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Resumo

SILVA-TORRES, F.A. Genes codificadores de peptideos relacionados a ecdise
e ao controle da sintese do hormonio juvenil e de ecdister 6ides em Apis mellifera.
2009. 136 p. Tese de Doutorado — Departamento de Genética, Faculdade de Medicina
de Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2009.

As mudas larvais e a metamorfose tornam possivel aos insetos mudar de forma
durante o ciclo de vida. Assim, adém de permitirem que se adaptem a mudancas
ambientais, entrando por exemplo em dorméncia em diferentes estdgios do
desenvolvimento, também possibilitam polifenismo, sendo estes manifestacoes
fenotipicas divergentes a partir de um mesmo gendtipo. A progressdo ordenada das
mudas depende dos ecdisterdides (ECD) e do horménio juvenl (HJ), produtos de
glandulas enddcrinas protorécicas e retrocerebrais, respectivamente, que, por sua vez,
tém a sua atividade controlada por neuropeptideos. Neste contexto, nosso objetivo
principal foi caracterizar a estrutura e expressdo dos genes alatostatina (Amel-AS),
inibidor da sintese de HJ; bombixina (Amel-bomb), potencia estimulador da sintese de
20E (principal ecdisterdide dos insetos); eclosion hormone (Amel-EH) e ecdysis-
triggering hormone (Amel-ETH), promotores dos comportamentos pré-ecdise e ecdise;
e peroxidase (Amel-PXD), que participa do processo de esclerotizacdo da cuticula nova
apos o desprendimento da cuticula velha. Além disso, através de estudos de aplicactes
hormonais de HJ e 20E, ligadura abdominal e cultivo de tegumentos com 20E in vitro,
comprovamos as agoes destes hormonios sobre 0s genes estudados.

A partir da seqiiéncia do genoma de A. mellifera (Honeybee Genome Sequencing
Consortium, 2006) foi realizado o sequienciamento dos cDNAS referentes aos genes em
estudo, com excecdo de Amel-ETH, que j& havia sido sequenciado e depositado no
GenBank (NM_001142607). A estrutura e arquitetura dos genes foram caracterizadas, e
com excegao de Amel-ETH e Amel-PXD, todos séo formados por 2 exons e 1 intron. Os
tamanhos das sequéncias de aminoécidos deduzidas variam de 73 aminoécidos para a
bombixina até 678 aminoacidos para a peroxidase. Dos motivos e dominios
caracteristicos destes peptideos foram localizados os motivos YSFGL e YHFGL, que
classificam a alatostatina de A. mellifera como do tipo-A; os dominios: insulin/insulin-

like growth factor/relaxin (pfamcl02453) na sequéncia da bombixina; eclosion hormone
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(pfam04736) na sequiéncia de eclosion hormone; e animal peroxidase (pfam03098) na
sequéncia da peroxidase.

As taxas de transcricdo dos genes agui descritos foram analisados em cérebro,
ovério e corpo gorduroso de operarias recém-nascidas. Transcritos de Amel-AS foram
identificados principalmente no cérebro e menos intensamente nos ovarios. Transcritos
de Amel-EH foram localizados somente no cérebro. Transcritos de Amel-bomb e Amel-
PXD foram encontrados em todos os tecidos, embora em niveis baixos no caso de Amel-
bomb. Transcritos de Amel-ETH n&o foram encontrados nesses tecidos. Analisamos
entdo cDNAs de células Inka de larvas e encontramos transcritos de Amel-ETH.

Os niveis de transcritos dos genes estudados sdo modulados durante a
metamorfose. A presenca de transcritos de Amel-AS esta restrita a fase pupal, onde ha
baixos titulos de HJ. Transcritos de Amel-bomb sdo encontrados em estégios onde ha
altos titulos de 20E, proximos a pupagdo. Transcritos de Amel-EH, Amel-ETH e Amel-
PXD sdo identificados nas fases em que os titulos de 20E estdo em declinio. Com a
finalidade de investigar se esses genes sdo regulados por horménios, foram realizados
experimentos de manipulacdo hormonal. HJ foi aplicado em larvas e pupas, 20E foi
injetado em pupas e usado para cultivo de tegumentos in vitro. Também foi realizado o
experimento de ligadura abdomina em pupas. Os resultados indicam que 20E estimula
a transcricdo de Amel-AS, e inibe a transcricdo de Amel-bomb. Um pulso de 20E e seu
posterior declinio sd0 necessérios para a transcricdo de Amel-EH, Amel-ETH e Amel-
PXD. Jao HJ estimula atranscricdo de Amel-ETH e inibe a de Amel-EH.

Em conjunto os resultados mostram que as estruturas dos genes sdo conservadas
de modo geral, se comparadas as mesmas sequéncias em outros insetos. Os perfis de
expressdo dos genes ao longo do desenvolvimento sdo compativeis com os de outros
insetos ja descritos. Os genes estudados séo modulados principa mente pelos titulos de
20E, e somente Amel-EH e Amel-ETH também pelos titulos de HJ. Estudos destes genes

em abelhas devem contribuir para o conhecimento da metamorfose dos insetos sociais.

Palavras-chave: Apis mellifera. Metamorfose. Alatostatina. Bombixina. Eclosion
hormone. Ecdysis-triggering hormone. Peroxidase cuticular. Ecdisteroidogénese.

Hormonio Juvenil.
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Abstract

SILVA-TORRES, F.A. Genes codifying for ecdysis related peptides and for
the control of JH and 20E synthesis in Apis mellifera. 2009. 136 pp. PhD. Thesis —
Departamento de Genética, Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto, Universidade de
S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 20009.

The larval molts and metamorphosis enable insects to change form during their
life cycles. This permits them to adapt to environmental changes, for example by
entering into dormancy states during different stages of their life cycles, as well as to
express polyphenisms, that is different phenotypes as manifestations of the same
genotype. The coordinated progression of molts depends on ecdysteroids (ECD) and
juvenile hormone (JH) produced by the prothoracic and by retrocerebral glands,
respectively. The activity of these glands themselves is controlled by neuropeptides.

In this context our main objective was to characterize the gene structure and
expression of allatostatin (Amel-AS), a JH biosynthesis inhibitor; bombyxin (Amel-
bomb), a potential 20E (the main insect ecdysteroid) biosynthesis stimulator; eclosion
hormone (Amel-EH) and ecdysis-triggering hormone (Amel-ETH), both trigger the pre-
ecdysis and ecdysis behaviors; and peroxidase (Amel-PXD), which participates in the
sclerotization process from the new cuticle, after the shedding of the old one.
Addtionally, we investigated the actions of these hormones on the above listed genes by
JH and 20E treatments studies, abdmoninal ligature and in vitro incubation of
integument with 20E.

Based on the A. mellifera genome sequence (Honeybee Genome Sequencing
Consortium, 2006) we sequenced the cDNAs of these genes, with the exception of
Amel-ETH that had been aready sequenced and deposited in GenBank
(NM_001142607). The structure and architecture of these genes was characterized,
showing that, with the exception of Amel-ETH and Amel-PXD, all are composed of two
exons and one intron. The deduced amino acid sequences varied in size between 73
amino acids for bombyxin and 678 amino acids for peroxidase.

We located the following characteristic motofs and domains: the YSFGL and
YHFGL motives which are typical for the type-A alatostatins, and the insulin/insulin-
like growth factor/relaxin (pfamcl02453) in the bombyxin sequence; eclosion hormone
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(pfam04736) in the eclosion hormone sequence; and animal peroxidase (pfam03098) in
the peroxidase sequence.

The transcription rates of these genes were analyzed for brain, ovary and fat body
tissue of newly-emerged workers. Amel-AS transcripts were identified mainly in the
brain and only to alesser extent in the ovaries. Amel-EH transcripts were detected in the
brain only. Amel-bomb and Amel-PXD were found in all tissues, although the levels for
Amel-bomb were rather low. Amel-ETH transcripts were detected exclusively in the
Inka cells of larvae.

The transcript levels of the studied genes vary during metamorphosis. The
presence of Amel-AS transcripts was restricted to the pupal stages, where JH titers are
basal. Amel-bomb transcripts were found shortly before pupation, when 20E titers are
high. Amel-EH, Amel-ETH and Amel-PXD were detected in stages where the 20E titers
are declining. With the purpose of investigating whether and how these genes may be
regulated, we performed hormone manipulation experiments by topicaaly applying JH
to larva e and pupae, injecting 20E into pupae, and by culturing integument in vitro in
the presence of 20E. In addition, we performed abdominal ligation experiments in
pupae. The results indicate that 20E may stimulate Amel-AS and inhibit Amel-bomb
transcription. A 20E peak and its posterior decline seem to be necessary for Amel-EH,
Amel-ETH and Amel-PXD transcription. JH apparently stimulates Amel-ETH
transcription and inhibits Amel-EH transcription.

Taken together, the results show that the genes are conserved structurally in a
general manner when compared to their orthologs in other insects. The developmental
expression profile of these genes are in accordance with t. The studied genes are
modulated primarily by 20E, and only Amel-EH and Amel-ETH are also affected by the
JH titers as well. Studies of these genes in honeybees may, thus, contribute to the
knowledge on metamorphosis in social insects, especially on how polyphenisms are

generated.

Key-words: Apis mellifera. Metamorphosis. Allatostatin. Bombyxin. Eclosion
hormone. Ecdysis-triggering hormone. Cuticular peroxidase. Ecdisteroydogenesis.

Juvenile hormone.
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Abelhas Apis mellifera

O género Apis ¢ nativo da Eurasia e Africa. A espécie mais conhecida ¢ a abelha
melifera comum, Apis mellifera, que foi introduzida na maior parte do mundo como
produtora de mel e cera, bem como pela sua atividade de polinizadora (Michener, 1974).
No Brasil, primeiramente ocorreu a introdugdo da subespécie Apis mellifera mellifera,
original da Alemanha, em 1839, na regido Sul. Em 1870 foi trazida também para o Sul
do pais, a subespécie A. mellifera ligustica, original da Italia. Mais tarde, em 1956, foi
trazida a abelha africana A. mellifera scutellata. A abelha africana, na natureza, se
reproduziu com as abelhas européias, formando um hibrido, que denominamos abelha
africanizada, hoje encontrada em todo o pais e em grande parte do continente americano
(Lionel Segui Gongalves, comunicacgao pessoal).

As abelhas desta espécie vivem em colonias compostas de milhares de individuos
e pertencem a um grupo altamente social dentre os Hymenoptera (Winston, 1987),
caracterizado pela divisdo de trabalho, diferenciacdo de castas e sobreposi¢do de
geragdes. Em uma coldnia de A. mellifera sao encontrados trés tipos de individuos: os
zangoes, a rainha e as operarias, os quais exercem papéis distintos nessa sociedade,
cuja determinacdo de sexo ocorre por haplodiploidia (Figura 1). Os zangdes, que se
desenvolvem a partir de ovos ndo fertilizados, sdo os machos aos quais compete
principalmente a atividade reprodutiva. Dentre as fémeas, que se desenvolvem a partir
de ovos fertilizados, existe duas castas: rainha e operaria, cuja determinagdo depende do
tipo de alimentacao recebido durante a fase larval. As larvas de rainhas sdo alimentadas
apenas com geléia real (mistura de secregdes glandulares), enquanto que as larvas de
operarias sdo alimentadas com geléia real até o terceiro estagio larval, passando a seguir

para uma mistura de secre¢des glandulares suplementada com pdélen e néctar (Rembold,
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1987a). Essa diferenga na alimentagao larval ocasiona diferengas nos titulos de
hormonio juvenil (HJ), um dos principais hormonios dos insetos, entre as duas castas
(Rembold, 1987b). As diferengas que a partir deste momento se estabelecem entre as
rainhas e as operarias abrangem a morfologia, a fisiologia e o comportamento (Evans &
Wheeler, 2000).

A rainha é a unica fémea fértil capaz de ser fecundada e, além da fungdo
reprodutiva, ¢ capaz de manter a organizagao social da colonia através dos feromonios,
sintetizados por glandulas especiais. Esse controle exercido por sinais quimicos,
também influencia na fisiologia das operarias, fazendo com que permanecam estéreis
(Michener, 1974). As operarias realizam todo o trabalho de manutencdo da colméia,
incluindo alimentacdo da cria e da rainha, construgdo de favos, coleta e processamento
do alimento, defesa e limpeza da colonia e muitas outras tarefas. A divisao do trabalho
entre as operarias esta relacionada com a idade das mesmas e compreende tarefas intra e

extra nidais (Winston, 1992).
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Geléia real

Geléia de operéria
+ polen + mel

Figura 1 — Diferenciagdo de castas e sexos numa colonia de 4. mellifera (modificado de

Winston 2003).
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M etamor fose

O fenémeno da metamorfose consiste em uma drastica reorganizagdo do
desenvolvimento, neste uma forma larval imatura se transforma em uma adulta
(Gilbvert, 1996). A larva possui caracteristicas unicas muito diferentes das do adulto,
freqlientemente assumindo formas especializadas para o exercicio de alguma fungao,
como o crescimento. Durante a metamorfose, os processos do desenvolvimento sdo
modulados por hormdnios especificos, como conseqiiéncia, o organismo altera sua
forma, fisiologia e comportamento para se preparar para um novo modo de existéncia
(Gilbert, 2006).

O processo metamorfico nos insetos ocorre dentro do contexto dos ciclos de
crescimento caracterizados por mudas, ou seja, substitui¢do periddica da velha cuticula
por uma nova, recém sintetizada. Ha trés condi¢cdes metamorficas nos insetos:
ametabola, hemimetabola e holometabola (Nijhout, 1994). As abelhas possuem a
condicdo holometabola. Como todos os insetos holometdbolos, padrdes corporais
distintos - embrionario, larval, pupal e adulto — emergem sucessivamente durante a
ontogénese da abelha (Figura 2) (Michelette & Soares, 1993).

O ciclo de muda e a metamorfose s3o processos ligados ao crescimento e nutri¢do.
Um conjunto de variaveis fisiologicas e ambientais afeta esses processos. O controle e a
coordenacdo desses episodios de rapida mudanga no desenvolvimento sdo feitos por um
conjunto de hormonios, cujos principais sdo o HJ e os ecdisterdides (ECD) (Nijhout,

1994).
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Desenvolvimento de abelhas operarias

pupas faratas adultas faratas
Ovo 1°- 4" instares larvais 5" instar larval estagio pupal adulto
Iﬁ’—" [S — Jr [S - VRS — vy
72h 80h 110h 8,5 dias
Y A\ Y
eclosao muda metamorfica emergéncia

Figura 2 — Ontogénese de abelhas operarias. Eclosdo da larva, muda metamorfica e
emergéncia da abelha adulta s3o eventos que indicam a mudanca de uma etapa para a
outra no decorrer do tempo. Esquema redesenhado a partir de Winston (1987). A
duracdo das etapas foi obtida de Michelette e Soares (1993).
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Alatostatina: relacdo com HJ e outr os aspectos

O HJ ¢ provavelmente o hormdénio mais versatil do reino animal. Isto ocorre
devido a suas fungdes pleiotropicas: orquestrando a metamorfose junto com o hormonio
indutor da muda, ECD; regulando a reproducdo e gerando polimorfismos sofisticados
em insetos sociais (Hartfelder, 2000). O HJ governa a maioria dos aspectos da
integracao dos insetos com o ecossistema e afeta parametros decisivos da sua historia de
vida. Visdes emergentes a partir de estudos em insetos sociais indicam que o papel do
HJ esta profundamente bem estabelecido em praticamente todos os aspectos da vida
social, afetando a geragdo ndo apenas de diferentes morfos, mas também na organizagao
neural e resultando numa plasticidade comportamental (Hartfelder, 2000). O sitio
praticamente exclusivo de sintese do HJ s@o os copora allata (CA), um par de glandulas
localizadas no complexo retrocerebral ligado ao cérebro via dois ou trés pares de nervos
(Hartfelder, 2000).

