dorsal e suas isoformas, foram escolhidas regides distintas de
cada gene (dorsal 1 e dorsal 2) e isoforma (dorsal 1-A e dorsal 1-B), para que o dsRNA
tivesse alvo especifico. A especificidade do dsRNA foi checada através de procura do
trecho correspondente a amplificagdo dos primers no banco de dados do genoma de A.
mellifera. Para a fabricacdo do dsRNA controle, foi utilizado um gene exdgeno a abelha, o
green fluorescence protein (GFP). Para a sintese deste dsRNA, utilizou-se primers
desenhados a partir de uma construgdo de GFP modificada (m-gfp5-ER) inserida dentro
de um vetor (pBIN-m-gfp5-ER; Siemering et al, 1996), gentiimente cedido pela
professora Dra. Maria Helena Goldman.

O dsRNA foi preparado como descrito em Amdam et al., 2003. Primeiramente,
amplificam-se as fitas de DNA utilizando-se os primers com as regides do T7, e cDNA ou
clones contendo as regides a serem amplificadas. As condicbes de PCR para a proPO
foram: 45 ciclos de 94°C (30 seg), 57°C (30 seg), 72°C (30 seg), e 72°C (7 min). Para

dorsal (genes e isoformas) e GFP, as condicdes de PCR foram: 45 ciclos de 94°C (30
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seg), 60°C (45 seg), 72°C (45 seg), e 72°C (7 min). O produto de PCR foi, entdo,
purificado utilizando-se o kit de purificacdo QIAquick™PCR (QIAGEN). Posteriormente,
as fitas sense e antisense foram fabricadas a partir do DNA gerado na PCR com a
utilizacao do kit de producéo de RNAIi (RiboMAX™ Large Scale RNA Production System-
T7/SP6, Promega) segundo instrugdes do fabricante. O dsRNA foi purificado com Trizol
LS® (Invitrogen) para liquidos e diluido em agua livre de nuclease.

O dsRNA de proPO foi utilizado nas quantidades de 5, 10 e 20 ug, assim como o
dsRNA de GFP para este experimento. Diversas combinacdes de diferentes dsRNA
foram utilizadas para o silenciamento de dorsal: dsRNA de dl1a (dorsal 1-A), dsRNA de
dl1b (dorsal -1B), dsRNA de dI2 (dorsal 2), e combinacdes entre estes dsRNA: dsRNA de
dila e dl1ib; dsRNA de di1ia e dI2; dsRNA de dl1ib e dI2; e dsRNA de di1a, 1b e 2. Em

todos os casos, a quantidade injetada foi de 5 ug de dsRNA.

Tabela | - Seqléncias sense e antisense dos primers para silenciamento de profenoloxidase,
dorsal 1-A, dorsal 1-B e dorsal 2. GFP foi usada como controle. A seqiiéncia sublinhada
corresponde a sequiéncia do T7, como parte do protocolo utilizado para a sintese do dsRNA.
SequUéncias desses genes estdo depositadas no GenBank ou o GB foi utilizado a partir da
anotacdo do genoma (Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 2006;
http://annotation.hgsc.bcm.tmc.edu/HoneyBee/- acesso restrito). Para adquirir seqiiéncia com
acesso permitido: http://racerx00.tamu.edu/downloadFASTA.html, usar the Official Gene Set

Release 1 e selecionar CDS como tipo de seqiiéncia.

Tamanho do
amplicon (sem
seqliéncia do
T7)

Numero de
Gene acesso Primer
GenBank

Sense-

GFP (green 5TAATACGACTCACTATAGGGCGA

fluorescence U87974 AGTGGAGAGGGTGAAGGTGAS3’
protein) Antisense-

(controle) 5 TAATACGACTCACTATAGGGCGA
GGTAAAAGGACAGGGCCATC3
Sense-
5TAATACGACTCACTATAGGGCGA
CTAGATTTACTCACTTGAACCY
Antisense-
5TAATACGACTCACTATAGGGCGA
CACAATAACTTGAGGCATCC3’
Sense-

AY268030 5TAATACGACTCACTATAGGGCGA 449 pb
CAACAACCATCAATCAGAACG3’

500 pb

profenoloxidase AY242387 468 pb

dorsal 1-A
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Antisense-

5 TAATACGACTCACTATAGGGCGA
TCCCGCGTTGGTTTATACATS
Sense-
5TAATACGACTCACTATAGGGCGA
TTGGTTCGATTATTCTGAAGTGAZ
Antisense-
5TAATACGACTCACTATAGGGCGA
CGGATACGTTTCGGTGGTAAZ
Sense-
5TAATACGACTCACTATAGGGCGA

dorsal 2 GB18032-RA TTCTGAAGAACCGGAATTTGAS
Antisense-
5TAATACGACTCACTATAGGGCGA
CAGCGTTTTCCAACAAATGA3

dorsal 1-B AY268031 444 pb

261 pb

2.2- Injecao de dsRNA em pupas e adultos

O processo de RNAI foi inicializado através de injecdo de dsRNA em pupas de
olhos e cuticula brancos (Pw) ou adultos de abelhas. Uma micro-seringa Hamilton
(1701LT) com agulha G30 (Becton Dickinson) foi utilizada para as injecbes de 2 ul de
solugdo entre o quinto e sexto segmentos do abddémen.

As abelhas recém-emergidas foram utilizadas somente nos experimentos de
silenciamento de proPO. Os adultos foram injetados com 2 pl de dsRNA de proPO (10 ou
20 pg), 2 pl de dsRNA de GFP (10 ou 20 pg), ou 2 pl de agua livre de nuclease. Em
seguida a injecao com dsRNA ou agua, as abelhas foram colocadas separadamente em
pequenas caixas de madeira (descricdo em Cremonez et al., 1998). Apés trés dias, o
silenciamento do gene alvo nas abelhas foi verificado através da quantificacdo de
transcritos de proPO por real-time RT-PCR, e pela atividade da Fenoloxidase na
hemolinfa.

Para o silenciamento de proPO, as pupas Pw foram injetadas com 2 pl de dsRNA
de proPO (5, 10 ou 20 pg), 2 ul de dsRNA de GFP (5, 10 ou 20 pg), ou 2 pl de agua livre
de nuclease. Ja para o silenciamento de dorsal, as pupas foram injetadas com 2 pl de
dsRNA para dorsal e suas isoformas (5 ug), 2 ul de dsRNA de GFP (5 pg), ou 2 ul de
agua livre de nuclease. As pupas injetadas com dsRNA ou agua foram mantidas em
placas de Petri dentro de uma estufa a 34°C e 80% de umidade relativa. As pupas do

experimento de dsRNA de proPO desenvolveram-se dentro da estufa por sete dias e a



Material e Métodos 27

pigmentacdo da cuticula foi observada durante este periodo. No sétimo dia de tratamento,
as amostras foram coletadas para quantificagdo dos transcritos de proPO por real-time
RT-PCR para se verificar silenciamento. As pupas injetadas com dsRNA para o
silenciamento de dorsal peraneceram por trés dias na estufa, e foram infectadas com
bactérias no terceiro dia e permaneceram em estufa por 5 ou 48 horas até a coleta das
amostras.

Os controles para se verificar a especificidade de silenciamento de proPO foram
feitos utilizando-se amostras com silenciamento de esterase do tipo homénio juvenil (jhe-
like) e lacase (lac), gentilmente cedidas, respectivamente, pela doutoranda Aline Mackert
dos Santos (FMRP-USP) e pelo mestrando Moysés Elias Neto (FFCLRP-USP), ambos do
Laboratério de Biologia e Genética do Desenvolvimento de Abelhas. Rapidamente, o
silenciamento de jhe-like foi feito injetando-se 1 ug de dsRNA de jhe-like em operarias
recém-emergidas. As coletas foram feitas apos seis dias de permanéncia das abelhas em
caixinhas de madeira e estufa, como descritos anteriormente. O silenciamento de lacase
foi feito injetando-se 6 ug de dsRNA de /acase em pupas de olhos e cuticulas brancos

(Pw), e as coletas foram feitas apés oito dias de injecao.

3- Infeccao por bactérias

3.1- Injecao
3.1.1- Injecao de agua- Injuria

Para verificarmos efeito da injecdo (injuria) nos experimentos de genes da
resposta imune e de proteinas de estocagem, abelhas recém-emergidas receberam 1 pl
de agua Milli-Q autoclavada e amostras foram coletadas com 0 horas (sem injecdo), 3 e
12 horas ap06s injecdo. Coletou-se hemolinfa e abdoémen sem intestino; foram feitas trés

amostras a cada coleta, sendo que cada amostra representou quatro individuos.
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3.1.2- Injecao de Micrococcus luteus - bactérias Gram-positivas

Nos experimentos para avaliagdo de genes da resposta imune e de proteinas de
estocagem, abelhas recém-emergidas receberam injecdo de 1 pl de uma solugéo 7x10°
bactérias/pl. Foram feitas coletas de hemolinfa e abdémen sem intestino de abelhas com
0 horas (sem injegdo), 3 e 12 horas apds injecdo. Na ultima coleta (12 horas), grande
parte das abelhas estava morta. Foram feitas trés amostras, sempre de abelhas vivas, a

cada coleta sendo que cada amostra representou quatro individuos.

3.1.3- Injecao de Serratia marcescens- bactérias Gram-negativas

Nos experimentos de avaliacdo genes da resposta imune e de proteinas de
estocagem, abelhas recém-emergidas receberam 1 pl de uma solucdo 5,58x10°
bactérias/pl. As coletas foram feitas com 0 horas (sem injecao de bactérias) e apés 3 e 12
horas. Nesta ultima coleta cerca de 50% das abelhas ja estavam mortas. Este
experimento foi realizado duas vezes. Em todos experimentos foram feitas trés amostras
a cada coleta sendo que cada amostra representou quatro individuos.

A bactéria S. marcescens também foi usada para infectar pupas injetadas com
dsRNA de proPO e seus controles. A suspensao de bactérias (1 pl), sem dilui¢éo, foi
injetada em pupas oito dias apds elas receberem injecdo com dsRNA ou agua livre de
nuclease. O efeito da infeccao foi observado apés seis horas de tratamento.

Estas mesmas bactérias foram utilizadas nos experimentos de imuno-senescéncia.
Neste caso, as abelhas receberam 1 pl injecdo de uma solugcdo 10° bactérias/ul. Foram
mantidas em estufa dentro de caixinhas de madeira, como descrito anteriormente, com
alimento (pdlen 30% e acucar 70%) e agua por 5 horas. Da colbnia tipica, foram feitas
oito amostras de cada grupo infectado (recém-emergida, nutridora e forrageira), e seis ou

oito amostras para cada grupo (nutridora e forrageira) da col6nia single-cohort.
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3.1.4- Injecao das bactérias Gram-negativas Escherichia coli, e das Gram-positivas
Paenibacillus larvae em abelhas com silenciamento de dorsal

As bactérias E. coli e P. larvae foram utilizadas para infecgao, por injecao, de
pupas tratadas com dsRNA. Apds a injecdo com dsRNA, as pupas ficaram por trés dias
em estufa e, entdo, foram infectadas. As bactérias suspensas em agua foram usadas
para infeccao que foi feita mergulhando-se um alfinete entomolégico nesta solucdo e
picando o abdémen da abelha. Para ambas inoculagdes, 15 abelhas foram infectadas e o
grupo controle ndo recebeu qualquer tipo de tratamento. Apdés 5 ou 48 horas, e oito a

nove pupas foram coletadas individualmente para posterior analise.

3.2- Bactéria no alimento

Para infecgdo por alimentagdo nos experimentos de genes de resposta imune,
abelhas recém-emergidas foram colocadas em caixinhas de madeira contendo alimento
feito de pdlen (30%) e acucar (70%), e uma solucdo de agua com bactéria Serratia
marcescens ou Micrococcus luteus em uma concentracdo de 10% bactérias/pl. As abelhas
controles receberam o alimento de pdlen e agucar, e 4gua sem bactéria. As coletas foram
feitas apos 6, 12, 48 e 72 horas. Coletou-se hemolinfa e abdémen sem intestino e foram
feitas duas (48 e 72 horas) ou trés (6 e 12 horas) amostras a cada coleta sendo que cada
amostra foi representativa de dois (6 e 12 horas) ou trés (48 e 72 horas) individuos.

A susceptibilidade de abelhas adultas injetadas com dsRNA de proPO foi
analisada apés infeccdo de S. marcescens em abelhas previamente injetadas com
dsRNA de proPO ou agua livre de nuclease. As inje¢cdes de dsRNA de proPO, dsRNA de
GFP ou é&gua foram feitas imediatamente apds emergéncia, e as abelhas foram
alimentadas com bactérias do terceiro ao oitavo dia de vida adulta. Durante os oito dias,
as abelhas foram mantidas em estufa dentro de caixinhas de madeira, a 34°C e 80% de
umidade relativa, onde receberam uma dieta com 30% de pélen e 70% de agucar, e agua

contendo bactéria (10° bactérias/ yl em uma suspensdo de 1% de agucar). As abelhas
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mortas foram contadas e removidas diariamente, para posterior construcao da curva de
sobrevivéncia Cox (descrito no item Analise estatistica).

Nos experimentos envolvendo diferentes tipos de alimentagdo e infeccao via
ingestdo, abelhas recém-emergidas foram colocadas em caixinhas de madeira contendo,
cada uma, diferentes tipos de alimentos (descritos no item Alimentagé&o diferencial) e uma
solucdo de agua com bactéria S. marcescens em uma concentracdo de 102 bactérias/ul
por quatro dias e 10° bactérias/ul por dois dias. As abelhas controles receberam agua
sem bactéria. As coletas de hemolinfa e abdémen sem intestino (em 500 pl de Trizol)
foram feitas apds seis dias. Foram coletadas 12 abelhas de cada grupo, sendo que
quatro formaram um pool. Assim, cada grupo foi representado por trés amostras
contendo 12 abelhas no total.

Para a avaliagcdo de sobrevivéncia das abelhas provenientes da coldnia tipica ou
da single-cohort, dos experimentos de imuno-senescéncia, cerca de 30 as abelhas de
cada grupo (recém-emergidas, nutridoras e forrageiras) foram alimentadas com uma
solucdo de 10° bactérias/ul de S. marcescens e mantidas em caixinhas por 8 a 10 dias. A
alimentacao com bactéria foi feita apenas nos dois ou trés primeiros dias. Diariamente, as
abelhas mortas foram retiradas e computadas para posterior construgao do gréafico de

sobrevivéncia (Kaplan-Meier, descrito no item Analise estatistica).

4- Alimentacao diferencial

Para os experimentos de imunidade em abelhas alimentadas com diferentes
dietas, abelhas recém-emergidas foram mantidas em estufa e divididas em grupos com
trés tipos de alimentacao diferentes: xarope (50% de aglcar em agua), beebread (30%
de podlen coletado das colénias em 70% de xarope) e geléia real (30% de geléia real em
70% de xarope). Destas abelhas um grupo recebeu dgua com a bactéria S. marcescens

(como descrito anteriormente) e o outro grupo recebeu somente agua.
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5- Purificacao do RNA total e sintese de cDNA

O RNA total de todos experimentos foi isolado utilizando-se 1 ml ou 500 pl de
reagente Trizol e o protocolo de extragao utilizado foi o recomendado pelo fabricante. No
experimento de silenciamento de proPO, para que o RNA ficasse mais puro, sem diminuir
muito a quantidade, a metodologia do Trizol foi adicionada a extragdo por colunas.
Rapidamente, apds a centrifugacdo da mistura de Trizol com o cloroférmio, segundo
instrucdes do fabricante, adicionou-se etanol 70% ao sobrenadante. Desta mistura o RNA
total foi purificado utilizando-se o RNeasy® Mini Kit (Qiagen), segundo instrugdes do
fabricante. Em alguns experimentos, a fase contendo proteina (fase rosa do Trizol, depois
do sobrenadante, contendo o RNA, ter sido retirado) foi estocada a -80°C para posterior
purificagdo de proteina. O RNA obtido foi ressuspenso em agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% para evitar degradagdo. O RNA total foi tratado com
DNAse da Invitrogen (1 pl de DNAse diluida 10 vezes em agua DEPC 0,1%) por 40 min a
37°C e 15 min a 70°C para inativacdo da enzima. Apos tratamento com DNase, o RNA foi
quantificado em espectrofotometro GeneQuant RNA/DNA Calculator ou NanoDrop (ND-
1000). Considerou-se que uma unidade de absorbancia neste comprimento de onda
correspondia a 40 pug/ml de RNA. Quando necessario, as amostras foram armazenadas a
-80°C.

RNA total (1 a 3 pg) e oligo-dTi2.15) foram usados para a sintese do cDNA através
da metodologia da SuperScript Il (Life Technologies). Exceto para o experimento de
silenciamento de dorsal, onde utilizou-se cerca de 8 ul de RNA total para a sintese de

cDNA.

6- Quantificacao de transcritos

A quantificagdo de RNA mensageiro de diversos genes envolvidos na resposta
imune de abelhas foi feita por real-time RT-PCR ou RT-PCR semiquantitativa. Para estas
metodologias foram usados primers desenhados sobre a seqiéncia de peptideos

antimicrobianos e de outros genes relacionados a imunidade (Tabela IlI). Os primers
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foram desenhados para amplificagcdo de fragmentos de até aproximadamente 150 pares

de bases para o uso em real-time RT-PCR.

Tabela Il - Sequiéncias sense e antisense dos primers dos genes endogenos (E), de peptideos (P)

e de outros genes relacionados a resposta imune tais como genes efetores (EF), de sinalizacao

intracelular (S), de reconhecimento de patégenos (RP), de proteinas de estocagem (PE) e da via

de sinalizacdo da insulina (Sl). As seqliéncias desses genes estdo depositadas no GenBank ou o

GB foi utilizado a partir da anotacdo do genoma (Honey Bee Genome Sequencing Consortium,

2006).

Categoria Nl;l::srgode Tamanho

Gene (funcao Primer do
GenBank ou
do gene) amplicon
GB
Sense-
actina E AB023025 5 TGCCAACA'?]%STSIZS_CTTTCT% 156 pb
5’AGAATTGACCCACCAATCCASJ

actina Sense-

(usada nos ) ,

experimentos de E AB023025 5 TTGTATGCA%?Q;ASSTGTCCTTTCB 120 pb
silenciamento 5TGGCGCGATGATCTTAATTT3
dorsal)
, . Sense-
ribosomal protein ) ;
49 E AF441189 5 CGTCATAL(EJSTe(?ISeCEAACTGGTB 150 pb
(r049) 5 TTGAGCACGTTCAACAATGGS'
Sense-
abaecina P U15954 5 GCACTACAI’&S;%;\_CGATATGS 125 pb
5’ GGCCATTTAATTTTCGGATTG3’
abaecina Sense-
(usada nos , ,
experimentos de P AF442147 5 CAGCATTS:;SQLAG?GTACCAS 69 pb
silenciamento 5GACCAGGAAACGTTGGAAACS’
dorsal)
. Sense-

defensina-1 , ,

(referido como P U15955 ° CTGCACCA'I'n?'SI';Fg,gfaGATGAAS 127 pb
defensina no texto) 5GCGCAAGCACTGTCATTAACS

defensina-1 Sense-

(usada nos , ,
experimentos de P U15955 5 TGCGCT(?SJ?&%‘;GTCTCAGS 119 pb
silencimento de 5'AATGGCACTTAACCGAAACGS'

dorsal)
Sense-
hymenoptaecina P U15956 5 GTCGTC%ES;LZ_GGACATTS 134 pb
5TTTCCCAAACTCGAATCCTG3’
Sense-
profenoloxidase EF AY242387 5AGATGGCATGCATTTGTTGAS’ 131 ob
(proPO) Antisense- P
S5TTGCGTTGTTGATTGGTTGT3’
Sense-
transferrina 5GATGGCAAAGGAGACGTAGCY
(trh EF AY336529 Antisonse. 144 pb

5GTTCCAGTCCCAAGTTGCAT3Z
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Sense-
dorsal -1A 5TTGTATCCGATGGCAACAACS
(ol 1-A) S AY268030 Antisense- 140 pb
5TGAGGTGATGGTTGTGATTGA3'
Sense-
dorsal-1B 5TGGAAGGAGATGAAACACCA3’
(ol 1-B) S AY268031 Antisense- 144 pb
5TCTTTCCATCTTCCACAGGA3’
cactus-2 (IkB) 5 ACGCCAGABAAGGATTAGCAS
(referido como S GB13520-RA Antisense- 144 pb
cactus no texto) 5'CCGTCTGATATGCGGTTTTCS'
Sense-
relish s GB13742-RA | O GGAGCTGATCCAAATCGAACS 146 pb
Antisense-
5’ AGTGGCATCCATCCATCATT3
PGRP-S3 5 ATACGAAGOTT G TGGCTGGAS
(referido como S GB17879-RA Antisense- 129 pb
PGRP no texto) 5TGTGCAGCATTTAGCATTTTGS
Sense-
GNBP-1 , ,
(referido como S GB19961-RA 5 GTGGATGAag:é\éS_AATTTGGS 148 pb
GNBP no texto) 5'TCCCATCAGGAAATACACGAS'
. . Sense-
lipoforina /11 PE XM_392490 5 AGCGAAGAQGATCGCAGATAS 149 pb
(Ip 1) Antisense-
5AACCCTTCGTTCCTCCTTTCS
' ' Sense-
lipoforina 111 PE GB20117-RA 5 TCTGACAAAGCTGQGAAATC3 138 pb
(Ip 11I) Antisense- 5'-
AGTTGCGGCAGTTTGAAGTT-3'
Sense-
VIte/(ngg;a)n/na PE AJ517411 5 GCAGAAT:SQ;%(;_ACGGTGTB 146 pb
5'GAACAGTCTTCGGAAGCTTG3’
Sense-
hexamerina 70a PE GB15552-RA 5 GCTGGTATCTGAATCACGATTS 148 pb
(hex 70a) Antisense-
5'CACGATAATCCGGCAATTCG3’
Sense-
bombyxina S| GB10174-RA | © GGAGAGGATOATTATATGGCATTS | 447 py
5'CCTTTAGAGTTTCTTCGAAATCGT3
Sense-
pept{deo 'do tipo s GB17332-RA 5 TGCAAGGGTQGTGGATACAACS 119 pb
insulina Antisense-
5 TCAAGCTGAGCATAGCTGCAJ

6.1- Real-time RT-PCR

O cDNA diluido 5 ou 10 vezes foi usado para analise por real-time RT-PCR. A

deteccao da amplificagao foi feita com o uso de SYBR® Green | Dye (Applied Biosystems)
e do aparelho ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System (SDS) (Applied

Biosystems). Para isto, utilizou-se 12,5 yl do SYBR Green PCR Master Mix; 1 uyl de cada
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primer 10 uM; 1 pl de cDNA (diluido 10 vezes); 9,5 pl de agua Milli-Q autoclavada. Cada
amostra foi amplificada duas ou trés vezes e a qualidade da amplificagao foi analisada
pela curva de dissociagdo. Na quantificacdo de transcritos nos experimentos de
silenciamento de dorsal utilizou-se a metodologia de SYBR® Green | Dye, mas a real-
time PCR foi feita com componentes separados: 0,6 U de Taq com seu tampéo 10x
(Roche Applied Science); 0,8 mM dNTP mix; 4 uM de cada primer; 2 mM Rox (Invitrogen);
0,04 yl de SYBR® Green | Dye (10.000x concentrado em DMSO- Molecular Probes -
Invitrogen); 1 ul de cDNA (diluido 5 vezes) para um volume de reagéo de 20 .

A quantificacao dos transcritos do gene alvo foi calculada a partir da diferenca dos
valores de Ct (threshold PCR cycle) em relacdo aos transcritos dos genes enddgenos,
actina ou rp49, de acordo com instrugbes do User Bulletin #2 (Applied Biosystem).
Primeiramente s&o feitas as médias dos Ct das duas ou trés leituras de cada amostra,
tanto do gene alvo quanto do gene enddgeno. De cada amostra, subtrai-se o valor da
média de Ctgene alvo d0 Clgene endsgeno, Obtendo-se o ACt. Posteriormente escolhe-se um ACt
que corresponda a um calibrador e normalizam-se todos valores subtraindo pelo ACt
escolhido. Obtemos entdo, o AACt. Finalmente, o valor final de quantificacédo relativa é

2 -AACt

dado pelo , onde o calibrador ou amostra padrao escolhida € igual a um.

Esta metodologia foi também utilizada nos experimentos de silenciamento de
proPO e dorsal (genes e isoformas) para se verificar a diminuicdo de transcritos nas
abelhas injetadas com dsRNA e seus respectivos controles. Para isto foram desenhados

primers especificos, para os genes usados para no silenciamento, em uma regido fora da

seqléncia utilizada para a construgcao do dsRNA. Os primers estao descritos na Tabela Ill.
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Tabela lll - Seqiéncias sense e antisense dos primers utilizados na verificagdo de silenciamento
por RNA de interferéncia.
Nuar::;':ode Tamanho
Gene GenBank ou Primer do
GB amplicon
Sense-
profenoloxidase AY242387 5 AGATGG%ﬁ;Ii—SeCn?gTTGTTGAS 131 pb
5TTGCGTTGTTGATTGGTTGTS
Sense-
dorsal -1A 5’ACAGGCAGAAGCTGAGAAGCY
AY268030 Antisense- 143 pb
5TTGCCATCGGATACAAGGATS
Sense-
dorsal 1-B AY268031 S AGGCCTOCTTTCTGGTCTTTS 122 pb
ntisense-
5CGCGGAAATTTCGGAGTAACT
Sense- 5'-
dorsal 2 GB18032-RA TCGTTAAAACGAAAGAAACGAZ’ 126 ob
Antisense- P
5TCCGACTGAAGAACATTCAAAZ

6.2- RT-PCR semiquantitativa

Para quantificacao por RT-PCR semiquantitativa, o cDNA foi diluido 10 vezes e a
PCR foi padronizada de acordo com as concentragcdes das amostras e especificacoes
dos primers. Os genes analisados por esta metodologia foram: PGRP (PGRP-S3), GNBP
(GNBP-1), cactus (cactus-2) e relish. As PCRs foram feitas com 25 ciclos de 94°C por 30
seg; 60°C por 30 seg; 72°C por 30 seg. Para as andlises utilizamos rp49 como controle
enddgeno. O produto da PCR foi visualizado apds eletroferese em gel de agarose 1% em
tampéo TBE (tris-borato-EDTA), e corado com brometo de etidio. As intensidades das

bandas foram medidas através de densitometria pelo programa Kodak 1D Image Analysis.

7- Purificacao de proteinas e quantificacao de proteinas

As proteinas foram purificadas do reagente Trizol apés a purificagdo do RNA total.
O protocolo de extracao utilizado foi o recomendado pelo fabricante. O pellet de proteina
foi ressuspenso em SDS 1%. A concentracdo de proteina nas amostras foi determinada

com o uso de acido bicinconinico de acordo com a metodologia de Smith et al. (1985).
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Apds um intervalo de 30 min a 37°C, procedeu-se a leitura em espectrofotometro a 562

nm. As proteinas foram utilizadas em gel de SDS-PAGE ou Western blot.

8- Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Tanto para a analise qualitativa do perfil protéico quanto para posterior andlise por
Western blot, as proteinas da hemolinfa ou proteinas purificadas do abdémen utilizando-
se reagente Trizol, foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 7,5%,
segundo Laemmli (1970). Para analise de perfil protéico foi usado para os géis 1 pl de
hemolinfa diluida 10 vezes, e 5 yg de proteina para Western blot. Os géis de perfil
protéico foram impregnados com nitrato de prata, de acordo com o método proposto por

Caetano-Anollés & Gresshoff (1994).

9- Western blot

As proteinas (5 pg) depois de separadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
7,5% foram transferidas para membranas de PVDF (Immun-Blot™ PVDF Membrane for
Protein Blotting). Seguiu-se, entao, a marcacdo com anticorpo primario contra proteinas
do ovo de A. mellifera desenvolvido em coelho (Bitondi & Simdes, 1996) diluido 1:2500
ou contra Hexamerina 70a na diluicao de 1:3000. O anticorpo secundario diluido 1:12000
(anti-rabbit 19G) usado, assim como o sistema de detecgdo, foi do kit ECL™ Western

Blotting Analysis System (Amersham Biosciences).

10- Atividade da Fenoloxidase

A atividade da Fenoloxidase foi quantificada em hemolinfa de operarias adultas
injetadas com 10 pug de dsRNA de proPO e seus controles injetados com agua livre de
nuclease. Os experimentos foram feitos a partir de uma tipica mistura de reacao
contendo 2 ul de hemolinfa; 0,01 M de cacodilato de sédio pH 7,0; 0,2 U de tripsina e 20

mM de dopamina em um volume final de 100 pl. Primeiramente foram misturados a
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hemolinfa, o tampéao cacodilato e a tripsina, e apés 10 minutos adicionou-se a dopamina.

A absorvancia foi medida a 490 nm durante 60 minutos.

11- Radioimunoensaio (RIA) para horménio juvenil

A quantificagdo de horménio juvenil nas abelhas da col6nia single-cohort foi feita
através da metodologia de RIA, utilizando-se o método de extragdo do hormdnio juvenil a
partir da hemolinfa (Huang et al., 1994). Rapidamente, 2-3 pl de hemolinfa foram
colocados em 500 ul de acetonitrila em tubos de vidro, misturadas e centrifugadas (7500
rom a 4°C por 3 minutos). Ao sobrenadante foi adicionado 1 ml de NaCl 0,9% e 1 ml de
hexano. Esta mistura foi cuidadosamente agitada e mantida em gelo por 10 minutos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (7500 rpm a 4°C por 5 minutos) e tiveram o
sobrenadante (fase hexano) transferido para novos tubos, e o procedimento foi repetido
duas vezes. Assim, 3 ml de hexano mais o horménio juvenil presente no tubo foram
secos utilizando-se centrifugacao a vacuo (SpeedVac). O residuo foi, entdo, dissolvido
em 75 pl de tolueno, e antes de comecar o radioimunoensaio as amostras foram secas.