O controle dos CA via nervos descendentes foi proposto e os principais agentes,
os neuropeptideos alatostaticos (inibidores da sintese de HJ), foram identificados ha 20
anos primeiramente na barata Diploptera punctata (Woodhead et al., 1989).

Neuropeptideos com atividade alatostatica foram isolados e caracterizados de uma
variedade de espécies de insetos. Esses peptideos podem ser classificados em trés
diferentes familias peptidicas, baseado na similaridade de suas seqiiéncias cujos
membros freqlientemente possuem fungdes similares (Audsley et al., 2008): 1- Tipo-A,
a superfamilia YXFGL-amida alatostatina (alatostatinas das baratas); 2- Tipo-B, as
W(Xs)W-amida alatostatinas (alatostatinas dos grilos); e 3- Tipo-C, as alatostatinas de

Lepidoptera (Manduca sexta).
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Além de inibir a sintese de HJ, as alatostatinas t€ém funcao pleiotropica e sao
encontradas em diversos tecidos além do cérebro, como intestino e sistema muscular,

por exemplo (Audsley et al., 2008).

Os Ecdisterdides

O hormonio esterdide polihidroxilado, 20-hidroxiecdisona (20E) é o principal
fator regulador da muda e metamorfose. 20E ¢é produzido a partir da ecdisona. O
horménio protoracicotropico (PTTH), um neuropeptideo do cérebro, regula a fisiologia
da glandula protoracica, onde 20E ¢ produzido (Rybczynski, 2005).

O PTTH ¢ um hormonio que esta caracterizado completamente apenas em poucas
espécies de Lepidoptera (Wei et al., 2005; Sehnal et al., 2002; Sauman & Reppert, 1996;
Kawakami et al., 1990). Embora métodos de biologia molecular tenham sido
empregados com éxito para clonar o cDNA relativo ao gene codificador do PTTH em
inameros Lepidoptera; o mesmo sucesso ndo ocorreu na identificacdo desse gene em
outras ordens de insetos. Isto pode indicar que “PTTHs” com diferentes propriedades
estruturais ainda precisam ser identificados (Gidde & Hoffmann, 2005).

Duas espécies de Lepidoptera, Bombyx mori e M. sexta, foram as primeiras
espécies modelo no estudo da endocrinologia da muda e metamorfose dos insetos.
Evidéncias sugeriam que, nestas espécies, a atividade PTTH era exercida por duas
proteinas de pesos moleculares distintos, um de 4-7 kDa (PTTH pequeno) e o segundo
de 20-30 kDa (PTTH grande). O primeiro trabalho com extrato de cérebro de B. mori
utilizou um ensaio cruzado para determinar a atividade do PTTH. Esse ensaio utilizou
pupas de Samia cynthia ricini descerebrada, os resultados sugeriram que o PTTH de B.

mori mais efetivo era 0 4K-PTTH, a proteina menor. Porém, o mesmo ensaio feito em
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pupas de B. mori sem cérebros, mostrou que o PTTH efetivo nesta espécie ¢ a
molécula maior, enquanto que o PTTH pequeno nao foi efetivo em doses fisioldgicas
(Ishizaki et al., 1983a; Ishizaki et al., 1983b). Este resultado foi confirmado quando os
PTTHs pequeno e grande foram usados para estudo de seus efeitos ecdisteroidogénicos
in vitro em glandulas protoracicas de B. mori (Kiriishi et al., 1992). A molécula maior
de PTTH ¢é denominada, em publicagdes recentes de 22K-PTTH, ou simplesmente
PTTH. A molécula menor ¢ denominada bombixina (Rybczynski, 2005).

Em todos os casos em que ja foi determinada a seqiiéncia do cDNA da
bombixina, os peptideos maduros deduzidos da andlise desses cDNAs consistem de
cadeias A e B cujas seqiiéncias mostram homologia com as da insulina, ¢ suas
moléculas precursoras exibem a mesma organizacao do dominio da pré-proinsulina. Os
padrdes gerais dos peptideos insulina-relacionados dos ndo vertebrados e seus genes
sdo, portanto, bem conservados. Mas, a seqiiéncia de aminoacidos e as estruturas
génicas desses peptideos mostram variedade maior do que as insulinas dos vertebrados
(Kimura-Kawakami et al., 1992).

A bombixina tem um efeito semelhante ao PTTH quando administrada ao
Lepidoptera S. cynthia. O desenvolvimento adulto, suspenso nas pupas de S. cynthia
por remogdo do cérebro, pode ser retomado por inje¢do de bombixina (Ishizaki &
Ichikawa, 1967) através da agdo trofica desta proteina nas glandulas protoracicas que
dirigem a sintese e liberacdo de ecdisona (Nagasawa et al, 1984). Em B. mori a
quantidade de bombixina no cérebro aumenta significativamente perto da pupagao,
onde ha um pico nos titulos de 20E (Adachi et al., 1989). Estes dados tornam a

bombixina interessante no estudo da regulagdo de 20E.
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Genesrelacionados a ecdise

O sucesso da ecdise depende de uma expressdo coordenada de genes, controlada
por ECDs e HJ responsaveis pela formacdo da nova cuticula e outros tecidos
apropriados ao proximo estagio do ciclo de vida. Os ECDs disparam uma cascata de
sinalizacdo peptidica que regula a seqiiéncia da ecdise ao fim da muda. Niveis elevados
de ECDs trazem um fim a intermuda e o inicio da muda associada com a produgdo da
nova cuticula (Zitnan & Adams, 2005). A seqiiéncia de eventos fisioldgicos e
comportamentais que precedem a ecdise ¢ estereotipada, e estd sob o controle de
esteroides e hormonios peptidicos (Park et al., 2002). Ao final de cada ciclo de muda, os
insetos realizam comportamentos estereotipados espécie-especificos para liberar a
cuticula do estagio anterior num processo denominado ecdise. Um outro termo, eclosao,
¢ reservado para a ecdise do adulto (Mesce & Fahrbach, 2002).

A seqiiéncia da ecdise ¢ constituida pelas seguintes fases:

1 — Alimentacdo e crescimento: se inicia logo ap6s a ecdise do estagio anterior;

2 — Inicio da muda induzido por aumento nos niveis de ECDs junto com HJ
para regular a expressao génica importante para o desenvolvimento do novo fenétipo;

3 — A ecdise propriamente dita, regulada por diminuicdo dos niveis de
esteroides e secrecdo de hormonios peptidicos;

4 — Término da muda durante processos pos-ecdise, importante para a defini¢ao
da forma do novo estagio.

A seqliéncia da ecdise ¢ regulada por uma cascata de sinaliza¢des peptidicas,
entre estas, Eclosion hormone (EH), um peptideo que induz a eclosdo, produzido nas
células ventro-medianas do cérebro (VM) e Ecdysis-triggering hormone (ETH)

secretado pelo sistema endodcrino epitraqueal e pelas células Inka. O ETH age
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diretamente no sistema nervoso central (SNC) e ativa pequenos circuitos neuronais
da pré-ecidse e ecdise. Outros neuropeptideos, como corazonina, FLRFamidas e
peptideos mioinibitorios estdo envolvidos na coordenagdo da seqiiéncia da ecdise
(Zitnan & Adams, 2005).

Para a ecdise ter sucesso, ela deve ocorrer no momento apropriado relativo a
digestao da cuticula velha regulada pelo ECD que ocorre no final da muda. Uma vez
que a ecdise se iniciou, entretanto, ndo pode ser interrompida ou reiniciada (Ewer et
al., 1997)

O EH foi o primeiro peptideo identificado como um iniciador da ecdise (Zitnan
& Adams, 2005). Funciona tanto como um hormoénio circulatério quanto como um
neuromodulador dentro do SNC. EH estimula a liberacdo de ETH pelas células Inka
(Kingan et al., 1997). ETH age diretamente no SNC iniciando uma cascata de
neuropeptideos que regula passos seqiienciais na ecdise, incluindo a liberagdao de EH
tanto na hemolinfa quanto no SNC (Figura 3) (Zitnan & Adams, 2005).

As células Inka liberam seu conteido hormonal na hemolinfa, e assim ¢é
iniciada e regulada a ecdise da cuticula velha. Nos insetos holometabolos as células
Inka persistem no adulto e continuam a produzir ETH e outros hormonios
relacionados. A via de sinalizagdo de ETH ¢ conservada em diferentes grupos de

insetos e talvez em todos os insetos (Zitnan & Adams, 2005).
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Morton, 1996).

Figura 3 — Modelo proposto para as interagdes de EH e ETH e seus papéis em
desencadear os comportamentos de pré-ecdise e ecdise. (modificado de: Hesterlee &



Introducdo 13

Per oxidase e a escler otizacdo da cuticula

A cuticula cobre o corpo inteiro dos insetos como uma barreira efetiva entre o
animal ¢ o meio externo; fornece protecdo contra dessecagdo, microorganismos e
predadores, e como um exoesqueleto funciona como locais de ligacdo aos musculos. A
esclerotizacao da cuticula ¢ um processo quimico no qual certas regides da cuticula do
inseto sdo irreversivelmente transformadas de um material flexivel em uma estrutura
mais rigida, cuja matriz de proteinas ¢, até certo ponto, indeformavel e resistente a
degradagdo enzimatica (Andersen, SO, 2005).

Durante o processo de esclerotizagdo, ocorre a oxidagao de catecol para o-quinona.
A existéncia de varias rotas diferentes para este processo pode ser vantajosa para o
inseto, especialmente se elas podem ser reguladas independentemente em varias regides
do corpo. A atividade da peroxidase pode fornecer uma rota alternativa. A atividade
peroxidase ja foi demonstrada na cuticula, além de intracelularmente em outros tipos
celulares (Andersen, 2005). A distribuicido de uma peroxidase associada com a
formagao de uma cuticula rigida foi estudada na larva em desenvolvimento de Calpodes
ethlius (Lepidoptera). A peroxidase ocorre em granulos de varios tipos celulares. Foi
encontrada também nas vesiculas secretoras que liberam seu conteido para produzir a
cuticula na superficie apical (Locke, 1969).

A enzima peroxidase catalisa a oxidag¢do de residuos de tirosina das proteinas em
radicais tirosina, que interagem para formar ditirosina, levando, com isso, a ligagcdo
cruzada de proteinas (Heinecke et al., 1993). A peroxidase foi encontrada catalisando a
formagao de ligagdes cruzadas de tirosina em nematddios como Gordius villoti (Brivio
et al., 2000) e Brugia pahangi (Sayers et al., 1984). Além disso, foi observada que a

peroxidase catalisa essas ligagdes in vitro na presenca de peréxido de hidrogénio em
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Caenorhabditis elegans (Lassandro et al., 1994). O uso de RNAI1 para estudo da fungao
de uma peroxidase expressa nas células abaixo da cuticula de larvas de C. elegans
resultou em anormalidade grosseira na cuticula, devido a desestabilizacdo da matriz
celular cuticular (Edens et al., 2001).

Além disso, as quinonas presentes no processo de esclerotizacao, e seus derivados
passam por reagdes redox e geram espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen
species - ROS), potencialmente citotoxicos para tecidos endogenos (Ottaviani, et al.,
2002). Evidéncias sugerem que ROS causa dano a todas grandes classes de
macromoléculas bioldgicas, levando a oxidagdo protéica, peroxidag¢do lipidica,
modificacdo de base de DNA e quebras nas fitas de DNA (Limauro et al., 2006). Como
protegdo contra ROS toéxico, organismos aerdbicos desenvolveram um numero de
sistemas antioxidantes que funcionam como mecanismos de prote¢do, especialmente
superoxido dismutases, catalases, peroxidases, tioredoxina e glutationa (Storz & Imlay,
1999).

O estudo de uma peroxidase relacionada a cuticula e conseqiientemente ao
processo de esclerotizacdo ¢ importante como complemento ao estudo dos processos de
ecdise de insetos.

Assim, com base no genoma de 4. mellifera (Honeybee Genome Sequencing
Consortium, 2006), foi possivel a obtengdo dos cDNAs totais dos genes alatostatina,
bombixina, eclosion hormone ¢ seqlienciamento parcial do cDNA de uma peroxidase
com papel na esclerotizagcdo da cuticula da abelha. O gene ecdysis-triggering hormone
j& se encontra depositado no GenBank (NM _001142607). Destes genes, foi
caracterizada a expressdo em diferentes tecidos e ao longo do desenvolvimento de
operarias, no caso de bombixina, em rainhas também, bem como, foi investigada uma

possivel modulacdo hormonal sobre cada um deles. Dessa forma, pudemos constatar
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que todos os genes estudados estao relacionados aos processos de muda e metamorfose.
Alguns desses genes nunca haviam sido estudados em abelhas anteriormente, como EH
e ETH, genes chave na indu¢do dos processos de pré-ecdise e ecdise. Os demais genes
j& haviam sido estudados, mas ndo com a abordagem aqui mostrada. O presente estudo
pretende esclarecer pontos importantes do intrincado processo de desenvolvimento de 4.
mellifera. Procuramos analisar uma possivel relagdo entre os genes estudados, e estes
com os principais hormonios dos insetos, HJ e 20E. A caracteriza¢do dos genes, tanto
molecular quanto de transcri¢do encontra-se bem definida, e fornece dados para estudos
posteriores de caracterizagdo morfoldgica e protéica, bem como abre novas
possibilidades, tais como, outros estudo funcionais, com o auxilio de ferramentas como

RNAI.
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Objetivo Geral

O presente trabalho visou contribuir para o entendimento do processo de ecdise de 4.
mellifera. Para isto a expressdo dos genes alatostatina, bombixina, eclosion hormone,
ecdsysis-triggering hormone e peroxidase foi estudada e caracterizada em relagdo aos
processos de muda e metamorfose e em relacao aos titulos de hormonio juvenil e ecdisteroide

com a finalidade de verificar possivel regulacao hormonal das atividades desses genes.

Obj etivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho consistiram em:

I- Clonar e seqiienciar os cDNAs dos gene codificadores de alatostatina,

bombixina, eclosion hormone e peroxidase;

II- Verificar a presenca de transcritos destes genes e de ecdysis-triggering
hormone em diferentes tecidos de operarias e atribuir possiveis fungdes a eles;

III- Verificar os niveis de transcritos destes genes em algumas fases do
desenvolvimento larval e pupal importantes para o entendimento da ecdise;

IV- Relacionar os perfis de expressdo desses genes aos titulos enddogenos de HJ e
20E na hemolinfa de operarias;

V- Testar se a expressdo desses genes ¢ regulada por HJ através de aplicagao
hormonal em larvas e pupas. Testar se a expressao desses genes ¢ regulada por
20E através de experimentos de aplicagdo hormonal em pupas, ligadura
abdominal e cultivo de tegumentos in vitro,

VI- Elaborar um modelo de regulacao entre os genes estudados e entre os genes e

os hormoénios HJ e 20E em A. mellifera.
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A. Material Bioldgico e Experimentosrealizados

1. Material Biologico

Abelhas africanizadas 4. mellifera foram obtidas de colonias mantidas no apiario
experimental do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto
— USP. Dessas colonias foram coletadas abelhas operarias de diversas idades, bem
como algumas rainhas, identificadas de acordo com padrdes pré-estabelecidos por
Michelette & Soares, 1993 e Rembold ef al., 1980 (Tabela I - Anexo). Dessa forma, as
larvas foram identificadas de acordo com o nivel de alimentacdo visivel no intestino e
as pupas de acordo com a pigmentagdo dos olhos e da cuticula toracica. O quinto
estagio larval (L5) é o mais longo e ¢ subdividido em trés fases: de alimentagao (L5F1,
2, e 3), de tecelagem de casulo (L5S1, 2 e 3) e .pré-pupal (PP1, 2 e 3), que representa o
estagio de transicdo entre o estagio larval e o pupal.

Para estudo da expressdo dos genes de interesse ao longo do desenvolvimento
por RT-PCR semi-quantitativa foram usados os corpos inteiros de operarias em
algumas das fases larvais de quinto estagio, fases pupais e recém-emergidas (NE), de A.
mellifera. Para estudo de expressdo do gene bombixina em algumas fases larvais e
pupais de operarias e rainhas por Real Time PCR, foram usados os corpos inteiros das
abelhas. A escolha das fases para o estudo de niveis de transcricdo de cada gene foi
feita baseada na provavel funcdo de cada um, e, portanto no momento mais adequado
para o estudo desta fungio.

Ovarios, corpos gordurosos e cérebros de abelhas NE de operarias e células Inka
de larvas de quinto estagio de rainha foram dissecados para estudo da expressdo dos

genes de interesse por RT-PCR semi-quantitativa.
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Para verificar possivel acdo do hormdnio juvenil sobre os genes estudados foi
realizada aplicacdo topica de HJ-III em larvas e pupas de operarias. Com o mesmo
objetivo foi realizada injecao de 20E em pupas de operarias € um experimento classico

de ligadura abdominal e cultivo de células.

2. Aplicacdo de hormonios

Para analise da modulagao hormonal dos genes em estudo, operarias na fase larval
L5S1 receberam aplicagado topica de 10 pg de HJ-III (Fluka, diluido em 1 pl de acetona).
Os controles foram topicamente tratados com 1 pl de acetona, ou ndo receberam
tratamento. As larvas tratadas e ndo-tratadas foram mantidas em uma estufa a 34°C e
80% de umidade relativa por 24 horas (h). Apos esse periodo, o que corresponde ainda
ao quinto estagio larval, o intestino foi removido e o RNA foi extraido seguindo o
protocolo do reagente TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies).

Pupas de olho marrom (Pb) de operarias também receberam aplicacdo topica de
HJ ou inje¢do de 20E (Fluka), e os niveis de transcricdo dos genes alatostatina,
bombixina e peroxidase foram analisados no corpo gorduroso. Todos os grupos,
controles e tratados, foarm mantidos em estufa (34°C, 80% de umidade relativa,
condi¢des similares as verificadas nas colméias) por 12 e 24 h apos os tratamentos. Esta
fase foi escolhida, pois nela as concentragdes dos ecdisterdides caem, apds um pico
elevado em pupas de olho rosa (Pp). Nesta fase os titulos de HJ sdo basais. Assim
procedendo, poderiamos verificar se a manutengdo dos altos titulos destes hormonios
teria efeito sobre expressdo dos genes mencionados acima. Neste caso pupas receberam
uma inje¢do intra-abdominal contendo 5ug de 20E, a forma ativa deste hormonio em

abelhas, diluida em 2pul de etanol+ringer. Outro grupo de pupas recebeu topicamente
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10ug de HJ-III (a forma encontrada em himendpteros) diluido em 2ul de acetona. Os
grupo controles receberam cada um os respectivos volumes apenas dos solventes. A
quantidade de hormonio utilizada foi determinada com base em experimentos realizados
anteriormente por Barchuk et al. (2004). O nivel de transcritos foi analisado através de
Real Time PCR. Foram utilizados primers para o gene da proteina ribossomal rp49
(AF441189) como controle endogeno, adequado para estudos em que manipulagdes
hormonais s3o realizadas (Lourengo et al., 2008). O corpo gorduroso foi coletado a
partir de incisdo longitudinal no abdomen das pupas, em seguida colocados em placas
de cultivo contendo solugdo salina (0,9% v/v) sob agitacdo. As solu¢dao contendo corpo
gorduroso de pupas de operarias foram submetidas a centrifugagdo leve (3000 x g — 1
minuto (min)) e os pellets formados foram utilizados para extragdo do RNA e para

posterior Real Time PCR.

3. Ligadura Abdominal

Em uma série de trés experimentos independentes, um total de 240 pupas de
operarias foram submetidas a ligadura abdominal. Para tanto, foram apoiadas
ventralmente em suportes plasticos individuais e atadas por eldstico ortodontico no
limite das regides toracica e abdominal. Tal procedimento objetivou impedir a
passagem de ecdisterdides enddgenos provenientes das glandulas protoracicas, situadas
préximo a cabecga, para o abdome. Um grupo igualmente representado de pupas controle
ndo sofreu nenhum tipo de intervencdo. Todos os individuos foram mantidos em estufa
a 34°C e 80% de umidade relativa para que o desenvolvimento pudesse ser

acompanhado.
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Individuos ligados e controles foram selecionados diariamente. Alguns tiveram as
regides toracica e abdominal separadas e homogeneizadas individualmente em TRIzol®
(Invitrogen, Life Technologies) para posterior extragdo do RNA.

Como as células Inka estdo anexas as traquéias e estas estdo presentes no abdomen
das abelhas, analisamos os niveis de transcritos do gene ETH nos grupos controle e
tratado através de RT-PCR semi-quantitativa, seguida de visualizacdo em gel de agarose

1%, e densitometria, usando como gene enddgeno a actina.

4. Cultivoin vitro de tegumentos tor acicos em meio contendo 20E

Para a incubagdo in vitro, tegumentos toracicos de pupas Pw, livres do corpo
gorduroso, foram coletados e dissecados em solu¢do de Ringer, em uma capela
esterilizada, com o auxilio de um microscépio estereoscopico. Conjuntos de cinco
tegumentos foram incubados em 1 ml de meio de cultivo proprio para abelhas
(Rachinsky & Hartfelder, 1998), contendo ou nao 20E (0,001pg) dissolvido em etanol
absoluto (Merck). Para otimizar a solubilizacdo de 20E, o meio contendo o horménio
foi agitado durante 12 min. As aliquotas de meio de cultivo controle, contendo ou nao
etanol, foram também agitadas. Na condi¢do de solvente de 20E, ou quando utilizados
separadamente, etanol nunca excedeu 0,5% do volume total do meio de cultivo. Os
tegumentos foram submetidos a agdo continua ou a pulsos de 20E (incubagdo em meio
contendo o hormonio com subseqiiente lavagem do tegumento em meio sem hormonio)
durante diferentes periodos de tempo: 6 h, 20 h e 30 h de incubacdo em meio com 20E;
6 h de incubag¢do em meio com 20E seguido de 15 h de incubagdo em meio livre. Apds
o cultivo, os tegumentos foram transferidos para tubos contendo 1 ml de TRIzol®

(Invitrogen, Life Technologies) e armazenados a -80°C.
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B. Metodologias

1. Extracdo do RNA total, quantificacdo e tratamento com DNase

O RNA total foi isolado usando TRIzol® Reagent (Invitrogen, Life Technologies)
conforme as instru¢des do fabricante. A pureza e a quantidade de RNA total foram
avaliadas por espectrofotometria (NanoDrop ND-1000). Para estimar a concentragao do
RNA, considera-se que uma unidade de absorbancia a 260 nm corresponde a 40 pg/ml
de RNA (Sambrook et al., 1989). O grau de pureza foi estimado através da razio entre
os valores das leituras a 260 nm e a 280 nm. Os resultados desta relagdo entre 1,8 — 2,0
indicam que o extrato obtido é puro. Foi utilizado de 1 a 2,5 pg de RNA para a
constru¢do do cDNA. A este volume foi adicionado uma quantidade de dgua DEPC
(livre de RNase) perfazendo um volume total de 9 pl. Essas amostras foram tratadas
com lul de DNase (3U) por 40 min a 37°C e 15 min a 70°C para inativacao da enzima.
Este tratamento ¢ importante para a degradagdo de DNA gendmico que poderia estar
presente nas amostras mesmo apoés o isolamento do RNA. Dessa forma, a amplificacao

de DNA genomico pela PCR ¢ evitada.

2. Sintese de cDNA e amplificacdo por PCR

O RNA total extraido foi usado como molde para a sintese do cDNA através de
RT-PCR. Primer oligo d(T) (IDT DNA) foi utilizado como iniciador da cadeia simples
de cDNA, resultando em uma biblioteca de cDNA nao especifica. Os demais

componentes da reagdo, assim como o protocolo da mesma pertencem ao kit
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SuperScript™ II RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies).
Antes de ser usado, os cDNAs de fita unica foram diluidos 1:10.

Para amplifica¢do por PCR utilizamos tais cDNAs, primers e demais componentes
contidos no kit MasterMix (2,5X) (Eppendorf ou Promega). As condi¢cdes de PCR
foram: 94°C por 5 min seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, T (°C) do primer
por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, finalizando com 72°C por 7 min e 4° por
tempo indefinido. Os primers usados para amplificagdo de cada gene estdo apresentados

nas Tabelas II, IIT e IV (Anexo).

3. Visualizacdo em gel de agarose e purificacdo do cDNA do gel

Os produtos da PCR foram testados em géis de agarose 1,0% (m/v) em tampao 1X
TBE (0,45 M Tris-base; 0,45 M acido borico; 0,5 M EDTA; pH 8,0) contendo brometo
de etideo (0,3 pL/mL de agarose). O gel foi submetido a eletroforese em corrente
constante de 100 V (volts), por aproximadamente 1 h. Os resultados foram digitalizados
e documentados digitalmente com o uso do foto-documentador KODAK EDAS 290. O
peso molecular dos fragmentos produzidos foi inferido através de comparagdo com a
migragdo do marcador de peso molecular de 100pb (Promega).

Apos eletroforese, as bandas formadas pelos fragmentos amplificados e de peso
molecular esperado foram recortadas para extragdo do DNA. Para extragdo e purificacao
dos fragmentos de DNA usou-se o kit de extragdo QIAquick® Gel Extraction Kit®

(QIAgen) segundo as instru¢des que acompanham o produto.
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4. Clonagem e Sequenciamento

4.1. Ligacao dosfragmentos em plasmideos, seguido de clonagem

Os fragmentos de DNA obtidos no processo de extragdo foram clonados no sitio
EcoRI do vetor pPGEM®-T Easy (Promega), segundo protocolo que acompanha o produto.

Ap6s a ligagdo, o DNA recombinante foi usado para transformar uma linhagem de
células competentes de bactérias Escherichia coli (linhagem DH5co)). O método de
escolha para transformacao foi o de choque de temperatura. As células transformadas
foram plaqueadas em meio solido de LB-Agar (USB) suplementado com ampicilina
(100 pg/ml), adequado para selecio apenas de colonias transformadas, cuja
identificacao foi feita pelo método blue/white (X-gal e IPTG foram usados como
marcadores de transformacao).

As colonias transformadas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3 ml de
meio LB liquido suplementado com ampicilina (100 pg/ml) e incubadas a 37°C sob
agitacdo. Apds 20 h de crescimento, as culturas foram transferidas para tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml e centrifugadas a 5000 x g por 3 min. A seguir o DNA
plasmidial foi obtido através de mini preparagdes utilizando-se o kit QuickLyse
Miniprep Kit (QIAgen) segundo as instrugdes que acompanham o produto. Parte do

meio contendo as bactérias foi mantida em glicerol 80% e conservada a -80°C.

4.2. Digestao para extracao do fragmento clonado e preparacao para reacao

de sequienciamento

Para testar a presenca do DNA de interesse uma aliquota do plasmideo foi

digerida com a enzima EcoRI (Invitrogen, Life Technologies) a 37°C, para extragdo do
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fragmento, sendo em seguida, aplicada em um gel de agarose 1% corado com Brometo
de Etideo. As aliquotas que continham os plasmideos de interesse foram preparadas
para seqilienciamento.

O seqiienciamento do DNA foi feito pelo método de Sanger et al (1977), com
moléculas de DNA dupla fita marcadas fluorescentemente, utilizando-se o kit BigDye
Terminator v3 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems). Para marcagao
do DNA foi usada a reagdo de PCR e para seqiienciamento o aparelho ABI-Prism 310
Genetic Analyser (Applied Biosystems). Ambas as fitas foram seqiienciadas usando-se
os primers universais M13F (5° - CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3") ¢

M13R (5’ - CAG GAA ACA GCT ATG AC-23’).

4.3. Analise das sequiéncias

Os celetroferogramas gerados foram interpretados pelo programa Sequencing
Analysis v3.4.1 e entdo submetidos ao programa Sequencher'™ version 4.7 for
Windows (Gene Codes Corporation) para avaliacdo da qualidade e edigdo das
seqiiéncias geradas. Posteriormente as seqiiéncias foram anotadas sobre o genoma de 4.
mellifera, com auxilio da plataforma Artemis 7.0 (Rutherford er al, 2000). As
seqiiéncias de nucleotideos e as seqiliéncias deduzidas de aminoéacidos foram analisadas
usando-se os programas algoritmos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
Altschul et al., 1990) diretamente no banco de dados GenBank (National Center of
Biotechnology Information, National Insitutes of Health) ou do banco de dados do
nosso laboratorio contendo informacdes do genoma de A. mellifera (disponivel em

http://zulu.fmrp.usp.br/beelab/beelab/bioinfo_blast).




Material e Métodos 27

5. RT-PCR semi-quantitativa

5.1. Determingdo do numer o de ciclos (curva de satur acdo) de cada primer

Apods a sintese dos cDNAs, foram realizados testes para a determinagdo do
numero de ciclos ideal na PCR para evitar a saturacao da reacdo. O gene codificador
da actina (ou rp49) foi usado como controle endégeno da reagdo e passou pelo mesmo
processo. As reagdes de PCR com cDNAs de operaria de todas as fases, bem como dos
diferentes tecidos analisados para cada um dos genes foi feita usando-se os primers

apresentados nas Tabela II, III e IV (Anexo).

5.2. Densitometria

Apos a visualizagdo e fotodocumentacdo dos produtos de PCR em gel de agarose
foi feita analise densitométrica utilizando-se sistema Kodak 1D 3.3.2 Image Analysis
Software acoplado ao digitalizador KODAK EDAS 290. Para construgdo dos graficos

foi usado o programa Microsoft Excel 2003 for Windows.

6. PCR em Tempo Real (Real Time PCR)

Os cDNAs de algumas fases larvais e pupais de operarias e rainhas e os cDNAs de
operarias tratadas por hormonios foram analisados por Real Time PCR. A detec¢do da
amplificagio foi feita com o uso de SYBR® Green I Dye (Applied Biosystems) e do
aparelho ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System (SDS) (Applied Biosystems).
Para isto, utilizou-se 10 pL de SYBR Green PCR Master Mix; 0,8 puL de cada primer 10

uM; 1 puL de cDNA (diluido 10 vezes); 7,4 pL de agua Milli-Q autoclavada. Cada
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amostra foi analisada em triplicata e a qualidade da amplifica¢dao foi determinada pela
curva de dissociacdo. Os primers usados para amplificacio de cada gene estdo
apresentados nas Tabelas II, ITI e IV (Anexo).

A quantificagdo dos transcritos do gene alvo foi calculada a partir da diferenca dos
valores de Ct (treshold PCR cycle) em relagdo aos transcritos dos genes endogenos,
rp49 e actina, de acordo com instru¢des do User Bulletin #2 (Applied Biosystems).
Primeiramente sdo feitas as medidas dos Ct das 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 do Ctgene endogeno, Obtendo-se o ACt. Apos obtencdo do ACt foi feita a média
de cada tréplica amostral Posteriormente escolhe-se uma das médias de ACt que
corresponda a um calibrador e normalizam-se todos os valores subtraindo-os pelo ACt
escolhido, que neste caso foi sempre a média das amostras controle. Obtemos ento, o

- AACt
2 C

AACt. Finalmente o valor final de quantificagdo relativa ¢ dado pelo , onde o

calibrador ou amostra padrao escolhida ¢ igual a um.