Para a construgédo da curva padrao, foram usados 0,5; 1; 2; 5; 10; 50 e 100 pl de
solugdo de hormdnio juvenil Il (HJ IlIl; 100 ng/ml de etanol), e secos. Aos tubos das
amostras e da curva padréo, foram acrescentados 50 pl de solugao tracer (solugéo de °H-
HJ 1l com atividade de 6500 cpm por 50 ul de tampéo fosfato 0,1 M; pH 7,2 e 0,02% de
azida sédica). O HJ Il foi usado como um ligante nao-radioativo. O procedimento de RIA
foi feito seguindo-se o protocolo estabelecido por Goodman et al. (1990). Os titulos de

horménio juvenil foram expressos como HJ Il (pg/pl de hemolinfa)

12- Alinhamento de seqiiéncias
Para as analises de Dorsal, tanto as seqliéncias de nucleotideos quanto as de
proteinas adquiridas em bancos de dados foram alinhadas utilizando-se o algoritmo de

alinhamento multiplo Clustal W (1.83).
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13- Analise estatistica

O teste utilizado nas andlises de quantificagdo de transcritos foi Anova-One-Way
seguido do teste de Student-Newman-Keuls ou Tukey para as comparag¢des aos pares
com o uso do programa MedCalc 8.2.1.0, JMP 3.2.6 ou SigmaStat 2.0. Nas amostras de
injecdo as comparagoes foram feitas entre as coletas (0, 3 e 12h) de cada gene. Nas
amostras de infec¢do por alimentacdo, as analises foram feitas entre os grupos (controle,
Sm e MI, que eram comparaveis) por coleta (6, 12, 48 e 72h). O mesmo procedimento foi
adotado em experimentos em que as coletas foram simultaneas, como as analises das
amostras Si (sem injecao), H>O (injecdo com agua), Sm (injecao com S. marcescens) e
Ml (injecdo com M. luteus) com relagdo aos transcritos de defensina e proteinas de
estocagem. Com relagdo aos experimentos de imuno-senescéncia, os testes foram feitos
comparando-se o tratamento e o controle de cada grupo de abelhas.

No experimento de silenciamento de proPO, os niveis de expressdo de abelhas
individuais injetadas com dsRNA de proPO foram analisados utilizando-se um teste
estatistico numérico no Matlab 6.5. Neste teste, as médias e desvios da distribuicao do
controle foram usados para simular uma distribuicdo normal. Cada distribuicdo foi
representada por mil valores e os valores individuais de expressdo das abelhas injetadas
com dsRNA de proPO foram comparados a distribuicdo da simulacdo do controle. Uma
abelha injetada com dsRNA de proPO foi, desta maneira, considerada com diminui¢do
significativa de transcritos de 5% (p<0,05) se seu valor de expresséao foi igual ou menor
que 5% dos valores obtidos da distribuicdo do controle. Teste do qui-quadrado (p<0,05,
Sigma Stat 3.1) foi usado pra se comparar o nimero de abelhas com melanizagédo da
hemolinfa do grupo tratado com o grupo controle.

Para andlise e construgdo das curvas de sobrevivéncia foi utilizado método de
Kaplan-Meier do programa MedCalc 8.2.1.0., exceto para as andlises de sobrevivéncia
nos experimentos de silenciamento de profenoloxidase em que se aplicou o teste de

sobrevivéncia Cox do programa Statistica 6.0.
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1- Genes de resposta imune em abelhas infectadas por bactérias

A analise de expressdao de genes preditos como participantes da via de
sinalizagao intracelular Toll e Imd em A. mellifera foi feita a partir do estudo em abelhas
infectadas com bactérias do tipo Gram-positiva representada por Micrococcus luteus e
Gram-negativa, por Serratia marcescens. Para tal, foram realizadas duas estratégias de
infecgcao: por injecao das bactérias diretamente na hemocele e pela alimentagdo, em que
as bactérias atravessam o aparelho digestério atingindo a hemocele. Nestes
experimentos foram avaliadas trés categorias de genes: os codificadores de proteinas
efetoras (peptideos antimicrobianos, transferrina, profenoloxidase) de sinalizagao
intracelular (dorsal 1-B, cactus e relish) e de reconhecimento de microorganismos (PGRP

e GNBP).

1.1- Infecgao por injecao

Foram feitos trés experimentos com injecdo: 1- injecdo com agua, ou seja, injaria;
2- injecao com M. luteus; e 3- injegdo com S. marcescens. Em todos os experimentos
foram coletadas amostras ap6s 3 e 12 horas e estas comparadas as amostras de 0 horas,
sendo o controle sem injeg&o.

Abelhas recém-emergidas receberam injecdo de agua para verificarmos o efeito
da injuria na expressao de genes relacionados a resposta imune. A injaria foi capaz de
aumentar a quantidade de transcritos dos peptideos. A expressdo de abaecina e
defensina aumentou apdés 3 e 12 horas (ANOVA; p<0,05; n=3), ja a expressdo de
hymenoptaecina foi maior somente apés 12 horas de injuria (ANOVA; p<0,05; n=3)
(Figura 3A). O aumento de expresséo ap6s 12 horas com relagéo a 0 horas foi de cerca
de: 52,5 vezes para abaecina, 10,3 para hymenoptaecina e 117,9 para defensina (Tabela
V).

Em abelhas injetadas com a bactéria Gram-positiva M. luteus, foi observado
aumento na quantidade de transcritos de todos os peptideos apdés 12 horas de

tratamento, e aumento de expressdo de abaecina e defensina apds 3 horas (ANOVA;
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p<0,05; n=3). A quantidade de transcritos de abaecina foi cerca de 88,7 vezes maior em
12 horas (ANOVA; p<0,05; n=3), de hymenoptaecina foi de 18,6 vezes (ANOVA; p<0,05;
n=3) e defensina, 92,7 vezes (ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 3B, Tabela IV).

O efeito da injecdo de uma bactéria Gram-negativa S. marcescens foi analisado
através da expressao dos genes dos peptideos Abaecina, Hymenoptaecina e Defensina,
quando analisados separadamente. Os genes destes peptideos antimicrobianos
apresentaram maior expressao apés 3 e 12 horas de infecgdo (ANOVA; p<0,05; n=3)
(Figura 3C). O numero de vezes de aumento de expressao apds 12 horas foi de cerca de:
433,5 para abaecina, 187,2 para hymenoptaecina e 427 para defensina (Tabela V).

Entre os outros genes efetores nas amostras de abelhas que receberam somente
injecéo de agua, os niveis transcritos da profenoloxidase nao alteraram (ANOVA; p=0,516;
n=2), mas houve aumento de expressdo da transferrina (ANOVA; p<0,05; n=3) em
abelhas com 12 horas de injaria. O fator de transcricao dorsal 1-B também teve maior
transcricdo apds 12 horas (ANOVA; p<0,05; n=2) (Figura 4A).

Em abelhas infectadas com M. luteus, os niveis de transcritos de transferrina
aumentaram com este tipo de tratamento (12 horas apés tratamento, ANOVA; p<0,05;
n=3), mas nenhuma alteragao significativa foi observada para os niveis de transcritos de
dorsal 1-B (ANOVA; p=0,329; n=2) e profenoloxidase (ANOVA; p=0,127; n=2) (Figura 4B).

A anadlise destes mesmos genes, em abelhas injetadas com S. marcescens,
mostrou o mesmo perfil observado com a infecgao por M. luteus, ou seja, houve aumento
somente na quantidade de transcritos da transferrina (ANOVA; p<0,05; n=3), enquanto
que os niveis de transcritos de dorsal 1-B e profenoloxidase nao apresentaram alteragao
significativa, apesar dos niveis de transcritos do gene desta enzima se apresentarem
menor apés infecgdo com S. marcescens (Figura 4C).

Com relagdo aos outros genes de sinalizagdo (cactus e relish) e de
reconhecimento de microorganismos (PGRP e GNBP), somente os niveis de transcritos
de cactus foram maiores em 3 e 12 horas em abelhas que sofreram injuria (ANOVA;

p<0,05; n=3) (Figura 5A).
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Quando estes mesmos genes foram analisados em abelhas com infec¢éo por M.
luteus, observou-se que a quantidade de transcritos de GNBP, cactus e relish aumentou
(ANOVA; p<0,05; n=2). Este aumento foi em abelhas com 3 horas (GNBP e cactus) e 12
horas (GNBP, cactus e relish) de tratamento (Figura 5B).

Em abelhas infectadas com bactérias S. marcescens, ocorreu regulagao positiva
somente dos genes cactus (ap6s 3 e 12 horas) e relish (ap6s 12 horas) (ANOVA; p<0,05;

n=2) (Figura 5C).
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Figura 3- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de abaecina (ab),

hymenoptaecina (hy) e defensina (df) em abelhas Apis mellifera recém-emergidas injetadas com

agua (A), injetadas com Micrococcus luteus — Gram-positiva (B) e injetadas com Serratia

marcescens — Gram-negativa (C). Foi usada actina como controle endégeno. O grafico foi gerado

a partir de quantificacdo de trés amostras (n=3). Cada amostra representa quatro individuos.

Grafico: média + erro padrao. Asterisco: representa grupo com expressdo significantemente

diferente (p<0,05) entre as coletas (0, 3 e 12h). Letras: diferencas estatisticas entre as coletas

(p<0,05).
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Figura 4- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de profenoloxidase (proPO),

dorsal 1-B (dI 1-B) e transferrina (trfy em abelhas Apis mellifera recém-emergidas injetadas com

agua (A), injetadas com Micrococcus luteus — Gram-positiva (B) e injetadas com Serratia

marcescens — Gram-negativa (C). Foi usada actina como controle endégeno. O grafico foi gerado

a partir de quantificagdo de duas ou trés amostras (n=2 ou 3). Cada amostra representa quatro

individuos. Grafico: média + erro padrao. Asterisco:

representa grupo com expressio

significantemente diferente (p<0,05) entre as coletas (0, 3 e 12h). Letras: diferengas estatisticas

entre as coletas (p<0,05).
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Figura 5- Quantidade relativa por RT-PCR semiquantitativa de transcritos de PGRP, GNBP,

cactus e relish em abelhas Apis mellifera recém-emergidas injetadas com agua (A), injetadas com

Micrococcus luteus — Gram-positiva (B) e injetadas com Serratia marcescens — Gram-negativa (C).

Foi usado rp49 como controle enddgeno. O grafico foi gerado a partir de densitometria da imagem

no gel das bandas das duas amostras de cada coleta (0Oh, 3h e 12h). Cada amostra representa

quatro individuos. Grafico: média + erro padrdo. Asterisco: representa grupo com expressao

significantemente diferente (p<0,05) entre as coletas (0, 3 e 12h). Letras: diferengas estatisticas

entre as coletas (p<0,05).
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Como os experimentos de injecdo de agua e de bactérias foram feitos
separadamente e em periodos distintos, as abelhas controles (0 horas) apresentaram
variagdo na quantidade de transcritos dos genes aqui analisados (Figura 3-5), muito
provavelmente por diferencas nas linhagens ou condi¢des distintas das colénias. Assim,
para se avaliar alteracdo na expressdo génica de abelhas infectadas, foi feita uma
comparacgao entre as amostras de 3 e 12 horas com seu respectivo controle de 0 horas.
Na Tabela IV tem-se, assim, uma comparagao entre os tratamentos (injuria, M. luteus e S.
marcescens) com relagdo ao aumento de transcricdo dos genes. O numero de vezes do
aumento de expressao dos genes foi calculado a partir das médias de expressao génica
de abelhas tratadas apds 3 e 12 horas com relagdo a 0 horas. Em 12 horas de tratamento
foi o periodo que se pdde observar maior aumento na quantidade de transcritos. Este
aumento de transcricao pode ser claramente constatado para os peptideos, sendo que os
tratamentos com bactérias proporcionaram, de maneira geral, maior aumento de
transcricdo dos genes abaecina, hymenoptaecina e defensina, com relacdo as abelhas
que sofreram somente injuria. A quantidade de transcritos do gene PGRP e proPO nao
alterou significantemente em nenhum dos tratamentos. Em relagdo ao gene da
transferrina, os tratamentos com bactéria também provocaram maior aumento na
transcricdo apds 12 horas, quando comparado com os resultados da injuria. Neste caso,
a infeccdo com S. marcescens provocou maior reposta da abelha ao ativar a transcrigcao
de transferrina. A quantidade de transcritos de cactus, apesar do aumento de transcri¢gao
nos trés tipos de tratamento, foi maior em abelhas injetadas com agua somente. O gene
GNBP apresentou aumento em transcricdo somente ap6s tratamento com bactéria Gram-
positiva (M. luteus). Ja a quantidade de transcritos de relish foi maior em abelhas tratadas

com os dois tipos bactérias.
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Tabela IV- Quantidade de transcritos apds tratamento (abelhas injetadas com agua — injuria, M.
luteus — Ml ou S. marcescens — Sm). Os nimeros representam a expressado, em vezes, apos 3 e
12 horas do tratamento relacionado com o grupo de abelhas néo injetadas (0 horas). Para os
calculos foram utilizados os valores das médias. Em destaque: grupos que tiveram aumento
significativo na quantidade de transcritos (ANOVA; p<0,05). Genes: abaecina (ab),
hymenoptaecina (hy), defensina (df), profenoloxidase (proPO), dorsal 1-B (dl1-B), transferrina (trf),
PGRP, GNBP, cactus e relish.

Tratamento | ab hy df | proPO | dI1-B | trf | PGRP | GNBP | cactus | relish

Injaria-3h 8,7 2,3 | 83,0 0,5 1,1 | 1,1 0,8 0,4 5,3 1,0
MI- 3h 4,0 2,5 6.6 0,6 1,0 06| 1,1 9,3 24 1,5
Sm- 3h 38,5 | 184 | 43,3 0,7 1,2 12| 09 0,4 2,8 1,1

Injaria- 12h | 52,5 | 10,3 | 1179 | 0,9
MI- 12h 88,7 | 18,6 | 92,7 0,9
Sm-12h | 433,5 | 1872 | 427,0| 0,2

25| 09 0,4 3,9 1,
30| 1,0 16,3 2,8 1,
71| 08 0,1 2,8 1

—_ - N
©w=
wW 00 W




Resultados 48

1.2- Infeccao por alimentacao

Bactérias Gram-positivas M. luteus ou bactérias Gram-negativas S. marcescens
foram adicionadas ao alimento de abelhas recém-emergidas a fim de se promover
infeccao eliminando, assim, o fator injaria. As coletas das amostras foram feitas apés 6,
12, 48 e 72 horas de tratamento.

As andlises estatisticas foram feitas dentro de cada periodo de coleta apés a
infeccdo. Entretanto, pouco se pdde observar com relagao a alteragédo de transcritos dos
peptideos nas abelhas que foram alimentadas com bactérias (Figura 6A-C).

Nas primeiras horas de infeccdo, 6 e 12 horas, parece haver aumento na
quantidade de transcritos dos peptideos, mas somente os niveis de transcritos de
defensina aumentaram significantemente apds 6 horas de tratamento tanto com M. luteus
quanto com S. marcescens (ANOVA; p<0,05; n=2) (Figura 6B). Neste caso, o tratamento
com bactéria Gram-positiva (MI) causou maior transcricdo da defensina que tratamento
com bactéria Gram-negativa (Sm).

De maneira geral, observou-se uma diminuicdo na quantidade de transcritos de
peptideos em 48 e 72 horas quando comparados os tratamentos com o controle (Figura 6
A-C). No entanto, foi observada também uma grande variagcdo entre as amostras, fato
que poderia explicar uma diferenca néo significante entre tratamento e controle (ANOVA,;
48 horas: p=0,446; 72 horas: p=0,604; n=2).

A analise de outros genes envolvidos em resposta imune, como profenoloxidase,
dorsal 1-B e transferrina, revelou que nenhum dos genes teve alteracao significativa na
quantidade de transcritos (p>0,1; ANOVA; n=2) (Figura 7A-C). Apesar das alteragdes nao
serem significativas, parece haver aumento nos niveis de transcritos de profenoloxidase e
transferrina em 6 horas de tratamento. No entanto, os niveis de transcritos de
profenoloxidase diminuiram bastante em abelhas que foram expostas as bactérias por
mais tempo, como 48 horas (Figura 7A). O perfil de expressao de dorsal 1-B também
mudou em abelhas contaminadas por mais tempo, ja que com 6 horas a quantidade de

transcritos diminuiu e com 12 horas, aumentou (Figura 7B).
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Os transcritos dos genes da via sinalizacao intracelular PGRP, GNBP, cactus e
relish também foram quantificados (Figura 8A-C). Somente PGRP apresentou diferenga
apds 12 horas de tratamento (ANOVA, p<0,05, n=2) com uma diminuigdo nos niveis de
transcritos em abelhas alimentadas tanto com M. luteus quanto com S. marcescens
(Figura 8A). Porém, os genes GNBP, cactus, e relish merecem maior atencdo. De
maneira geral, os niveis de transcritos de GNBP parecem diminuir com a infec¢do por
bactéria, independentemente do tipo de organismo usado para tratamento (Figura 8B).
Os niveis de transcritos de cactus parecem aumentar nas primeiras horas de tratamento
com bactéria, mas somente a Gram-positiva (M. luteus) (Figura 8C). Em quase todas as
coletas, os niveis de transcritos de relish diminuiram apds tratamento com qualquer uma
das bactérias (Figura 8D). No entanto, a variacdo entre as amostras fez com que as
diferengcas observadas na quantidade de transcritos destes genes ndo fossem

estatisticamente significantes.
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Figura 6- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) abaecina, (B) defensina
e (C) hymenoptaecina em abelhas Apis mellifera alimentadas com Micrococcus luteus (Ml) ou
Serratia marcescens (Sm). O controle recebeu agua sem bactérias (ct). Foi usado rp49 como
controle endégeno. Coletas apds tratamento: 6, 12, 48 e 72 horas. Os gréficos foram gerados a
partir de quantificacdo de duas amostras (n=2). Cada amostra representa 2-3 individuos. Gréfico:

média + erro padrao. Letras: diferencas estatisticas entre os grupos — ct, Ml € Sm — (p<0,05).
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Figura 7- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) profenoloxidase, (B)
dorsal 1-B e (C) transferrina em abelhas Apis mellifera alimentadas com Micrococcus Iluteus (MI)
ou com Serratia marcescens (Sm). O controle recebeu agua sem bactérias (ct). Foi usado rp49
como controle endégeno. Coletas apo6s tratamento: 6, 12, 48 e 72 horas. Os gréficos foram
gerados a partir de quantificagdo de duas amostras (n=2). Cada amostra representa 2-3 individuos.

Grafico: média + erro padréao.
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Figura 8- Quantidade relativa por RT-PCR semiquantitativa de transcritos de (A) PGRP, (B)
GNBP, (C) cactus e (D) relish em abelhas Apis mellifera alimentadas com Serratia marcescens
(Sm) ou com Micrococcus luteus (MI). O controle recebeu dgua sem bactérias (ct). Foi usado rp49
como controle enddgeno. Os graficos foram gerados a partir de densitometria da imagem no gel
das bandas das duas amostras de cada coleta. Cada amostra representa 2-3 individuos. Grafico:

média + erro padréo.
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Na Tabela V estao representados os resultados de aumento expressao de todos
0s genes analisados apds infec¢ao por via oral da bactéria S. marcescens e da M. luteus,
em numero de vezes apés 6, 12, 48 e 72 horas com relagdo ao controle (ndo infectado).
Observou-se, assim, que realmente houve um aumento na quantidade de transcritos da
defensina em 6 e 12 horas, seguido de uma diminuicdo em 48 e 72 horas. Os niveis de
transcritos de PGRP também foram maiores, mas somente nas coletas de 72 horas tanto
para infeccdo com S. marcescens quanto com M. luteus. Ja os niveis de transcritos de
GNBP foram maiores para infeccdo com S. marcescens depois de 72 horas de
tratamento. A maior diminuicdo nos niveis de transcritos de cactus e de relish foi

observada em abelhas que se alimentaram de S. marcescens (48 horas).

Tabela V- Aumento de expressdo, em vezes, entre tratamento (abelhas alimentadas com M.
luteus - Ml ou S. marcescens - Sm) e controle (abelha alimentada com agua sem bactéria) apos 6,
12, 48 e 72 horas. Genes: abaecina (ab), hymenoptaecina (hy), defensina (df), profenoloxidase
(proPO), dorsal 1-B (dl 1-B), transferrina (trf), PGRP, GNBP, cactus e relish. Em destaque: grupos

que tiveram alterag@o significativa na quantidade de transcritos (ANOVA; p<0,05).

Tratamento | ab | hy df | proPO | dI1-B | trf | PGRP | GNBP | cactus | relish
MI- 6h 03 |22 | 23 1,7 0,7 |1,2| 08 0,6 1,2 0,8
Sm- 6h 02 | 1.1 1,9 1,9 04 |08| 09 0,2 1,0 0,8
MI- 12h 20 | 1,0 | 24 4,6 1,3 [0,7| 0,6 0,2 1,5 0,9

Sm- 12h 22 | 11 2,0 4,9 21 14| 07 0,2 1,0 0,9
MI- 48h 0,04 | 0,01 | 0,008 | 0,04 1,2 (02| 09 0,1 1,1 0,9
Sm-48h 0,1 10,08 0,056 | 0,07 09 |02 07 0,2 0,6 0,6
MI- 72h 25 [11,8] 0,6 1,1 1,3 (0,7 1,1 0,3 0,9 0,9
Sm- 72h 09 03] 02 1,1 11 (05| 1.1 1,0 0,9 1,0
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2- Silenciamento de profenoloxidase (proPO)

2.1- Silenciamento de proPO em adultos

No terceiro dia ap6s a injecdo de dsRNA de proPO em abelhas recém-emergidas,
o RNA total foi isolado e purificado de abdémens individuais e usado para quantificagao
de RNA mensageiro de proPO por real-time RT-PCR. Os niveis de transcritos deste gene
foram significativamente menores em sete abelhas (43,75%; p<0,05; n=16) injetadas com
10 pg de dsRNA de proPO, e em dez abelhas (62,5%; p<0,05; n=16) injetadas com 20 ug
de dsRNA de proPO, quando comparadas com abelhas controles injetadas com agua
(Figura 9A). Desta maneira, a diminuigdo de expressao de proPO foi bem sucedida e é
dependente da dose de dsRNA de proPO injetada. Como a injecdo de uma dose de 20
Hg levou a uma maior mortalidade (61-80%) que injegao com 10 pg de dsRNA de proPO
(20%), nés optamos em realizar os experimentos subseqlientes em abelhas adultas
utilizando-se a menor dose. Com esta dose, a reducao da atividade da Fenoloxidase
também foi significante, sendo que nove de quinze abelhas injetadas com 10 pg de
dsRNA de proPO (60%; p<0,05) mostraram menor atividade da Fenoloxidase que em
controles injetados com agua (Figura 9B).

Para confirmar a especificidade do silenciamento da proPO, nés realizamos
experimentos comparando o efeito de outros dsRNA na expressédo de proPO. Para isto,
foram feitos dois grupos controles injetados com dsRNA: dsRNA de um gene nao
encontrado em abelhas (dsRNA de GFP) e de um gene de Esterase de abelhas (dsRNA
de JHE) (Figura 9C). Além disso, injetamos também um grupo de abelhas com salina de
inseto (Ringer). Podemos observar que ndo houve redugéo de transcritos da proPO nas
abelhas que receberam inje¢cdo com outro tipo de dsRNA, e sim um significativo aumento
de transcritos deste gene nos tratamentos com dsRNA (Figura 9C). O niumero pequeno
de amostras no experimento realizado com o grupo adicional de dsRNA de GFP dificultou
a visualizagdo do silenciamento de proPO, mas na Figura 9D podemos observar que

existe uma reducado significativa de 40% (n=5) das abelhas injetadas com dsRNA de
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proPO quando comparadas ao controle injetado com agua. Entretanto, quando usamos o
grupo injetado com dsRNA de GFP como controle, ndo observamos silenciamento de
proPO, mesmo existindo uma tendéncia a redugao nas amostras injetadas com dsRNA
de proPO. Isto se deve ao fato de que as abelhas injetadas com dsRNA de GFP
apresentaram grande variagdo. Observamos com estes resultados que a injecdo de
qualquer dsRNA causa aumento nos niveis de transcritos de proPO. Todavia, de maneira
geral, somente injegdo com dsRNA de proPO causou redugéo significativa na quantidade
de transcritos de proPO, confirmando, assim, sua especificidade.

Estes resultados, que mostram a reducao nos niveis de transcritos de proPO e da
atividade enzimatica em abelhas injetadas com dsRNA de proPO, possibilitaram o uso

deste protocolo para o teste de funcao deste gene na resposta imune de adultos.
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Figura 9- (A) Quantidade relativa de transcritos de profenoloxidase em abelhas adultas injetadas
com 10 ou 20 pg de dsRNA de proPO (dsPO), ou agua (controle). (B) Atividade da Fenoloxidase
em abelhas injetadas com 10 ug dsRNA em comparagédo com controle. (C) Quantidade relativa de
transcritos de profenoloxidase em abelhas adultas injetadas com 1 ug of dsRNA (dsRNA de GFP-
dsGFP- ou dsRNA de JHE- dsJHE) ou com salina de inseto (Ringer), ou &gua (controle). (D)
Quantidade relativa de transcritos de profenoloxidase em abelhas adultas injetadas com 10 pg de
dsRNA de GFP (dsGFP), proPO (dsPO), ou agua (controle). Injecao de dsRNA foi feita em
abelhas recém-emergidas, e transcritos de profenoloxidase e a atividade da Fenoloxidase foram
medidos apos trés dias de injecdo (em A e B), ou apéds seis dias (em C). Asteriscos em A e B
representam significativa redugdo nos transcritos de profenoloxidase e da atividade da
Fenoloxidase (p<0,05). Em C, o asterisco representa aumento significativo na quantidade de
transcritos de profenoloxidase.



Resultados 57

2.2- Susceptibilidade de abelhas adultas tratadas com dsRNA de proPO seguida de
infeccao por bactéria

A importancia do gene codificador da proPO em resposta a infecgao bacteriana foi
avaliada em abelhas recém-emergidas injetadas com 10 ug de dsRNA de proPO, e
subsequientemente alimentadas com suspensao de bactérias S. marcescens do terceiro
ao oitavo dia de vida adulta. A susceptibilidade a infecgao foi, entdo, analisada através do
monitoramento da sobrevivéncia das abelhas. A curva de sobrevivéncia, dos grupos
injetados com dsRNA de proPO ou agua, foi construida a partir de dois experimentos
independentes, sendo que no total, 38 abelhas foram injetadas com dsRNA de proPO e
infectadas, e 57 abelhas foram injetadas com &gua e infectadas (Figura 10A). A
sobrevivéncia do grupo controle foi significantemente alto quando comparado ao grupo
injetado com dsRNA de proPO (Cox’s Fep54=1,61, p=0,037). Aparentemente, o efeito da
injecdo foi significantemente mais severo em abelhas com silenciamento de proPO que
no grupo controle. Para verificarmos se a reducao em sobrevivéncia foi de fato uma
consequiéncia da diminuicdo na quantidade de RNAm de proPO, nés fizemos 0 mesmo
experimento de sobrevivéncia testando o efeito de dsRNA de GFP na sobrevivéncia de
abelhas adultas infectadas. Neste caso, a sobrevivéncia de abelhas injetadas com
dsRNA de proPO néo diferiu significantemente daquelas injetadas com dsRNA de GFP
(Cox's Faa42 = 1,20, p = 0,9262; Figura 10B). Estes resultados mostram que um dsRNA
nao especifico foi tdo prejudicial a sobrevivéncia quanto o dsRNA especifico para proPO,
e, desta maneira, a diminuicdo de sobrevivéncia em abelhas injetadas com dsRNA de

proPO pode nao ser atribuida ao silenciamento de proPO.
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Figura 10- Curvas de sobrevivéncia de abelhas adultas tratadas com dsRNA e infectadas com
Serratia marcescens. (A) Porcentagem de sobrevivéncia de abelhas infectadas ap6s trés dias de
injecdo com dsRNA de proPO (dsPO, n=38) ou agua (controle, n=57). (B) Porcentagem de
sobrevivéncia de abelhas infectadas apés trés dias de injecao com dsRNA de proPO (dsPO, n=22)
ou dsRNA de GFP (dsGFP, n=20). As abelhas foram infectadas através da ingestdo de S.

marcescens. Os experimentos duraram seis dias.
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2.3- Silenciamento de proPO em pupas

As pupas Pw no sétimo dia ap6s inje¢éo de 20 pg de dsRNA de proPO mostraram
significante reducao (47,06%; p<0,05; n=17) dos niveis de transcritos de proPO (Figura
11A). Este efeito foi bastante especifico, uma vez que a injecdo com dsRNA de GFP ou
dsRNA de um gene encontrado em abelhas, a lacase, nao afetou os niveis de transcritos
de proPO (Figura 11B) apesar de parecer que ocorre um aumento nos niveis de
transcritos deste gene quando destas abelhas injetadas com dsRNA quando comparadas
aos controles. Além disso, somente abelhas injetadas com dsRNA de proPO
apresentaram diminuicado significativa na quantidade dos transcritos de proPO quando
comparadas aquelas que foram injetadas com dsRNA de GFP, apresentando 87,5% (n=8)
de sucesso no silenciamento (Figura 11C). Podemos observar, ainda, que somente uma
abelha apresentou redugéao significativa da quantidade de transcritos de proPO quando
foi feita a comparacao do grupo injetado com dsRNA de proPO ao controle injetado com
agua. Este fato reforca os resultados encontrados em adultos de que a injegdo com
dsRNA de GFP causa aumento na transcrigao de proPO, apesar de nao ser significativo.
Como verificamos o silenciamento de proPO em abelhas injetadas com dsRNA de proPO
com relagdo ao controle injetado com agua ou injetado com dsRNA de GFP, nos
propusemos investigar a funcdo do gene proPO na resposta imune e pigmentacao de

cuticula em pupas com silenciamento de proPO.
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Figura 11- (A) Quantidade relativa de transcritos de profenoloxidase em pupas apos sete dias de
injecdo de dsRNA de proPO (dsPO-20 pg) ou agua (controle). (B) Quantidade relativa de
transcritos de profenoloxidase em pupas apds oito dias de inje¢do com dsRNA de Lac (dsLac) ou
dsRNA de GFP (dsGFP-6 pg) ou agua (controle). Si: sem inje¢do. (C) Quantidade relativa de
transcritos de profenoloxidase em pupas apos sete dias de injecdo de dsRNA de proPO (dsPO),
dsRNA de GFP (dsGFP) (dsRNA-20 nug) ou agua (controle). As injecdes foram feitas em pupas do
primeiro dia do estagio pupal (Pw). Asteriscos indicam reducado significativa na quantidade de
transcritos de profenoloxidase quando usado como controle o grupo injetado com agua, € o
quadrado indica redugdo significativa na quantidade de transcritos de proPO quando o grupo

injetado com dsRNA de GFP foi usado como controle (p<0,05).
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2.4- Susceptibilidade de pupas tratadas com dsRNA de proPO a infeccao por
bactérias

A susceptibilidade a infeccao foi avaliada em pupas injetadas com 20 pg dsRNA
de proPO através da ocorréncia, ou nao, de melanizacdo da hemolinfa. Uma alta
porcentagem, 91,3% (n=23), de pupas injetadas com dsRNA de proPO mostraram
hemolinfa sem presenca de melanizagdo em resposta a infeccéo por S. marcescens. No
entanto, somente 48% (n=25) dos controles (injetados com agua) mostraram
melanizacdo da hemolinfa. Esta diferenca foi altamente significante (x°=8,54; p=0,003)
(Figura 12A).