7. Andlise Estatistica

Nos experimentos de aplicacdo e injecdo hormonal em larvas e pupas, € no
experimento de ligadura abdominal, o teste utilizado nas andlises de quantificagdo dos
genes estudados foi o teste-t com o uso do programa SigmaStat 3.1. Nas amostras
tratadas com HJ e 20E em larvas e pupas a comparagdo para cada gene analisado foi
feita entre grupos controle e tratado de cada gene. Nas amostras submetidas a ligadura
abdominal a comparagdo para cada gene analisado foi feita entre o grupo submetido a
ligadura abdominal e o grupo que ndo foi submetido. As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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1. Caracterizacao da regido codificadora dos genes alatostatina (Amel-AYS),
bombixina (Amel-bomb), eclosion hormone (Amel-EH), ecdysis-triggering hormone

(Amel-ETH) e peroxidase (Amel-PXD) de A. mellifera

Dos genes abordados no presente trabalho, apenas o Amel-ETH foi
experimentalmente seqiienciado e depositado no GenBank (NM_001142607). A fim de
cumprir os objetivos propostos, buscou-se seqiienciar a regido codificadora (CDS, do inglés:
coding sequence) dos demais. Para tanto, ortdlogos dos genes de interesse ja validados em
outros insetos foram utilizados como referéncia para buscas no Official Gene Set (OGS)
(Elsik et al., 2007 — Genome Biology). O OGS trata-se de uma base de dados contendo
mais de 10 mil CDSs preditas in silico (possuem niimeros de acesso iniciados pelas letras
“GB”) a partir da seqiiéncia do genoma de A. mellifera (Honeybee Genome Sequencing
Consortium, 2006). As seqiiéncias preditas correspondentes a Amel-AS (nimero de acesso
no OGS: GB16653-PA), Amel-bomb (GB10174-PA) e Amel-EH (GB19466-PA) foram
identificadas e usadas como entrada para anotacdo manual sobre suas respectivas regides
cromossomicas (chamadas ‘Group’) da versao 4.0 do genoma de A. mellifera com auxilio
da plataforma Artemis 7.0 (Rutherford et al., 2000) e algoritmos BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, Altschul et al., 1990). O mesmo procedimento foi realizado para a
seqiiéncia relativa & Amel-ETH (NM_001142607). Para clonagem e seqiienciamento de
cDNAs correspondentes a CDS desses genes, foram desenhados primers especificos em
regioes adjacentes aos cddons preditos para inicio (ATG, metionina) e fim de tradugdo
(TAA, TGA ou TAG), conforme anotacdo. Nesse caso, os primers se anelam em regides
hipotéticas 5’ e 3’ ndo-traduzidas (a partir daqui, chamadas de UTR, do inglés: untranslated
region). Nao foi identificada nenhuma predi¢do para Amel-PXD na base de dados OGS.

Mais detalhes do seqiienciamento e anotagao da peroxidase encontram na segao 1.5.
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1.1. Sequéncia da CDS do gene codificador de Amel-AS

A CDS do gene codificador de alatostatina em A. mellifera (Amel-AS) é composta
de dois exons que somados perfazem 594 pares de base (pb) e um intron de 1034 pb
(Figura 4 A). O cDNA clonado e totalmente seqiienciado apresenta, além da CDS,
regides UTRs parciais onde foram desenhados os primers (Figura 4 B). A dedugdo a
partir da CDS sugere uma proteina de 197 aminoacidos (aa) e confirma com 100% de
identidade, a predi¢do (GB16653-PA) do OGS.

Andlises por BLASTP revelaram similaridades significativas entre Amel-AS e as
alatostatinas de diversos outros insetos, como por exemplo: Schistocerca gregaria
(CAA91232.1) (51% de identidade), Spodoptera frugiperda (CAD48593.1) (45% de
identidade), Helicoverpa armigera (AF309090 1) (38% de identidade) e Drosophila
melanogaster (AF263923 1) (36% de identidade).

O alinhamento da seqiiéncia deduzida de aminoacidos de Amel-AS com seqii€ncias
de alatostatinas de S. cynthia (ScAS, AAY68369), S. frugiperda (STAS, CAD32496), D.
melanogaster (DmAS, NM_078818), Anopheles gambiae (AgAs, AAAB01008980.1),
Aedes aegypti (AeAS, U66841.1) e Culex quinquefasciatus (CqAS, DS231818.1)
mostrou que nao ha um dominio conservado encontrado entre todas elas (Figura 4 C),
embora o motivo RQCYFNPISCF esteja presente apenas em S. cynthia, S. frugiperda,
D. melanogaster ¢ A. gambiae no C-terminal. Foram realizadas buscas de dominios
alatostatina, mas nio foram encontrados. No entanto, encontramos em A. mellifera o
motivo YSFGL que se repete trés vezes e o dominio YHFGL que aparece apenas uma
vez (Figura 4 C sublinhados em vermelho). Estes motivos s3o similares ao motivo
Y/FXFGL que classifica esse tipo de alatostatina na familia do tipo-A (Tobe & Stay,

2004).
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TAG

//
//

~

S'URR axon1-261pb intron - 1034pb

parcial -
17pb

exon2-333ph VR
parcial -
79 pb

gapagpcapagtacaga A TGAGGAGCAGGACAAGTGTTCTGACATCGAGCTTGGCTITCCTCTATTIC

J'LTR axon |

TTCGGGATCGTGGEAAGGTCAGCGITGGCTATGGAAGAAACACCAGCCTCGTCCATGAATCT

exon ]
TCAACATTATAACAATATGTTGAATCCTATGGCGTTCGACGATACCATGCCTGAAAAGAGAG
axon ]

CGTACACTTATGTCTCCGAGTATAAGAGGCTACCOGTCTACAACTTTGGTATTGGAAAGCGTT

exon ]
GGATCGATACCAATGACAACAAGAGAGGGCGCGACTACTCGTICGGGCTIGETAAACGAAG
exon ] exon 2

ACAATACAGTITCGGGCTGGGEAAACGAAACGACAACGCTGACTACCCGCTCAGACTGAAC

exon 2
CTGGATTACCTTCCCGTICGACAATOCCGOGTTCCATTCOCAAGAGAACACGGACGACTTTCTC
exon 2
GAGGAGAAACGGGGAAGGCAGCCTTACAGCTTCGGATTAGGGAAGAGGGCGGIGCATTACA
exon d
GOGGTGGACAACCGTTAGGCTCGAAGAGACCGAACGACATGCTCAGTCAGAGATATCATTTC
exon 2
GOGCTTGGEEAAGAGGATETCCGAGGACGAGGAGGAGTICGT CGCAGTAGaagggecttettcegagggg

:

exon 2 3'UTR

atategetegacgactegteaceac gt gtetepec pac stasaac pecaattostas
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C

ScAS 1 ---MEATYCNGMGVLMGIVVLLYTVDERAPMIELDDEQSE---------- NAMVR-EDNDPDLSEQWETI
SfAS 1 ---METSAYNYYLGVVAAMMAWLEYTINMAPMIBADDETAE- - - --- - - - - NTAVAH|YDGDMELSGPWDAI
DmAS 1 ----- MMKFVQILLCYGLLMTWFFALSERRPSGAETGPDS---------- DGWDGQDAEDVRGAYGGGYD
AgAs 1 ----- MAAPATPSRQILFVHMAWLFHVKLGTGRPQNAIDNQ---------- DLPEINENELRELYQNYNSY
AeAS 1l --MRPSTTPMLLSYLAFVMCIMACKHAYGSSALGSSSGSSD-----~----- QSMFGGGAGGGGGSASAESD
AmAS 1 ----MRSRTSQLTSSLAFLYFFGI\YGRSPLAMIGETPASSMNLQHYNNMLNPMVFDDTMPERRAYRYVSEY
CgAs 1 MFSQHRHQWTNLVNLIVLLVFSSVINHIWAAAIBEPSLAADQHQQ------ QOHESAROHSLOKRMWWENLQ
consensus 1 . “ae e e e . . s . - . . .

ScAS 57 DTAALRKLLEKLDDEDRMIRATRTWPQP - -EPEGWGVRDVEGRLAREWR- - - - - - - - - - - - - - - - - -
SfAS 58 NTAALRKLLLQLDAEDRMGGVTRSWPQA- -EPRIGWGLRALDSRLARQWR-

DmAS 56 MPAQAIYPNIPMDRLOMLFAQYRPTYSA- -YLRSPTYGNVNELYRLPE---------------oooo---
AgAs 56 VSNQLDNYGLDPLQLQLLAQYAQSN----- AISGGGGGGWDQLYRAME-=-----=--=-----=--co--n-=
AeAS 59 IGDDRGQREISQATFQHMLAVRSPKYNFGLGKERYIIEDVPGAKRL)JHYNFGLGKRARNNLLEYDDDSAP
AmAS 67 KRLPVYNFGIGKRWIDTNDNKRGRDYSFGLGKRRQYSFGLGKRNDNADYPLRLN----------------
CgAs 65 GGWGKRNPAPNDPSSESDPDYYGSYPGGGHGGEENPIGDDIPGNDLEKLQTYLIKG--------------
consensus 71 . . . . . - . . .

ScAS 104 ------m e e e m e m— e mm - pyr K R ORI RO CY FN P IS C R K R
SfAS 105 ------mmmm e mm e - - N K RN R RO C Y FN P IS C R K E
DmAS 102 -- e m e e e - - K RO R RQ C Y FN P I S C R K B
AgAsSs Ll I e K RQFIRFROCY FN P IS C K
AeAS 129 SWSEDYSSLIPRDGLDYDGDKDKSAEISIASAYRIYHFGLGERRVYDFGLGER- -VYEDKRLPNRYNFGLGK
AmAS 121 ----LDYLPVDNPAFHSQENTDDFLEEKRGEQPYSFGLGKRAVHYSGGQPLGSKRPNDMLSQRYHFGLGK
CgAs 121 -LMNQQRMAQMDTQYDGPDEEYPGAEEIAWNKMIEGGWGAWGKREPGWNNLEGLWGKRSEKWNKLESEWGK

consensus I

ScAS

SfAS

DmAS

AgAS

AeAS 187
AmAS 187 RMSEDEEESSQ
CgAs 150 RDSGNSNSY- -
consensus 211

Figura 4 — Representacao esquematica do gene alatostatina em A. mellifera (Amel-AS).
A. Arquitetura gendmica das regides codificadoras, introns e UTRs do gene. ATG
indica coédon de inicio e TAG o codon de término da transcri¢cdo. Os 2 exons e 1 intron
sdo representados por retangulos e linha inteira, respectivamente. As regides UTRs estao
representadas por linhas tracejadas. O numero de nucleotideos estd indicado e o
tamanho dos exons e introns sdo proporcionais. B. Seqiiéncia nucleotidica do gene
alatostatina (apenas exons € UTRs). As seqiiéncias sublinhadas representam os primers
utilizados para a amplificacdo do gene e posterior seqiienciamento. C. Seqiiéncia
deduzida de aminoacidos do gene Amel-AS alinhada com outras seqiiéncias de
alatostatina de S. cynthia (ScAS, AAY68369) , S. frugiperda (STAS, CAD32496), D.
melanogaster (DmAS, NM 078818), A. gambiae (AgAs, AAAB01008980.1), A.
aegypti (AeAS, U66841.1) e C. quinquefasciatus (CqAS, DS231818.1). As seqiiéncias
possuem um consenso (marcado em preto). Sublinhado em vermelho temos o motivo
YSFGL e sua variacdo, YHFGL. Outras posi¢des conservadas sdo compartilhadas entre
essas seqiiéncias (marcadas em cinza). O simbolo (.) indica substitui¢des semi-
conservadas.
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1.2. Sequéncia da CDS do gene codificador de Amel-bomb

A CDS do gene codificador de bombixina em A. mellifera (Amel-bomb) é
composta de dois exons que somados perfazem 222 pb e um intron de 209 pb (Figura 5
A). O cDNA clonado e totalmente seqlienciado contém, além da CDS, regides UTRs
parciais onde foram desenhados os primers (Figura 5 B). A dedugdo a partir da CDS
sugere uma proteina de 73 aa e confirma com 100% de identidade, a predicao
(GB10174-PA) do OGS.

Anélises por BLASTP revelaram similaridades significativas entre Amel-bomb e
os insulin-like peptides de outros insetos, como por exemplo: S. gregaria (CAP09890.1)
(30% de identidade), D. melanogaster (AAY54822.1) (28% de identidade) e a
bombixina de B. mori (BAA20145.1) (40% de identidade). Foi encontrado também, o
dominio caracteristico da familia dos insulin/insuli-like growth factor/relaxin
(pfamcl02453).

O alinhamento da seqiiéncia deduzida de aminoacidos de Amel-bomb com
seqiiéncias de bombixinas de B. mori (BmBomb, D00340.1), M. sexta (MsBomb,
DQO080209.1) e S. cynthia (ScBomb, D13925.1) mostrou pequenas regides conservadas,
com destaque para a presenca de cinco cisteinas que formardo as pontes dissulfeto

(Figura 5C).
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A Bombixina - GB10174 - GroupUn.2782

ATG TAA

5UTR  exonl- intron - 209pb exon 2 -176pb 3'UTR parcial - 137ph
parcial - 46pb
45ph

5°UTR exon 1

GTAATCAAGAAATGGAGATGGATGATTATATGGCATTTTATGGTTACGATCTATATCCTTATAA

exon 2

ATCTATTAAAAATGCGAAAAAAATGATACGATTTCGAAGAAACTCTAAAGGAATTCATGAAGAA

exon 2

TGTTGCCTAAAATCTTGCACGACAGAGGAGTITGCGCTCCTATTGCGGTGCCCGTT AAtgagpgaattttt

exon 2 3'UTR

ttaaaattttaaacataaatttaagaaaatatttcctatttttttectatitactggttatataatttttaacaatttatgatatattttcaataattttatttttcattcatotaacaattea
primer R
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EmBomb 1 ILLAIA'H STVMWVSTQ YCGRELARTLADLC AQF‘AS AMEYSE
NsBomb 1 LMCAVVLCCL)PAIRY ST FME AN LA A Y)AVD Y EAVI:R VGG R THGWENAAL
ScBomb l - MRTQV'FI E‘IA ﬁDDTPE RIMSYDNQYLMKRTPYTSSEEE ORA
AmBomb R LTI TR LT Y LR Y MSVYNSRFKKSNQEMEM@YMAFY@YDLYP K IKN KKMI
congensus T T ST

AmBonb 44  RFRNSKE- - - - WHIA{d9 K (Wi TEIAARER{HGA R
consensus 71 - ...*** ....... LI L)

EmBomb 68 G------VDR ADYLLS Y CRE
¥sBomb 68 GGARlYQLL- - - - VI {suERA DEL%

ScBomb 68 RQLAKRQGEANK DELL

Figura 5 — Representagdo esquematica do gene bombixina em A. mellifera (Amel-
bomb). A. Arquitetura gendmica das regides codificadoras, introns e UTRs do gene.
ATG indica codon de inicio e TAA o coédon de término da transcrigdo. Os 2 exons e 1
intron sao representados por retangulos e linha inteira, respectivamente. As regides
UTRs estao representadas por linhas tracejadas. O nimero de nucleotideos estéd indicado
e o tamanho dos exons e introns sao proporcionais. B. Seqiiéncia nucleotidica do gene
bombixina (apenas UTRs e exons). As seqiliéncias sublinhadas representam os primers
utilizados para a amplificagdo do gene e posterior seqiienciamento. C. Seqiiéncia
deduzida de aminoacidos do gene Amel-bomb alinhada com outras seqiiéncias de
bombixina de B. mori (BmBomb, D00340.1), M. sexta (MsBomb, DQ080209.1) e S.
cynthia (ScBomb, D13925.1). As seqliéncias possuem um consenso (marcado em preto).
As cinco cisteinas apresentam-se conservadas nos 4 insetos analisados (indicadas por
setas). Outras posicdes conservadas sdao compartilhadas entre essas seqiiéncias
(marcadas em cinza). Os simbolos (*) e (.) indicam, respectivamente, aminoacidos
idénticos ¢ substituigdes semi-conservadas.
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1.3. Sequiéncia da CDS do gene codificador de Amel-EH

A CDS do gene codificador de eclosion hormone em A. mellifera (Amel-EH) ¢
composta de dois exons que somados totalizam 267 pb e um intron de 88 pb (Figura 6
A). O cDNA clonado e totalmente seqlienciado contém, além da CDS, regides UTRs
parciais onde foram desenhados os primers (Figura 6 B). A dedugdo a partir da CDS
sugere uma proteina de 88 aa e confirma com 100% de identidade, a predicao
(GB19466-PA) do OGS.

Anélises por BLASTP revelaram similaridades significativas entre Amel-EH e os
eclosion hormone de outros insetos, como por exemplo: Ostrinia furnacalis
(ABG66962.1) (64% de identidade), D. melanogaster (NP_524386.1) (43% de
identidade) e B. mori (NP_001037307.1) (62% de identidade). Foi encontrado o
dominio caracteristico da familia dos eclosion hormone (pfam04736).

O alinhamento da seqiiéncia deduzida de aminoacidos de Amel-EH com
seqiiéncias de eclosion hormone de C. quinquefasciatus (CqEH, EDS40133.1), A.
aegypti (AeEH, CH477404.1), M. sexta (MsEH, AAA29310.1), H. armigera (HaEH,
AY82476.1), O. furnacalis (OfEH, ABG66962.1), B. mori (BmEH, NP_001037307) ¢
D. melanogaster (DmEH, CAAS51051.1) mostrou pequenas regides conservadas entre
todas as seqiiéncias, entre essas os motivos NCAQCKKM e KGKLIP, que fazem parte
do dominio da superfamilia do EH (Kataoka et al., 1992). O motivo ILLVLFLV
presente proximo ao N-terminal de Amel-EH ¢ a regido de aminoacidos hidrofobicos
encontrada em seqiiéncias de EH de outros insetos. Também estdo presentes seis

cisteinas em posi¢des conservadas (Figura 6 C).
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Eclosion hormone - GB19466 - Group4.3

TAG

5'UTR parcial - exon 1 - 101pb intron - 88pb exon 2 -166pb 3' UTR parcial -
64pb 81pb

gttaggcaaagaatigttatitaggatg gattaatacgttticaatttcacgttigtt geagtc ATGAACACTTCGATCCGTTCGATTTTGCTGGT
primer F

J'UIR exon [

GCTCTTTTTAGTCTATTCGATGGTATTCGTGCTCGTTGCAGGAAGCGTTCCTTTCGAACGAGCCATA

exon [

GGAGTCTGTATCCGAAATTGCGCTCAATGCAAGAAAATGTTCGGCCCGTACTTCCTTGGACAAAAGT

axonl

GTGCCGATTCTTGTTTCAAGAACAAAGGAAAACTCATTCCCGACTGCGAGGATGAGGACTCGATCC

exonl

AACCATTCCTCCAAGCGCTTGATAGCGAATATTA Gaaaaataagatcgacttgaagttcctegetgtttaacaattattcgegetaaatata

axon 2 3'UIR

acataacataccaaaagtgtcgec

primer R

3'UTR
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CqEl
helR
MsEH
HaE§
0fEH
BmEE
DmEE
AnER
congensus

144FEGHLCAER LRI CEDMY S TAP F LKL EEEE

EP PLNKLEEEEEE

IFEGLC.\ESCIIFKGKLIPCEHMSI
LWFEGLCAESCIKFRGKLIPCEDFASI
IFEGLCAESCIKEG 1PICEEFAST

PPLNELCEEEER
PPLNELEEEEEE

ETEEE R

Figura 6 — Representacdo esquematica do gene EH em A. mellifera (Amel-EH). A.
Arquitetura gendmica das regides codificadoras, introns e UTRs do gene. ATG indica
codon de inicio ¢ TAG o codon de término da transcricdo. Os 2 exons e 1 intron sdo
representados por retangulos e linha inteira, respectivamente. As regioes UTRs estdo
representadas por linhas tracejadas. O nimero de nucleotideos estd indicado e os
tamanhos dos exons e introns sao proporcionais. B. Seqiiéncia nucleotidica do gene EH
(apenas UTRs e exons). As seqiiéncias sublinhadas representam os primers utilizados
para a amplificacdo do gene e posterior seqiienciamento. C. Seqiiéncia deduzida de
aminodcidos do gene Amel-EH alinhada com outras seqiiéncias de EH de C.
quinquefasciatus (CqEH, EDS40133.1), A. aegypti (AeEH, CH477404.1), M. sexta
(MsEH, AAA29310.1), H. armigera (HaEH, AYS82476.1), O. furnacalis (OfEH,
ABG66962.1), B. mori (BmEH, NP 001037307) e D. melanogaster (DmEH,
CAAS51051.1). As seqiiéncias possuem um consenso (marcado em preto). Marcagdo
sublinhado duplo indica a regido de aminoacidos hidrofobicos encontrada na seqiiéncia
de EH de outros insetos. As regides sublinhadas com uma tnica linha indicam os
motivos encontrados no dominio caracteristico da superfamilia do EH. As setas indicam
as 6 cisteinas em posicdes conservadas. Outras posi¢des conservadas sao
compartilhadas entre essas seqliéncias (marcadas em cinza). Os simbolos (*) e (.)
indicam, respectivamente, aminoacidos idénticos e substitui¢des semi-conservadas.
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1.4. Sequiéncia da CDS do gene codificador de Amel-ETH

A CDS do gene codificador de ecdysis-triggering hormone em A. mellifera (Amel-
ETH) é composta de cinco exons que somados totalizam 471 pb e quatro introns que
somados perfazem 431 pb (Figura 6 A). O ¢cDNA clonado ¢ totalmente seqiienciado
contém, além da CDS (Figura 6 B), regidoes UTRs parciais onde foram desenhados os
primers utilizados por Roller et al., unpublished. A deducio a partir da CDS sugere uma
proteina de 88 aa e confirma com 100% de identidade, a predicdo (GB19466-PA) do
OGS.

Anélises por BLASTP revelaram similaridades significativas entre Amel-ETH e os
ecdysis-triggering hormone de outros insetos, como por exemplo: Nasonia vitripennis
(NM_001142635.1) (45% de identidade), A. aegypti (ABI93272.1) (35% de
identitdade), D. melanogaster (NP_524699.1) (32% de identidade). Nao foi localizado
nenhum dominio.

O alinhamento da seqiiéncia deduzida de aminoacidos de Amel-ETH com
seqiiéncias de ETH de N. vitripennis (NVETH, NM_001142635.1), 4. aegypti (AaETH,
ABI93272.1) e D. melanogaster (DmETH, NP_524699.1) mostrou pequenas regioes

conservadas entre todas as seqiiéncias (Figura 7C).
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Ecdysis-triggering hormone - GB15713 - Group13.10

ATG T

Sum exonl- ntron 1- exon 2 - 179ph intron2- exon 3 -intron3- exon4-  intrond- exon5- VR

parclal -

T 4P 1600h 6b  g1ph TP gzph MW 0pb e

ATGACAAGTCTGCGTTCTTTGGGATICGTGCGTTGTTTCTTCGTTGGTGCCATTITGGATCTCAATTTTGGCATTG

exon 1 exon 2

CTAATCTGTGAAAATGCTTCGATGGCCGATGAAGTGCCTGCCTTCTTCCTGAAAATCGCCAAGAATATTCCTCG

exon 2

CGTGGGACGCAGCGAAGGTTACGACGATTTCTTTAAATCTCGAAAAAATCTTCCGAAACTTGGAAACCACGAT

exon 2

GGTCAGTCTGAATCTTGGCCGCAATATTCTGTCGACGAGCCCTTTTCAAGACCTATAAAAAGGCGGGTGGATTT

exon 3

CCATCGGTTGATGATTGGTCGTGGCAACACTTTCCTCTCGCGATAGAAGGACCACGAGAACTCTGGCGAACTC

exon 3 exon 4

TGGCTGGTTATTCCAAGGACACGTCGGACGACGTTGACAACGAAATATGGAAACGAAAAAAGAGGACGGGAA

exon 4 exon §

ACGAACCCATGGCTTCCGAGGAGAATTAA

exon 5
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C
AmETH 1 FTSMRSLGFVECEFVCESwESMARLEIC ENA S MV VEAZINSENI VIS ECRy DDEFKSRKN----
NvETH 1 EKRMVNTFIS NYILSAIFIVEﬂLAIIENKIVAADEPPAFFLKIAKNIPRIGRSEP DEYARQANEIN - - - -
RaETH I e R R WME FRARAVAL VT VAVENDST)4GIRYTIML SI4S PRIGRRGDFE FLIAQ[ERSVPR
DmETH I MRIITVLS SLLVGLVAISQLDDSSPGFFLKITKN PRLGKRG--E ANRAYLET - - -
consensus 1. . e e e .
AmETH 67 -LEKLENHDGQEEEWPQYSVDEPESEEIKRR DY| SVD --------------------------------
NvETH 67 -VEDDIPWHEGEIREK------=-cun-u- R LE) g P E S
LaETH 54 IGH LFTEH AQDNSNWFEREM AIIPI ST QTENGKLYS KRIYLDLHEIIDIASDDLFFGSDL
DmETH 54 -I I RSEHSEVTPLLAWLWDLET SPYSIOULPAG PAKEQELNV Q NSNTLLELIMDNNAIPSEQ
consensus [ . e .
AmETH 104 DWSWQHFPLAI GEIELWRES YEKN]- - - -pySish] D ------------------------ Epj4RI4ER
NvETH 91 TYAWQHFPLAI GIyPELWR}S Y HELYK TDDFN ------------------------ ELWSRDKR
LaETH 123 |GIEQDVLDERALISE DEgARMG KRS AL AJK EVEIQ LEQINL TENKDELVQYVPLESGTSDMHSNKAYIYRTIRD
DmETH 123 VHWKDEDRALQADADLYSKVIQLGRRPDQ LKQTLSFGSFVPIFGDEQNPDFMMYKNNEDQELYGGGNE
consensus 141 ., .*, s b eeer wssasa e i iaeaaas
AmETH 146 HG EPMAS[EN- - - -
NvETH 137 pNYPIA--=-------
LaETH 193 EQWA| NKEKIEYQQ
DmETH 193 YDRQFMKYNIL----

consensus 211

Figura 7 — Representagdo esquematica do gene ETH em A. mellifera (Amel-ETH). A.
Arquitetura gendmica das regides codificadoras, introns e UTRs do gene. ATG indica
codon de inicio e TAA o cddon de término da transcrigdo. Os 5 exons e 4 introns sao
representados por retdngulos e linha inteira, respectivamente. As regides UTRs estdo
representadas por linhas tracejadas. O numero de nucleotideos estd indicado e os
tamanhos dos exons e introns sdo proporcionais. B. Seqiiéncia nucleotidica do gene
ETH (apenas exons). C. Seqliéncia deduzida de aminoacidos do gene Amel-ETH
alinhada com outras seqiiéncias de ETH de N. vitripennis (NVETH, NM_001142635.1),
A. aegypti (AaETH, ABI93272.1) e D. melanogaster (DmETH, NP _524699.1). As
seqiiéncias possuem um consenso (marcado em preto). Outras posi¢cdes conservadas sao
compartilhadas entre essas seqiiéncias (marcadas em cinza). Os simbolos (*) e (.)
indicam, respectivamente, aminoacidos idénticos e substitui¢des semi-conservadas.
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1.5. Seqtiéncia da CDS do gene codificador de Amel-PXD

A CDS do gene codificador de peroxidase em A. mellifera (Amel-PXD) ¢é
composta de doze exons que somados totalizam 2037 pb e onze introns que somados
perfazem 17824 pb (Figura 8 A). O cDNA foi clonado e parcialmente seqiienciado
através do uso de primers desenhados ao longo do gene (Figura 8 B). Os aminoacidos
deduzidos do trecho ja seqlienciado mapeia-se no GroupUn.1287 e Group4.3 do
genoma de A. mellifera (versao 4).

Andlises por BLASTP da seqiiéncia total predita da proteina revelaram
similaridades significativas entre Amel-PXD ¢ os genes da peroxidase de outros insetos,
como por exemplo: Pediculus humanus (EEB19573.1) (85% de identidade), A. aegypti
(EAT46477.1) (83% de identidade), D. melanogaster (NP_650627.1) (82% de
identidade) e C. quinquefasciatus (EDS26535.1) (82% de identidade). Encontramos em
A. mellifera o dominio caracteristico da superfamilia peroxidase de animais
(pfam03098).

O alinhamento da seqiiéncia parcial deduzida de aminoacidos de Amel-PXD com
seqiiéncias de peroxidases de A. aegypti (AaPer, EAT46477.1), C. quinquefasciatus
(CqPer, EDS26535.1) e A. gambiae (AgPer, AY752910.1) mostrou a presenca de uma
extensa regido conservada entre todas elas (Figura 8C), entre essas, 0os motivos
REHNRIA, NPHW, QHITYNE e AAFRFGHSL que fazem parte do dominio da

superfamilia da peroxidase (Marchler-Bauer ef al., 2007).
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ATGTTAACTTTCTGTTTCTTCATTTTTCAGCCCACCGACAGCCGGATCACAGACATGCATCACTTACGATGCCGTG

éxon I

AATCGAGCGTATATCGAAGCGAGAAAACGCATCAATGTGGCGCAACCCAAGAACAAAATGTGGAGACCAGAGG

éxon 1 éxon 2
ATTTAGCCACGGTTGGAGAACTTTTATTGGATATCAGTGCGAACCTTGTACAAACTACGGCCTAACCTICGAAGA
primer IF

éxon 2 éxon 3

AATCGAAAAAAGTCTACCCTTAATCGACACTTCGAAGACCTTAATTCGCGAGGTGTGCCCTGCCTTTTTGAGCAA

éxon 3

CGTGGAATGTCGTGCTGGTAAATATAGAAGAAACGATGGCTTGTGCACAAATTTACAAAATCCGACATGGGGCG

éxon 3

CCACATTAGCGCCCTTTCAAAGAGTGCTGAGTCCACGATTCGCGGACGGTCTAACAGCGCCTAGAATATCGGTGA

éxon 3 éxon 4

CCAGTCATGATTTACCATTATCACGCATAGTGTCACGCACTATGCATCCTGACGAGGGTTATCACGATCATGCTG

primer IR e primer 2F

éxon 4

GTACAGTCATGGTCATCGCCTGGGGGCAGTTTATGGATCACGACTATACGCTAACTGGAACGCCTCTAGATCCTT

éxon 4 éxon 5
TGAACCGAAACGACCCGGAGGAATGTTGCCATCGGCCACCGCACCTGAAGAATCCCTATTGCAACGAGATTCTT

primer 2R ¢ primer 3F

éxomn 3

ATACCGGAAGACGATTATTTCTACAGACTGTTCAACGTGAAATGCATGGACTTCGTTCGCGCCTTTCCTGCTGTAC

éxon §

GACCTGGATGCCGACTCGGCTCTCGTGTGCCTTTCAATCTTCTTACCGGTGTGCTCGATGGGAACACGGTGTATGGA

éxon 3

ATCACGGAATCATTCGCTAGGAAGCTACGGGLTGGTTATGGAGGATTGTTACGCATGAATCCAGTGTTCTCAGAATA

éxon § é&xon 8§
CGGACTGAAGGATTTATTACCGCTCAAGCTGGATATTCCGGACGAGGGATGCACCCGGUCGAATCGATCGATGTAC

éxon §

TGTTTCGAGGCGGGTGAGATAAGAGT GAACGAGCAGCTAGTGTTAACCTGCATGCATACTTTGATGGCACGTGAGC

éxon 6 éxon 7

ATAATCGAATTGCGAAGACGTTAATTCAAATAAATCCTCATTGGGACGATGAAACGCTGTATCAAGAAGCAAGAAG

primer 4F

éxon 7

AATCGTTATTGCTGAAATTCAACATATCACTTATAATGAATTTCTACCCATTTTACTTGGCAAAGATGTCATGGAAA

éxon 7
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AATTTGGGCTCCTCCTTGAAAAAAATAGCTATTGGGATGGTTACGACGAAAGCGTGAATCCATCTGTGA

primer 3R

éxon 7 éxon 8

TCGATGCTTTCGCTTCTGCAGCCTTCAGATTCGGACACTCATTATTGCCAACGGCAGTAGAAAGGTGG

éxon 8

AGTAAAGCTCATAAATTTATTGCTTCGAAAAGACTATCAGATTTGATTAGAAGACCGTTTGATTTGTATC

éxon 8 éxon 9

GTGCTGGAGTTTTCGACGAATACATTATGGGGTTGATGAACCAAGTTGCTCAAGCTATGGACGATTCT

éxon 9

ATCACGCAAGAGGTGACAAATCATTTATTTAAAAAAGTTGGAGCTAAGTTTGGATTGGATCTGGTCTCA

éxon 9 éxon 10
TTTAATATGCAACGAGGACGTGAATTTGGTATTCCAAGTTATATGGAATTCAGAAAATTCTGTGGACTTC
primer 4R

éxon 10 éxon 11

CTTGGGTAGACACTTTTGACGAGCTTCACGGTTCCATGCCAAACGAAACGATCAGACGCTATAGCTCG

éxon 11

ATTTTTGAGCATCCAGCTGACGTCGATCTCTGGTCCGGTGGTGTATCCGAGAGACCACTTCCGGGTAG

éxon 11 éxon 12

TATGCTCGGCCCAACCTTCGCCTGTATAATCGCCACGCAATTCAGTTATTCCCGTCGAGGCGACCGAT

éxon 12

TTTGGTACGAGTTGCCGAACCAGCCATCGT CCTTCACTCTCGGTAAGAGATTTTTCCAATAT CCTAAAT

éxon 12

ATTCCAACAGATTGAAATTTATATATACAATTTTTAGAGAAATCGGTTTCCAACCTGCGAATAGAATTCC

dxon 12

CAAATAGAATTACTTAAATAAAATTATTCTTAAAATTATTAGAATACTAATCGGAATAAGTAATAATTTTTAA

éxon 12
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CqPer S MRENTSLL AT TS TAAVAGYAFEER S GORED R N P