Este experimento foi repetido usando-se dsRNA de GFP como um controle
alternativo ao de injecdo com agua. Na Figura 12B pode-se observar que 70% (n=10) das
pupas injetadas com agua responderam a infeccdo por bactérias ao apresentar a
hemolinfa melanizada. Como esperado, a resposta por melanizagéo foi muito baixa em
pupas injetadas com dsRNA de proPO (20%; n=10), mas, surpreendentemente, 0 mesmo
ocorreu em pupas injetadas com dsRNA de GFP (11%; n=9). A incapacidade das abelhas
injetadas com dsRNA de proPO em responder a infeccdo seria consequiéncia da
participacdo da Fenoloxidase na melanizagdo da hemolinfa em resposta a infecgéo por
bactéria. No entanto, pupas injetadas com dsRNA de GFP também n&o apresentaram
hemolinfa melanizada, indicando que esta resposta ndo é especifica.

Nos, entdo, consideramos que a alta dose de dsRNA (20ug) poderia ser muito
prejudicial, ndo permitindo a resposta imune através da melanizagdo. Assim, repetimos
este experimento usando doses mais baixas de dsRNA (5 e 10 ug). Porém, resultados
semelhantes foram obtidos, ou seja, a melanizagdo da hemolinfa foi observada em
abelhas controles injetadas com agua, mas ndao em abelhas tratadas com dsRNA, tanto

dsRNA de proPO quanto dsRNA de GFP (Figura 12C).
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controle(1) controle(2)  dsPO-20 pg

controle dsGFP-20 ug dsPO-20 nug

controle dsGFP-5ug dsPO-5ug dsGFP-10 ug dsPO-10 ug

6 horas ap6s

Figura 12- Inibicdo da melanizagdo da hemolinfa em resposta a infeccdo com S. marcescens em
pupas com proPO silenciado. Pupas do primeiro estagio pupal (Pw) foram injetadas com agua ou
dsRNA, e no oitavo dia foram infectadas com S. marcescens. O escurecimento da hemolinfa foi
observado seis horas apos infecgdo. (A) Pupa injetada com agua (controle) ou dsRNA de proPO
(dsPO-20 pg). A melanizagdo da hemolinfa é observada através da cuticula corporal da pupa
controle 1, evidenciando a resposta a infeccdo, embora algumas pupas (pupa controle 2, como
exemplo) ndo produziram melanina em resposta a infeccdo (48%; n=25). A melanizacdo da
hemolinfa foi inibida em pupas injetadas com 20 ug e, posteriormente, infectadas (91,3%; n=23).
Ao se comparar a pupa controle 2, pode-se observar que o grau de melanizagao da hemolinfa nao
se alterou em seis horas de infeccdo, mostrando que a melanizagéo do controle 1 ndo é devido a
melanizac¢do cuticular, mas da hemolinfa. As pupas desta figura representam dois experimentos
independentes. (B) Pupa injetada com agua (controle), dsRNA de GFP (dsGFP-20 pg) ou dsRNA
de proPO (dsPO-20 pg). Somente a pupa controle apresentou melanizagao da hemolinfa apés 6
horas de infeccao (70%; n=10). A melanizacao foi inibida apés infeccdo por bactéria em abelhas
injetadas com dsRNA de GFP-20 pg (11%; n=9) e dsRNA de proPO-20 pug (20%; n=10) . (C) Pupa
injetada com agua (controle), dsRNA de GFP (dsGFP-5 ou 10 pg) ou dsRNA de proPO (dsPO-5
ou 10 pg). Somente pupa controle mostrou melanizacdo da hemolinfa em seis horas de infeccéao
(70%; n=10), uma vez que inje¢do com dsRNA de GFP ou proPO resultou em 11% (n=9 para cada
grupo; 10 pg de dsRNA) ou 22% (n=9 para cada grupo; 5 ug de dsRNA) de hemolinfa melanizada.



Resultados 63

2.5- Pigmentacao da cuticula em pupas tratadas com dsRNA de proPO

A importancia da Fenoloxidase na pigmentacdo da cuticula durante o
desenvolvimento pupal, foi investigado em abelhas injetadas com dsRNA de proPO em
comparagao com controles injetados com agua, em dois experimentos independentes. As
injecdes foram ministradas anteriormente ao inicio da pigmentacéo da cuticula, em pupas
Pw. A presenca de pigmentos foi observada sete dias mais tarde. Nés observamos a
inibicdo na pigmentagéo corporal em todas pupas injetadas com dsRNA de proPO (n=36)
no momento em que os pigmentos da cuticula sdo claramente evidentes em controles
injetados com agua (n=37) (Figura 13A). Além disso, pupas injetadas com dsRNA de
proPO nao emergiram como adultos, diferentemente das pupas controles. Existem duas
possibilidades para se explicar este resultado. Primeiramente, como a pigmentagéo € um
passo critico na diferenciacdo da cuticula pupal, o silenciamento do gene proPO
aparentemente interfere neste processo, impedindo a emergéncia das pupas. Uma outra
possibilidade seria que dsRNA de proPO impede o desenvolvimento, e por consequéncia,
o processo normal de pigmentagdo. Para distinguirmos as duas alternativas, nos
repetimos o experimento e adicionamos um grupo de abelhas injetadas com dsRNA de
GFP ao grupo das abelhas controles injetadas com agua. Como observado em pupas
injetadas com dsRNA de proPO, as pupas injetadas com dsRNA de GFP também
apresentaram atraso no desenvolvimento (Figura 13B). Além disso, 0 mesmo fenétipo foi
observado em abelhas que receberam quantidades reduzidas de dsRNA, tanto dsRNA de

proPO quanto dsRNA de GFP, para se reduzir o efeito colateral (Figura 13C).
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controle dsPO- 20 ug (1) dsPO- 20 nug (2)

(A)

controle dsGFP-20 ng dsPO-20 ug (1)  dsPO-20 ug (2)

controle dsGFP-5 ug dsPO-5 ug dsGFP-10 ug dsPO-10 ng

Figura 13- Inibicdo da pigmentagdo da cuticula em pupas de abelhas injetadas com dsRNA.
Pupas no primeiro estagio pupal (Pw) foram injetadas e a presenca de pigmentos foi investigada
no sétimo dia. Exemplos de pupas (A) injetadas com agua (controle) ou dsRNA de proPO (dsPO-
20 ug); (B) injetadas com agua (controle) ou dsRNA de GFP (dsGFP-20 ug) ou dsRNA de proPO
(dsPO-20 pug); (C) injetadas com agua (controle) ou dsRNA de GFP (dsGFP-5 ou 10 ug) ou
dsRNA de proPO (dsPO-5 ou 10 ug). A inibicdo da pigmentacado da cuticula é evidente em pupas
tratadas com dsRNA (dsRNA de GFP ou dsRNA de proPO), enquanto que o padrdao normal de
pigmentacdo é observado em pupas tratadas com agua. As pupas injetadas com dsRNA
mostraram pigmentagdo normal dos olhos (olhos morrom-escuros) como o exemplo 2 em (A), ou
olhos pouco pigmentados (olhos rosa) como o exemplo 1 em (A), sugerindo que pelo menos em
algumas pupas (de olhos claros), a inje¢do com dsRNA desacelera o desenvolvimento.
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3- Silenciamento de dorsal 1-A, dorsal 1-B e dorsal 2

3.1- Andlise de sequéncias e localizacao de primers

Existem dois genes (dorsal 1 e 2) e duas isoformas originadas por splicing
alternativo (dorsal 1-A e dorsal 1-B) para Dorsal em A. mellifera. Todos eles apresentam
os dominios conservados de Relish (rel homology domain- RHD) e de transcricao do fator
NF-xB (domain of the transcription factor NF-xB and related transcription factors-IPT_NF-
xB). Estes dominios, localizados na regido amino-terminal, sdo altamente conservados
entre as proteinas preditas codificadas pelos genes dorsal 1-A, dorsal 1-B e dorsal 2
(Figura 14).

A importancia de Dorsal como fator de transcricdo de peptideos antimicrobianos
em abelhas foi avaliada através da metodologia de RNAI. Para o silencimento de dorsal,
dsRNA de dois genes, dorsal 1 e dorsal 2 (dl2), e duas isoformas de dorsal 1, dorsal 1-A
(dla) e dorsal 1-B (dIb), foram sintetizados a partir de regides distintas a cada isoforma
(Figura 15). No entanto, como a similaridade entre dorsal 1-A e dorsal 2 € muito grande,
existem trechos dentro do dsRNA construido para dorsal-2 com alta similaridade entre os
dois genes (Figura 16). Combinagdes entre os diferentes dsRNAs foram feitas e pupas de
olho branco (Pw) foram injetadas com 5 ug de dsRNA. Apoés trés dias, dois grupos de Pw
foram infectados com P. larvae ou E. coli. As amostras foram coletadas apds 5 ou 48

horas para posterior analise.
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GB19066-PA MEQFHDMSDGNIHMSDVIEVIETDTKYNGREDQI PREMNTERLLPYVEIIEQPASKALRF
GB19537-PA MEQFHDMSDGNIHMSDVIEVIETDTKYNGREDQI PREMNTERLLPYVEIIEQPASKALRF
GB18032-PA ———m—m o e MNNFKKSSPYVEIIEQPT-KNLRF
* o kkkkkkkkk: Kk hkk

GB19066-PA RYECEGRSAGSIPGVNSTSENKTFPTIKIVGYKGRALVVVSCVTKDQPYRPHPHNLVGKE
GB19537-PA RYECEGRSAGSIPGVNSTSENKTFPTIKIVGYKGRALVVVSCVTKDQPYRPHPHNLVGKE
GB18032-PA RYECEGRSAGNIPGASSTIENKTCPSIRVIGFKGRALAVASCVTKDKPYRPHPHNLIGRE
**********'***_.** * %k %k *:*:::*:*****.*'******:*********:*:*

Dominio de homologia Relish 1(RHD)

GB19066-PA ACKQGVCTVEVSSENMTVTFANLGIQCVKKKDIEEALKIREEIRVDPFRTGFEHKRQPTS
GB19537-PA ACKQGVCTVEVSSENMTVTFANLGIQCVKKKDIEEALKIREEIRVDPFRTGFEHKRQPTS
GB18032-PA GCEKGICTIEISSEDMTVTFANLGIMCVKRNDIKRELKIREEIRVDPFRTGFEFKRDLNS
Kook ohkk ok okkk o hkhkhkhkhkhhhkk khkk. ohkk.  hkkkkkkkkhhhkhkhkhkhkk kk. Xk

GB19066-PA IDLNAVRLCFQVFLEGSQKRKFNVPLQPVVSDPIFDKKAMSDLVICKLSHSNASVAGGME
GB19537-PA IDLNAVRLCFQVFLEGSQKRKFNVPLQPVVSDPIFDKKAMSDLVICKLSHSNASVAGGME
GB18032-PA VDLNAVRLCFQVFLEGSQKGKFNVPLSPIVSDPIFDKKIIPDLMICELSHYSASVAGGMH
:****************** ******_*:********* :.**:**:*** _*******_

GB19066-PA MILLCEKVAKEDIQVRFFEEKDGQVLWEGFGDFQPVHVHKQTAIAFRTPTYRMQQVEQPV
GB19537-PA MILLCEKVAKEDIQVRFFEEKDGQVLWEGFGDFQPVHVHKQTAIAFRTPTYRMQQVEQPV
GB18032-PA MILLCEKVVKDDIQVRFFEEKNGKVVWEAFGDFHPAHVHKQTAIRFKTSSYHTQEIEEPV

Kkkkhkkkk Kokkhkhkkkkhkkk kokokk Kkkkko ok khkkkkkkk kok ok: ko ok.kk

Dominio de homologia Relish 2 (IPT)

GB19066-PA QVYIQLKRPSDGATSEPFPFLMLPLGADDPDSLRRKRQKINNSQNALVLRHVQAEAEKHA
GB19537-PA QVYIQLKRPSDGATSEPFPFLMLPLGAGRPAFWSLRKAFARKKTDYSSFGKILATEPTLF
GB18032-PA PVHIQLKRPSDGALSEPLPFLMLPLSPDNPNSLKRKKRKINNKNENIVLKETETETEEKS
dokkhkhhhdkkkk hkhkk.hkkkkkkk = K 90 . . . .
GB19066-PA AMLNQYNFNIIKSE----- PTERISPYGYPIGSGGSFPSLYPMATTSPQSQSTIQTLRPQ
GB19537-PA SNVTPKFPRNIDEYNNNDLDTKKWNNKISALRALNDLYNVKNTLDSYNGSMEINQNIAQN
GB18032-PA SEVIAPFECSSVGY-————=—=======—————mmmmm oo - KELFPLRALEIISEEPEFD
GB19066-PA VSPDRTSPMEYRLYNPALIQSQPSPQYPSTSSHILQQPSIRTYTQQOFPYVHDTLQIQPQ
GB19537-PA IDHAKNTIIDYRNNDLS INEEKRTIENEQLNRMYKSYPNYIDKETKDMNLEISTRPKSNT
GB18032-PA IQTIREEISPIENNPTLIQSPRPSPQYPLTNGDAQVSTDVRPKDQSSYIQDITEIQPE -~
GB19066-PA o T
GB19537-PA VENACVLKNTEIFKDKSDWFDYSEVSKWVQKGQICLKEKENE IDFKIEVTEDCNKSFNDL
GBLB032-PA == mm == m e mmm e
GB19066-PA -LTLSKVTSNYHEEFQSLNNAVGEMEATNVTNILSMDNTQYNLDLSLPQLDSTELADLDI
GB19537-PA LTQVAELDQIYADTHAKLVQAAFEQNTTDQSMD IDVCDNQTYTSLOMAMKNPIEFTDLSN
GB18032-PA ---EQLMINKISESCYEGFHLLENAGEVEETNGININMDSLEFDSNLLKINSEDLYNFDI
GB19066-PA Smm e o LSENLSSG
GB19537-PA ERKYEDVCVLKTDTNQSCPSPPVTTKRDGTQETEERLPPLPPKRIRKMPSMPLLPRPISC
GB18032-PA EN— —mm oo o m MSENLSNI
GB19066-PA LSISDSTKPETSKGINAEPSNIEESNNMTDSFTRIANNTIQELYTLNNMYKPTREVD--~
GB19537-PA HTTPDSFIEAPNKTLPSLPSTLTKNSKQGLFSKLFAKKVKKDKDIILNVPKESTQSLTTT
GB18032-PA LSISDITKINESLNEEQEQKRR-—— === == === === == mm oo oo oo oo
. *

GBL9066-PA == —m = m e mmm e
GB19537-PA GNVSYLTTNNTSNNSQLQIPRASLVSTTSVKSLRLEGDETPPYGMELTEAEHYALYTAMA
GBLB032-PA == mm == mmm e
GB19066-PA ~  ———=—==—————mmm e

GB19537-PA PHATASEFDEMSFYYSPVEDGKIYSEKKET

GB18032-PA  ———m——mm oo

Figura 14- Alinhamento multiplo das seqiiéncias de proteinas preditas de Dorsal 1-A (GB199066-
PA), Dorsal 1-B (GB19537-PA) e Dorsal 2 (GB18032-PA). Foi usado Clustal W (1.83) para
construcao do alinhamento. (*) aminoacidos idénticos, (:) e (.) aminoacidos similares. Os dominios

conservados de homologia Relish (RHD e IPT_NF-xB) estdo em destaque.
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R
A2 o
dl 1-B GTTGAAAATGCATGCGTATTAAAAAATACAGAAATATTTAAAGATAAATCTGATTGCTT!

AU 1A
A2
di1-B ! "TGAA GTARATGGGTACAAAAAGGACAAATATGTCTCAAAGAGAAGGAA
_
dl1-A ---GARAGGATATCTCCTTACGGATATCCAATTGGAAGTGGAGGATCCTTTCCATCCTTG
di2 ---GAAGTAATAGCTCCATTTGAATGTTCTTCAGTCGGATATAAAGAATTGTTTCCATTG
dl1-B  AATGAAATAGATTTTAAAATTGAAGTGACAGAAGATTGTAATAAGTCTTTCAATGATTTA
* *

* %k .. cee kK . . x * . . * % . * %

di1-A TATCCGATGGCAACAACTTCTCCACAATCGCAATCTACTATACAAACGTTGAGGCCACAA

di 2 CGCGCCTTGGAAATCAT TATTCAAACTATAAGAGAAGAA
dl1-B  TTAACACAAGTAGCAGAATTAGATCAAATTTATGCCGATACACATGCAAAGTTAGTGCAG

* N i *x * R S S LR
di1-A GTATCG-————=——=————=——— CCAGATCGTACATCGCCAATGGAGTACAGATTATACAA
di 2 ATATCG================ CCAATAG--——=——=—=——————————————— ARAACAA
dl1-B  GCAGCATTTGAACAGAATACAACCGATCAATCTATGGATATTGATGTTTGCGATAATCAA

* ok * % . ck .. kKK

dI1-A TCCAGCACTT———mmm——mmmm e e e

di 2 TCCAACGCT T === == = m e

dl1-B  ACTTATACTAGTTTACAAATGGCTATGAAARATCCTATTGAATTTACCGATTTATCGAAC
* * x

d1-A ATTCAATCACAAC---CATCACCTCAA

d2 ATTCAGTCACCTCGACCATCACCTCAA

dl1-B  GAGAGRAAAGTATGAAGATGTGTGTGTACTARAAACAGATACTAATCAATCTTGTCCTTCT

* e Kk ek . x *ok e kkK

dl 1-A TATCCATCAACAAGCAGTCATATCTTACAACAACCATCAATCAGAACGTATACACAACAA

dl 2 TATCCATTGACAAACGGTGACG-—--—— CACAAGTATCAACCGATGTGCGTCCAAAAGAC
dl 1-B CCACCAGTGACTACGAAAAGAGATGGAACGCAGGAAACGGAAGAAAGATTACCGCCT
R PP : . H

dli1-A CAATTTCCATATGTACATGACACGTTACAAAT————————————————————————————

dl 2 CAATCTTCATATATTCAAGATATAACAGAAAT ————————————————————————————
di1-B ACCGAAACGTATCCGGAAGATGCCTTCTATGCCTCTTTTACCTCGTCCTATATCCTGT
*_* _* ‘*_k *‘ _* * . : ‘:*k
&
¢
di1-A —---ACAGCCGCAAGAACAATTAACGTTAAGCARAGTAACATCARACTATCACGAAGAATT
di 2 —-—ACAACCTGAAGAACAGTTAATGTTAAACAAAATATCAGATCATGTTACGAAG--ATT
di1-B CATACTACACCAGATTCTTTCATTGAAGCACCAAATAAAACTTTACCTTCCTTACCTAGT
KoK, L A T S I I HE HEN * *ox
dl1-A TCAATCGTTGAACAATGCTGTAGGT-———————=——=—————=———— GAAATGGAAGCGACA
dli 2 G AR —————mm
dl 1-B ACTTTAACTAAAAACTCGAAACAAGGATTATTTTCAAAATTATTTGCAARAAAAGTAAAA
oK e ek * * % .

&

<
dli1-A AATGTTACAAATATTTTAAGTATGGACAACACGCAGTATAATCTTGATTTGAGTCTTCCT
dl2 T

dl 1-B AAAGATAAAGACATAATTTTAAATGTACCTAAAGAAAGTACTCAATCTTTGACTACTACA

dl 1-A CAACTTGATTCGACAGAACTCGCCGATCTTGATATTAGTCTTTCTGAAAATCTATCCAGT
Al 2 oo
dl 1-B GGAAACGTTTCATATTTGACAACAAATAATACATCAAATAATTCACAATTACAAATTCCA

dl 1-A GGATTATCAATTTCAGATTCTACCAAGCCGGAAACAAGTAAAGGAATAAACGCAGAACCA
A2
dl 1-B AGAGCTAGTCTAGTAAGTACTACTAGCGTAAAATCACTTAGATTGGAAGGAGATGAAACA

dl 1-A AGCAATATTGAAGAAAGTAATAACATGACCGATAGTTTTACAAGAATTGCTAATAACACT
A2
dl 1-B CCACCGTATGGAATGGAATTAACAGAAGCTGAACATTATGCATTATATACTGCTATGGCG

dl 1-A ATTCAG-———————————— GAATTATATACTTTAAATAATATGTATAAACCAACGCGGGAG
e
dl 1-B CCGCACGCAACTGCTTCTGAATTTGATGAARATGTCTTTCTATTATAGTCCTGTGGAAGAT

Figura 15- Alinhamento multiplo das seqiéncias de nucleotideos de dorsal 1-A (dl 1-A), dorsal 1-B
(dl 1-B) e dorsal 2 (dlI2). Foi usado Clustal W (1.83) para construgdo do alinhamento. (*)
nucleotideos idénticos, (:) e (.) nucleotideos similares. Em destaque estdo seqiiéncias dos primers

(5'—3)para construgdo do dsRNA. Em vermelho: dl 1-A, verde: dl 1-B e azul: dl 2.
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dl 2 ATCAT TATTCAAACTATAAGAGAAGAAATATCGCCA--—

dl 1-A ACAACTTCTCCACAATCGCAATCTACTATACAAACGTTGAGGCCACAAGTATCGCCAGAT
* *  kk k% * kk kk kxk Kk *khk Kk  kkkxk * k% * kkxk kkkkkkkk

d2 - ATAGA--——————— AAACAATCCAACGCTTATTCAGTCACCTCGACCA

dl 1-A CGTACATCGCCAATGGAGTACAGATTATACAATCCAGCACTTATTCAATCA---CAACCA

**  kx * kkkhkkhkxkkhkk ok khkkkhkkkk kkx * ok k ok ok

dl 2 TCACCTCAATATCCATTGACAAACGGTGACGC-—--—-—— ACAAGTATCAACCGATGTGCGT

dl1-A TCACCTCAATATCCATCAACAAGCAGTCATATCTTACAACAACCATCAATCAGAACGTAT

* Kk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok x *kxk * x*k * * % % % * Kk kkxk ok * *

di 2 CCAAAAGACCAATCTTCATATATTCAAGATATAACAGAAATACAACCTGAAGAACAGTTA

dl1-A ACACAACAACAATTTCCATATGTACATGACACGTTACAAATACAGCCGCAAGAACAATTA

*k kk k khkkk *x kxkkxk *x Kk Kk K * kkkkkkk k*x K,k kkkkk  kxk

dl 2 ATGTTAAACAAAATATCAGATCA-TGTTACGAAGA-TT GT

dl1-A ACGTTAAGCAAAGTAACATCAAACTATCACGAAGAATTTCAATCGTTGAACAATGCTGTA
* kkkkk kkkk K**x Kkx * k k kkkkkkk kkhkkhkk k kkkk Kk kk Kkxkx

&
<

Figura 16- Alinhamento multiplo das seqliéncias de nucleotideos de dorsal 1-A (dl 1-A) e dorsal 2
(dI2). Foi usado Clustal W (1.83) para construcao do alinhamento. (*) nucleotideos idénticos, (:) e
(-) nucleotideos similares. Em azul estdo sequéncias dos primers (5—3’) para construgdo do
dsRNA de dlI2.
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3.2- Silenciamento génico e seu efeito apds 5 horas de infeccao por bactéria

A andlise do silenciamento, ou seja, reducao dos niveis de transcritos de dorsal foi
feita em abelhas injetadas com dsRNA ou &gua, mas nao infectadas, ou seja, controles,

afim de que o fator da infec¢éo néo prejudicasse esta analise.

Através de real-time RT-PCR pdde-se observar reducdo da quantidade de
transcritos de dorsal 1-A em abelhas que receberam injecao de dsRNA de dla quando
comparadas com controle injetado com dsRNA de GFP (ANOVA, p<0,05; Figura 17A).
No entanto, nenhuma alteragdo significativa foi observada para a quantidade de
transcritos de dlb em nenhum dos grupos injetados com dsRNA (Figura 17B). Ja abelhas
que receberam dsRNA de dI2, dla+2, dib+2 e dla+b+2 apresentaram redugao nos niveis
de transcritos de dl2 quando comparado ao controle injetado com agua somente (Figura

17C).

Como Dorsal é uma proteina do tipo Relish/NF-kB e pode atuar como fator de
transcricdo dos peptideos antimicrobianos, os genes da abaecina e da defensina foram
usados para verificar a sua regulagao apds silenciamento e infecgdo com dois tipos de
bactérias (P. larvae e E. coli). De maneira geral, a injecdo com dsRNA de GFP provocou
grande aumento na quantidade destes transcritos, por isso, esse controle foi escolhido
para a comparagdo com os outros grupos injetados com dsRNA (Figuras 18 e 19).
Nenhuma diferenca estatisticamente significante foi observada na quantidade de
transcritos de abaecina com relagao aos controles injetados com dsRNA de GFP (Figura
18). No entanto, em abelhas que foram silenciadas com dsRNA de dla+2 e dla+b+2
apresentaram quantidade significativamente menor de transcritos de defensina ap6s 5
horas de infecgdo com P. larvae (Figura 19), sugerindo que o silenciamento de dorsal

pode prejudicar a ativacao da defensina em abelhas infectadas.
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Figura 17- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) dorsal 1-A, (B) dorsal

1-B e (C) dorsal 2 de abelhas Apis mellifera ap6s trés dias de inje¢do com dsRNA mais cinco

horas correspondentes aos grupos infectados. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com
dsRNA de dorsal (dsdla, dsdlb, dsdl2, dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), controle com
dsRNA de GFP, ou com agua livre de nuclease (H20). Estas abelhas séo controles (ct), ou seja,

nao receberam qualquer tipo de injecdo com bactérias. Foi usada actina como controle endégeno.

Gréfico: média + erro padrdo da quantificagdo de amostras individuais (nimero de amostras

indicado acima de cada coluna). Asteriscos indicam reducao significativa de transcritos (p<0,05).
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Figura 18- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de abaecina de abelhas Apis
mellifera. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA de dorsal (dsdla, dsdlb, dsdi2,
dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), com dsRNA de GFP, ou com agua livre de nuclease
(H20). Estas abelhas foram infectadas com bactérias Paenibacillus larvae (Pl), Escherichia coli
(Ec) ou nao foram infectadas (ct) trés dias apéds o tratamento com dsRNA. As coletas foram feitas
apés cinco horas de infecgdo. Foi usada actina como controle endégeno. Grafico: média + erro
padrdo da quantificacdo de amostras individuais (nUmero de amostras indicado acima de cada
coluna).
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Figura 19- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina de abelhas Apis

mellifera. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA de dorsal (dsdla, dsdlb, dsdl2,

dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), com dsRNA de GFP, ou com &gua livre de nuclease

(H20). Estas abelhas foram infectadas com bactérias Paenibacillus larvae (Pl), Escherichia coli

(Ec) ou nao foram infectadas (ct) trés dias apds o tratamento com dsRNA. As coletas foram feitas

apés cinco horas de infeccdo. Foi usada actina como controle endégeno. Grafico: média + erro

padrdo da quantificacdo de amostras individuais (nGmero de amostras indicado acima de cada

coluna). Asteriscos indicam redugdo significativa de transcritos (p<0,05).
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3.3- Silenciamento génico e seu efeito apos 48 horas de infeccao por bactéria

O silenciamento de dorsal também foi avaliado apds trés dias de injecdo com
dsRNA seguido de 48 horas correspondentes ao tempo de infecgdo dos grupos injetados
com as bactérias P. larvae e E. coli. Assim como as analises anteriores para se verificar o

silenciamento, somente o grupo sem infecg¢ao (controle) foi usado.