AgPer I e e e e e L P PP R PP
AaPer 1 MSSSLKQSAKGPLQCQFEGEIELTALISTLVHSAEEEEGQE@LVS LNLFRGT
AmPer L e e
consensus 1 . Ve e e e e errierees e

Cqler
Agler
RaPer
AnPer
0 1111 -

CqPer VLRGP SIDTHRTLI REVCPARL SGVECRD GRYRRVDGLCNNLRRPTHGAANT PRQRL I GPLYADGINARRIS

Agler R e R e T R P e R TR EF P PR PRI

AaPer JRVCLPSIDTSKILIREVCPAFLEGVECRPGKYRRVDGLCYNLKAPTNGAANTPFQRLIGPLYADGINAPRIS
AnPer LS PRI DT SKTLIREVCPAFL SVECREIGKY RRWD GLCWNLONP THGA AP PO R PIGAD CIRNA PR §

COMBENBUS LAl ittt st i e e

CqPer 198 TGHELPLSRVVERTIEPDEGYHDHAGTVEVIANGOFMDEDFTLTINT PLDPINRND PEECCKRPPELERD

Agler ] e e e

AaPer 21D TGHELPLSRVVSRTIEPDEGYHDHAGTVEVIANGOPMDEDFTLTGTPLDPINRND PEECCKRPPELEHD
AnPer CRY T HEL L S RV R TIUEPDEGY EDEAGTVVI ARGQFMDHDNTLTGTPLDBIPNRND PEECCHIR P PHLENP

COMBEMBUS 2Ll ittt ut it st e e

CqPer 268 [YCNEIR{PDDDY FYRLENVECIDFVRGFD SPRAGCRLGSROQPNTLISVIDGNTI YGVNERFIRRLRIGY

LS S R e R

AaPer 29& YCNEIRIPDDDIFYRLFNVECIDFVRGFPSPRAGCRLGSRQQFNTLISVIDGNTIYGYNERFTRELRIGY
AnPer IR CHE )T PP DY FYRLFNVRClUDFVREP PEMREGCRLGS RSP NIRL TEVIRDGN T Y ISV E B FLRELREGY

100 1 (T

CqPer CKENGLLRMNPVFARYGLKDLLPLELD|PDECCTRPNKSNFCFEAGEIRVNEQLVLTCHHTLLAREBNRIATE
AgPer IAETETTELEE FAEYGLRDLLPLELDIPDEGCTRPNKSMFCFEAGEIRVNEQLVLICHHTLLAREHNRIATR
AaPer LN GLLRMNDVEARYGLEDLLPLKLDIPDEGCTRPNKSHFCFEAGEIRVNEQLYLTCNATLLAREANRIATE
AnPer PR e CLL RN PVENE Y GLKDLLPLRLDIPDEGCTRENSSMYCFEAGE TRVNEQLVLICHHTL)AREENR I ALSY

consensus 351 ........ BoRRKRARARARRRE ARERARRRE kk RARRARRERRARRRARARERY KA bR R
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CqPer L GRINPHWDDETLEQE)RRINIAI IQHI TYNEFLPILLGKEVMEX FGLLTPREGYWDGY DEWINPAIIDA
AgPer YR GlIINPEWDDETLFQESRRINIAIIQRI TYNEFLPILLGREVMERPGLLTPKRGY HDGY DEN)NPAT IDf
AaPer YL GR INPEWDDETLPQRSRRINII IQHI TYNEPLP ILLGREVMERFGLLEJAKRGY WDGYDENMNPAT IDA
AnPer EN VTN TN PENDDET LY QERR RINI A IQHI TYNEFLP T LLGRWVMER FGLL)MARRESY WD G Y DEENN PR IDA
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Figura 8 — Representagdo esquematica do gene peroxidase em A. mellifera (Amel-PXD).
A. Arquitetura gendmica das regides codificadoras e introns do gene. ATG indica
codon de inicio e TAA o coédon de término da transcri¢ao. Os 12 exons e 11 introns sao
representados por retdngulos e linhas inteiras, respectivamente. O numero de
nucleotideos estd indicado. Os tamanhos dos exons e introns nao estdo proporcionais. B.
Seqiiéncia nucleotidica do gene peroxidase (apenas exons). As seqiiéncias sublinhadas
representam os primers utilizados para a amplificagdo do gene e posterior
seqiienciamento. C. Seqiiéncia deduzida de aminoacidos do trecho validado por
seqiienciamenteo do gene Amel-PXD alinhada com outras seqiiéncias de peroxidase de
C. quinquefasciatus (CqPer, EDS26535.1), 4. gambiae (AgPer, AY752910.1) e A.
aegypti (AaPer, EAT46477.1). As seqiiéncias possuem um consenso (marcado em
preto). As regides sublinhadas representam motivos encontrados no dominio
caracteristico da superfamilia das peroxidases. Outras posi¢des conservadas sdo
compartilhadas entre essas seqliéncias (marcadas em cinza). Os simbolos (*) e (.)
indicam, respectivamente, aminoacidos idénticos e substituigdes semi-conservadas.
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2. Niveis de transcricdo dos genes codificadores de Amel-AS, Amel-bomb,

Amel-EH, Amel-ETH e Amel-PXD em A. mellifera

2.1. Em diferentestecidos

Apbs testes da eficiéncia e especificidade dos primers, foram realizados estudos
de expressao dos genes mencionados, nas aliquotas de cDNAs de amostras de cérebro
(cér), corpo gorduroso (cg) e ovario (ova) de operarias recém-emergidas (NE), através
de RT-PCR semi-quantitativa.

Os resultados obtidos mostraram que os transcritos de bombixina e peroxidase
estdo presentes em todos os tecidos analisados. Contudo, os niveis de transcritos de
bombixina sao baixos e os niveis de transcritos de peroxidase, menor em ovario do que
em cérebro e corpo gorduroso. A alatostatina € transcrita em cérebro e com menor
intensidade em ovério, no entanto nao foram detectados transcritos no corpo gorduroso.
Transcritos de EH foram encontrados apenas no cérebro (Figura 9).

Foram analisados entdo, no quinto estagio larval, os niveis de transcritos de ETH,
presentes nas células Inka. Este estagio foi escolhido devido a facilidade de disseccao
das traquéias, e conseqlientemente, das células Inka que se encontram associadas as
mesmas. Como esperado, hé transcritos de ETH nas células Inka (Zitnan & Adams,
2005). Como controle negativo foram usados primers para o gene EH ¢ como controle

positivo o gene actina (Figura 10).
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alatostatina

bombixina
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peroxidase

actina

cér ova cg CN

Figura 9 — Niveis de transcritos dos genes alatostatina, bombixina, eclosion hormone
(EH), ecdysis-triggering hormone (ETH) e peroxidase em diferentes tecidos de
operarias recém-emergidas de A. mellifera. Os tecidos analisados foram: cérebro (cér),
ovario (ova) e corpo gorduroso (cg). A amostra CN se refere ao controle negativo (sem
cDNA). Os transcritos de actina foram usados como controle endégeno. Amplificagdo
por RT-PCR. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Células Inka

EH ETH act CN

Figura 10 — Niveis de transcritos dos genes eclosion hormone (EH) e ecdysis-triggering
hormone (ETH) em células Inka do quinto estagio larval de A. mellifera. A amostra CN
se refere ao controle negativo (sem cDNA). O gene codificar do EH foi também usado
como controle negativo. Os transcritos de actina foram usados como controle endégeno.
Amplificagdo por RT-PCR. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
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2.2. Em estagios do desenvolvimento pés-embrionério

As andlises de niveis de transcritos ao longo do desenvolvimento de operarias
foram realizadas por meio de RT-PCR semi-quantitativa e andlise densitométrica das
bandas do gel de agarose, coradas por brometo de etideo. Para a analise dos niveis de
transcritos de Amel-bomb também realizamos Real Time PCR em algumas fases larvais
e pupais de operarias e rainhas.

Para analise da expressao relativa dos transcritos da alatostatina foram realizados
experimentos a partir do quinto estagio larval até a emergéncia dos adultos em operarias.
Os transcritos de alatostatina foram detectados a partir do primeiro estagio pupal (Pw)
até a emergéncia (NE), fase em que os titulos de HJ estdo em niveis basais. Além disso,
nos primeiros estagios pupais, fase em que aumentam os niveis de transcritos de
alatostatina hé altos titulos de 20E na hemolinfa de operarias (Figura 11).

As andlises realizadas no fim do quinto estagio larval (PP1 a PP2) e no primeiro
estagio pupal, pupa de olho branco (Pw) mostraram a presenca de transcritos de
bombixina em operarias. A andlise relativa, por densitometria, demonstrou que os niveis
de transcritos de hombixina aumentam em PP2, ou seja, no fim da fase larval, estagio
em que hd um pico nos titulos de 20E e anterior a pupagdo. Os niveis de transcritos de
bombixina se mantém altos em Pw, primeiro estagio pupal, onde encontramos o pico de
20E, caracteristico do estagio pupal (Figura 12). As analises de Real Time em operarias
foram feitas nos estagios F2, S1 e PP2 da fase larval e nos estagios Pp, Pbl ¢ Pbd da fase
pupal. O resultado confirmou o obtido com o uso de RT-PCR. Em PP2 encontramos os
maiores niveis de transcritos de Amel-bomb. Em Pbd, estagio anterior a eclosdo os
niveis de Amel-bomb encontram-se baixos. As analises de Real Time em rainhas foram

feitas nos estagios larvais F2, S1 ¢ PP2 e no estagio pupal Pp. Os resultados mostram
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que os niveis de transcritos de Amel-bomb sdo maiores em S1, ou seja, anteriormente
em relacdo as operarias (Figura 13).

Os transcritos de EH foram analisados ao longo do estagio pupal, caracterizado
por altos niveis de 20E: Pp, Pdp e Pb. A analise densitométrica relativa mostrou que no
estagio Pp, o nivel de transcritos ¢ baixo. Nesse ponto, os titulos de 20E sdo altos. Nos
outros estagios analisados (Pdp e Pb), os titulos de 20E caem, e os niveis de transcritos
de EH sdo maiores. Neste estagio os titulos de HJ s3o basais (Figura 14). Os transcritos
de ETH foram analisados nos estagios Pdp, Pbl e Pbd. A analise densitométrica relativa
revelou que no estagio Pdp, onde ha altos titulos de 20E, o nivel de transcritos de ETH ¢
baixo. Nos estagios subseqiientes, os niveis de transcritos de ETH se elevam,
concomitantemente com a queda dos titulos de 20E. Nestes estagios os titulos de HJ sao
basais (Figura 15).

Os transcritos de peroxidase foram analisados no ultimo estagio larval (PP3) e nos
estagios pupais (de Pw a Pbm). A analise densitométrica mostrou que em PP3, quando
os titulos de HJ sdo altos em relagdo ao estagio pupal, os niveis de transcritos da
peroxidase sdo baixos. Os niveis de transcritos deste gene se elevam a partir do estagio
Pp, logo ap6s o pico nos titulos de 20E na hemolinfa (em Pw) e se mantém até o final

do periodo analisado. (Figura 16).
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Figura 11— Niveis de transcri¢do do gene alatostatina no quinto estagio larval (S1 a
PP3), nos estagios pupais (Pw a Pdp) e de abelhas recém-emergidas (NE) de operarias
de 4. mellifera. A amostra CN se refere ao controle negativo (sem cDNA). Os
transcritos de actina foram usados como controle endégeno. A. Amplificagdo por RT-
PCR. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. B. Densitometria do gel de
agarose mostrado em A. No topo da pagina: Titulos de HJ em operarias de A. mellifera
(modificado de: Bloch et al., 2002). Traco abaixo do grafico dos titulos de HJ: fases
analisadas. Titulos de 20E em operarias de A. mellifera (modificado de: Pinto et al.,
2002). Linhas tracejadas no grafico dos titulos de 20E: fases analisadas.
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Figura 12— Niveis de transcritos do gene bombixina no quinto estagio larval (PP1 ¢ PP2)
e pupal (Pw) de operarias de A. mellifera. A amostra CN se refere ao controle negativo
(sem c¢cDNA). Os transcritos de actina foram usados como controle endogeno. A.
Amplificagdo por RT-PCR. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. B.
Densitometria do gel mostrado em A. No topo da pagina: Titulos de HJ ¢ 20E em
operarias de 4. mellifera (modificado de: Rachinsky et al., 1990). Tracos abaixo do
grafico dos titulos de HJ: fases analisadas. Linhas tracejadas no grafico dos titulos de
20E: fases analisadas.
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Figura 13— Niveis de transcritos do gene bombixina em operarias e rainhas de A.
mellifera. Amplificagdo por Real Time PCR. O gene codificador da actina foi usado
como controle enddgeno. Os graficos foram gerados a partir da quantificagdo de trés
amostras independentes. Graficos: média mais erro padrao. A. Andlise em amostras do
quinto estagio larval (F2, S1 e PP2) e da fase pupal (Pp, Pbl e Pbd) de operarias. B.
Analise em amostras do quinto estagio larval (F2, S1 e PP2) e do estagio pupal Pp de
rainhas. No topo da pagina: titulos de 20E liberados pelas glandulas protoracicas de 4.
mellifera (Hartfelder, 1993).
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Figura 14— Niveis de transcritos do gene eclosion hormone (EH) nos estagios pupais
(Pp, Pdp e Pb) de operarias de 4. mellifera. A amostra CN se refere ao controle negativo
(sem c¢cDNA). Os transcritos de actina foram usados como controle endogeno. A.
Amplificagdo por RT-PCR. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. B.
Densitometria do gel mostrado em A. No topo da pagina: Titulos de HJ em operarias de
A. mellifera (modificado de: Bloch et al., 2002). Trago abaixo do grafico dos titulos de
HI: fases analisadas. Titulos de 20E em operarias de 4. mellifera (modificado de: Pinto
et al., 2002). Linhas tracejadas no grafico de titulos de 20E: fases analisadas.
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Figura 15 - Niveis de transcritos do gene ecdysis triggering hormone (ETH) nos
estagios pupais (Pdp, Pbl e Pbd) de operarias de A. mellifera. A amostra CN se refere ao
controle negativo (sem cDNA). Os transcritos de actina foram usados como controle
enddgeno. A. Amplificagdo por RT-PCR. Gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. B. Densitometria do gel mostrado em A. No topo da pagina: Titulos de HJ em
operaria de A. mellifera (Bloch et al., 2002). Trago abaixo do grafico de titulos de HJ:
fases analisadas. Titulos de 20E em operarias de A. mellifera (modificado de: Pinto et
al., 2002). Linhas tracejadas no grafico de titulos de 20E: fases analisadas.
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Figura 16— Niveis de transcritos do gene peroxidase no quinto estagio larvas (PP3) e
nos estagios pupais (de Pw a Pbm) de operarias de A. mellifera. A amostra CN se refere
ao controle negativo (sem cDNA). Os transcritos de actina foram usados como controle
endogeno. A. Amplificacdo por RT-PCR. Gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. B. Densitometria do gel mostrado em A. No topo da pagina: Titulos de HJ em
operarias de 4. mellifera (modificado de Bloch et al., 2002). Trago abaixo do grafico de
titulos de HJ: fases analisadas. Titulos de 20E em operarias de A. mellifera (modificado
de: Pinto et al., 2002). Linhas tracejadas no grafico de titulos de 20E: fases analisadas.
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2.3. Em amostrastratadas com HJ e 20E

Larvas do quinto estagio (L5S1) de operarias foram tratadas topicamente com HJ
e os niveis de transcritos dos genes alatostatina, bombixina, EH, ETH ¢ peroxidase
foram analisados em abelhas inteiras, 24h apods o tratamento. Um grupo de pupas (Pb)
de operarias foi tratado topicamente com HJ e em outro, as pupas receberam injecao de
20E, para analise dos niveis de transcritos de alatostatina, bombixina e peroxidase no
corpo gorduroso. As pupas que receberam HJ foram analisadas 24h apds o tratamento ¢
as tratadas com 20E, 12 h ap6s o tratamento. Todos os dados foram obtidos através de
Real Time PCR. O nivel de transcritos de 7p49 foi usado como controle endoégeno.

Os niveis de transcritos da alatostatina ndo sofreram alteragdes significativas, em
relacdo ao grupo controle, em amostras de operarias tratadas com HJ (Figura 17). A
injecdo de 20E em pupas de operaria mostrou que este hormonio provocou aumento nos
niveis de transcritos de alatostatina em relagdo ao grupo controle (Figura 18).

Quando aplicado topicamente em larvas e pupas de operarias, HJ parece ndo
exercer efeito significativo no nivel de transcritos de bombixina (Figura 19). Porém,
20E quando aplicado em pupas, provoca uma queda de quase 60% nos niveis de
transcritos em relagdo ao grupo controle (Figura 20).

Os niveis de transcritos de EH sofreram uma queda abrupta apds aplicagao de HJ
em larvas. Porém, os niveis de transcritos de E7TH aumentaram cerca de cinco vezes em
relagdo ao grupo controle apds o mesmo tratamento (Figura 21).

Os niveis de transcritos da peroxidase nao sofreram alteracdes significativas, em
relagdo ao grupo controle, em amostras de larvas e pupas de operarias tratadas com HJ
(Figura 22). Apos tratamento com 20E em pupas, verificamos que houve um aumento de

cerca de duas vezes nos niveis de transcritos em relagao ao grupo controle (Figura 23).
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Figura 17— Efeitos do tratamento de larvas (L5S1) e pupas (Pb) de 4. mellifera com HJ,
sobre a expressao do gene alatostatina. Amplificacdo por Real Time PCR. O gene
codificador da proteina ribossomal rp49 foi usado como controle enddgeno. Os graficos
foram gerados a partir da quantificacdo de trés amostras independentes. Graficos: média
mais erro padrdo. A. Tratamento em larvas (L5S1) de operarias. Amostras controle e
24h apos aplicagao topica do hormoénio (HJ 24h). B. Tratamento em pupas (Pb) de
operarias. Amostras controle e 24h ap0s aplicacdo topica do hormdnio (HJ 24h).



Resultados 61

PUPA OPERARIA

2.500 - * o alatostatina

2.000 -
1.500 -
1.000 -
0.500 -
0.000 -

controle 20E 12h

Figura 18- Efeitos do tratamento de pupas (Pb) de 4. mellifera com 20E sobre a
expressdo do gene alatostatina. Amplificacdo por Real Time PCR. O gene codificador
da proteina ribossomal rp49 foi usado como controle endégeno. Os graficos foram
gerados a partir da quantificagdo de trés amostras independentes. Graficos: média mais
erro padrdo. Tratamento em pupas (Pb) de operarias. Amostras controle e 12h apds
injecdo do hormonio (20E 12h). *diferencga estatistica entre os grupos (p=0,023; teste-t).
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Figura 19— Efeitos do tratamento de larvas (L5S1) e pupas (Pb) de 4. mellifera com HJ
sobre a expressao do gene bombixina. Amplificacdo por Real Time PCR. O gene
codificador da proteina ribossomal rp49 foi usado como controle enddgeno. Os graficos
foram gerados a partir da quantificacdo de trés amostras independentes. Graficos: média
mais erro padrdo. A. Tratamento em larvas (L5S1) de operarias. Amostras controle e
24h apos aplicagao topica do hormoénio (HJ 24h). B. Tratamento em pupas (Pb) de
operarias. Amostras controle e 24h apos aplicacdo topica do hormdnio (HJ 24h).
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Figura 20— Efeitos do tratamento de pupas (Pb) de 4. mellifera com 20E sobre a
expressao do gene bombixina. Amplificacdo por Real Time PCR. O gene codificador da
proteina ribossomal rp49 foi usado como controle endégeno. Os gréaficos foram gerados
a partir da quantificacdo de trés amostras independentes. Graficos: média mais erro
padrdo. Tratamento em pupas (Pb) de operarias. Amostras controle e 12h apds inje¢ao
do hormonio (20E 12h). *diferencga estatistica entre os grupos (p=0,034; teste-t).
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Figura 21— Efeitos do tratamento de larvas (L5S1) de A. mellifera com HJ sobre a
expressdao dos genes EH ¢ ETH. Amostras controle e 24h apos aplicagdo topica do
horménio (HJ 24h). Amplificagdo por Real Time PCR. O gene codificador da proteina
ribossomal rp49 foi usado como controle endégeno. Os graficos foram gerados a partir
da quantificacdo de trés amostras independentes. Graficos: média mais erro padrio. A.
Nivel de transcritos do gene eclosion hormone (EH). *diferenca estatistica entre os
grupos (p=0,007; teste-t). B. Nivel de transcritos do gene ecdysis-triggering hormone
(ETH). *diferenga estatistica entre os grupos (p=0,033; teste-t).
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Figura 22— Efeitos do tratamento de larvas (L5S1) e pupas (Pb) de 4. mellifera com HJ
sobre a expressdo do gene peroxidase. Amplificagdo por Real Time PCR. O gene
codificador da proteina ribossomal rp49 foi usado como controle endégeno. Os graficos
foram gerados a partir da quantificacdo de trés amostras independentes. Graficos: média
mais erro padrao. A. Tratamento em larvas (L5S1) de operarias. Amostras controle e
24h apos aplicagdo topica do hormoénio (HJ 24h). B. Tratamento em pupas (Pb) de
operarias. Amostras controle e 24h apds aplicacao topica do hormdnio (HJ 24h).
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Figura 23- Efeitos do tratamento de pupas (Pb) de A. mellifera com 20E sobre a
expressao do gene peroxidase. Amplificagao por Real Time PCR. O gene codificador da
proteina ribossomal rp49 foi usado como controle endégeno. Os graficos foram gerados
a partir da quantificacdo de trés amostras independentes. Graficos: média mais erro
padrdo. Tratamento em pupas (Pb) de operarias. Amostras controle e 12h apds injecao
do hormoénio (20E 12h). *diferencga estatistica entre os grupos (p=0,011; teste-t).
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2.4. Em amostras submetidas a ligadura abdominal

Para verificar se a auséncia de ecdisteroides ¢ importante para o aumento no nivel
de transcritos de ETH em abelhas, pupas Pw foram submetidas a ligadura abdominal.
Esta ligadura foi efetuada antes do periodo programado para a ocorréncia do pico de
ecdisterdides. Este procedimento teve por objetivo prevenir o fluxo de hemolinfa e,
conseqiientemente, a passagem de ecdisterdides de seu local de sintese (na glandula
protoracica) para o abdomen. Assim, a ligadura deveria impedir a exposi¢do do
tegumento abdominal ao pico de ecdisterdides que ocorre na fase Pp. Apenas
analisamos a expressao de ETH pelo fato deste gene ter mostrado uma alta sensibilidade
aos titulos de 20E.

A quantidade de transcritos de ETH, cai principalmente nos 3°, 4° ¢ 5° dias apds a
ligadura, nas amostras controle, que equivale as fases Pb, Pbl ¢ Pbm do
desenvolvimento pupal. Neste periodo encontramos niveis altos de ecdisterdides na
hemolinfa das amostras controle analisadas. No 6° dia podemos ver que a expressao de
ETH se recupera nas amostras controle, mesmo dia em que os niveis de ecdisterdides
caem, no grupo controle. Nas amostras submetidas a ligadura, e, portanto, sem
influéncia dos ecdisterdides, os niveis de transcritos de ETH se mantém, de modo geral,
os mesmos ao longo de todo o periodo analisado. Os titulos de ecdisterdéides se mantém

mais baixos em rela¢do aos das amostras controle (Figura 24).
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Figura 24— Niveis de transcritos do gene ecdysis-triggering hormone (ETH) em
amostras de pupas de operdrias submetidas a ligadura abdominal (1° ao 6° dias apds
ligadura) e amostras controle. O procedimento de ligadura foi realizado em pupas Pw
(1° dia). Os graficos foram gerados a partir da quantificagdo de trés amostras
independentes. Graficos: média mais erro padrdo. A. Amplificacao por RT-PCR. Gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. O gene codificador da actina foi usado
como controle endégeno. B. Titulos de ecdisteroides (pg/ul) na hemolinfa das amostras
submetidas a ligadura abdominal (circulos vermelhos) e das amostras controle (circulos
pretos) medidos por RIA. Circulos e barras representam, respectivamente, as médias e
erros padrdes (modificado de: Elias-Neto, M, 2008).
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2.5. Em amostras de tegumentos incubadas com 20E e apds lavagem

Na tentativa de compreender a agdo dos ecdisterdides na regulacdo da expressao
de ETH e peroxidase, foi realizada a incubacdo de tegumentos toracicos em meio de
cultivo contendo 0,001 g de 20E + etanol por ml. Estes foram deixados nesse meio por
6, 20 ou 30 h. Alguns destes tegumentos incubados por 6 h foram subseqiientemente
lavados por um periodo prolongado de tempo de 15 h, para remo¢do do hormonio.
Amostras cultivadas em etanol (solvente de 20E) foram utilizadas como controle.

Os niveis de transcritos de ETH e peroxidase caem apos 6 h de incubagdo. Porém,
no proximo estagio analisado, 20 h apos a incuba¢do em meio com 20E, hd uma
recuperagao nos niveis de transcritos de ETH e peroxidase. Nos estagios subseqiientes
os niveis de transcritos aumentam ainda mais. Apds 15 h de lavagem, o aumento ¢ ainda

mais pronunciado (Figuras 25 e 26).
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Figura 25 — Niveis de transcritos do gene ecdysis-triggerin hormone (ETH) em
amostras de tegumentos de pupas de operarias de 4. mellifera incubadas em meio com
0,001pg de 20E+etanol e meio apenas com etanol (controle). O tratamento inicou-se em
pupas Pw. As amostras eram individuais. O gene codificador da actina foi usado como
controle enddgeno. Os tempos de exposi¢do foram: Ty: tempo zero; 6in: 6horas de
incubagdo em 20E+etanol ou etanol (controle); 20in: 20 horas de incubagdo em
20E+etanol ou etanol (controle); 30in: 30 horas de incubacdo em 20E+etanol ou etanol
(controle); 151a: 6 horas de incubagdo em 20E+etanol ou etanol seguido de 15 horas de
incubacdo em meio livre (lavagem). A. Amplificagdo por RT-PCR. Gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo. B. Densitometria do gel mostrado em A.
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Figura 26 — Niveis de transcritos do gene peroxidase em amostras de tegumentos de
pupas de operarias de 4. mellifera incubadas em meio com 0,001pg de 20E+etanol e
meio apenas com etanol (controle). O tratamento inicou-se em pupas Pw. As amostras
eram individuais. O gene codificador da actina foi usado como controle endégeno. Os
tempos de exposi¢do foram: Ty: tempo zero; 6in: 6horas de incubacdo em 20E+etanol
ou etanol (controle); 20in: 20 horas de incubacdo em 20E+etanol ou etanol (controle);
30in: 30 horas de incubagdo em 20E+etanol ou etanol (controle); 15la: 6 horas de
incubacdo em 20E+etanol ou etanol seguido de 15 horas de incubagdo em meio livre
(lavagem). A. Amplificacdo por RT-PCR. Gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. B. Densitometria do gel mostrado em A.
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A historia de vida dos holometabolos esta associada com um padrao complexo de
secrecdo hormonal, onde os ecdisterdides e hormdnio juvenil t€ém papeis primordiais.
Os ecdisteroides causam as mudas durante os estagios larvais e o hormdnio juvenil ¢é
necessario para manter a forma larval. O declinio do HJ no inicio do ultimo estagio
larval permite a preparagdo para a metamorfose (Truman, 2005). Durante o ultimo
estagio larval, pequenos picos de ecdisterdéide ocorrem, muito pequenos para induzir a
muda, no entanto capazes de dirigir programas pré-metamorficos nos tecidos (Wolfgang
& Riddiford, 1986). O maior desses pequenos picos, o “pico do comprometimento”, faz
com que a larva pare de se alimentar, se encasule, e comprometa os tecidos larvais para
a diferenciacao pupal (Riddiford, 1994), o que ¢ muito importante porque faz com que
os tecidos larvais se tornem insensiveis a exposi¢ao subseqiiente ao HJ. Um grande pico
de ecdisterdides, entdo, causa o estabelecimento da fase pupal (Truman, 2005).

O hormonio juvenil (HJ) € o principal produto dos corpora allata (CA), glandulas
endocrinas de origem ectodérmica (Wigglesworth, 1970). Do ponto de vista evolutivo,
HIJ originalmente estaria envolvido na orquestragdo de processos reprodutivos tais como
o controle do desenvolvimento gonadal e sintese de proteinas vitelogénicas. O papel do
HJ nas ordens de insetos mais derivadas expandiu-se consideravelmente e inclui
regulacdo da metamorfose, determinagdo de castas, comportamento, diapausa e varios
polifenismos (Nijhout, 1994).