Péde-se observar que, neste periodo, o silenciamento de dorsal 1-A, dorsal 1-B e
dorsal 2 foi bastante efetivo (Figura 20A-C). A injecdo em pupas de dsRNA de dla, di2,
dla+b, dla+2 e dla+b+2 provocou reducao significativa nos niveis dos transcritos de dorsal
1-A (ANOVA, p<0,05; Figura 20A). A injegdo de dsRNA de dI2 muito provavelmente
também ocasionou o silenciamento, mesmo que parcial, de dorsal 1-A, pois a regiao de
contrucdo do dsRNA de dI2 possui regides muito similares ao gene dorsal 1-A,
apresentando uma regiao de similaridade de até 20 nucleotideos (Figura 16). A reducao
na quantidade de transcritos de dorsal 1-B foi observada em abelhas injetadas com dlb+2
e dla+b+2 (ANOVA, p<0,05; Figura 20B). A quantidade de transcritos de dorsal 2, por sua
vez, mostrou-se significativamente menor em abelhas injetadas com dsRNA de dI2, dla+2,
dib+2 e dla+b+2 (ANOVA, p<0,05; Figura 20C). Estes resultados mostram que ap6s um
periodo maior apds injecao de dsRNA (cinco dias no total) foi mais eficiente no
silenciamento génico que em abelhas coletadas ap6s trés dias de injecao de dsRNA. No
entanto, ao se analisar a transcricdo de peptideos antimicrobianos, nem a quantidade de
transcritos de abaecina e nem de defensina diminuiu significantemente em nenhuma das

infecgbes bacterianas seguidas do silenciamento (Figura 21 e 22).
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Figura 20- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) dorsal 1-A, (B) dorsal
1-B e (C) dorsal 2 de abelhas Apis mellifera ap6s trés dias injecdo com dsRNA mais 48 horas
correspondentes aos grupos infectados. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA
de dorsal (dsdla, dsdlb, dsdI2, dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), com dsRNA de GFP, ou
com agua livre de nuclease (H20). Estas abelhas sdo controles (ct), ou seja, ndo receberam
qualquer tipo de injegdo com bactérias. Foi usada actina como controle endégeno. Grafico: média
+ erro padréo da quantificagdo de amostras individuais (nUmero de amostras indicado acima de
cada coluna). Asteriscos indicam redugao significativa de transcritos (p<0,05).
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Figura 21- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de abaecina de abelhas Apis
mellifera. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA para dorsal (dsdla, dsdlb, dsdI2,
dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), controle com dsRNA de GFP, ou injegdo com agua livre
de nuclease (H20). Estas abelhas foram infectadas com bactérias Paenibacillus larvae (Pl),
Escherichia coli (Ec) ou ndo foram infectadas (ct) trés dias ap6s o tratamento com dsRNA. As
coletas foram feitas apds 48 horas de infecgdo. Foi usada actina como controle enddgeno. Grafico:
média + erro padrdo da quantificagdo de amostras individuais (nimero de amostras indicado

acima de cada coluna).
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Figura 22- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina de abelhas Apis
mellifera. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA para dorsal (dsdla, dsdlb, dsdi2,
dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), controle com dsRNA de GFP, ou injegdo com agua livre
de nuclease (H20). Estas abelhas foram infectadas com bactérias Paenibacillus larvae (Pl),
Escherichia coli (Ec) ou nao foram infectadas (ct) trés dias ap6s o tratamento com dsRNA. As
coletas foram feitas apos 48 horas de infecgdo. Foi usada actina como controle endégeno. Grafico:
média + erro padrdo da quantificagdo de amostras individuais (nimero de amostras indicado
acima de cada coluna).
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4- Proteinas de estocagem em abelhas infectadas por bactérias

Abelhas recém-emergidas injetadas com agua, M. luteus (7x10° bactérias/ul) ou S.
marcescens (5,58x10° bactérias/ul) foram utilizadas para verificar a relagéo de proteinas
de estocagem com a imunidade através da quantificacdo de transcritos de vitelogenina,
hexamerina 70a, lipoforinal e lipoforinalll.

Como ja demonstrado anteriormente, a transcricdo de defensina foi maior em
abelhas injetadas com agua, S. marcescens e M. luteus quando comparadas as controles
sem injecao (ANOVA; p<0,05; n=4) (Figura 23A). Os niveis de transcritos de outro gene
envolvido na imunidade de insetos, a profenoloxidase, diminuiram em abelhas infectadas
com bactérias com relagdo as abelhas ndo injetadas (ANOVA; p<0,05; n=3-4) (Figura
23B). A ativagédo do sistema imune €, entdo, caracterizado pelo aumento de transcricao

da defensina, e diminuicdo na quantidade de transcritos de profenoloxidase.
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Figura 23- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) defensina e (B)

profenoloxidase em abelhas Apis mellifera injetadas com agua (H,O), com Micrococcus luteus (MI)

ou com Serratia marcescens (Sm). O controle ndo recebeu qualquer tipo de inje¢éo (Si). Foi usado

rp49 como controle endégeno. O gréfico foi gerado a partir de quantificagao de 3-4 amostras (n=3-

4). Cada amostra representa quatro individuos. Grafico: média + erro padrdo. Letras: diferengas

estatisticas entre os grupos (p<0,05).
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Tendo a confirmacdo de que as abelhas responderam a infecgdo, nos
propusemos a investigar as proteinas de estocagem nestas abelhas. Os resultados
revelaram que o perfil da quantificagdo de transcritos dos grupos tratados foi muito
semelhante entre vitelogenina e lipoforina Ill (Figura 24A e D). Os niveis de transcritos de
vitelogenina diminuiram com os tratamentos, mas foi somente significativo com
tratamento com M. luteus (ANOVA; p<0,05; n=4). J& para lipoforina Ill, as abelhas
injetadas tanto com a bactéria M. luteus quanto a S. marcescens apresentaram
quantidade ainda menor de transcritos deste gene com relacdo as abelhas injetadas com
agua — injuria (ANOVA; p<0,05; n=4) (Figura 24D). Os niveis de transcritos de
hexamerina 70a (ANOVA; p=0,166; n=4) e lipoforina | (ANOVA; p=0,21; n=4) nao
variaram significativamente entre os grupos tratados e controle (Figura 24B e C).

Através de Western blot, observou-se que a diminuicdo na quantidade de
transcritos do gene codificador da Vitelogenina também foi acompanhada pela diminui¢cao
desta proteina nos grupos tratados (ANOVA; p<0,05; n=3-5) (Figura 25A). Além disso, a
quantidade da proteina Hexamerina 70a também parece diminuir em abelhas que
sofreram injuria ou nas infectadas, mas esta diminuicdo ndo foi estatisticamente

significante (ANOVA; p>0,05; n=4) (Figura 25B).
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Figura 24- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina, (B)

hexamerina 70a, (C) lipoforina | e (D) lipoforina Ill em abelhas Apis mellifera injetadas com agua

(H20), Micrococcus luteus (Ml) ou Serratia marcescens (Sm). O controle nao recebeu qualquer tipo

de injecdo (Si). Foi usado rp49 como controle enddgeno. O gréfico foi gerado a partir de

quantificacdo de quatro a oito amostras (n=4-8). Cada amostra representa quatro individuos.

Gréfico: média + erro padrdo. Letras: diferencas estatisticas entre os grupos (p<0,05).
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Figura 25- Quantidade das proteinas (A) Vitelogenina e (B) Hexamerina 70a, por Western blot, do

Titulo de Vitelogenina

Titulo de Hexamerina 70a

)

abdémen de abelhas Apis mellifera injetadas com agua (H.O), Micrococcus luteus (MI) ou Serratia
marcescens (Sm). O controle ndo recebeu qualquer tipo de injecdo (Si). Para construgao do
grafico, foi usada densitometria da imagem das bandas geradas por dois experimentos de
Western blot, usando-se anticorpo desenvolvido contra proteinas do ovo de A. mellifera para
Vitelogenina e anticorpo especifico para Hexamerina 70a de A. mellifera. O grafico de titulo de
Vitelogenina foi gerado a partir da quantificacdo de trés amostras (n=3) para H,O, Ml e Sm e cinco
amostras (n=5) para Si. Para o titulo de Hexamerina, a quantificagéo foi feita a partir de quatro
amostras (n=4). Cada amostra representa quatro individuos. Grafico: média + erro padrao. Letras:
diferengas estatisticas entre os grupos (p<0,05).



Resultados 82

5- Imunidade em abelhas alimentadas com diferentes dietas

Abelhas recém-emergidas receberam trés tipos de dietas com diferentes
quantidades de proteina e agucar. Concomitantemente com estes tipos de alimento, as
abelhas receberam agua contendo a bactéria Gram-negativa S. marcescens (10% a 10°
bactérias/pl) ou sem bactéria (controle) durante seis dias. Deste modo, observamos como
as abelhas alimentadas com tipos diferentes de alimento responderam a infecgéo.
Surpreendentemente, nenhum tipo de tratamento alimentar fez com que as abelhas
infectadas aumentassem a quantidade de transcritos de defensina (ANOVA; p=0,229;
n=3) (Figura 26A). Contudo, abelhas alimentadas com beebread apresentaram
diminuicdo de transcritos de profenoloxidase, como esperado, em abelhas infectadas

(ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 26B).
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Figura 26- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) defensina e (B)
profenoloxidase em operarias Apis mellifera. Abelhas recém-emergidas receberam trés dietas
diferentes: xarope, beebread e geléia real. Um grupo de abelhas recebeu agua contendo Serratia
marcescens (Sm), e um outro grupo, o controle (ct), recebeu dgua somente. As coletas foram
feitas apods seis dias. Cada coluna é representada pela média de trés amostras (n=3), sendo que
cada uma é representada por quatro individuos. Grafico: média + erro padrdo. Letras: diferencas
estatisticas entre os grupos (p<0,05).
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A alimentagcdo com beebread, rica em proteinas, provocou um aumento
significativo na quantidade de transcritos das proteinas de estocagem em abelhas
controle, ou seja, ndo infectadas, quando comparadas aquelas que foram alimentadas
com xarope ou geléia real (Figura 27 A-D). Esta diferenca foi claramente observada para
a quantidade dos transcritos de vitelogenina e hexamerina 70a (ANOVA; p<0,05; n=3)
(Figura 27 A e B). O mesmo ocorreu quando a proteina Vitelogenina foi avaliada, e neste
caso, a quantidade desta proteina nas abelhas que receberam uma das duas dietas ricas
em proteinas, tanto o beebread quanto a geléia real, foi mais elevada que em abelhas

que receberam somente xarope como alimento (ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 28).

Com relagdo as proteinas de estocagem dos grupos de abelhas infectadas,
somente as abelhas que receberam o alimento beebread, e foram contaminadas,
mostraram diminuicdo na quantidade dos transcritos de vitelogenina (ANOVA; p<0,05;
n=3) (Figura 27A), de hexamerina 70a (ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 27B) e de lipoforina
11l (ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 27D). A quantidade de transcritos de lipoforina | nao foi
alterada significantemente em nenhum tipo de tratamento, apesar de mostrar uma ligeira
diminuicdo em abelhas tratadas com beebread e infectadas (Figura 27C). Nenhuma
alteracao significativa na quantidade de transcritos entre o grupo controle e o infectado

pbdde ser observada com qualquer outro tipo de alimentacéo.

A quantidade de proteina Vitelogenina diminuiu apés infeccao com S. marcescens
em abelhas que receberam beebread, como observado para os niveis de transcritos
desta proteina, e também em abelhas alimentadas com geléia real e infectadas (ANOVA,;

p<0,05; n=3) (Figura 28).
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Figura 27- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina, (B)
hexamerina 70a, (C) lipoforina | e (D) lipoforina Ill em operarias Apis mellifera. Abelhas recém-
emergidas receberam trés dietas diferentes: xarope, beebread e geléia real. Um grupo de abelhas
recebeu agua contendo Serratia marcescens (Sm), um outro grupo, o controle (ct), recebeu agua
somente. As coletas foram feitas ap6s seis dias. Cada coluna é representada pela média de trés
amostras (n=3), sendo que cada uma é representada por quatro individuos. Grafico: média + erro

padrdo. Letras: diferengas estatisticas entre os grupos (p<0,05).
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Figura 28- Quantidade de Vitelogenina na hemolinfa de operérias Apis mellifera que receberam
diferentes dietas alimentares: xarope, beebread e geléia real. Um grupo de abelhas recebeu agua
contendo Serratia marcescens (Sm), um outro grupo, o controle (ct), recebeu agua somente. O
grafico representa a densitometria da imagem das bandas de Vitelogenina em gel de
poliacrilamida 7,5%. A amostra de hemolinfa, usada para a quantificagdo em gel, corresponde aos

mesmos pools de abelhas utilizados para quantificagdo de RNA mensageiro (Figura 27A).
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6- Imuno-senescéncia

A capacidade de resposta imune em abelhas de diversas idades foi analisada
através de infecgado de abelhas recém-emergidas, nutridoras (com sete dias de idade) e
forrageiras (com cerca de 20-40 dias de idade) de uma colbnia tipica. Além disso, foi
montada uma col6nia single-cohort, onde havia inicialmente somente abelhas recém-
emergidas. Com esta colbénia o fator idade foi eliminado quanto a resposta imune de
abelhas infectadas, uma vez que as abelhas possuiam comportamento distinto (nutridora
ou forrageiras) com uma mesma idade. As abelhas foram infectadas através de injecao
de S. marcescens (injecdo de 1 pl de uma solucdo 10° bactérias/ul) e as controles ndo

receberam qualquer tipo de injecao.

6.1- Colonia tipica

Em colbnia tipica, a quantidade de transcritos da defensina foi maior em abelhas
infectadas de todos os grupos, ou seja, em recém-emergidas, nutridoras e forrageiras
(ANOVA; p<0,05; n=5-7) (Figura 29). Este resultado mostra que tanto as abelhas mais
novas como as mais velhas sdo capazes de responder a infeccao, através da ativacao de

transcricdo de defensina.
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Figura 29- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina em abelhas Apis
mellifera de uma colbnia tipica. Abelhas de diversas idades: recém-emergidas, nutridoras e
forrageiras, foram injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles nao receberam
qualquer tipo de injecao (ct). As abelhas foram coletadas apéds cinco horas da inje¢cao de bactérias.
Foi usado rp49 como controle enddgeno. O grafico foi gerado a partir de quantificacdao de
amostras individuais (n=4-7). Graficos: média + erro padrao. *diferenca estatistica entre os grupos
(p<0,05).

As abelhas em uma colbnia tipica, além de apresentarem idades diferentes e
exercerem fungdes distintas na colbnia, sdo também fisiologicamente diferentes. Uma
das proteinas que varia de acordo com a idade das abelhas é a Vitelogenina. Por este
fato, e pelo envolvimento desta proteina na imunidade, a quantidade de transcritos de
vitelogenina foi analisada. Os niveis de transcritos deste gene diminuiram
significantemente em abelhas recém-emergidas e forrageiras apds infeccdo com bactéria
(ANOVA; p<0,05; n=5-7) (Figura 30A). Porém, nenhuma alteracdo foi observada em
abelhas nutridoras (ANOVA; p=0,519; n=4-5). A analise das proteinas em gel de
poliacrilamida revelou que as abelhas nutridoras apresentaram maior quantidade desta
proteina de estoque quando comparadas as recém-emergidas e forrageiras (Figura 30B).

Um resultado surpreendente foi a baixa quantidade de transcritos de vitelogenina em
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nutridoras (Figura 30A), mas segundo Gro Amdam (comunicacao pessoal) existe uma
resposta negativa na sintese de transcritos de vitelogenina pela alta quantidade da
proteina ja existente.

A alimentacdo também € uma outra caracteristica que difere as abelhas com
comportamentos distintos. Em abelhas forrageiras o consumo de agucares € maior, a fim
de fornecer energia para o voo. Ja as abelhas nutridoras consomem maior quantidade de
proteinas como recurso para a produgao de alimento para as crias. Esta diferenga faz
com que os genes da via de insulina apresentem maior transcrigdo em forrageiras. Neste
trabalho, foram usados os genes peptideo do tipo insulina e bombyxina, que participam
da via da insulina. Em abelhas que nao foram infectadas, ou seja, as controles, os
transcritos de peptideo do tipo insulina estdo presentes em maior quantidade em
forrageiras, como o esperado (ANOVA; p<0,05; n=5) (Figura 30C). No entanto, a
quantidade de transcritos de bombyxina € a mesma para nutridoras e forrageiras (Figura
30D). Apds cinco horas de infeccdo por bactérias, os niveis de transcritos do gene
peptideo do tipo insulina apresentaram um aumento significativo em nutridoras e uma
queda significativa em forrageiras quando comparadas aos controles sem infeccao
(ANOVA; p<0,05; n=3-5) (Figura 30C). A transcricdo de bombyxina, no entanto, ndo se
alterou significativamente ap6s infeccédo, apesar de apresentar ligeira queda nas abelhas

infectadas (Figura 30D).
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Figura 30- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina, (C)
peptideo do tipo insulina e (D) bomyxina em abelhas Apis mellifera de uma colénia tipica. Abelhas
de diversas idades: recém-emergidas, nutridoras e forrageiras, foram injetadas com bactérias
Serratia marcescens (Sm). Os controles ndo receberam qualquer tipo de injecdo (ct). As abelhas
foram coletadas apés 5 horas da injecdo de bactérias. Foi usado rp49 como controle endégeno. O
grafico foi gerado a partir de quantificagdo de amostras individuais (n=3-7). Graficos: média + erro
padrdo. *diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05). (B) Perfil protéico da hemolinfa em gel de
poliacrilamida 7,5%, evidenciando Vitelogenina de abelhas Apis mellifera. As amostras séo as
mesmas usadas para quantificacao relativa de RNA mensageiro.
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Um experimento de sobrevivéncia foi feito com estas abelhas (recém-emergidas,
nutridoras e forrageiras) infectadas com S. marcescens. As bactérias diluidas em agua
(10? bactérias/ul) foram fornecidas para ingestdo nos dois primeiros dias de um
experimento de dez dias. As abelhas que mais morreram foram as forrageiras, tanto as
controles quanto as infectadas, quando comparadas as recém-emergidas e nutridoras
(Figura 31). No entanto, ndo foi observada diferenga estatisticamente significante na
sobrevivéncia entre as forrageiras controles e infectadas (Kaplan-Meier; p=0,12). As
nutridoras infectadas morreram mais que as controles (Kaplan-Meier; p<0,0001). Ja as
recém-emergidas infectadas morreram mais nos primeiros dias de infeccdo, mas
posteriormente menor sobrevivéncia foi observada em abelhas do grupo controle

(Kaplan-Meier; p=0,0227).
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Figura 31- Curva de probabilidade de sobrevivéncia de abelhas Apis mellifera, de uma colbnia
tipica, infectadas com Serratia marcescens. Abelhas recém-emergidas (Re), nutridoras (Nur) e
forrageiras (For) foram alimentadas com bactérias S. marcescens (Sm) diluidas em agua (102
bactérias/pl) nos dois primeiros dias. Os controles receberam agua sem bactéria (ct). O
experimento durou 10 dias. Re-ct (n=30), Re-Sm (n=30), Nur-ct (n=30), Nur-Sm (n=30), For-ct
(n=27), For-Sm (n=29).
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6.2- Colonia single-cohort

Duas coletas distintas foram feitas com abelhas da colénia single-cohort. abelhas
nutridoras e forrageiras com idades de 6-8 dias (abelhas jovens), e abelhas com estes
mesmos comportamentos, mas com 21-23 dias (abelhas velhas). Primeiramente, as
abelhas nutridoras e forrageiras jovens apresentaram, como na colénia tipica, aumento
significativo nos niveis de transcritos de defensina apés infeccao (ANOVA; p<0,05; n=6)
(Figura 32). Diferentemente do que ocorreu em abelhas de coldnia tipica, abelhas
nutridoras jovens apresentaram reducao significativa (ANOVA; p<0,05; n=6) da
quantidade de transcritos de vitelogenina (Figura 33A). No entanto, a quantidade da
proteina Vitelogenina em nutridoras e forrageiras nao apresentou diferenga (Figura 33B).
Isto mostra, que apesar das abelhas executarem tarefas diferentes, elas nao
apresentaram quantidade de Vitelogenina caracteristica ao comportamento,
provavelmente por serem muito jovens. Contraditoriamente, o titulo de horménio juvenil
das abelhas forrageiras apresentou-se significativamente mais alto que em abelhas
nutridoras, como esperado (ANOVA; p<0,05; n=6) (Figura 33C). A quantidade deste
hormdnio, no entanto, ndo sofreu nenhuma alteracdo em abelhas infectadas (Figura 33C).

Outra evidéncia de que as abelhas ainda nao apresentaram alguns fatores que as
distinguiam fisiologicamente com relagdo ao comportamento foi a ndo alteracdo na
quantidade de transcritos do peptideo do tipo insulina ao se comparar nutridoras e
forrageiras (Figura 34A). No entanto, de modo semelhante as abelhas de uma coldnia
tipica, os niveis de transcritos deste gene diminuiram em abelhas infectadas, sendo
significativo em nutridoras (ANOVA; p<0,05; n=6) (Figura 34A). Nenhuma alteracao foi
observada na quantidade de transcritos da bombyxina (Figura 34B).

Novamente, as abelhas forrageiras foram mais susceptiveis a infec¢ao (Figura 35),
ja que o grupo de forrageiras infectado apresentou uma taxa de mortalidade superior ao

grupo de abelhas nutridoras infectadas (Kaplan-Meier; p=0,0434).
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Figura 32- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina em abelhas Apis
mellifera de uma colénia single-cohort. Abelhas nutridoras e forrageiras foram injetadas com
bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles ndo receberam qualquer tipo de inje¢édo (ct). As
abelhas foram coletadas apos cinco horas da injegcao de bactérias. Foi usado rp49 como controle
endégeno. O gréfico foi gerado a partir de quantificagdo de amostras individuais (n=6). Gréficos:
média + erro padréo. *diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).
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Figura 33- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina em
abelhas Apis mellifera de uma colbnia single-cohort. Abelhas nutridoras e forrageiras foram
injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles ndo receberam qualquer tipo de
injecdo (ct). Foi usado rp49 como controle enddgeno. O grafico foi gerado a partir de quantificacao
de amostras individuais (n=6). (B) Perfil protéico da hemolinfa em gel de poliacrilamida 7,5%,
evidenciando Vitelogenina de abelhas Apis mellifera. As amostras sdo as mesmas usadas para
quantificagdo relativa de RNA mensageiro. (C) Titulo de horménio juvenil por radioimunoensaio da
hemolinfa das abelhas utilizadas para quantificagao relativa de RNA mensageiro, acima citada. O
ndamero de amostras por grupo foi n=3, sendo que cada amostra representa de duas a trés
abelhas. As abelhas foram coletadas ap6s cinco horas da injecao de bactérias. Graficos: média +
erro padrao. *diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05).
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Figura 34- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) peptideo do tipo
insulina e (B) bomyxina em abelhas Apis mellifera de uma col6nia single-cohort. Abelhas de
nutridoras e forrageiras foram injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles
nao receberam qualquer tipo de injecdo (ct). As abelhas foram coletadas apdés cinco horas da
injecdo de bactérias. Foi usado rp49 como controle enddgeno. O grafico foi gerado a partir de
quantificagdo de amostras individuais (n=6). Graficos: média + erro padrdo. *diferenga estatistica
entre os grupos (p<0,05).
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Figura 35- Curva de probabilidade de sobrevivéncia de abelhas Apis mellifera, de uma coldnia
single-cohort, infectadas com Serratia marcescens (Sm). Abelhas nutridoras (Nur) e forrageiras
(For) de 6-8 dias de idade foram alimentadas com bactérias diluidas em &agua (102 bactérias/pl)
nos trés primeiros dias. Os controles receberam agua sem bactéria (ct). O experimento durou nove
dias. Nur-ct (n=30), Nur-Sm (n=28), For-ct (n=28), For-Sm (n=27).
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As abelhas mais velhas (21-23 dias) da colénia single-cohort também
apresentaram aumento na quantidade de transcritos de defensina, mostrando,
claramente, a ativagdo da resposta imune tanto em abelhas nutridoras quanto em
forrageiras (ANOVA; p<0,05; n=5-6) (Figura 36). Nenhuma alteragdo, no entanto, péde
ser observada na quantidade de transcritos de vitelogenina nos diferentes tipos de
abelhas apdés infeccdo (ANOVA, nutridora: p=0,347, n=5-6; forrageira: p=0.326, n=5-6)
(Figura 37A). Apesar de nao se detectar mudancga nos transcritos, péde-se constatar que
a hemolinfa das abelhas nutridoras apresentou uma taxa elevada de Vitelogenina (Figura
37B), que é uma caracteristica fisiologica marcante destas abelhas. Os titulos de
horménio juvenil também se apresentaram maiores para as abelhas forrageiras com
relagcdo as nutridoras, reforcando as diferencas entre abelhas com estes dois tipos de
comportamento (Figura 37C). No entanto, nenhuma alteracdo na quantidade deste
hormdnio foi observada entre abelhas infectadas e controles (Figura 37C).

Assim como observado para os transcritos de vitelogenina, a quantidade dos
transcritos de peptideo do tipo insulina e de bombyxina nao se apresentou diferente entre
as abelhas nutridoras e forrageiras sem infeccao (Figura 38A e B). Apés cinco horas de
infeccdo, no entanto, parece haver redugao na quantidade de transcritos de peptideo do
tipo insulina (Figura 38A), que apesar de ndo ser significativa é semelhante ao que
aconteceu em abelhas mais jovens da single-cohort (Figura 34A).

O teste de sobrevivéncia mostrou mais uma vez que as abelhas forrageiras sao
mais susceptiveis a infeccao (Figura 39). Em todos os casos, as abelhas infectadas
apresentaram maior taxa de mortalidade que as controles (Kaplan-Meier; nutridoras:
p=0,048, n=31; forrageiras: p=0,012, n=32-33), e entre as infectadas, as forrageiras foram

mais susceptiveis que as nutridoras (Kaplan-Meier; p<0,0001; n=31-32).
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Figura 36- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina em abelhas Apis
mellifera de uma colénia single-cohort. Abelhas nutridoras e forrageiras foram injetadas com
bactérias S. marcescens (Sm). Os controles ndo receberam qualquer tipo de injegdo (ct). As
abelhas foram coletadas ap6s cinco horas da injegao de bactérias. Foi usado rp49 como controle
enddgeno. O grafico foi gerado a partir de quantificacdo de amostras individuais (n=5-6). Graficos:
média + erro padréo. *diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).
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Figura 37- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina em
abelhas Apis mellifera de uma colénia single-cohort. Abelhas nutridoras (Nur) e forrageiras (For)
foram injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles ndo receberam qualquer
tipo de injegéo (ct). Foi usado rp49 como controle endégeno. O grafico foi gerado a partir da
quantificacdo de amostras individuais (n=5-6). (B) Perfil protéico da hemolinfa em gel de
poliacrilamida 7,5%, evidenciando Vitelogenina (Vg) de abelhas A. mellifera. Amostras referentes
as mesmas usadas para quantificagao relativa de RNA mensageiro. (C) Titulo de horménio juvenil
por radioimunoensaio da hemolinfa das abelhas utilizadas para quantificacdo relativa de RNA
mensageiro, acima citada. O nimero de amostras por grupo foi n=2, sendo que cada amostra
representa trés abelhas. As abelhas foram coletadas apés cinco horas da injecdo de bactérias.
Gréficos: média + erro padrédo. *diferencga estatistica entre os grupos (p<0,05).
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Figura 38- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) peptideo do tipo
insulina e (B) bomyxina em abelhas Apis mellifera de uma coldnia single-cohort. Abelhas
nutridoras (Nur) e forrageiras (For) foram injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os
controles nao receberam qualquer tipo de injegéo (ct). Foi usado rp49 como controle enddgeno. As
abelhas foram coletadas apés cinco horas da inje¢ao de bactérias. O grafico foi gerado a partir de
quantificacdo de amostras individuais (n=5-6). Graficos: média + erro padrdo. *diferenga estatistica
entre os grupos (p<0,05).
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Figura 39- Curva de probabilidade de sobrevivéncia de abelhas Apis mellifera, de uma colénia
single-cohort, infectadas com Serratia marcescens. Abelhas nutridoras (Nur) e forrageiras (For) de
21-23 dias de idade foram alimentadas com bactérias S. marcescens (Sm) diluidas em agua (10°
bactérias/pl) nos trés primeiros dias. Os controles receberam &agua sem bactéria (ct). O
experimento durou oito dias. Nur-ct (n=31), Nur-Sm (n=31), For-ct (n=33), For-Sm (n=32).
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Insetos sociais possuem certas caracteristicas, como grande densidade
populacional e uma alta similaridade entre os individuos, que fazem com que esses
insetos sejam vulneraveis aos ataques de patégenos. Desta maneira, deve-se esperar
que a abelha Apis mellifera possua uma resposta imune individual, como também, uma
defesa social bastante adaptada. Trabalhos recentes vém aumentando o conhecimento
sobre imunidade individual, ou seja, gerada pelo individuo, nestes insetos, como por
exemplo, através da identificacdo de peptideos antimicrobianos, sua expressao e
caracterizagdo no combate aos microorganismos (Casteels et al., 1989; Casteels et al.,
1990; Casteels et al., 1993; Casteels-Josson et al., 1994; Gregory et al., 2005; Klaudiny
et al., 2005; Yang & Cox-Foster, 2005).

Recentemente, a analise do genoma de A. mellifera (Honey Bee Genome
Sequencing Consortium, 2006) aumentou significantemente o conhecimento de certas
caracteristicas do genoma destes insetos. Dentre elas, a diversidade reduzida das
familias de genes do sistema imune. No trabalho de analise do genoma com relacao a
resposta imune (Evans et al, 2006), os genes de reconhecimento, sinalizacdo e os
efetores das vias intracelulares de resposta imune foram preditos como candidatos as
vias de sinalizagao intracelular de Toll, Imd, JNK e JAK/STAT. No entanto, pouco ainda

se sabe sobre a verdadeira fungcao dos genes preditos na resposta imune de A. mellifera.

Genes de resposta imune em abelhas infectadas por bactérias

Neste trabalho usamos as bactérias Micrococcus luteus (Gram-positiva) e Serratia
marcescens (Gram-negativa) em ensaios para infeccdo das abelhas, usando-se dois
protocolos diferentes: injecdo e alimentagdo. Além de injecdo com bactérias, somente a
injuria (injecdo com agua) também foi feita. A infeccao por ingestdo de S. marcescens foi
conseguida com sucesso em D. melanogaster (Kylsten et al., 1990), e também em A.
mellifera, usando-se outros tipos de bactérias (Evans, 2004; Evans & Lopez, 2004). A
bactéria S. marcescens € um patégeno oportunista e causa septicemia em abelhas e

pode ser transmitida pelo &caro varroa, um parasita de abelha (Glinski & Jarosz, 1992).



Discussdo 104

Em nossos experimentos verificamos a presenga das bactérias na hemolinfa 24 horas
apds a ingestao de alimento infectado, mostrando que elas sdo capazes de passar pelo
intestino atingindo a hemocele (dados nao mostrados).

Entre os genes efetores analisados (abaecina, hymenoptaecina, defensina,
profenoloxidase e transferrina) todos foram regulados positivamente ou com tendéncia ao
aumento na quantidade de transcritos 12 horas ap6s as injegcdes com bactérias, exceto
proPO, em que a quantidade de transcritos ndo alterou significantemente, apesar de
apresentar menores niveis em abelhas infectadas com S. marcescens. A diminui¢cdo na
quantidade de transcritos deste gene também pdde ser observada quando abelhas
adultas foram injetadas com a bactéria P. larvae ou E. coli (Yang & Cox-Foster, 2005;
Zou et al., 2006), ou entdo, quando larvas foram alimentadas com P. larvae (Zou et al.,
2006). Do mesmo modo que em abelhas infectadas por inje¢éo, a defensina e proPO
parecem ser ativados 6 e 12 horas apds a infeccdo com bactérias pela alimentacao,
apesar de que somente defensina (6h apds infeccao) apresentou aumento significativo de
transcritos. Contudo, a grande variagdo da resposta influenciou bastante nas andlises
estatisticas. Observamos, assim, que os genes efetores sdo regulados positivamente
pela infeccao por bactérias, seja por alimentagédo ou inje¢do, nao diferindo entre os tipos
de bactérias utilizadas. Além disso, a injuria por si mesma também é capaz de promover
a transcricdo destes genes. Em Drosophila, as duas vias de sinalizacao intracelulares
também sdo ativadas pela injuria (Hoffmann & Reichhart, 2002). De maneira geral,
abelhas infectadas por bactérias apresenta maior quantidade de transcritos dos genes
codificadores dos peptideos anitmicrobianos e da Transferrina, muito provavelmente por
todos estes genes serem regulados por um fator de transcricdo do tipo Relish/NF-xB, e
por outro lado, sdo caracterizadas pela diminuicdo na quantidade de transcritos de proPO.

Os genes codificadores de todos os peptideos encontrados na hemolinfa de
abelha, ou seja, Apidaecinas, Abaecina, Hymenoptaecina e Defensina também foram
ativados em abelhas adultas pela Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa (Casteels

et al.,, 1989; Casteels-Josson et al.,, 1993; 1994). Desta maneira, estes autores sugerem
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que a resposta imune ndo é especifica. Resultado semelhante pdde ser visto quando
abelhas adultas foram injetadas com E. coli, Paenibacillus larvae ou salina (Evans et al.,
2006). Estes resultados, adicionados aos encontrados neste trabalho, sugerem que a
abelha ndo possui um sistema de resposta imune especifico a uma bactéria patdégena (P.
larvae) ou outra qualquer (E. coli, S. marcescens, M. luteus). A evidéncia de que nao
existe um grupo de genes que sao ativados devido ao tipo de infecgdo também foi vista
por Irving et al. (2001) em Drosophila. Estes autores, utilizando-se da técnica de
microarray de DNA, investigaram todo genoma deste inseto infectado com bactéria
Gram-positiva, Gram-negativa ou fungo. Eles observaram que ndo existe uma clara
distincdo entre cada uma das infecgbes, uma vez que as mesmas categorias de genes
foram induzidas por todas as infecgdes.

Com relagéao ao inicio de ativagdo dos peptideos, Casteels-Josson et al. (1994)
observaram um rapido aumento de transcricdo dos genes em adultos entre trés e quatro
horas apds a infeccdo, e que a transcricdo dos genes hymenoptaecina e abaecina
ocorreu bem antes que do gene defensina. Os autores correlacionaram os niveis baixos
de transcritos de defensina com a baixa quantidade deste peptideo na hemolinfa. Eles
também mostraram que os niveis altos de transcricdo dos genes dos peptideos
antimicrobianos perduraram por até 36 horas. Em nosso trabalho observamos que ocorre
um aumento de transcricdo dos peptideos ja em 3 horas, mas com 12 horas as abelhas
comegavam a morrer, talvez devido ao nimero e a patogeneicidade da bactéria. A
bactéria S. marcescens é considerada como um microorganismo que, mesmo em
pequeno numero, € fatal para Drosophila (Flyg et al., 1980; Kurz et al., 2003; Lemaitre &
Hoffmann, 2007). Nao observamos, no entanto, que o gene codificador da Defensina tem
menor quantidade de transcritos do que os outros peptideos em 12 horas de infecgao
pela S. marcescens. Além disso, recentemente, foi demonstrado que a quantidade de
transcritos do gene defensina é maior que do gene abaecina em larvas de A. mellifera

(Evans, 2004). A contradi¢cdo entre os resultados do trabalho de Casteels-Josson et al.
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(1994) e dos trabalhos mais recentes (este trabalho e Evans, 2004) poderia ser explicada
pelas diferengas nas técnicas empregadas, Northern blot ou real-time RT-PCR.

As larvas de primeiro instar de abelhas quando alimentadas com a bactéria P.
larvae ou uma mistura de bactérias Gram-positivas, mostraram susceptibilidade por estas
bactérias Gram-positivas através da ativagcdo da transcricdo de abaecina, porém,
nenhuma alteragao foi observada nos niveis de transcritos de defensina, como observado
por Evans (2004) e Evans & Lopez (2004). Neste caso, os maiores niveis de expressao
foram observados apos 24 e 48 horas apds a alimentagao, e tempos menores (3, 6 € 12
horas) nao foram suficientes para ativacao. No trabalho aqui apresentado, o experimento
com alimentacdo néo foi tdo efetivo quanto o de injecdo, mas foi justamente em tempos
menores (6 e 12 horas) que se observou um aumento nos niveis de transcritos da
defensina. Este fato pode ter sido por duas razdes. Primeiro, as espécies de bactérias
utilizadas foram diferentes e elas podem ter provocado respostas diferentes. Segundo, as
idades das abelhas foram diferentes (larvas e adultos) e isto pode ocasionar resultados
também diferentes, considerando que alguns autores acreditam que o investimento na
resposta imune seria diferente em cada fase do desenvolvimento (Amdam et al., 2005),
condicionado, inclusive, pelo ambiente em que vivem. Por exemplo, as crias de abelhas,
que se desenvolvem em células ndo contaminadas ou muito pouco contaminadas,
respondem muito mais a infec¢do com a sintese de Lisozima, uma enzima bacteriolitica,
do que as abelhas adultas (Glinski & Jarosz, 1995).

Em Drosophila, as proteinas sinalizadoras Dorsal 1-B e Cactus pertencem a via
Toll, e Relish pertence a via Imd. Em A. mellifera, os genes codificadores para estas
proteinas respondem a injuria e infeccdo de adultos por injecao de diferentes tipos de
bactérias, assim como de larvas por alimentagcdo com bactérias (Evans et al., 2006). No
presente trabalho, estes genes foram regulados positivamente apos inje¢cdo. O gene
dorsal 1-b foi significantemente ativado somente por injuria, enquanto que cactus foi
ativado independentemente do tipo de infecgdo (bactéria Gram-positiva ou Gram-

negativa) ou sob injuria. J& o gene relish foi ativado pelos dois tipos de bactérias.
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Contudo, nos experimentos com alimentagdo, nenhuma diferenca significativa foi
observada. Os resultados encontrados no presente trabalho, e também por Evans et al.
(2006), reforcam a hipdtese de que nao exista em abelha uma ativagdo da via por
especificidade de agente infeccioso.

Em Drosophila existem varias proteinas para o reconhecimento de
microorganismos (Hultmark, 2003). Menor numero de genes codificadores para estas
proteinas em abelhas, pode também ser uma explicacao para o tipo de resposta, tendo
sido a resposta imune substituida em parte pelo componente social das abelhas
(imunidade social). Dentre estas proteinas, analisamos a expressao de PGRP e GNBP,
codificadores de proteinas de reconhecimento que proporcionam a ativagao da via de
sinalizacao Toll em Drosophila. Nos experimentos com injecao, somente infeccao com M.
luteus ocasionou aumento significativo da expressao de GNBP. Este resultado talvez
indique a relagdo da ativacdo do gene codificador de GNBP, uma proteina de
reconhecimento da via Toll, a partir de infeccdo por uma bactéria Gram-positiva (M.
luteus). Esta é a Unica evidéncia de preferéncia de ativagdo da via de Toll por ativagao de
uma bactéria Gram-positiva em A. mellifera. Nos experimentos de infec¢do por ingestao
de bactéria, no entanto, somente a transcricio do gene PGRP foi alterada e houve
diminuicdo na quantidade de transcritos apdés 12 horas de tratamento com ambas
bactérias, S. marcescens ou M. luteus.

De uma maneira geral, os experimentos com injegbes foram mais efetivos na
verificagdo de alteragdo dos niveis de transcritos dos genes. Isto se deve ao estresse
provocado ndo somente pela infeccdo, mas pela injdria causada pela inje¢do. Quando
alguns insetos sdao machucados, o sistema imune é induzido sem a presenca de
microorganismos, sugerindo que outros sinais induzem a resposta que nao é baseada no
reconhecimento de padrdes (pattern recognation), tais como fatores do tipo citoquina.
Interessantemente, o “modelo de perigo” (Danger model) proposto em vertebrados
descreve um sistema imune que responde a substancias que causam danos, € nao

simplesmente a presenca de corpos estranhos (Gallucci & Matzinger, 2001). Sinais de
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alarme sao enviados por células estressadas, danificadas ou parasitadas para o inicio de
diferentes tipos de resposta imune em tecidos distintos em resposta a patdgenos.
Exemplos destes sinais sdo as proteinas de choque térmico, nucleotideos, moléculas
reativas ao oxigénio, produtos desagregados da matriz extracelular e citoquinas como os
interferons (revisado em Roxstrém-Lindquist, 2002). O efeito do estresse pOde ser
verificado em abelhas através da ativacdo de genes quando somente injuria foi feita,
talvez esta ativagdo seja importante para a preparagdo de uma eventual contaminacao
nestes insetos pelo ferimento produzido com a injecdo. Além disso, os genes que foram
mais fortemente induzidos foram os de peptideos antimicrobianos e da Transferrina,
indicando que o sistema imune de A. mellifera, através da transcricdo de genes efetores,

€ gerado efetivamente no combate a possiveis microorganismos invasores.

Silenciamento de profenoloxidase

O RNA de interferéncia (RNAi) tem-se mostrado como uma poderosa ferramenta
para investigar funcdo génica. Particularmente no caso de abelhas, o RNAI supre certas
limitacbes para a pesquisa de gendbmica funcional nestes insetos, uma vez que a
manipulacao genética e os mutantes nao estao disponiveis em abelhas. Esta técnica tem
sido usada com sucesso em abelhas para silenciamento da expresséo de engrailed, gene
importante durante o desenvolvimento de embrides (Beye et al., 2002), de vitelogenina,
conhecida por sua ampla funcdo além de ser a principal proteina do ovo (Amdam et al.,
2003; Guidugli et al., 2005; Amdam et al., 2006), de tor (target of rapamycin), importante
na diferenciacdo de castas (Patel et al., 2007), e ainda o gene Am18w envolvido na
resposta imune, que codifica um receptor responsavel pela transducdo do sinal
intracelular da via Toll, também foi silenciado em abelhas (Aronstein & Saldivar, 2005).

No presente estudo, experimentos de RNAi foram feitos visando o silenciamento
de proPO de A. mellifera, para se verificar a importancia deste gene na resposta imune e
na pigmentacao da cuticula. Em abelhas adultas, a injecao de dsRNA de proPO causou

reducéo significativa tanto na quantidade de transcritos quanto na atividade da enzima
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Fenoloxidase. Além disso, a injecao de diferentes doses de dsRNA de proPO mostrou
que o silenciamento deste gene é maior em doses mais altas. Por outro lado, a
especificidade do silenciamento da proPO foi verificada utilizando-se dois dsRNA
diferentes, de um gene exdgeno (green fluorescent protein - GFP) e de outro de uma
Esterase de abelha (Juvenile Hormone Esterase - JHE). A inje¢cdo destes dsRNAs néo
causou diminuicao nos niveis de transcritos de proPO, mostrando que o silenciamento de
proPO foi especifico.

O sucesso do silenciamento de proPO possibilitou verificar a importancia deste
gene na sobrevivéncia das abelhas perante infeccdo por bactérias S. marcescens. As
abelhas com o silenciamento de proPO mostraram uma taxa de sobrevivéncia
significantemente menor do que os controles injetadas com &gua quando estes dois
grupos foram infectados. Contudo, as abelhas injetadas com dsRNA de GFP, usado
como controle, foram tdo susceptiveis as bactérias quanto as abelhas injetadas com
dsRNA de proPO. Estes resultados mostram, assim, que a proPO nao tem um papel
relevante na proteg¢édo das abelhas contra infec¢éo por S. marcescens.

Recentemente estudos com dipteras mostraram que a reacdo de melanizacéao
nao € essencial para a sobrevivéncia destes insetos quando infectados por bactérias e
fungos (Leclerc et al., 2006; Schnitger et al., 2007). Em abelhas, observamos também
que o silenciamento de proPO foi tao prejudicial a sobrevivéncia dos adultos quanto do
controle com dsRNA de GFP. Desta forma, nossos resultados também sugerem que a
proPO né&o é crucial para sobrevivéncia das abelhas.

As pupas de abelhas também foram usadas como um sistema para se verificar a
importancia da Fenoloxidase na resposta imune, com algumas vantagens em relagéo aos
adultos. Pelo fato da pupa ser imovel, o refluxo da solugao de injecdo, muitas vezes
observado em adultos, foi minimizado. Além disso, as pupas toleram dupla injecao (de
dsRNA e de bactéria), e também maiores concentracoes de dsRNA (20 ug) do que os
adultos. Como em adultos, o silenciamento de proPO em pupas com a inje¢cao de dsRNA

de proPO também foi efetivo e mostrou-se especifico ao se injetar dsRNA de GFP e de
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um gene codificador de Lacase em abelhas (Lac). A melanizacdo usada na defesa imune,
porém, ndo ocorreu em pupas injetadas com dsRNA de proPO e seguida de injegdo com
S. marcescens. Da mesma maneira, pupas injetadas com dsRNA de GFP ndo mostraram
melanizacdo da hemolinfa ap6s infeccdo. Estes tratamentos, entdo, inibiram de alguma
forma o escurecimento da hemolinfa, que é uma evidéncia da sintese da melanina
(Sugumaran, 2002). A melanizagdo é um componente critico no mecanismo de defesa
celular em insetos, e a atividade da Fenoloxidase é de suma importancia para a sintese
de melanina (Beerntsen et al., 2000; Christensen et al., 2005). A evidéncia direta do papel
da Fenoloxidase em combater parasita foi demonstrada no mosquito Armigeres
subalbatus (Shiao et al., 2001). Este mosquito, quando inoculado com RNA antisense
para proPO, ndo respondeu a infestagdo por microfilaria. Neste caso, a melanizagéo do
parasita foi quase que completamente abolida. Assim como em abelhas adultas, o
tratamento com um dsRNA de um gene exdgeno foi bastante prejudicial para este inseto,
fazendo com que as pupas nao respondessem a injecdo de S. marcescens. Estes
resultados sugerem que a presenca de um RNA fita dupla na hemocele inibe a rea¢ao da
Fenoloxidase, claramente observada em pupas controles, sem injecao de dsRNA.

O processo da melanizagdo em insetos tem sido descrito como essencial para
outros eventos fisiolégicos como no endurecimento do cérion do ovo e da cuticula, assim
como sua pigmentacdo (Christensen et al., 2005; Kim et al, 2005). Em abelhas, a
cuticula comeca a receber depdsitos de pigmentos no meio do estagio pupal. A cuticula,
entdo, torna-se progressivamente escura e esclerotizada para formar o exoesqueleto do
adulto. Recentemente, nés estabelecemos uma estreita relacdo entre a pigmentagao
cuticular e 0 aumento nos niveis de transcritos de proPO, assim como, da atividade da
Fenoloxidase em abelhas (Zufelato et al, 2004; Lourengo et al., 2005). No presente
estudo, n6s demonstramos que a injecao de dsRNA de proPO em pupas de abelhas, e a
consequente reducao na quantidade de transcritos, resultou na inibicdo da pigmentagao
da cuticula, sugerindo que a Fenoloxidase participa no escurecimento do exoesqueleto.

Todavia, a injecao de dsRNA de GFP, que nado diminuiu a quantidade de transcritos de
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proPO, também resultou em pupas sem pigmentacdo cuticular. Estes resultados
poderiam ser devido ao efeito colateral de injecdo de altas doses de dsRNA. Em
mamiferos, altas doses de shRNA (short-hairpin RNA) usado pra o silenciamento génico
provoca danos a tecidos e acarreta mortalidade dos animais, muito provavelmente pela
competicdo e saturagdo das vias compartilhadas pelo silenciamento por shRNA e
microRNAs, reguladores enddgenos de transcricdo (Grimm et al, 2006). A inibicdo da
funcdo dos microRNAs devido a saturagéo de vias enddégenas, causada por altas doses
de shRNA, também foi observada em estudos in vitro (Yi et al., 2005). Decidimos, entao,
diminuir a dose de dsRNA, e as pupas injetadas com dsRNA alvo ou controle nao
apresentaram pigmentagdo da cuticula. Estes resultados sugerem que a Fenoloxidase
nao tem uma participagéo crucial na pigmentacao da cuticula em abelhas.

Em insetos, as enzimas mais estudadas como funcido de melanizacéo,
fechamento de feridas, e imunidade s&o as Fenoloxidases conhecidas como
Fenoloxidases do tipo Tirosinases (E.C. 1.10.3.1) (Ashida & Brey, 1998). O gene que
codifica a Fenoloxidase do tipo Tirosinase em abelhas foi o alvo do presente estudo.
Contudo, o papel de outra oxidase conhecida como Fenoloxidase do tipo Lacase (E.C.
1.10.3.2) foi, até o momento, pouco explorado. Recentemente, o envolvimento de ambas
oxidases na pigmentacdo e endurecimento da cuticula foi estudado em Tribolium
castaneum através de RNAI (Arakane et al.,, 2005). Os resultados apontaram para as
Lacases como enzimas principais no processo de pigmentacdo e endurecimento da
cuticula neste besouro, embora ndo se possa ignorar uma pequena participagdo das
Fenoloxidases do tipo Tirosinases neste processo.

Nossos resultados com relacdo a pigmentagdo das pupas indicam duas
possibilidades. Primeiro, indicaria a possivel participagdo das Lacases como principal
enzima na pigmentacao. Outra possibilidade seria o efeito drastico causado pela injecao
de dsRNA, que provocou um atraso no desenvolvimento das pupas e, por conseguinte,
mascarou o resultado de interferéncia da Fenoloxidase tipo Tirosinase para visualizagao

da participacao desta enzima na pigmentacao cuticular de abelhas.
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Os mamiferos possuem uma via de resposta ao dsRNA longo que induz a
expressao de interferon e ativa duas enzimas dependentes de dsRNA, a proteina quinase
dependente de dsRNA (PKR) e a 2,5’ oligoadenilato sintetase (OAS) (Samuel, 2001).
Esta via antiviral € conhecida como resposta do interferon. Os interferons sao citoquinas
que funcionam como a primeira linha de defesa contra a infecgdo viral, através da
ativacdo de uma resposta imune inata pela via do JAK/STAT (Sledz et al., 2003). Os
efeitos ndo especificos causados pela ativagéo da via do interferon inicialmente dificultou
enormemente a aplicagao da metodologia de RNAi em muitas células de mamiferos. Este
problema aparentemente parecia ter sido superado com a descoberta dos RNAs de
interferéncia curtos (siRNA), que efetivamente silenciava o transcrito alvo sem ativar o
sistema do interferon (Harborth et al., 2001; Yu et al., 2002). Todavia, pesquisas recentes
tém sugerido que os siRNAs também podem ativar componentes do sistema do interferon,
podendo assim, afetar amplamente a expressao de muitos genes (Kim et al., 2004; Sledz
et al., 2003; Bridge et al., 2003). Além disso, outros estudos recentes em mamiferos tém
chamado a atengdo para a existéncia de efeitos off-target do RNAi, isto é, do
silenciamento de outros genes que nao o alvo, devido a uma pequena porcao de
identidade do siRNA (Jackson et al., 2003; Persengiev et al., 2004). Em alguns casos,
regides possuindo uma sequéncia de 11 a 15 nucleotideos idénticos a de um gene, sdo
suficientes para induzir o silenciamento génico (Jackson et al., 2003).

O processo de RNAi em Drosophila esta intimamente relacionado com a via de
sinalizagao intracelular do Toll na resposta imune gerada contra virus de dsRNA (Zambon
et al., 2006), mas estes resultados sao conflitantes com os de Dostert et al. (2005) que
observaram que nenhum peptideo antimicrobiano foi produzido apds infeccao com o
virus C (DVC) em Drosophila. Existem trabalhos, ainda, que mostram que a maquinaria
de RNAI protege o adulto de Drosophila contra infecgao viral (Galiana-Arnoux et al., 2006;
Wang et al., 2006), e que a via JAK/STAT também faz parte da resposta anti-viral em
Drosophila (Dostert et al., 2005). No entanto, existem evidéncias de que a imunidade

baseada em RNAIi é independente da via de sinalizagdo JAK/STAT, uma vez que a
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infeccao por virus ndo induz a via do RNAi e em mutantes desta via tiveram inducao
normal da via do JAK/STAT apés infecgao viral (Dostert et al., 2005; Wang et al., 2006).
Apesar de resultados conflitantes, a alta similaridade da resposta imune inata entre os
metazoarios, desde plantas e insetos até mamiferos, evidencia a existéncia de um
mecanismo ancestral de defesa (Janeway, 1989; Fearon & Locksley, 1996) e sugere que
o sistema imune de insetos também seja ativado pelo dsRNA, assim como acontece em
mamiferos. Além disso, recentemente, o efeito ndo especifico (off-target) do RNAI
associado com dsRNAs longos foram também observados em Drosophila, o que
despertou a comunidade que trabalha com estes insetos para este problema (Kulkarni et
al., 2006; Ma et al., 2006; Moffat et al., 2007). Podemos, assim, dizer que os dsRNAs
podem gerar respostas inespecificas através da ativacdo de genes da resposta imune e,
também, pelos efeitos off-target.

A presenca de um dsRNA longo na hemocele da abelha pode ter iniciado o
processo de resposta imune a este invasor. Evidéncias de que o sistema imune da
abelha é ativado na presenca de dsRNA de GFP pode ser observado nos resultados de
silencimento de dorsal (discutido na préxima secao), onde a transcricdo dos peptideos
antimicrobianos Abaecina e Defensina é maior em abelhas injetadas com dsRNA deste
gene exdgeno do que nos controles injetados com agua.

Os resultados de silenciamento da proPO sugerem, de maneira geral, que o
dsRNA tenha gerado ativagéao do sistema imune da abelha. Como consequéncia, o custo
da resposta imune muito provavelmente tenha desacelerado o desenvolvimento das
pupas e, em adultos, dificultado a visualizagdo da importancia deste gene na resposta
contra bactérias. Nao podemos, ainda, excluir a possibilidade de efeitos off-target
promovidos pela injegdo de dsRNA, que possam ter impedido conclusdes mais definitivas

sobre as fungdes do gene em questéo.
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Silenciamento de dorsal 1-A, dorsal 1-B e dorsal 2

Dorsal, uma proteina Relish, foi descrita em Drosophila como um importante fator
de transcricdo dos peptideos antimicrobianos, sendo ativada pela presenca de,
principalmente, bactéria Gram-positiva e fungo (revisado em Hultmark, 2003). Até o
momento foram descritos dois genes de dorsal em A. mellifera, dorsal 1 e dorsal 2 (Fan,
2001; Evans et al., 2006). O gene dorsal 1 codifica, por splicing alternativo, duas
isoformas de dorsal chamadas, neste trabalho, de dorsal 1-A e dorsal 1-B, cujas
isoformas foram caracterizadas e estudadas no trabalho de Fan (2001). O gene dorsal 2
foi predito durante a analise do genoma de abelha, mas nenhum estudo funcional foi feito
com este gene (Evans et al., 2006).

Em outros insetos, duas isoformas de Relish do tipo Dorsal foram encontradas,
Rel1A e Rel1B, em Aedes aegypti (Shin et al., 2005), e BmrelA e BmrelB, em Bombyx
mori (Tanaka et al, 2005). As isoformas de Relish presentes nestes insetos sao
derivadas de splicing alternativo e pertencem ao tipo Dif-Dorsal, sendo importantes para
resposta imune (Shin et al., 2005, Tanaka et al., 2005). E importante ressaltar que, até o
presente momento, o ortélogo de Dif (Dorsal related-immune factor), mediador da via Toll
em Drosophila, ndo foi ainda encontrado em outros insetos, inclusive mosquitos, o que
leva muitos pesquisadores a atribuirem o papel do Dif ao Dorsal ou Relish nestes insetos
(Barillas-Mury et al., 1996; Sagisaka et al., 2004; Shin et al., 2005; Meister et al., 2005).
Nenhum ort6logo de Dif foi encontrado ao se analisar o genoma de A. mellifera (Evans et
al., 2006).

Em Drosophila, trés moléculas Rel/NF-xB — Dif, Dorsal e Relish — afetam a
expressao de numerosos genes incluindo os peptideos antimicrobianos, sendo que Dif e
Dorsal fazem parte da via de sinalizagédo Toll, e Relish da via Imd (revisado em Hultmark,
2003). Nestes mesmos insetos foi identificado Dorsal-B, um splicing que da origem a um
variante de Dorsal, sendo que a expressdao de ambas formas aumenta no corpo
gorduroso de larvas apos infecgao (Gross et al., 1999). Em A. mellifera, o Dorsal 1-B,

possui caracteristicas muito parecidas com o ortélogo de Drosophila. Nos dominios C-
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terminal esta presente um sinal de localizagédo nuclear (nucleus localization signal - NLS)
bipartido (Shin et al.,, 2005), além de outras regides com alta similaridade como RHD
(dominio Rel) e IPT_NF-xB (dominio de transcricao do fator NF-xB) na regiao N-terminal
(Fan, 2001).

Neste trabalho, nés investigamos a contribuicdo de dorsal na resposta imune de
pupas de olho branco de A. mellifera com o uso da técnica de RNAI injetando dsRNA de
dorsal 1-A (dla), dorsal 1-B (dlb) e dorsal 2 (dI2), bem como combinagcdes destes dsRNA.
Em todos os casos houve redugédo nos niveis de transcritos. A resposta de dorsal 1-A,
dorsal 1-B e dorsal 2 ao silencimaneto foi maior em abelhas injetadas com dsRNA dos
genes alvo cinco dias apos a infec¢gdo quando comparados aos experimentos de trés dias
de tratamento. Nao é de se surpreender que os niveis de transcritos de dorsal 1-A
diminuem apés tratamento com dsRNA de dI2, uma vez que as sequéncias entre estes
dois genes sdo muito parecidas, e a construcdo de um dsRNA longo ndo permitiu
extrema exclusividade entre as sequiéncias. Desta maneira, 0 dsRNA de dI2 possui
pequenas regides complementares ao dorsal 1-A que foram suficientes para silenciar
este gene, além de dorsal 2. O grupo de abelhas injetado com dsRNA de GFP foi
escolhido como controle pelo fato de, uma maneira geral, apresentar alteracées na
transcricado génica dos genes alvo.

A importancia de Dorsal na imunidade foi testada através de infecgdo com a
bactéria Gram-positiva Paenibacillus larvae, causadora de cria putrida americana em
abelhas, e com a bactéria Gram-negativa Escherichia coli. Os genes codificadores da
Abaecina e da Defensina foram, entdo, analisados, uma vez que estes peptideos sao
muito provavelmente ativados por um fator de transcricdo Rel/NF-kB. Os niveis de
transcritos de abaecina nao se alteraram em nenhum dos grupos tratados, nem por tipos
de bactérias ou pelo tempo de infecgdo. Em contraste, a quantidade de transcritos de
defensina diminuiu significantemente em abelhas injetadas com dsRNA de dla+2 e de
dla+b+2, apos infeccdo com P. larvae. Estes resultados sugerem fortemente que o

silenciamento de dorsal 1-A e/ou dorsal 2 afetam na transcricdo de defensina em abelhas
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infectadas com bactéria Gram-positiva. Podemos observar, ainda, que a inje¢cdo de um
dsRNA exdégeno (GFP) foi suficiente para ativar a resposta imune, uma vez que a
transcricao dos peptideos Abaecina e Defensina, foi ativada. Assim, este grupo injetado
com dsRNA de GFP foi considerado como grupo controle, também neste caso, ja que

este efeito, apesar de ndo desejado, aparentemente ndo interferiu nos resultados.

A Abaecina é um peptideo, até o momento, exclusivo de A. mellifera. Ele possui
34 aminoacidos, é rico em prolina e possui grande similaridade com outro rico em prolina,
a Drosocina (Casteels et al., 1990; Casteels-Josson et al., 1994; Casteels & Tempst,
1994). Estudos de atividade antimicrobiana revelaram que Abaecina age contra bactérias
Gram-negativas (Casteels et al., 1990; Fontana et al., 2004). O fato de a Drosocina ser
ativada pela via Imd em Drosophila (Hoffmann et al., 1996) e da grande similaridade entre
a Abaecina e a Drosocina, nos leva a sugerir que a regulagcado da Abaecina deva ser feita
por Relish através da ativacdo da via Imd em abelhas. Assim, o silenciamento de dorsal,
néo acarretaria problemas na transcricdo de abaecina, como observamos neste trabalho.
Nao podemos, no entanto, eliminar a hipétese de que o gene abaecina também seja
regulado por outra via de sinalizagdo (Toll), uma vez que ndo observamos maior
quantidade de transcritos de abaecina em abelhas com infecgdo de uma bactéria Gram-

negativa, a E. coli, quando comparada com infec¢ao de P. larvae.

As Defensinas de insetos sdo peptideos ricos em cisteinas e compostos de 36 a
46 aminodcidos, exceto para abelhas A. mellifera e B. terrestris que possuem 51
aminoacidos. Estes peptideos mostram atividade contra um grande numero de bactérias
Gram-positivas, sendo que somente poucas Gram-negativas, fungos e leveduras sao
afetados pelas Defensinas (Bulet et al., 1999). A diminuicdo nos niveis de transcritos de
defensina de abelhas silenciadas e infectadas com uma bactéria Gram-positiva sugere
fortemente que dorsal é responsavel pela transcricdo da defensina, na via de sinalizagao
do Toll quando ativada por uma bactéria Gram-positiva. A via Toll em Drosophila controla

a transcricdo do peptideo antifingico Drosomicina, enquanto que a via Imd ativa a
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transcricdo dos peptideos contra Gram-negativas Diptericinas e Drosocinas. As
Cecropinas, Attacinas e Defensinas parecem ser controladas pelas duas vias (Hoffmann
et al., 1996). Desta maneira, a transcricdo de defensina ndo seria regulada somente por
Dif/Dorsal, mas também por Relish. Este fato explica a razdo de nem todos grupos com
silenciamento de dorsal apresentarem diminuigdo nos niveis dos transcritos de defensina.
Além disso, se defensina é realmente controlada pelas duas vias, as abelhas com
silenciamento de dorsal e maior periodo de infecgdo (48 horas) puderam ativar a
defensina pela via Imd, em quantidade suficiente, fazendo com que ndo pudéssemos

observar redugéo nos niveis de transcritos deste gene.

Em Bombyx mori transgénico, cujo gene de Rel (homodlogo de Dorsal) foi
silenciado, houve inibicdo na ativagcao de varios genes de peptideos antimicrobianos apés
infeccdo com Micrococcus luteus (Tanaka et al., 2005). No entanto, em A. mellifera,
apesar de analisarmos somente dois genes codificadores de peptideos antimicrobianos,
nao observamos com tanta clareza a importancia de Dorsal para a transcricdo destes
genes, uma vez que Dorsal ndo parece ser crucial para a transcricdo de defensina.
Recentemente, muitos trabalhos tém mostrado a interagdo das duas vias de sinalizacao,
Toll e Imd, na regulagao dos genes de peptideos antimicrobianos, havendo, portanto,
redundancia nesta regulagdo em Drosophila (De Gregorio et al., 2002; Taniji et al., 2007;
Pal et al., 2007). Este modelo é contra a visdo, que ainda prevalece, de que a resposta
imune em Drosophila seria especifica e ndo teria redundancia (Lemaitre, 2004). Acredita-
se que a cooperagao das proteinas Rel/NF-kB seja particularmente necessaria quando
as duas vias sdo estimuladas por um nivel baixo de infecgdo e/ou por muitos tipos de
microorganismos, que é provavelmente o cendrio mais comum que ocorre na natureza
(Tanji et al., 2007). A ativagdo do sistema imune em insetos é bastante complexo,
envolvendo também a possibilidade da formagao de heterodimeros e homodimeros das

trés proteinas Rel/NF-xB para criar fatores de transcricao com diferentes especificidades

(Han & Ip, 1999) e a presenca de varios grupos de sitios kB na regiao promotora dos
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genes de peptideos antimicrobianos (Senger et al., 2004), pode determinar os niveis de
expressao e a capacidade de resposta das vias Toll e Imd (Tanji et al., 2007). Esta
complexidade também deve existir em A. mellifera. Nossos resultados sugerem que
existe uma cooperacao entre as vias Toll e Imd na transcricdo de defesina, apesar de
existir evidéncias de que o gene defensina seja regulado preferencialmente por um fator

de transcri¢cdo Rel/NF-xB do tipo Dorsal.

Proteinas de estocagem em abelhas infectadas por bactérias

As proteinas de estocagem estudadas neste trabalho foram Vitelogenina,
Hexamerina 70a, Lipoforina | e Lipoforina Ill. As abelhas infectadas com a bactéria M.
luteus apresentaram reducao significativa na quantidade de transcritos de vitelogenina e
da proteina, em qualquer tipo de inje¢do (adgua, M. luteus ou S. marcecens). A
Vitelogenina parece estar relacionada a resposta imune por ser uma glicoproteina
ligadora a zinco, um ion necessario para funcionamento normal de hemocitos. Neste
caso, a diminuicdo da quantidade de hemécitos seria causada pela queda dos titulos de
zinco na hemolinfa, como conseqiiéncia da falta de sintese da Vitelogenina (Amdam et al.,
2004). Além disso, esta proteina pode ser fonte de aminoacidos na produgao de alimento
para a cria, a geléia real, produzida pelas glandulas hipofaringeas das abelhas nutridoras
(Amdam et al, 2003). Em Anopheles gambiae, a infeccdo pelo agente causador da
maldaria pode causar a redugédo, no corpo gorduroso, da quantidade dos transcritos de
vitelogenina (Ahmed et al., 1999). A reducédo de transcritos para esta proteina também foi
observada em abelhas infectadas (este trabalho), sugerindo que a Vitelogenina deve
participar do sistema imune de uma outra maneira que ndo afetando os hemécitos. Estas
células fazem parte da reacao celular e sua redugédo causada pela queda de Vitelogenina
nao seria vantajosa durante um periodo critico da resposta imune. A redugédo da
guantidade de transcritos assim como da proteina em abelhas, pode ainda sugerir que a

Vitelogenina é utilizada como fonte de aminoacidos para a producao de outras proteinas
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diretamente relacionadas com a destruicdo dos microorganismos invasores, como por
exemplo, na sintese dos peptideos antimicrobianos.

As Hexamerinas de insetos participam do estoque de aminoacidos para a
metamorfose (Telfer & Kunkel, 1991) e providenciam energia para este processo
(Levenbook, 1985; Levenbook & Bauer, 1984; Pan & Telfer, 1999; Telfer & Kunkel, 1991).
Como fungbes secundarias, as Hexamerinas podem fornecer energia para a manutengao
do metabolismo, carregar substancias hidrofobicas tais como lipideos e ecdisterdides
(Kanost et al.,1990), modular a quantidade de horménio juvenil circulante (Zhou et al.,
2007), participar na regulacao de casta em cupins (Zhou et al., 2006) e participar do
componente estrutural da cuticula (Marinotti et al, 1988; Peter & Scheller, 1991).
Algumas Hexamerinas de insetos tém sido apresentadas como envolvidas na resposta
imune. O contetdo alto de aminoacidos aromaticos nas Arilforinas (um tipo de
Hexamerina) pode aumentar a capacidade de ligacao destas proteinas com substratos,
fazendo, assim, que sejam ideais para isolamento de parasitas (Burmester, 1999). Devido
as diferentes fungdes das Hexamerinas, a regulacdo de sua expressao é complexa. Em
abelhas, existem quatro Hexamerinas, HEX 110, HEX 70a, HEX 70b e HEX 70c (Danty et
al., 1998; Cunha et al., 2005; Bitondi et al., 2006). Somente Hex 70a é encontrada em
quantidades significativas em adultos e ela é composta de um grande numero de
aminoacidos aromaticos, caracterizando, assim, uma Arilforina (Danty et al., 1998;
Martins, J.R., comunicagdo pessoal). Por estas razdes, esta proteina foi usada neste
trabalho para analisar sua possivel participacdo na imunidade em abelhas adultas
infectadas por bactérias. No entanto, nenhuma diferencga significante péde ser observada
na quantidade de transcritos ou proteina da Hex 70a em abelhas infectadas com relagéao
aos controles. Estes resultados diferem do que ja foi encontrado em outros insetos. Em
Locusta migratoria, a infeccdo pelo fungo Metarhizium anisopliae provoca uma alta
expressao de uma Hexamerina (Wang et al., 2007). A quantidade de uma Hexamerina do
tipo Arilforina também aumentou na mariposa Pseudaletia separata ao ser infectada pela

vespa Cotesia kariyai (Hayakawa, 1994). Os tipos de infeccdo nestes organismos foram
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bem diferentes dos usados para infeccdo em abelhas, e talvez, por esta razdo, os
resultados sejam diferentes. Apesar destes autores observarem aumento da Hexamerina
apds a infeccdo, ndo se sabe ainda o verdadeiro papel destas proteinas na resposta
imune.

A Lipoforina de insetos é composta pela apolLp-l e apoLp-Il, e funciona como
transportadora de lipideos da dieta, do intestino para o corpo gorduroso, enquanto que
também distribui lipideos estocados ou sintetizados para tecidos periféricos (Ogoyi et al.,
1995; Rodenburg & Van der Horst, 2005). O corpo gorduroso esta envolvido no
metabolismo de lipideos por ser o local de estoque e mobilizacdo destas moléculas.
Estudos de Lipoforina de insetos revelaram que a quantidade desta proteina aumenta
apos infecgdo com microorganismos (Cheon et al., 2006; Wang et al., 2007). Em Aedes
aegypti, genes codificadores da Lipoforina e do receptor de Lipoforina de corpo gorduroso
tém sua expressao aumentada apOs infeccdo por bactéria Gram-positiva, fungo ou
ingestao de parasita, indicando que o metabolismo de lipideos esta envolvido na resposta
imune sistémica gerada pela presenga de patégenos e parasitas (Cheon et al., 2006).
Curiosamente, a infeccdo com bactérias Gram-negativas, nestes insetos, ndo gerou
aumento na quantidade de transcritos de lipoforina (Cheon et al., 2006). No entanto, a
infeccdo com o fungo M. anisopliae provocou um aumento nos transcritos de lipoforina
em L. migratoria (Wang et al., 2007). Esta proteina também €& encontrada nos coagulos
juntamente com outras proteinas, e estd intimamente relacionada com a ativagéo da
cascata da Profenoloxidase, o que indica que a Lipoforina participa da coagulacdo, um
processo extremamente importante para o fechamento de feridas e defesa imune contra
organismos invasores (Li et al., 2002; Mullen & Goldsworthy, 2003; Rahman et al., 2006).
No entanto, em abelhas A. mellifera infectadas, ndo observamos qualquer alteragéo
significativa na quantidade de transcritos de lipoforina.

A Lipoforina Il também é uma glicoproteina transportadora de lipidio como a
Lipoforina I/ll. Além desta fungéo, a Lipoforina Il pode ser classificada como proteina de

reconhecimento (PRR), ligando-se a moléculas comuns aos grupos de microorganismo,
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ou seja, aos componentes de parede celular (Hoffmann et al., 1999). A reducédo de
Lipoforina lll, bastante expressiva em abelhas infectadas com bactérias, merece maior
atengdo e estudos futuros poderdo elucidar a participagdo desta glicoproteina na
imunidade nao sé de abelhas como de insetos em geral.

A redugdo expressiva de varias proteinas de estocagem sugere duas
possibilidades: estas proteinas serviriam como fonte de aminoacidos para producédo de
outras proteinas diretamente envolvidas no combate aos microorganismos, ou, ainda,
que devido ao custo gerado pela resposta imune, estas proteinas nao seriam mais
produzidas neste momento e a maquinaria do corpo gorduroso seria utilizada para a

producao de moléculas efetoras sintetizadas durante a resposta imune.

Imunidade em abelhas alimentadas com diferentes dietas

A quantidade de transcritos das proteinas de estocagem estudadas neste trabalho
(Vitelogenina, Hexamerina 70a, Lipoforina | e Lipoforina lll) foi analisada em abelhas que
receberam diferentes tipos de alimentacdo: xarope, beebread e geléia real, e infetadas
com S. marcescens. Os genes codificadores do peptideo antimicrobiano Defensina e da
enzima Profenoloxidase foram analisados quanto a sua transcrigdo apdés infecgéao.
Apesar de nao ter havido nenhuma alteracdo na quantidade de transcritos de defensina,
0s niveis de transcritos de profenoloxidase diminuiram em abelhas alimentadas com
beebread e infectadas. A diminuicdo dos niveis de transcritos de profenoloxidase em
abelhas infectadas ja foi observada anteriormente neste trabalho, como caracteristica de
abelhas com ativagdo do sistema imune. A ndo alteragao dos niveis de transcritos de
defensina em abelhas infectadas talvez se deva pelas diferencas nas estratégias de
infecgdo, que, neste caso, foi via oral, somados aos tipos de alimentagdo. Todavia, os
resultados de reducdo na quantidade de transcritos e/ou proteinas das proteinas de
estocagem em abelhas infectadas, confirmando resultados anteriores, mais a diminui¢cao
na quantidade de transcritos de profenoloxidase, indicam certamente um panorama de

resposta imune a infeccao. Estes resultados mostram, ainda, que a infec¢ao por ingestao
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de S. marcescens também é efetiva na ativacdo do sistema imune como a inje¢éo desta
bactéria na hemocele de abelhas.

Em abelhas ndo infectadas, somente alimentagdo com beebread proporcionou um
aumento significativo de todas as proteinas de estocagem aqui estudadas, apesar da
geléia real também ser uma fonte protéica. Sendo assim, a melhor fonte protéica para as
abelhas é o beebread. O tipo de dieta consumida pelas abelhas influenciando na
quantidade de proteinas de estocagem ja foi demonstrado (Bitondi & Simdes, 1996;
Cremonez et al.,, 1998; Cunha et al, 2005; Bitondi et al., 2006). A concentracao de
Vitelogenina na hemolinfa de abelhas adultas foi consideravelmente maior em individuos
que receberam pelo menos 50% de pélen na dieta (Bitondi & Simdes, 1996) ou beebread
(Cremonez et al, 1998). A quantidade das Hexamerinas 70b e 110 foi também
significativamente maior na hemolinfa de abelhas alimentadas com beebread quando
comparadas aquelas alimentadas somente com acucar (Cunha et al., 2005; Bitondi et al.,
2006).

A infeccdo com S. marcescens provocou alteracao significativa nos niveis de
transcritos dos genes profenoloxidase, vitelogenina, hexameria 70a e lipoforina Il
somente em abelhas que tinham altos niveis de RNAm destes genes, ou seja, naquelas
qgue foram alimentadas com beebread. Estes resultados mostram que a alimentagdo com
xarope ou geléia real pode ser restritiva a ativacao da resposta imune. Poucos estudos
tém revelado a relagéo entre a dieta dos insetos e a sua imunidade. Por exemplo, a larva
do barbeiro Rhodnius prolixus alimentada somente de plasma, ao invés de sangue, tem
menor producdo de peptideos antimicrobianos (do tipo Cecropina), além de reducao da
atividade da Lisozima e formacao de noédulos, menor numero de hemaocitos e sdo menos
resistentes quando infectados experimentalmente com bactérias (Feder et al., 1997). A
privagdo de alimento também leva a redugéo das fungdes imunes no besouro Tenebrio
molitor (Siva-Jothy & Thompson, 2002) e a uma maior susceptibilidade da mosca tsé-tsé

a infecgao por tripanossomo (Welburn et al., 1989; Kubi et al., 2006). Sabe-se ainda que
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sob condicées controladas de alimentacédo, a producado de peptideos antimicrobianos
depende das reservas do corpo gorduroso (Hetru et al., 1998).

As proteinas de estocagem Hexamerinas e Lipoforinas, além da essencial
Vitelogenina para o crescimento dos ovos, estdo intimamente relacionadas com a
reprodugé@o em insetos. A Hexamerina foi descrita como suporte na produg¢do de ovos de
varios insetos (Pan & Telfer, 1996, 1999, 2001; Seo et al., 1998; Wheeler et al., 2000;
Capurro et al., 2000; Hahn & Wheeler, 2003), assim como de A. mellifera (Bitondi et al.,
2006); e a Lipoforina foi encontrada em ovos de muitos insetos (Kawooya et al., 1988; Liu
& Ryan, 1991; Telfer et al., 1991; Sun et al., 2000; Yun et al., 1994; Engelmann & Mala,
2005) e também de abelhas A. melliferas (Guidugli-Lazzarini, 2006). Em abelhas, a
importancia da Hexamerina e da Lipoforina na reproducao também ja foi realgada (Bitondi
et al., 2006; Guidugli-Lazzarini, 2006). Deste modo, a alimentagao rica em proteina, como
foi 0 caso do beebread, proporciona maior acumulo destas proteinas de estocagem e, por
consequéncia, recursos para uma abelha operaria, na auséncia da rainha, ativar o ovario
e produzir ovos. A presenca de ovarios ativos foi confirmada em operarias alimentadas
com beebread, mas 0 mesmo nao ocorreu em operarias alimentadas com xarope ou
geléia real (Guidugli-Lazzarini, comunicacdo pessoal). Podemos, assim, observar a
importdncia da alimentacdo com pélen para a sintese destas proteinas e,
consequentemente, o status reprodutivo de uma abelha operaria. A restricdo de dieta
também reduz a fecundidade em Drosophila, uma vez que este inseto produz menor
quantidade de ovos (Burger et al., 2007).

O custo de um processo, como a resposta de defesa imune, € uma das limitagées
centrais consideradas em estudos de ecologia evolutiva. Custos relevantes sao
estimados ndo somente pelo custo absoluto da defesa imune, isto €, da demanda
energética ou da quantidade de nutrientes necessarios, mas também pela perda do
fitness se nenhum outro caminho € encontrado (Schmid-Hempel, 2005). O custo da
ativacao da resposta imune por algum outro processo € facil de se interpretar e medir,

como a redugédo da fecundidade. Em Drosophila, por exemplo, o parasitismo por um
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himenédptero, causou reducao no tamanho e numero de ovos, mostrando assim, reducao
de fitness do adulto parasitado (Fellowes et al, 1999). Uma compensagéao fisiologica
entre imunidade e reprodugéo também foi vista em T. molitor (Rolff & Siva-Jothy, 2002).
O fato das abelhas alimentadas com beebread e infectadas com bactéria apresentarem
quantidades muito pequenas de proteinas de estocagem, muito provavelmente indica que
estas abelhas nao teriam o recurso essencial para a ativacdo dos ovarios, sugerindo
assim, que existe esta troca de investimentos de recursos entre a ativagao da resposta

imune e a fecundidade nas abelhas.

Imuno-senescéncia

Imuno-senescéncia € a reducdo da eficiéncia da imunidade a medida que o
organismo envelhece. As operarias adultas possuem polietismo etario, que é
estabelecido pela divisdo de trabalho baseada em comportamento de abelhas que
executam diversas tarefas ao longo de sua vida adulta. Em uma col6nia tipica, as
abelhas executam diferentes tarefas dentro da colénia durante as duas e trés primeiras
semanas de vida adulta, incluindo o cuidado com a cria, ou seja, de nutridora, e, entao,
tornam-se forrageadoras de néctar e pélen nas ultimas semanas de vida (Winston, 1987).
As abelhas forrageiras estdo, assim, mais suscetiveis aos micrébios presentes no meio
ambiente, principalmente em plantas. O sistema imune durante esse periodo deveria,
entdo, permitir uma maior defesa a abelha. No entanto, acredita-se que abelhas mais
velhas apresentem declinio na resposta imune devido a diminuicdo da quantidade de
hemdcitos por apoptose, processo que esta relacionado com altos niveis de hormdnio
juvenil, que € uma caracteristica de forrageiras (Amdam et al., 2004; 2005).

Para verificarmos a senescéncia da resposta imune utilizamos abelhas de idades
diferentes, com fungdes distintas em uma col6nia tipica: recém-emergidas, nutridoras e
forrageiras. Além disso, para excluirmos o fator da idade, utilizamos abelhas com fungdes

diferentes, mas com mesma idade a partir de uma col6nia single-cohort. Neste caso,
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foram utilizadas abelhas nutridoras e forrageiras novas, de 6-8 dias, e nutridoras e
forrageiras velhas, de 21-23 dias.

A infecgdo com bactéria S. marcescens provocou, em cinco horas de infecgao por
injecdo, a resposta imune em todos os grupos estudados independentemente do
comportamento ou da idade, ou seja, nas abelhas de uma col6nia tipica, ou nas abelhas
das colbnias single-cohort. Assim, a capacidade de ativacao do sistema imune observada
pelo aumento da transcricao de defensina foi evidente, mesmo nas abelhas mais velhas.
Contudo, sob a estratégia de infeccdo por alimentagdo, as abelhas forrageiras, de
qualquer idade, isto €, novas ou velhas, sempre foram mais susceptiveis a infeccéao por S.
marcescens e/ou confinamento em caixinhas, que € uma condi¢do de estresse, quando
comparadas as abelhas recém-emergidas e nutridoras.

Em mamiferos, a imunidade compreende um sistema de dois componentes, a
imunidade adaptativa e a inata, que funcionam conjuntamente de maneira complexa. A
imunidade adaptativa combina o reconhecimento altamente especifico do antigeno e na
memodria imunoloégica através da modificagdo genética de linfécitos e expanséao clonal. O
declinio funcional da imunidade com o envelhecimento em mamiferos € acompanhado de
mudangas sistémicas, como do remodelamento do sistema adaptativo e da ativagao do
sistema imune inato, que resulta no desenvolvimento de inflamacao cronica (DeVeale et
al., 2004). Em Drosophila, o envelhecimento também esté relacionado com o0 aumento na
transcricao de genes relacionados com imunidade (Pletcher et al., 2002), que, como todo
inseto, possui somente sistema imune inato. Enquanto que a imunidade adaptativa é
encontrada somente em vertebrados, a imunidade inata foi conservada em todos os
animais (Janeway & Medzhitov, 2002). Assim, a ativagcdo do sistema imune inato com o
envelhecimento parece ser um padrdo nos animais. Em A. mellifera, a possibilidade de
manipulacdo do comportamento, permite que abelhas com comportamento e fisiologia de
abelhas mais velhas, ou seja, forrageiras, possam fazer este comportamento sendo uma
abelha ainda jovem, em um processo denominado de plasticidade. Em nossos resultados,

observamos que abelhas novas com caracteristicas de abelhas velhas (forrageiras)
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ativaram seu sistema imune, o que parece concordar com os resultados encontrados em
animais mais velhos. Contudo, as forrageiras foram mais susceptiveis que abelhas de
uma mesma idade, mas com caracteristica de abelha nova. Nossos resultados, entao,
nos levaram a investigar outros fatores que possivelmente estariam afetando a
sobrevivéncia de abelhas novas com fisiologia e comportamentos de mais velhas.
Recentemente, foi demonstrado em colénias single-cohort de A. mellifera que abelhas
mais velhas sdo mais susceptiveis ao estresse que abelhas mais novas executando o
mesmo comportamento, sugerindo que a mortalidade das mais velhas ocorra devido a
sua fisiologia e ndo somente aos riscos encontrados fora da colbénia (Remolina et al.,
2007).

Estudos recentes com abelhas tém gerado resultados que levam a proposi¢ao de
modelos da relagdo entre o horménio juvenil (HJ), a via de sinalizagdo da insulina e a
proteina Vitelogenina (Corona et al., 2007; Hunt et al., 2007).

Como ja dito anteriormente, as operarias adultas de uma colénia tipica executam
tarefas de acordo com a sua idade. Todavia, este comportamento € extremamente
plastico. Em resposta ao contexto social e necessidades da colbnia, os individuos podem
aumentar ou diminuir sua taxa de desenvolvimento, ou até mesmo, retornar a estagios
comportamentais anteriores. Por exemplo, em colénias com baixo nimero de nutridoras,
as abelhas jovens continuam cuidando da cria ao invés de comegar a executar tarefas
fora da colbénia (Robinson et al., 1989). Do mesmo modo, em colénias que ndo tem
abelhas jovens, abelhas mais velhas, que normalmente seriam forrageiras, revertem seu
papel para a fungdo de nutridoras (Robinson et al., 1992; Huang & Robinson, 1996). O
inicio do forrageamento é associado com aumento do HJ (Fluri et al., 1982), o que
provoca a inibicao da sintese de Vitelogenina (Pinto et al., 2000).

O HJ parece dar a velocidade do desenvolvimento comportamental. Embora
tratamento com hormdnio juvenil possa acelerar a transicdo de operarias de dentro da
colbnia para forrageiras, este efeito requer muitos dias, sugerindo que o HJ nao ative este

comportamento (Elekonich & Robinson, 2000). Além disso, o HJ nao é essencial para o
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forrageamento, uma vez que operéarias sem HJ, pela retirada dos corpora allata (a Unica
fonte de HJ) no primeiro dia de vida adulta, ainda se tornam forrageiras, mas com idade
mais avangada, este atraso no forrageamento € eliminado com reposi¢cao de HJ (Sullivan
et al.,, 2000).

O comportamento de forrageamento ainda envolve a especializagao da abelha em
coleta de néctar ou pdlen. As abelhas de linhagens selecionadas para maior estoque de
pélen iniciam o forrageamento mais cedo, além de serem mais propensas a carregar
pélen, e em grande quantidade (Page & Fondrk, 1995). Este tipo de abelha possui altos
niveis de HJ e Vitelogenina na hemolinfa ao emergirem, além de ovérios bastante
desenvolvidos (Amdam et al., 2004; 2006). Diante deste cenario, a divisdo de trabalho
levando ao forrageamento, deve ter evoluido de um ancestral com uma rede reguladora
envolvendo a via de sinaliza¢do da insulina (Hunt et al., 2007), uma vez que o numero de
ovariolos em abelhas é determinado durante o terceiro instar larval através de uma
cascata enddcrina de sinalizacao dependente da nutricdo (Wheeler et al., 2006).

A via de sinalizagdo da insulina é a principal via da interpretagdo da informagao
nutricional em varios organismos (lkeya et al., 2002; Nijhout et al., 2003). Esta via € um
modulo conservado evolutivamente que age como mensageira na regulacdo de
crescimento e tamanho (Oldham et al, 2002). Além disso, ela estd associada com
envelhecimento e encurtamento da vida em Drosophila melanogaster e Caenorhabditis
elegans (Finch & Ruvkun, 2001). Estudos em Drosophila indicam a conexao entre a via
de sinalizacao da insulina e o HJ (Tatar et al.,, 2001; Tu et al., 2005). Em abelhas, como
discutido anteriormente, os titulos de HJ e Vitelogenina apresentam, em geral, um padrao
inverso. A Vitelogenina tem, nestes insetos, um papel importante como antioxidante, pela
sua capacidade em se ligar ao zinco, levando assim ao aumento da longevidade em
abelhas (Amdam et al., 2004; Seehuus et al, 2006). Esta proteina, além de ser
considerada como protetora pela sua capacidade antioxidante, parece coordenar varios
processos como trabalhar juntamente com o HJ em uma rede duplo-repressora para

coordenagao do comportamento (Amdam & Omholt, 2003). Nesta rede, a Vitelogenina
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seria responsavel pela supressao do HJ e pela inibicdo da mudanca do comportamento
de atividades dentro da colbnia para de forrageadora. Utilizando-se da técnica de RNA de
interferéncia, estas hipoteses foram confirmadas, uma vez que a diminuicdo de
Vitelogenina provocou aumento nos niveis de HJ (Guidugli et al., 2005) e o inicio mais
cedo do comportamento de forrageamento (Nelson et al., 2007).

Os modelos de interacdo entre horménio juvenil (HJ), a via de sinalizacdo da
insulina e a proteina Vitelogenina, propostos por Hunt et al. (2007) e Corona et al. (2007)
consideram de maneira geral que a via da insulina esta acima da regulagéo de HJ e da
Vitelogenina, e é mediadora do comportamento de forrageamento (Hunt et al., 2007) e do
envelhecimento (Corona et al., 2007).

Considerando a estreita relacdo entre o HJ, a via de sinalizagdo da insulina e da
Vitelogenina, resolvemos estudar estas caracteristicas nas abelhas para tentar
estabelecer o processo de envelhecimento relacionado com a imunidade.

Em abelhas de uma colbnia tipica, a infec¢do provocou a diminuicdo nos niveis
dos transcritos de vitelogenina em abelhas recém-emergidas e forrageiras. Estas abelhas
sao consideradas mais frageis que as nutridoras (Seehuus et al., 2006). A diminuicdo na
quantidade de transcritos de vitelogenina, em abelhas infectadas, foi observada e
discutida anteriormente. Como esperado, a quantidade da proteina Vitelogenina no
abddmen das nutridoras foi maior que em recém-emergidas e forrageiras. Além disso, o
aumento significativo da quantidade de transcritos do peptideo do tipo insulina em
forrageiras com relagdo as nutridoras também confirma resultados encontrados por
Corona et al. (2007), onde os autores verificaram aumento de transcricao deste peptideo
em abelhas mais velhas. Em abelhas forrageiras o consumo de acuUcares € maior para
fornecimento de energia para o voo. Ja as abelhas nutridoras consomem maior
quantidade de proteinas como recurso para a produg¢do de alimento para as crias. Esta
diferenca faz com que os genes da via de insulina apresentem maior transcricdo em
forrageiras. Nenhuma alteragéo foi observada com relagdo aos niveis de transcritos da

bombyxina, gene codificador de um peptideo com estrutura do tipo insulina. Mas, como
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ainda nao se conhece o verdadeiro papel da Bombyxina em A. mellifera, pode ser que
este peptideo nao participe da via de insulina nestes insetos.

Curiosamente, a infecgéo provocou aumento na transcricdo do gene do peptideo
do tipo insulina em recém-emergida e diminuicdo em forrageira. As abelhas recém-
emergidas, neste experimento, foram alimentadas com uma mistura contendo pdlen e
acucar. Sabe-se que abelhas de até trés a cinco dias de idade comegcam a preparar o
intestino para a produgédo de endopeptidases digestivas para que o pdlen seja digerido
(Crailsheim, 1988), assim, as abelhas recém-emergidas ainda nao possuem a
capacidade de digestdo do pdlen. O aumento do consumo de alimento durante a
estimulacao do sistema imune pela injecao de LPS (lipopolissacarideo, componente da
parede de bactérias) ja foi observado na abelha Bombus terrestris (Tyler et al., 2006).
Assim, as abelhas A. mellifera tanto recém-emergidas quanto forrageiras devem ter
ingerido uma quantidade maior de alimento, mas somente as forrageiras conseguiram
digerir o pdlen, e com um status nutricional alto, diminuiu a transcricao do peptideo do
tipo insulina.

As colbnias single-cohort sdo uma manipulacéo feita para discriminar idade e
comportamento durante o desenvolvimento do comportamento de abelhas e induz o
forrageamento precoce (Giray & Robinson, 1994; Huang & Robinson, 1992; Robinson et
al., 1989). Neste trabalho, foram coletadas abelhas com 6-8 dias de idade sendo
nutridoras, ou seja, com idade normal a este comportamento, e abelhas forrageiras
coletoras de pélen precoces. Ou entdo, abelhas com 21-23 dias de idade sendo
nutridoras velhas e forrageiras com idade normal a este comportamento.

Surpreendentemente, ao se analisar as abelhas com 6-8 dias de idade, o
comportamento de forrageamento foi caracterizado por altos niveis de HJ na hemolinfa,
como esperado, mas nenhuma diferenga com relagdo a quantidade de Vitelogenina no
abddmen foi encontrada ao se comparar abelhas nutridoras e forrageiras. Este resultado
claramente indica que o processo de forrageamento estd implicado com aumento dos

niveis de HJ e nao com a diminuicdo da quantidade de Vitelogenina como ja foi proposto
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(Amdam & Ombholt, 2003; Guidugli et al., 2005; Nelson et al., 2007). As abelhas velhas,
por sua vez, apresentaram uma diferenca expressiva na quantidade de Vitelogenina entre
as nutridoras e forrageiras, acompanhada pela diferenga inversa nos niveis de HJ. Talvez,
o tempo maior executado por diferentes comportamentos tenha influenciado nas
diferencas na quantidade de Vitelogenina observadas neste grupo de abelhas.

As abelhas nutridoras de 6-8 dias infectadas apresentaram diminuicao
significativa nos niveis de transcritos de vitelogenina e do peptideo tipo insulina, que
foram caracteristicas encontradas também na colénia tipica. No entanto, nenhuma
diferenca foi observada com relagao aos titulos de HJ apds infeccdo das abelhas, muito
provavelmente pelo curto tempo em que as abelhas foram infectadas (5 horas), periodo
em que metade das forrageiras infectadas ja tinha morrido.

A fisiologia de uma abelha velha, mostrada pela forrageira, ndo s6 em uma
colénia tipica como uma single-cohort, mostra que apesar desta abelha ter a competéncia
em ativar o sistema imune, ela possui caracteristicas limitantes para a sobrevivéncia.
Estas caracteristicas sdo essencialmente dependentes da alimentacdo e das reservas
protéicas das abelhas. A caracteristica mais marcante nos nossos experimentos foi o
nivel elevado de HJ nas abelhas forrageiras, independentemente da idade das operarias
ou da quantidade de Vitelogenina. A aplicacao topica de HJ induz a formagao de nucleo
picnotico, ou seja, de degeneracao, de hemdécitos em abelhas (Rutz et al., 1974; Wille &
Rutz, 1975), além de ter uma associagdo negativa com a imunidade em insetos (Rolff &
Siva-Jothy, 2002). Amdam et al. (2005) também consideram que HJ ou outros fatores
podem afetar na proliferagdo ou morte dos hemocitos independentemente da
concentracao de zinco, e por consequéncia de Vitelogenina (Amdam et al., 2004). Assim,
os niveis de HJ parecem ser cruciais para a integridade ou envelhecimento do sistema
imune. Nao se pode, no entanto, excluir a participagdo da Vitelogenina e dos genes da
via da insulina, como consequéncia da alimentacao, na eficiéncia do sistema imune.

Como a imunidade em insetos tem um custo muito alto (Schmid-Hempel, 2005), a

selecdo muito provavelmente ndo favoreceu investimentos na eficiéncia do sistema
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imune em forrageiras (Amdam et al., 2005), que por executarem tarefas fora da colénia,
estdo mais susceptiveis a ataques.

Os dados gerados no presente trabalho revelaram varios aspectos da resposta
imune humoral em A. mellifera, que ampliam o conhecimento sobre os mecanismos do
sistema imune destes insetos. De maneira geral, a ativagao da resposta imune, dada pela
sintese de peptideos antimicrobianos, foi clara em abelhas infectadas com bactérias.
Existem ainda genes diretamente relacionados com a resposta imune, que mesmo em
pequeno numero quando comparados aos de outros insetos, sédo regulados em abelhas
apés infecgdo por bactérias. No entanto, a sobrevivéncia destes insetos a ataques de
microorganismos depende ndao somente da ativagao da resposta imune, mas também de
fatores intrinsicos a sua fisiologia. O status nutricional € um fator importante, uma vez que
abelhas alimentadas com grandes quantidades de proteinas sdo capazes de acumular
alta quantidade de proteinas de estocagem. A alimentacdo diferencial dependente do
comportamento das abelhas também ocasiona mudancgas nos niveis de horménio juvenil
e na sintese de peptideos da via de insulina, que sao caracteristicas relacionadas ao
envelhecimento. As abelhas supridas de grandes quantidades de proteinas de
estocagem e com niveis baixos de hormonio juvenil, como é o caso das nutridoras
(normalmente abelhas jovens), possuem uma maior competéncia a sobrevivéncia a

diversos estresses, como o de infecgdo por bactérias.
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Conclusoes
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O estudo da imunidade em A. mellifera, desenvolvido no presente trabalho,

permitiu as seguintes conclusdes:

1- Abelhas adultas infectadas por bactérias sdo capazes de gerar uma resposta imune
contra estes microorganismos através do aumento na transcrigdio dos genes
codificadores de peptideos antimicrobianos e da Transferrina.

2- A especificidade de ativagdo de uma determinada via intracelular ndo esta clara em A.
mellifera, sugerindo que exista interagdo entre as vias Toll e Imd na ativacdo dos genes
de peptideos antimicrobianos. Existe, no entanto, evidéncia de preferéncia de ativacao da
via de sinalizacdo de Toll a partir do reconhecimento de uma bactéria Gram-positiva que
gera a ativagao da transcricao do gene de reconhecimento GNBP.

3- O silenciamento de proPO é efetivo tanto em adultos quanto em pupas de A. mellifera
e dependente da dose de dsRNA injetado, mas a estratégia de uso de dsRNAs longos
nao permite a verificagdo do verdadeiro papel deste gene na imunidade, uma vez que
efeitos nao desejaveis sao gerados.

4- Dorsal 1-A e/ou Dorsal 2 participam da via de sinalizagao intracelular para a ativagao
do gene da defensina em A. mellifera infectada por bactéria Gram-positiva, muito
provavelmente pela via Toll. Enquanto que Abaecina deva ser preferencialmente ativada
por uma outra via de sinalizagéo intracelular.

5- As abelhas infectadas por bactérias apresentam diminuicdo de transcricdo e, em
alguns casos também dos titulos de proteinas, das proteinas de estocagem estudadas
neste trabalho: Vitelogenina, Hexamerina 70A e Lipoforina I/ll e III.

6- A alimentacdo com beebread, rica em proteina, proporcionou grande aumento na
quantidade de transcritos de proteinas de estocagem em abelhas adultas, e permitiu que
estas abelhas respondessem melhor a infecgao.

7- As abelhas mais velhas, que realizam comportamento de forrageamento em uma
colbnia tipica, quando infectadas por bactérias sdo tao capazes de ativar o sistema imune

através da transcricdo de defensina quanto abelhas mais novas, as quais realizam o
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papel de nutridora. Contudo, elas sdo mais suscetiveis a infeccao que abelhas nutridoras
ou recém-emergidas.

8- As abelhas forrageiras de uma colbnia single-cohort, independentemente da idade,
apesar de ativarem o sistema imune sao mais suscetiveis a infeccao por bactérias, muito
provavelmente por sua fisiologia.

9- A senescéncia, ou perda da eficiéncia, do sistema imune esta, entao, relacionada com
a fisiologia da abelha, que envolve dentre outros fatores, titulos de horménio juvenil na
hemolinfa, quantidade de Vitelogenina e alimentacdo, a qual é interpretada pela via de
sinalizagcao da insulina.

10- As abelhas forrageiras, de uma colénia single-cohort, apresentam maiores titulos de
horménio juvenil na hemolinfa, e ndo mostram, necessariamente, diferengas na
quantidade de Vitelogenina, sugerindo que este horménio é caracteristica essencial de
uma forrageira, e ndo niveis de Vitelogenina.

11- Como a caracteristica mais marcante de uma abelha forrageira é dada pela alta
quantidade de hormdnio juvenil, niveis baixos deste horménio devem favorecer a
integridade do sistema imune. Todavia, as proteinas de estocagem, dentre elas a
Vitelogenina, devem também favorecer para o melhor funcionamento do sistema imune

em A. mellifera.
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Abstract

Phenoloxidase (PO), a melanin-synthesizing enzyme known to play an important role in insect defense, is found as a zymogen
(ProPO) in hemolymph and cuticle, where it is activated by proteolysis. We characterized the first proPO ¢cDNA in an eusocial
insect, the Apis mellifera honey bee. The AmproPO cDNA contains an ORF of 2079 bp encoding 693 amino acids, and is composed
of 9 exons and 8 introns. Southern blot of digested genomic DNA suggested that only one copy of the proPO gene is present in
A. mellifera. The molecular mass of the deduced ProPO and the active enzyme was predicted to be 80.1 and 74.4 kDa, respectively.
The calculated pf was 6.28. BLASTp search of the deduced amino acid sequence, and neighbor-joining analysis, showed similarity
with ProPOs from other insects, ranging from 47% to 63%. Protein signature analyses revealed four conserved regions, including
the two copper binding sites characteristic of arthropod ProPOs. RT-PCR and Southern blot showed the highest amount of
AmproPQ transcripts in workers whole body, followed by queens and drones. Expression was also detected in hemocytes and
integument. Real time RT-PCR showed higher amounts of AmproPO transcripts in adults and older pupae than in younger pupae
and larvae, suggesting a function of AmprePO in adult exoskeleton melanization and differentiation.

© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Apis mellifera; Honey bee; Prophenoloxidase; Melanization; Insect immunity

1. Introduction

Phenoloxidase (PO) is a copper-containing enzyme
which catalyses the hydroxylation of monophenol to o-
diphenol and its oxidation to o-quinone, which in a
nonenzymatic reaction generates melanin (Mason, 1955,
1965). In insects, PO-mediated melanin synthesis plays a
major role in immune defense. Melanin synthesis at the
wound site prevenls hemolymph loss, besides provid-
ing cytotoxic compounds (quinone) to encapsulate
and eliminate opportunist-invading microorganisms.

*Corresponding author. Tel.: +155166023153;

fax: + 15516633 6482,
E-mail address: anete@rge. fmrp.usp.br (A.P. Lourengo).
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Besides. the function of PO in quinone tanning reactions
is essential for cuticle (exoskeleton) sclerotization
(Andersen et al., 1996; Sugumaran., 1998). PO was
demonstrated to exist in the hemolymph of insects as an
inactive prophenoloxidase (ProPO). which can be
activated via a serine protease cascade (Lai-Fook,
1966; Ashida, 1971; Ashida and Brey. 1998). More
recently, the presence of a ProPO-activating system in
the cuticle was also reported (Ashida and Brey. 1995).
The unique roles played by POs in msect biochem-
istry, physiology, and immunology have raised interest
in studies on different species. At present, proPO cDNA
from a variable number of species representative of
Lepidoptera, Diptera and Coleoptera, have been cloned
and sequenced (Fujimoto et al., 1995; Hall et al.., 1995;
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Kawabata et al., 1995; Jiang et al., 1997; Park et al..
1997; Cho et al., 1998; Lee et al.. 1999; Miiller et al.,
1999: Chase et al., 2000; Cui et al., 2000: Huang et al.,
2001; Taft et al., 2001; Kim et al., 2002; Li et al., 2002).
In hymenopterans, only the atypical PO isoforms from
the venom gland of Pimpla hypochondriaca, a parasitoid
wasp (Parkinson et al., 2001), and the PO from the Apis
mellifera honey bee (Zufelato et al., 2004) have been
studied to date.

Recently, we identified and characterized the single
PO activity found in honey bee hemolymph (Zufelato et
al., 2004). The specific activity, subunit molecular mass,
and kinetic parameters were determined. The effect of
biochemical and physicochemical agents on the activity
of this enzyme was also analyzed. In parallel and to
better correlate the PO enzyme activity with the
expression of its corresponding gene, the full-length
proPO ¢cDNA was isolaled. cloned. and structurally
characterized. In addition, expression studies were
carried out in tissues, honey bee castes and sexes, and
throughout worker development. These results are
presented in the current paper, whose additional
aim was to obtain insights for further study of the
melanizing response (and other components of the
immune response) against parasites and pathogens in
A. mellifera.

2. Materials and methods
2.1. Apis mellifera honey bees

Workers. drones and queens of Africanized
A. mellifera were collected from hives of the experi-
mental apiary of the University of Sdo Paulo at Ribeirdo
Preto, Brazil. Larvae and pupae were staged according
to criteria established by Rembold et al. (1980),
Michelette and Soares (1993), and Tozetto (1997) for
queens, workers, and drones, respectively. The earlier
pupal phases present unpigmented cuticle and progres-
sive eye colors [rom white (Pw) to brown (Pb). The older
pupae show progressive cuticle pigmentation and were
classified as light (Pbl), intermediate (Pbm) and dark
(Pbd). Adult workers of defined age were obtained by
painting marker newly emerged bees, returning them to
experimental hives, and collecting 3, 4, 12, 15 and 20
days later.

2.2, ¢DNA isolation and sequencing

Hemolymph was collected from dark pigmented
pupae (Pbd) ready to emerge as adult workers. Total
RNA was isolated from hemocytes using Trizol (Life
Technologies) according to the manufacturer’s instruc-
tions. mRNA from pupal hemocytes was isolated using
an mMRNA isolation kit (Amersham Biosciences).

Degenerated primers for PCR were designed based on
the highly conserved sequences of the two copper
binding sites of arthropod ProPO proteins. The forward
primer 5-CAY CAY TKB CAY YTN GT-3' was
derived from the amino acid sequence HWHLVY. and
the reverse primer ¥-CKR TCR AAN GGR WAN
CCC AT-3 was derived from the MGYPFDR se-
quence. The first strand ¢cDNA was synthesized using
the SuperScriptll synthesis system (Life Technologies)
in reaction mixtures containing 500 g of mRNA from
pupal hemocytes, dNTP mix, RNAse out, and the
reverse primer. PCR amplification of the target cDNA
was performed in reaction mixtures containing | pl of
the ¢cDNA obtained from the reverse transcription
reaction, Ready-1 0-Go™ PCR Beads (Amersham
Biosciences). 10 pmoles of the forward and reverse
primers, and sterile H-O to a final volume of 25 pl.
PCR was performed using 35 cycles as follows: 94°C,
Imin; 54°C. Imin and 72°C, 1min. A fragment of
1.3 kb was cloned into the pGEM-T-easy Vector System
(Promega) and then sequenced using big dye terminator
reaction in an ABI 310 Sequencer (Perkin Elmer).

2.3. 5 and 3-RACE

Rapid amplification of the 3%end of the full-length
AmproPO was performed using the Marathon cDNA
Amplification Kit (Clontech). Poly (A)+ mRNA was
isolated from queens at the middle of the pupal stage
(unpigmented Pb pupae), and used to synthesize cDNA.
The adaptor-ligated ¢cDNAs were subjected to PCR
using Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech) under
the following conditions: 35 cycles at 94 °C for | min.
56 °C for 1 min, and 72 °C for 1 min. The forward primer
was provided by Clontech and the reverse primer was
5-CGT CCT GGG AAA TAT CAT GG-3'. designed
on the basis of the 1.3kb fragment obtained as described
above. The PCR product was then cloned into pCR2.1-
TOPO (Life Technologies), and sequenced.

The 5'end was amplified using a ¢cDNA library from
A. mellifera brain in AZAP. The specific primer for
AmproPO was 5-TTG CGT TGT TGA TTG GTT GT-
¥ and for the bacteriophage was the MI13-forward
versal primer. PCR amplification was carried out
using the Advantage 2 Polymerase Mix for 40 cycles at
94 °C for lmin. 60°C for I min. and 72°C for | min.
The PCR fragment of ~1.5kb was cloned into pCR2.1-
TOPO and then sequenced.

u

2.4. Computer analyses of ¢cDNA and genomic structure

The amino acid sequence of ProPO from A. mellifera
(AmProPO) was deduced and analyzed using a transla-
tor program available at www justbio.com. Sequence
identities were verified using the BLASTp program,
NCBI database. Conserved domains in AmProPQ were
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analyzed using CDART (Geer et al., 2002) available at
NCBI. CLUSTALW 1.8 (available on GenomeNet
CLUSTALW Server (Kyoto Center) —http://clustalw.-
genome.ad.jp) was used to align the AmProPO (Gen-
Bank accession no. AAO72539) with known amino acid
sequences deposited in GenBank: Aedes aegypti (Pro-
POI: AAG02219; ProPOIl: AAGO02218), Anopheles
gambiae (ProPOI: AAC27383; ProPOIl: AAB94671;
ProPOIIL: AAB94672; ProPOIV: CAA(09032; ProPOV:
CAA09033; ProPOVIL: CAA(09034; ProPOVII: CAD-
31059; ProPOVIIL: CAD31060; ProPOIX: CAD31061).
Anopheles  stephensi (ProPO: AACG9182), Armigeres
subalbatus (ProPOL: AAF70320; ProPOIl: AAGO0991;
ProPOIIL: AARS8078; ProPOLIV: AARSS079), Bombyx
mori (ProPOL: BAAO8368; ProPOIL: BAA08369), Gal-
leria mellonella (ProPOL: AAK64363; ProPOIl: AAQ-
75026), Holotrichia diomphalia (ProPOI: BAC15602;
ProPOILl: BACI15603), Hyphantria cunea (ProPOL:
AAC34251; ProPOIl: AAC34256), Manduca sexta
(ProPOL: AAC05796; ProPOILl: AAC37243), Musca
domestica (ProPO: AARS46G9), Pacifastacus leniusculus
(ProPO: CAA38471), P. hypochondriaca (POl: CAC-
04150; POLL: CAC04149; POLLL: CAC04148). Sarcopha-
ga bullata (ProPOIL: AAD45526; ProPOIL: AAD45527),
Tenebrio molitor (ProPO: BAAT75470). The multiple
sequence alignment of the complete sequences was
imported to the MEGA program version 2.1 (Kumar
et al., 2001) to construct the phylogenetic tree of
arthropod ProPOs. Phylogenetic analysis was per-
formed using neighbor-joining. Bootstrap confidence
limit probabilities were estimated from 1000 replica-
tions. The genomic sequence for AmproPO was searched
using BLAST in the A. mellifera genome at NCBI and
the splicing sites were predicted using GENSCAN
(Burge and Karlin, 1997: htip://genes.mit.edu/GEN-
SCAN.html). The local alignment between AnproPO
and genomic ORFs was performed using a tool in the
NCBI (BLAST 2 SEQUENCES).

2.5, Semiquantitative RT-PCR analysis of AmproP O
expression

AmproPO expression was analyzed by semiquantita-
tive RT-PCR. To compare AmproPQ expression be-
tween casles and sexes, total RNA was isolated from
queens, drones, and workers at the end of the pupal
stage (Pbd pupae). To examine the tissue-specific
expression, total RNA was purified from thoracic
integuments (cuticle and subjacent epidermis) and
hemocytes from workers at the Pbm pupal stage.
Thoracic integuments were thoroughly washed in 0.9%
NaCl to eliminate adhered hemocytes and fat body cells.

Total RNA and an oligo (dT),,_,g primer (Invitro-
gen) were used to synthesize the first strand cDNA in
reaction mixtures containing SuperScript I, prepared as
described above. Specific primers for AmproPO were

designed to amplify sequences of 359bp in the cDNA
and 593 bp in the genomic region, serving as control for
DNA contamination. The forward primer was 5-CGT
CCT GGG AAA TAT CAT GG-3' and the reverse
primer was 5-GTC CGC GTG ACA AAT CTA CA-3.
PCR was performed using the following conditions: 25
cycles (chosen empirically to avoid saturation), at 94°C,
Imin; 54°C. 1 min; 72°C, 1min. A 473 bp fragment of
A. mellifera ribosomal 285 ¢cDNA (GenBank accession
no. AJ302936) was used as an internal control for
c¢DNA synthesis and PCR amplification. This fragment
was amplified using the forward (5-TGC TAC TAC
CAC CAA GAT CT-3) and reverse (5-ACG ACC
TCA CCT ATT CTC A-¥) primers in PCR procedures
assayed under the same conditions as defined for
AmproPO amplification, but using 15 cycles. PCR
products were electrophoresed in 1% agarose gel and
transferred to nylon membranes. Hybridizations were
carried out using AmproPO (359bp) and 285 DNA
(473 bp) labeled with fluorescein (Gene Images Random
Prime Amersham Biosciences), and developed with
Gene Images CDP-Star (Amersham Biosciences).

2.6. AmproPQO copy number

To estimate the copy number of the AmproPO genes,
genomic DNA was isolated from newly ecdysed worker
pupae (Pw) using a standard method (Sambrook et al..
1989). Genomic DNA (30 pg) was digested with restric-
tion enzymes B¢/l and Haelll for 16h at 50 and 37°C,
respectively. These enzymes were chosen because they
did not digest the probe. After digestion, the DNA was
electrophoresed on 1% agarose gel and transferred onto
a nylon membrane (Biodyne. Pall. 0.45um). The probe
was a 593 bp fragment amplified in the genomic DNA
and labeled with fluorescein. The membrane was
developed as described above.

2.7. Relative quantification of AmproP O expression by
real-time RT-PCR

RNA f[rom whole larvae (2nd-5th larval instar),
prepupae, pupae (Pw, Pb, and Pbd pupal phases), and
abdomens from adult workers (3 20 days) was isolated
using Trizol. All these samples were prepared with at
least two individuals. The first strand cDNA was
obtained using the SuperScriptll synthesis system.
AmproPO gene expression during development was
quantified by real-ime RT-PCR. Primers designed for
AmproP0O (forward 5-AGA TGG CAT GCA TTT
GTT GA-3¥. and reverse 5-TTG CGT TGT TGA TTG
GTT GT-3) and for the A. mellifera actin gene
(GenBank accession no. AB023025, forward 5-TGC
CAA CAC TGT CCT TTC TG-3" and reverse 5'-AGA
ATT GAC CCA CCA ATC CA-3), used as internal
control, yielded 131 and 156 bp amplicons, respectively.
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The AmproPO primers were designed to amplify a
segment of the gene that contained an intron, thereby
serving as control for genomic DNA contamination.

The quality of these primers was checked by analysis of

melting curves.

PCR amplifications and fluorescence detection were
performed using the iCycler iQ™ real-time PCR
detection system (Bio-Rad) under the following thermal
cycle conditions: 94°C for I min. 60 °C for 30s, and
72°C for 30s in 40 cycles. The first strand cDNA
synthesized as described above served as template
in 25p0 PCR assays using iQ™ SYBR™ Green I
(Bio-Rad). To reach reproducibility, each sample was
assayed in triplicate. AmproPO transcript abundance
was calculated on the basis of the difference in the Ct
value (threshold PCR cycle) in relation to actin
transcripts, according to the instructions of the User
Bulletin #2 from Applied Biosystem (Relative Quanti-
fication of Gene Expression; ABI Prism 7700 Sequence
Detection System).

3. Results
3.1 Cloning and characterization of AmproPO

To obtain the AmproPO cDNA, degenerated primers
were designed based on the highly conserved amino acid
sequences of arthropods ProPO proteins. These primers
were used for RT-PCR., in which mRNA from pupal
hemocytes was the template. The expected PCR
product, a fragment of 1.3kb, was cloned and
sequenced. Specific primers derived from the 1.3kb
fragment were used for RACE in order to obtain the
Yend sequence of the AmproPO cDNA. The 5end was
amplified using an A. mellifera brain cDNA library. The
Ampro PO full-length cDNA was constructed by assem-
bly of overlapping sequences (Fig. 1). This ¢cDNA
contains an open reading [rame (ORF) of 2079 bp,
starting at nucleotide 209 and ending at nucleotide 2287,
encoding 693 amino acid residues. A predicted poly-
adenylation signal (AATAAA) is located 9 bp upstream
from the poly (A)" tail. The molecular mass of the
deduced AmProPO protein was predicted to be
80.1kDa, and the calculated isoelectric point was 6.28.

The predicted proteolytic cleavage site in Fig. 1 is
marked with an arrow. Cleavage at this site generates a
putative protein (active enzyme) of 74.4kDa. Two
conserved sequences. the putative GCGWPQH thiol
ester site (region I1I) and the region I'V at the C-terminal
end are also highlighted in Fig. I.

3.2, Sequence comparisons

The deduced A. mellifera ProPO protein revealed high
similarity to other arthropod ProPOs. High sequence

identity was found with M. domestica (63%), S. bullata

ProPOI (63%), 4. gambiae ProPOI (63%), H. diompha-
lia ProPOII (62%), and T. molitor (61%). Similarities in
conserved protein domains were also observed between
AmProPO and hemocyanin, hexamerin, and arylforin,
as determined with the CDART program (data not
shown).

Similarly to what was observed for all ProPOs
characterized to date (including a PO found in the
venom gland of the hymenopteran P. hypochondriaca),
two copper binding sites (CuA and CuB) were also
preserved in the deduced amino acid sequence of
A. mellifera ProPO (Fig. 2). These copper binding
regions contain six histidine residues, which are con-
sidered to be ligands for the two copper atoms.

Fig. 3 shows the dendogram constructed by the
neighbor-joining method using amino acid sequences of
msect ProPOs, and a crustacean ProPO sequence
(Pacisfastacus leniusculus) as outgroup. The statistical
robustness of nodes in the tree was verified by
performing a bootstrap analysis of 1000 resampled data
sets. The insect ProPOs are grouped into a family, more
distantly related to the crayfish ProPO. Six main well-
supported groups in the ProPO sequence analysis were
identified. Dipteran ProPOs were separated into two
distinct groups, one ol which containing the majority of
the ProPO sequences known to date. The lepidopteran
ProPOs were also subdivided into two groups that
separate ProPOI from ProPOIl. The other two groups
included ProPOs from Coleoptera, and POs from the P.
hypochoendriaca hymenopteran, respectively. AmProPO
clustered with Diptera (M. domestica, S. bullata, and
A. gambiae), and Coleoptera (H. diomphalia and
T molitor) ProPOs.

3.3. Genomic structure of AmproPO

A BLAST search in the A. mellifera genome at NCBI
revealed similarity between AmproP O and the 151613
contig (GenBank accession no. AADGO01015613).
This contig contains the [ull-length genomic structure
for A. mellifera ProPO (4092 nucleotides in length).
Comparative analysis of the ¢cDNA and the genomic
sequence permitted to characterize 9 exons separated by
8 introns (Fig. 4). The positions of the exons and introns
were confirmed when a program for exon-intron
prediction (GENSCAN) was used. Exon sequence
lengths were: exon I-—111; exon [1-—193; exon III
224; exon IV—203; exon V—418; exon VI—129;
exon VII-325; exon VIII-233; exon IX 246 (includ-
ing the stop codon). The conserved regions were each
encoded by a single exon. except copper binding site B,
which was found to be encoded by two exons (V and
VI). The alignment between the ORFs from the
AmproPO cDNA and from the genomic sequence
showed 99% identity.
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- TCAAATCCGAACATTCATTCTTATTCTGCATTTCACCGTGAGTTATATAATTAAAATTTT
- ATGARATTTGARTATTTCGTGAAACAATCATCATATARAAARTTTATACARRACGGCACT
- TATTCGTGARCTTGTCATTTGTAGAATAATARTTAGTTTCGTTTATTTGCTTTTATTTCT
- TCATTCGACATCAGAACTATCGACGARAATGGCGTCTGATARATCGGGTATTTTGTATCT
M A 5 D K 8 G I L Y L
- ATTTGATCGACCTTCTGAACCAGTTTACGTCCCTAAGGGAGACAATAARGTCGCTTTTGA
- F DR P S E PV Y VP KGDNIE KV A F D

- TATTCCACCTGATTATTTGCCTGATAGATATCGTTCTGTGGCTACTCAAGTATTTAATCG
- I P P D YL P DRY R S VA T Q V F N R
- TTTCGGECOGATGATACGGARTCGARACTTCCAGTGAAGGCAATTACTCTTCCGGATCTTAS
- F @DDTE S KL PV KA ITTULUFPDIL &
- TATTCCAATGCRACTTGGACGTCGTCAACCTTTTTCATTATTTATCCCGGCACATCGARA
- I P M Q L G R R Q P F 8 L F I P A H R K
- AATAGCTGCTCGATTAATTGATATTTTTATGGGTATGCGAACATATGAGGACTTCCTETC
- I A AFRVLIDTI FMOGMUETTYETDTFL &
- TETTGCAGTTTATTGTCGCGATCGTTTAAATCCARATTTGTTTATTTATGCCCTATCAGT
- V. A VY ¢ R DERL NP NL F I ¥ A L 8 V
- GGCGATACTTCATCGTCCTGACACGAAAGATTTGCCAGTACCACCGCTTACCGAAGTATT
- A I L HERPDTU EKTDTULUZPVV P PLTEV F
- TCCAGACARATATATGGATAGTGGAATATTTTCCAGGGCTAGAGARGARGCTAATGTTGT
- P D KY MD & G I F 8 R AR EEWANV V
- ACCAGAGGGTGCTAGAGTTCCAATTCGAAATTCCAACGAGATTATACCGCATCAGATCTTGA
- P EG ARV PIETITUPRTDJYTHASDIL D
- TETGGAACATCGTGTTGCTTATTGGAGAGAAGATATTGGAATTAATCTTCATCATTGGCA
- V E H R V A ¥ W R E D I G I N L H H W H
- TTGGCACTTGCTGTATCCATTTGARACGGTGACATTAGAATTGT TAACAAGGATCGACGTGS
- W _H L V Y P F E G D T R I V N K D R R G
I
- AGAACTTTTCTATTATATGCATCAACAGATTATGGCTAGATATAATTGCGAACGGCTATS
- E L F ¥ ¥ M H 0 O I M A E ¥ N ¢ E R L C
- TAATCGTCTTGGACGAGTAAAACGATTCATTAATTGGCACGAACCGATTCCAGAACGCTTA
- W R L G R V KR F I NWHEUPTIFPEZAT
- CTTCCCGARATTAGATTCCCTTGT TGCCAGT CGGACATGGCCATTTCGACCCAGCGGTAC
- F P KL D SLVASPERTWPVFUZERP S G T
- TGTTCTTAAGGACATCAATCGACARCTTGATGAATTGAACTTTGACATTCAGGATCTAGA
- VL KD I N R Q VD EILUN F DI Q D L E
- ARGATGGCGTGATCGTATTTACGAGGCAATCCATACAGGATCTGTGATTAATACCAGEGS
- R WERUDU&ERIZYEWATIHTUGSV I N TZ R G
- TGAARGAATTCAATTGACTGAGARAARTGGART CGACGTCCTGGGARATAT CATGGAAGC

- E R I @ L T E KN G I D V L G N I M E &
- TAGTATTCTTTCTCCCAATCAGAATGTCTATGGTGATCTCCATAATTTTGGTCATGTCGE
- £ I L S P N N _V Y G D L H N F G H V A
- CATTTCTTATATCCATGATCCGGATCATCGATATTTGGAGAGTTTTGECTGTTATGOGTGA
Ir
- I 8 ¥ I H D P D H R ¥ L E S8 F G V M G D
- TTCAGCAACAGCTATGAGAGATCCTATATTTTATAGATGGCATGCATTTGT TGATGACGT
- £ A T A M R D P I F ¥ R W H A F WV D D ¥V

- GTTTCAGGARCATARARATACATTACCTCAGTATACTGTACAACAGTTAGACTTCCCAGE
- EQ EH KNTTLP QY TV QQQLUDTFP G
- TATCGAAATAGCAGATATCAAATTGACAACCAATCAACAACGCAATATTTTAAATACCTT
- I EI ADTIZEKZLTTNG QOOQ®RNTITLINTF
- TTGGACCAAAAGTGATGTAGATTTGTCACGCGEACTCGATTT CACTCCACGTGGCGCAGT
- W T XK 8DV DLSERG®GLDTFTT®PERGCAV
- GCTTGCTAGATTTACTCACTTGAACCATGCTGATTTTTCATATACGATTGTTATTARTAR
- L ARPFTHLZNIEHSADTFE S Y TTIVIDNDN
- TCGTAATAATACATCAATGAARGGCACGGTCCGTATCTTTATAGGTCCTARAGAAGACGA
- RNNTS5MZEGTV RITFTIGTPTEKTETDE
- GCGTGEATTACCTTTTACTTTCACAGAACAGAAGAATTTAATCATCGARTTCCATARCTT
- R GL PFTFERESGQEKNTLMTIETLTDEKF
- TCCTATAACACTTCAACCAGGAAAANATACGATTGAACAGARATCTACGARATCTTCAGT
- P I TL QPG GEKNTTITETSGQZEXKTSTTZEKS 8 V
- AACTATACCATTTGACACGAACTTTCCGCAACTTACATCARAATAGACCAATACCAGETCA
- T I P FERTTFZ RINILTDTEINTERTPTI GG D
- TAGTTTGGAACGATTCRATTTTTGTGGATGTGIATGGCCGCAACATATGCTTATACCARA
- § L ERFDF C G CGWZEP QHMLTITPEK
III
- ACGCARATAARCGARGGTTTTGCAATGCAACTTTTCOCTCATCOTATCAGATTATARAGATCA

- G N K E G F A M E L F V M

- TCGTETTEAACAAAATGAGCCAATTGCTTCTAAGSATGCCTCARGTTATTGTEGATTAAS
- R ¥V EQNUEVP I G CKUDW® AS S Y ¢ G L R

- AGATAGAAAGTATCCTGATGCACGAGCAATGGGATATCCATTTGATCGT CAACCTCGTGC
- D R KE Y P D A R A M &G ¥ P F D R Q P R A

- AGGTGTTGARACTTTAGCTCAATT CCTCACCGGARATATGGCGGTARCTGARGTARCAGT
- 6V E T L A Q F L T
- TCGATTTAGTGATACAATTGTACCTAGATCTAGATCTGGAAGTATARCGCAATACTTTARAC

- CTTTATGTAATGAGATTGAGTATCTTTTGAATATCTCTTGACATGGCARAT TATTGGATA
F M
- TAGACTGCTGGAATTATAATATACTTAAGATCATTAATTTGATTGACTTTTTACTTITTA
- ATATTTTAATTGTATTTCTTATTACATATATATATATATATATATATAAATCTATTGTAA
- TARAATAAAAAAAARATAAATGAGCAGTCAAAAAA AARA BARA AR
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Fig. 1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of A. mellifera proPO. Possible polyadenylation signal (AATAAA) and poly (A) " tail are
underlined. The sequence was deposited in the GenBank (GenBank accession no. AY242387). Arrow shows a possible cleavage site for proteolytic
activation of the enzyme. Conserved motifs are doubly underlined and numbered. Note in region I: copper binding site A, region II: copper binding

site B, region I1I: thiol ester region-like motif and in region 1V: a conserved motif at the C-terminal end. *Stop codon.
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Copper binding site A

Hd ProPOII
Hd_ProPOI
As_ProPOI
As_ProPOII
Aa_ProPOI
RAa ProPOIT
Ans ProPO
&b ProPOTT
Hc ProPOI
Ph POIII
Ph_POI
Ph_POII
Sb_ProPOT
Ag_ProPOI
Bm_ProPOT
Ms_ProPOI
Tm_ProPO
Hc ProPOIT
Gm_ProPOT
Bm_ProPOII
Am_ProPO
P1_ProPO

AYFREDLGINLHEWHWHLVYPFEG - AEQVVRKDRRGELFYYMHQQ
AYWREDLGINLHEWHWHLVYPTDG-GEIVTKKDRRGELFYYSHQQ
AFFREDIGVNLHHWHWHLVYPGDG - PDSVVRKDRRGELFYYMHQQ
AFFREDIGVNSHHWHWHLVYPGDG - PDSVVRKDRRGELFYYMHQQ
AFFREDIGVNLHEWHWHLVYPGDG - PDQVVRKDRRGELFYYMHQQ
AFFREDIGVNLHEWHWHLVYPGDG - PDAVVRKDRRGELFYYMHQQ
AYFREDIGVNLHEWHWHLVYPGEG - PSNVVNKDRRGELFYYMHQQ
GYFREDIGVNSHHWHWHLVYPGNG - PIEVVEKKDRRGELFYYMHHQ
AYFREDIGVNLHHWHWHLVYPGEGDM-AIVNKDRRGELFYYMHQQ
AYFREDIGVNLHEWHWHLVYPYEG- SRDLVNKDRRGELFYYMHHQ
AYFREDVGINLHEWHWHLVYPFEG-SLDIVEKKDRRGELFYYMHHQ
AYFREDLGINLHEWHWHTVYPFGG - SYKVVHKDRRGELFYYMHHQ
WYFREDLGINLHEHWHWHLIYPFEAGDRAIVNEKDRRGELFYYMHQQ
WYFREDIGVNLHEWHWHLVYPFDASNRAIVDKDRRGELFYYMHQQ
AYFREDIGINLHHWHWHLVYPFDAADRAIVNKDRRGELFYYMHQQ
AYFREDIGINLHHWHWHLVYPFDSADRS IVNKDRRGELFYYMHQQ
AYFREDLGINLHEWHWHLVYPFEA- AREVVAKNRRGELFYYMHQQ
AYFREDLGINLHEWHWHLVYPFAASQREIVAKDRRGELFFYMHSQ
AYFREDIGINLHEWHWHLVYPFEAAR-EIVKKDRRGELFYYMHQQ
AYWREDIGINLHHYHWHLVYPFTANDLS IVAKDRRGELFFYMHQQ
AYWREDIGINLHHWHWHLVYPFEG-DIRIVNKDRRGELFYYMHQQ
SYWREDFGINSHEWHWHLVYPIEM- - - -NVNRDRKGELFYYMHQQ

ikkE kok Kk kkk o kk SikokkkE R kK

Copper binding site B

Hd ProPOI
Am_ProPO
Sb_ProPOI
Hd_ProPOII
Ag_ProPOI
Tm_ ProPO
He ProPOI
Bm_ProPOT
Gm_ProPOI
Ms_ProPOI
Bm_ ProPOIT
He ProPOII
Pl_PrcPO
Ph_POI

Ph POII
Ph_POIII
Sb_ProPOII
Aa_ProPOI
Aa ProPOII
As_ProPOI
Ans_ProPO
As_ProPOII

LGNIMESS-ELSPNRQLYGNLEGFGHLMLSY IHDPRSHHLEPFGVIGDFTTAMRDPIFYRWHAFVDDVE
LGNIMEAS-ILSPNONVYGDLENFGHVAISY IHDPDHRYLESFGVMGDSATAMRDPIFYRWHAFVDDVE
LGNILESS-ITSVNRSLYGDLENMGHVF ISYAHDPDHRHLESFGVMGDSATAMRDPVFYRWHAFVDDMEF
LGNIVESS-NLSVNRTLYGDLHNMGHVFISY IHDPDHRHLETFGVMGDSATAMRDPVFYRWHAYIDDLF
LGNIIESS-ILSPNRQLYGDMHENMGHVFISYAHDPDHRHLESFGVMGDVATAMRDPVFYRWHSYIDDIF
LGNMIESS-ILSPNRTFYGDMENMGHVFISYVHDPDHRHLESFGVMGDSATAMRDPIFYRWHSYIDDIF
LGNMMEST-ILSPNRSYYGDFHNLGHVFISFAHDPDHRHLELFGVMGDSATAMRDPVFYRWHSYIDDLF
LGNLMESS-IISRNRPYYGDLENMGHVFISYSHDPDHRHLEQFGVMGDSATAMRDPVFYRWHAYIDDIF
LGNLMESS-ILSLNRGYYGDLHNMGHVFIAY SHDPDHRHLEEYGVMGDSATAMRDPVFYRWHAYIDDIF
LGNLMESS -IISPNRGYYGDLENMGHVFAAY THDPDHRHLEQFGVMGDSATAMRDPFFYRWHRFVDDVFE
LGNMLESS -ALSPNRELYGSTHNNGHSFTAYMHDPEHRYLEQFGVIADEATTMRDPFFYRWHAYIDDVFE
LGNMMEAS - ILSPNRELYGSTHNNGHSFSAYMHDLOQHRYLESFSVIADEATTMRDPFFYRWHAYIDDTF
LGDAFEADAQLSPNYLFYGDLENTGHVLLAFCHDNDNSHREEIGVMGDSATALRDPVFYRWHKFVDDIF
LGNMIEASPVLEPNFGYYGSIHNRGHMAISYCHDPDGRYLEQFAVMGDSTTAMRDPIFYRWHAFIDEFF
LGDMIEASSLLSPNFGYYGSLHNMGHMAISYCHDPVGRYLEDFAVMGDPATAMRDPIFYRWHAFIDEIF
LGNIIEGSPVLSVNYDYYGSTHNKGHMAIAYCHDPDGRYLEKFGVMGESSTAMRDPIFYRWHTYVDEFF
LGDMMECT -ILEVNPTFYGNLENEGHNAISYCHDPDARFLEDFGVMGDVTTAMRDPVFYRWHGFIDTIF
LGNIMEPS-SLEVNRQYYGSYHGNLHNI IAYSHDPEGRFLEGYGVVGEFQTAMRDPTFYRLHAQVDNMF
LGNIMEPS-SLEVNRQYYGSYHGNLHNVIAYSHDPEGRFLEGYGVVGEFQTAMRDPTFYRLHAQVDNME
LGNLMEPS-SLEINRQYYGSYHGNLHNI IAYSHDPEGRFLEGYGVVGEFQTAMRDPTFYRLHAQVDNME
LGNIMEPS-ALSVNSQYYGNYHGHMHNLIAFSHDPENRFLEGYGVVGEFQTAMRDPAFYRLHAQVDNMF
NGNLMEPN-SLEINRQIYGSLHGNVHNVIAYSHDPDNRFLEDYGVMGEVTTAMRDPTFYRCHVQIDDMF

*: Uk * * *k k% i Kk Lk ki i kiokkk kkk K .k Kk

Fig. 2. Multiple sequence alignment of the two copper bidding sites (A and B) regions of arthropod ProPOs. Conserved histidine residues (the
proposed ligands for copper ions, based on alignment with arthropod hemocyanins) are in bold. Identical amino acids residues are marked with
asterisks and other conserved residues are represented with a period or a colon. Aa: Aedes aegypti: Ag: Anopheles gambiae: Am: Apis mellifera; Ans:
Anopheles stephensi; As: Armigeres subalbatus: Bm: Bombyx mori; Gm: Galleria mellonella; He: Hyphantria cunea: Hd: Holotrichia diomphalia; Ms:
Manduca sexta; Ph: Pimpla hypochondriaca; Pl: Pacifastacus leniusculus; Sb: Sarcophaga bullata; Tm: Tenebrio molitor

Digestion of the genomic DNA with restriction
enzymes Bell and Haelll, followed by Southern blot
(Fig. 5) resulted in one band after hybridization with the
593bp probe. suggesting that only one copy of the
proPO gene is present in A. mellifera.

3.4. AmproPO expression in tissues, castes and sexes

Semiquantitative RT-PCR was performed to detect
the presence of Ampro PO transcripts and to estimate the

expression level. The amplified products were hybridized
with the 359 bp probe in Southern blots. Different levels
of AmproPQ expression were detected in integument
and hemocytes as shown by comparisons with the
internal control 28S ribosomal ¢cDNA (Fig. 6A). The
highest AmproPO expression was detected in hemocytes.
Comparative analysis of transcript levels in drones,
workers and queens at a comparable developmental
stage (Pbd pupae) revealed that females have higher
amount of AmproPO transcripts than males (Fig. 6B).
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Fig. 3. Neighbor-joining dendogram showing the relationship among the known arthropod ProPO using a crustacean (Pacifastacus leniusculus)
ProPO as outgroup. Analysis was performed with multiple alignment from amino acid sequences using ClustalW 1.8. Bootstrap values for each node
are shown. Aa: Aedes aegypti: Ag: Anopheles gambiae; Am: Apis mellifera; Ans: Anopheles stephensi; As: Armigeres subalbatus; Bm: Bombyx mori;
Gm: Galleria mellonella; He: Hyphantria cunea; Hd: Holotrichia diomphalia: Md: Musca domestica: Ms: Manduca sexta; Ph: Pimpla hypochondriaca:
PL: Pacifastacus leniusculus; Sb: Sarcophaga bullata; Tm: Tenebrio molitor.
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Fig. 4. Schematic representation of the AmproPO gene structure. A
scale bar is shown at the bottom. Exons are numbered above the bars.
Introns are the blank regions between the exons.

Among females. workers showed higher expression than
queens.

3.5, AmproPO expression during development

AmproP O expression was quantified in four larval
slages, prepupae, pupae differing in chronological age
and intensity of cuticular pigmentation, and adults using
A. mellifera actin ¢cDNA as a control. The results
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B H

~20 kb

~1.3 kb

Fig. 5. Southern blot hibridization from the Apis mellifera genomic
DNA. Thirty micrograms of genomic DNA were digested for 16 h with
restriction enzymes: Bell (B) at 50 °C and Haelll (H) at 37°C. The
digestion product was electrophoresed in 1.0% agarose gel, transferred
to nylon membrane. and hybridized with the 593 bp fluorescein labeled
probe.

i = Ampo - ‘

Fig. 6. Semiquantitative RT-PCR analysis of A. mellifera proPO
expression. (A) AmproPO transcripts were detected in samples of total
RNA isolated from thoracic integument (I) and hemocytes (H) from
worker pupae (Pbm stage). (B) Gene expression of Ampro PO in queen
(Q). drone (D) and worker (W) pupae (Pbd stage). 28S ribosomal
cDNA was used as an internal control for reverse transcription and
PCR.

showed relatively low expression in larval and pupal
stages, except in the dark pigmented pupae ready to
emerge (Pbd). Transcript amounts increased up to ~14-
fold at emergence time when compared with the larval
and younger pupal stages (Fig. 7).

4. Discussion

A cDNA for ProPO was isolated from an important
social insect, the honey bee 4. mellifera. The fully

Relative guantification of
AmproPQ transcript

8
6
3. SSD -

L2 L4 L5S PreP Pw Pb Pbd 3D 4D 12D 15D 20D

Fig. 7. Relative quantification of AmproPO transcripts by real-time
RT-PCR during honey bee worker development. Total RNA was
isolated from larvae at successive instars (L2, L3, L4, L5S), prepupa
(PreP), pupae (Pw and Pb—unpigmented pupae, and Pbd—pigmented
pupae ready to emerge) and adults (3. 4. 12, 15 and 20 days post-
emergence). Transcript abundance was calculated based on the
difference in threshold cycle (Ct) values between Ampro PO and actin
transcripts, using the relative quantification method from Applied
Biosystem (Relative Quantification of Gene Expression; ABI Prism
7700 Sequence Detection System, User Bulletin #2)

sequenced AmproP O showed an ORF of 2079 bp that
encodes a 693 amino acid ProPO protein. As described
for other insects. the deduced AmProPO protein
contains four conserved regions, illustrated in Fig. 1.
Regions I and II correspond to the copper binding sites
CuA and CuB, which are highly conserved oxygen-
binding sites, common to all invertebrate ProPOs and
other closely related proteins, such as the hemocyanins
from lower arthropods.

Region III is a thiol ester motif (GCGWPQH)
characteristic of #2-macroglobulin and of C3 and C4
complement proteins, with function in macromolecule
binding (Dodds and Day, 1996). The presence of thiol
ester motif in ProPO may be related to the function of
immobilization of invading organisms during the
process of insect defense reactions (Sritunyalucksana
et al.. 1999). The functional role of the conserved
sequence in the C-terminal end (region IV) is still
unknown. However, a similar region has been found in
arylphorin receptors, hexamerins and hemocyanins. The
high similarity and the shared domains of these proteins
suggest that they originated from a common ancestor
(Bemtema et al.. 1994; Burmester and Scheller, 1996).

A BLASTp scarch using the 693 AmproPO amino
acid sequence as query entry showed high similarity to
the ProPOs of other insects, with higher values
(63-61%) for dipteran (M. domestica, A. gambiae and
S. buflata) and coleopteran ProPOs (H. diomphalia and
T. molitor). In contrast to POs from other insects, which
are synthesized in the form of inactive proenzymes. the
PO isoforms [rom the hymenopteran P. hypochondriaca
are constitutively active. Amino acid sequence analysis
ol these constitutive isoforms revealed the absence of
sequences for proteolytic activation, typical of the
proenzyme. Moreover. the venom POs showed the
signal peptide sequences necessary for secretion [rom
endoplasmic reticulum, whereas ProPOs do not have
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such sequences thus suggesting that they are released
into the hemolymph by hemocyte rupture (Kawabata et
al., 1995:; Talt et al., 2001). Database searches revealed
lower similarity between AmProPO and P. hypochon-
driaca PO isoforms (POI-—352%, POII-—50%, POIII

47%) than between AmProPO and other insect orders.

Neighbor-joining analysis showed that POs of

P. hypochondriaca and AmProPO clustered into two
distinct groups. These results show that the unique
characteristics of P. hypochondriaca POs not only
separate them [rom dipteran, coleopteran, and lepidop-
teran ProPOs, but also from ProPO of the hymenopter-
an A. mellifera.

The general topology of the tree shown in Fig. 3 is
similar to previously published molecular phylogenies
(Park et al., 1997; Miiller et al., 1999; Sritunyalucksana
et al., 1999; Cui et al., 2000; Parkinson et al., 2001).
Lepidopteran, dipteran and coleopteran ProPOs were

separated m distinct groups and with exception of

A. gambiae and S. bullata ProPOI, and M. domestica
ProPO, the degree ol sequence idenlity was generally
greater within orders than among orders. AmProPQ
plus dipteran and coleopteran ProPOs grouped to-
gether. This closest relationship may become better
resolved as more hymenopteran proPO genes are
described and included in the analysis. The phylogenetic
analysis also showed that lepidopteran ProPOI and
ProPOII fell into two groups. The fact that ProPO
subunits of a single species are less similar to each other
than to those of other species led Cui et al. (2000) to

suggest the occurrence of duplication and divergence of

the proPO gene prior to lepidopteran speciation. Multi-
ple duplications events were also proposed to explain the
diversity of members and evolution of the anopheline
ProPO family (Miiller et al., 1999).

Southern blot analysis of digested genomic DNA of

A. mellifera suggests the existence of only one proPO
gene in this species. It is unlikely that we may have
missed other proPO genes since the probe contains the
sequence coding for the copper binding site (CuB)
present in all known ProPOs. Using this same proce-
dure, the existence ol only one gene was also proposed
for H. cunea (Park et al., 1997). In contrast, in
A. stephensi, there seems Lo be more than one proPO
gene (Cui et al., 2000). Further evidences that the ProPO
of A mellifera is encoded by a single gene is the
presence of only one contig (GenBank accession no.
AADGO1015613) for this protein in the bee genome
data bank (http://hgsc.bem.tme.edu/projects/honeybee/),
and the existence of a single PO activity in hemocyles
(Zufelato et al., 2004).

The genomic sequence of ProPO is known for only a
few insects (A. gambiae—Ahmed et al., 1999; A
aegypti-—Taft et al., 2001; Drosophila melanogaster
Chase and Sugumaran, 2001). In A. mellifera, the
genomic sequence is composed of 4092 nucleotides,

which include a putative promoter and nine exons. The
conserved regions [ (CuA), III and IV are encoded by
exons 1V, VIIL. and IX. respectively. In contrast to
A. gambiae, where the copper binding site CuB is
encoded by only one exon (exon 3) (Ahmed et al.. 1999).
the A. mellifera CuB site (region II) is encoded by two
separate exons (V and VI).

Although ProPO proteins, as well as the ProPO
activating system, have been consistently identified in
the cuticle of different insects (Lai-Fook, 1966; Ashida
and Brey, 1998; Asano and Ashida, 2001a), Northern
blots failed to demonstrate the presence of proPO
transcripts i the epidermis of B. mori (Asano and
Ashida, 2001a). This has led to the assumption that this
enzyme is transported from the hemolymph (where
the transcript was identified) to the cuticle through the
epidermis (Asano and Ashida, 2001a). Evidence for
this transport was obtained for B. mori (Asano and
Ashida, 2001b). Using semiquantitative RT-PCR, we
observed pro PO transcripts in the integument (epidermis
plus cuticle) of honey bees. However, we cannot
completely exclude the possibility of integument con-
tamination by adhered hemocytes. although integument
pieces have been carefully washed in saline before being
processed for RT-PCR. The detection of proPO
mRNAs in the epidermis of A. stephensi by in situ
hybridization (Cui et al., 2000), and additional data
showing proPO expression in the midgut of 4. gambiae
(Miiller et al., 1999), and in fat body of 4. stephensi (Cui
et al., 2000) suggest other sites ol ProPO synthesis
besides hemocytes.

Workers. queens and drones showed high, intermedi-
ary and low AmproPO expression levels, respectively.
Particularly interesting was the detection of distinct
levels of AmproPO transcript in the female castes. Adult
workers and queens differ considerably from each other
in terms ol morphology, physiology. biochemistry and
behavior. These differences reflect the divergence in the
patterns of gene expression at the end of the larval stage
(Evans and Wheeler, 2000). It is known that all young
A. mellifera larvae have the potentiality to develop as a
queen or as a worker. Caste dimorphism is primarily due
to differences in the quantity and quality of food
received by the larvae. which results in marked
differences in the synthesis and fluctuation of juvenile
hormone and ecdysteroids. and ultimately in the caste-
specific regulation of gene expression (Hartfelder and
Engels, 1998). Thus, genes that are potentially func-
tional in workers were observed to be repressed in
queens (Severson et al., 1989; Corona et al.. 1999; Evans
and Wheeler. 1999, 2000: Hepperle and Hartfelder,
2001; Guidugli et al., 2004). Given the higher AmproPO
transcriptional activity observed in worker bees, we are
led to consider whether this gene could have additional
functions in physiological processes inherent to workers,
but not to queens.
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AmproPO is constitutively expressed during honey
bee ontogenesis. Its expression was detected in L2, L3,
L4 and LS larval instars, prepupae, unpigmented pupae
(Pw and Pb), and pigmented pupae (Pbd), and in 3, 4,
12, 15 and 20 day-old adult workers. In the lepidopteran
H. cunea, proPO mRNAs were not detected in pupae
(Park et al., 1997). although expression has been
observed in other stages of development. In A. gambiae,
the expression of six proP O genes at different stages of
development was assessed using RT-PCR (Miiller et al..
1999). These genes were not expressed coordinately,
but showed distinct temporal profiles of expression.
Explanations for these differences will be possible only
when more encompassing data on proPO gene expres-
sion and PO function during ontogenesis become
available.

The fact that AmproPO transcripts were detected in
all developmental stages but were present in higher
amounts in adult bees is of interest. Larvae and pupae
develop well protected inside the colony, whereas adult
workers are exposed to adverse environmental condi-
tions during their foraging activity. It is thus possible
that the larger quantity of transcript (and zymogen) in
adult bees may be necessary for a higher efficiency in the
defense response. In addition, it is known that cuticular
melanin exerts a protective effect against UV damage
(Gunn, 1998), and is important for thermoregulation
(Ellers and Boggs, 2004), and this could explain the
increased amount of AmproPO transcript in adult
workers.

In our laboratory, a PO activity was recently
characterized in hemolymph of A. mellifera (Zufelato
et al., 2004). The molecular mass of the single
A. mellifera PO (70 kDa) closely corresponds to that of
the cleaved protein (74 kDa) deduced from the nucleo-
tide sequence (this paper). Antibodies raised against the
hemolymph PO detected this protein also in integument
(Colonello et al., 2003), suggesting that in addition to its
well-known function in the defense against invading
agents, this enzyme also participates in cuticle pigmen-
tation and sclerotization. The coincidence between the
initiation and mtensification of melanin deposition into
the pupal cuticle and the increase of both, PO specific
activity (Zufelato et al., 2004) and amount of AmproPO
transcripts (this paper), cause this consideration to be
quite pertinent.

Treatment of A. mellifera with 20-hydroxyecdysone
(20E) resulted in changes in the timing and intensity of
cuticle melanization (Zufelato et al., 2000). The process
of cuticular pigmentation in honey bees is thus regulated
by this hormone, similar to the corresponding process in
M. sexta (Curtis et al., 1984; Hiruma and Riddiford,
1988). During honey bee development, the ecdysteroid
titers reach the highest level approximately in the middle
of the pupal stage. just before the initiation ofl cuticle
pigmentation (Feldlaufer et al., 1985; Rembold, 1987;

Zufelato et al., 2000; Pinto et al., 2002), suggesting that
exposure to a high titer of endogenous ecdysteroids is
essential to induce melanin synthesis in the epidermis. In
fact, an increase in AmproPO transcripts was observed
in pupae injected with 20E, using RT-PCR and real-time
RT-PCR (Zuflelato et al., 2004). Complementing these
data, we are here showing that the amount of AmproPO
transcripts naturally increases at the end of the pupal
stage following exposure to the endogenous ecdysteroid
peak. We are also showing that the transcript abun-
dance continues to increase even after ecdysteroid level
has declined to basal values, in newly emerged and
young adult honey bee workers. These data are
consistent with the observations made in M. sexta and
in flies (Hiruma and Riddiford, 1990; Fragoulis and
Sekeris, 1975; Kraminsky et al., 1980) that a peak of
ecdysteroid is necessary to induce genes involved in
cuticle melanization.

In conclusion, cloning and sequencing of a proPO
gene permitted the study of its expression in an
important species representative of eusocial insects.
Besides contributing to the investigation of differential
gene expression in castes and sexes (a fascinating aspect
of the biology of insects living in communities), the
present study opens perspectives for the determination
of AmproPO expression in response to pathogens and
parasites that may infest adult bees or immature stages.
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Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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