O hormonio juvenil naturalmente encontrado em abelhas é o HJ-III (Hagenguth &
Rembold, 1978). Um grande progresso foi feito desde 1985 no entendimento da
regulagdo da biossintese do HJ por neurohormdnios, neuromoduladores e
neurotransmissores (Feyereisen, 1985). Fatores fisiologicos, principalmente do sistema
nervoso central (SNC), estimulam (alatotropina) ou inibem (alatostatina) a sintese de HJ

pelos CA (Goodman & Granger, 2005).
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No presente trabalho, analisamos a seqiiéncia génica e realizamos estudos de
expressao do gene da alatostatina em A. mellifera. As alatostatinas podem ser agrupadas
em trés familias. Mais de 170 diferentes peptideos pertencem a maior familia, a
FGLamida, ou alatostatina-A, encontrada em diferentes espécies de insetos e em
Crustacea. Esta familia ¢ caracterizada pela presen¢a de um pentapeptideo altamente
conservado no C-terminal, Y/FXFGL-amida, com uma variabilidade consideravel no
tamanho e seqiiéncia de aminoacidos (Tobe & Stay, 2004). A alatostatina de A.
mellifera (Amel-AS) cuja estrutura foi determinada por anotacdo semi-automatizada e
traducdo a partir do genoma de A. mellifera, contém o motivo YSFGL, que aparece trés
vezes em sua seqiiéncia e YHFGL que aparece uma vez, e, portanto pertence a familia
A das alatostatinas, conforme ja proposto por Audsley & Weaver, 2006,

O comprimento e numero das seqiiéncias de aminoacidos de alatostatinas em
varias ordens de insetos mostram grande diversidade. Em ordens de insetos mais
inferiores, os precursores sdo maiores do que nas ordens superiores, com uma
correspondente redu¢do no numero de alatostatinas (Davey et al., 1999), indicando um
padrdo evolutivo distinto nos precursores da alatostatina FGLamida (Yin et al., 2006).
Em A. mellifera, seqlienciamos uma alatostatina, embora possa haver outras isoformas
desta proteina. Amel-AS é uma alatostatina “pequena”, possui 198 aminoacidos, se
compararmos com outros insetos mais primitivos como Periplaneta americana, por
exemplo, que possui 14 alatostatinas contendo 379 aminoécidos (Ding ef al., 1995).

Em operarias de 4. mellifera, verificamos que a alatostatina provoca uma redugao
nos titulos de HJ na fase pupal, onde seus transcritos se encontram em niveis muito
maiores que em larvas. Nas pupas had um sensivel aumento nos titulos de 20E, que como
visto no presente trabalho, eleva ao dobro os niveis de transcritos da alatostatina quando

aplicado em pupas de operarias. Da mesma fora, foi visto que a alatostatina pode inibir
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completamente a producao de HJ pelos CA em D. melanogaster (Goodman & Granger,
2005). Os alvos mais provaveis da ac¢do da alatostatina s3o os primeiros passos
essenciais na sintese de HJ-III, ou seja, a transferéncia de citrato para o citoplasma
através da membrana mitocondrial ou a clivagem do citrato para a produgdo de aceltil-
CoA citoplasmatico, um bloco construtor das unidades isoprendide e homoisoprendide
(Sutherland & Feyereisen, 1996). A alatostatina apresenta inclusive efeito cruzado, pois
o peptideo purificado de M. sexta, por exemplo, inibe a produ¢ao de HJ via CA em
outros insetos, incluindo A. mellifera (Rachinsky & Feldlaufer, 2000). A alatostatina de
D. punctata (Dippu AST) inibe a produgdo de HJ no cupim Reticulitermes flavipes
(Yagi et al., 2005). O silenciamento da alatostatina do tipo-A por meio de RNAi em
Gryllus bimaculatus e S. frugiperda provocou um aumento dos titulos de HJ-III na
hemolinfa. Este silenciamento também provocou mortalidade larval aumentada em
ambas as espécies (Meyering-Vos et al., 2006). Quando aplicada em M. sexta, doses
baixas (100nM) de alatostatina (Mas-AS) resultaram em taxas de producdo de HJ ndo
significativamente diferentes dos controles. Em doses mais altas (10uM) a alatostatina
provoca uma reducdo de 70% na taxa de biossintese de HJ, em relagdo aos controles,
valor que pode estar abaixo do limiar no qual este hormonio ¢ fisiologicamente ativo, o
que torna Mas-AS um inibidor efetivo (Audsley et al., 2000).

A agdo da alatostatina na biossintese de HJ pode ocorrer de um modo paracrino,
isto €, liberacdo local dentro dos CA a partir dos axdnios das células cerebrais que
produzem estes peptideos, ou de uma maneira verdadeiramente enddcrina, pela
hemolinfa. De ambos os modos, receptores devem mediar o efeito do neuropeptideo e,
finalmente, ¢ a combinacdo do titulo e do receptor que determina o efeito de um
neuropeptideo. Alguns trabalhos indicam que mecanismos de degradacdo que tém como

alvo a alatostatina podem controlar os niveis aos quais os CA sdo expostos. O tipo ¢
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numero de receptores para a alatostatina nos CA controlam o “timing”, a duragdo e a
poténcia que este neuropeptideo terd na biossintese de HJ. Fatores humorais podem
exercer um papel na regulacdo da sensibilidade dos CA a alatostatina (Goodman &
Granger, 2005). Outros fatores regulam a biossintese de HJ como neurotransmissores
(octopamina, L-glutamato, dopamina), o proprio HJ e controle interendocrino por
ecdisterdides (Goodman & Granger, 2005) cujo efeito vimos em A. mellifera, ja que os
dados obtidos, tanto de aplicagdo de 20E em pupas, quanto do estudo da expressdo ao
longo do desenvolvimento nos indicam que 20E estimula a sintese de alatostatina, e esta,
por sua vez, causa a inibicao da sintese de HJ.

O titulo de HJ em um inseto ¢ o balango entre sintese, seqiiestro e degradagao,
envolvendo numerosos passos € enzimas, alguns dos quais devem ser influenciados por
alatostatinas e alatotropinas que agem nos CA (Audsley et al., 2000). Como ja vimos,
ha uma forte indicacdo de que Amel-AS iniba a produg¢dao de HJ. Os titulos de HJ se
encontram em niveis basais em pupas de operarias (Rembold, 1987b), fato que nao pode
ser atribuido a degradacdo pela esterase do HJ, ja que a expressdo gé€nica desta
encontra-se baixa também nesta fase (Mackert et al, 2008). Uma resposta plausivel
para isso seria os niveis altos de transcritos da alatostatina na fase pupal de operarias.

A acdo da alatostatina ndo estd limitada a modulagdo da producdo de HJ. As
funcdes da alatostatina foram agrupadas imprecisamente da seguinte forma: (1) inibi¢ao
da biossintese de HJ; (2) modulacdo da contracdo muscular no coragdo e intestino; (3)
modula¢do da atividade neural no SNC; (4) inibi¢do da sintese/liberagdo da vitelogenina;
(5) inibi¢do da producdo de ecdisterdides pela glandula protoracica e ovario, in vitro; (6)
modulacdo da atividade do sistema digestivo (Bellés et al, 1999; Stay, 2000; Gade,
2002; Tobe & Stay, 2004). A mesma alatostatina pode exercer varios efeitos tecido-

especificos, diferentes em varios estagios do desenvolvimento e em diferentes espécies
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de insetos (Goodman & Granger, 2005). Em A. mellifera encontramos expressao do
gene codificador da alatostatina principalmente em cérebro ¢ menos intensamente nos
ovarios de operarias. Nao foram encontrados transcritos no corpo gorduroso. Células
neurossecretoras cerebrais, positivas para a alatostatina foram encontradas para as trés
familias de alatostatina por imunocitoquimica ou hibridagdo in situ, em diferentes
insetos estudados. Estas células estdo geralmente localizadas no protocérebro lateral, se
projetam aos CA no lado contralateral e ramificam nos corpora cardiaca (CC) e CA.
Com o uso de imunocitoquimica, as alatostatinas também foram encontradas em outras
regides, incluindo nervos periféricos, o intestino, o ovario ¢ os ovidutos (Stay, 2000).
Imunoreatividade para alatostatina foi encontrada em neurdnios do cérebro do verme
Procerodes littoralis, e uma porgao significativa de coloracao foi localizada no interior
e ao redor do trato alimentar (Mousley et al, 2005). A ampla distribuicdo de
alatostatinas mostradas por esses resultados reforgam seu papel pleiotropico (Goodman
& Granger, 2005).

Através de imunocitoquimica, foi localizada alatostatina no sistema nervoso
estomatogastrico de Blattella germanica (Maestro et al., 1998) e de crustaceo (Panchan
et al., 2003), e em vias neuronais entre regides do SNC e sistema estomatogastrico de H.
armigera (Davey et al., 2005), o que sugere fung¢des envolvidas na transdugdo de sinais
relacionados ao status nutricional ao SNC e complexo retrocerebral (Maestro et al.,
1998). Esse peptideo parece, portanto, estar envolvido em uma rede de comunicagdo
interneuronal (Davey et al., 2005). A possivel existéncia de transcritos de alatostatina
no sistema nervoso estomatogastrico em A. mellifera ainda necessita ser investigada e
poderia ser um /ink entre a qualidade do alimento ingerido e os titulos de HJ. No caso
de rainhas, a geléia real administrada as larvas do quarto estagio em diante ndo

ocasionaria a expressdo de alatostatina, e esta por sua vez nao diminuiria os titulos de
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HJ na hemolinfa de rainha. J4 em operarias, o alimento mais “pobre” ocasionaria a
expressao de alatostatina, e conseqiientemente, menores titulos de HJ na hemolinfa. Se
demonstrada a expressdo génica da Amel-AS no sistema nervoso estomatogastrico, este
neuropeptideo pode ser uma pega chave do quebra-cabeca da diferenciagdo de castas em
abelhas.

Uma hipotese integrativa plausivel para a atividade da alatostatina em processos
relacionados a alimentagdo pode ser a seguinte: um efeito inibitdrio direto na contragao
intestinal impediria a passagem de alimento, assim, indiretamente, promovendo a
inibi¢do de influxo de comida adicional. Conseqiientemente, o acimulo de comida em
diferentes partes do intestino permitiria uma exposi¢do maior a uma quantidade
aumentada de enzimas digestivas, portanto otimizando o processo digestivo. A
ocorréncia de alatostatina nos tecidos intestinais, junto com baixas doses de peptideos
sugere que a alatostatina pode estar efetivamente envolvida na regulagdo dos processos
digestivos e de alimentagdo (Aguilar, et al., 2003). A alatostatina de M. sexta (Mas-AS)
inibe a alimentacdo e, conseqlientemente o crescimento quando injetada em larvas de
Lacanobia oleracea (Audsley et al., 2001). Se isto ocorre em A. mellifera também
necessita ser estudado, e pode ser mais um fator que relaciona a diferenciagdo de castas
com a expressao de alatostatina.

Tao importante quanto a regulacao dos titulos de HJ durante a metamorfose é a
regulagdo dos titulos de 20E. Sabe-se que o PTTH ¢ o hormonio responsavel por
estimular as glandulas protoracicas a produzirem 20E. Porém, um peptideo menor, a
bombixina também exerce este mesmo papel em algumas espécies de insetos
(Rybczynski, 2005). Quando realizamos uma busca no genoma de A. mellifera nao

encontramos o gene do PTTH, porém, encontramos o gene da bombixina, que em



Discussdao 79

alguns insetos assumiu o papel do PTTH. Assim, decidimos investigar um possivel
papel deste gene na regulacdo do processo de muda e metamorfose em A. mellifera.

O seqiienciamento do gene da bombixina em A. mellifera (Amel-bomb) revelou
que este possui dominio insulin-like growth factor (IGF). A bombixina ¢ uma molécula
heterodimérica que consiste de cadeias A ¢ B que sdo conectadas por pontes dissulfeto
exatamente da mesma maneira que a insulina (Nagasawa ef al., 1988). A purificagdo e
o seqiienciamento dos aminoacidos da bombixina revelaram que ha, na verdade, uma
familia de proteinas bombixina com seqiiéncia homoéloga as cadeias A e B da insulina
humana (Ishizaki & Suzuki, 1994). A modelagem tridimensional da estrutura da
bombixina assume uma estrutura terciaria semelhante a da insulina (Jhoti et al.,1987). O
genoma de D. melanogaster possui sete genes que, como as bombixinas, contém
motivos caracteristicos de insulina (Brogiolo et al., 2001). Em Amel-bomb, encontramos
cinco cisteinas em posigdes bem conservadas. A caracteristica geral dos peptideos
relacionados a insulina de ndo-vertebrados e seus genes sdo bem conservados. Por
exemplo, a maioria das bombixinas possui seis residuos de cisteina conservados que
formam uma ponte dissulfeto intra e duas inter cadeias, da mesma maneira que a
insulina (Nagasawa et al., 1988); MIPs (molluscan insulin-related peptide) de Lymnaea
stagnalis possuem duas cisteinas extras, que possivelmente formam uma terceira ponte
dissulfeto intercadeia (Smit et al., 1988). Além disso, no peptideo relacionado a insulina
em esponja falta uma cisteina, sugerindo a auséncia de uma ponte dissulfeto intracadeia
neste peptideo (Robitzki et al., 1989), como em A. mellifera.

Em operarias de A.mellifera observamos que proximo a pupacdo o numero de
transcritos de bombixina aumenta de PP1 a PP2, no quinto estagio larval de operérias,
onde também encontramos um aumento nos titulos de 20E na hemolinfa. Os niveis de

transcritos se mantém altos no primeiro estagio pupal (Pw) em operarias, estagio em
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que ha um pico elevado nos titulos de 20E, assim como demonstrado no cérebro de B.
mori (Ishizaki et al., 1983a). Em rainhas ocorre uma antecipacdo de altos niveis de
transcritos de Amel-bomb, na fase L5S2, em relagdo as operarias, coincidente com a
antecipacdo dos altos titulos dos ecdisterdides. A flutuagdo da concentragdo de
peptideos semelhantes a insulina (insulin like peptides - ILPs) na hemolinfa de Locusta
migratoria estd intimamente correlacionada com a concentragdo de ecdisona na
hemolinfa durante a ovogenese (Sevala & Loughton, 1992). Por isso é postulado que os
ILPs estimulam a sintese e liberacdo de ecdisterdides, ao menos durante este estagio
(Iwami et al., 1996b). Tanto o PTTH quanto a bombixina de B. mori foram capazes de
estimular a sintese de ecdisterdides em Rhodnius prolixus, porém o PTTH ¢é mais
potente que a bombixina. A responsividade das glandulas protoracicas de R. prolixus ao
PTTH de B. mori, uma espécie distante, indica que os sitios de reconhecimento para o
PTTH devem ser similares em ambas as espécies (Vafopoulou & Steel, 1997). O
desenvolvimento do adulto de S. cynthia, suspenso em pupas que tiveram seus cérebros
removidos, pode ser retomado pela injecdo de bombixina (Ishizaki & Ichikawa, 1967)
através da acdo trofica desta proteina nas glandulas protoracicas que leva a sintese e
liberagdo de ecdisona (Nagasawa et al, 1984). O fato dos niveis de transcritos de
bombixina aumentarem, concomitante com os titulos de 20E, reforca a hipdtese de que
a bombixina em A. mellifera atue como estimuladora da sintese de 20E. Assim como ja
foi verificado em B. mori, onde o titulo de bombixina na hemolinfa ¢ baixo durante o
quarto e quinto estagios larvais, ¢ aumentam abruptamente um dia apos a pupagio,
atingindo o nivel maximo, que dura até a emergéncia do adulto (Saegusa et al., 1992).
Em operarias de 4. mellifera podemos ver que os niveis de transcritos de bombixina sao
altos em PP2, proximo a pupagdo, porém em pupas Pbd, proximo a eclosdo os niveis de

transcritos sao baixos, o que condiz com os resultados obtidos em M. sexta, em que um
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peptideo insulin-like ¢ responsavel pelo aumento de 20E na ecdise larval-pupal, porém
na eclosdo o PTTH ¢ o responsavel pelo aumento nos titulos de 20E (Koyama et al.,
2008), o que provavelmente ocorre em A. mellifera.

Quando aplicamos HJ em larvas e pupas de operaria, no entanto, este hormonio
parece ndo exercer efeito sobre o nivel de transcritos da bombixina. Porém, 20E
aplicado em pupa provoca uma diminuicao significativa de cerca de 60% nos niveis de
bombixina, fato ja verificado em M. sexta, em que, apos aplicagdo de uma alta dose de
20E (10mM) por um curto periodo nas glandulas protoracicas ocasionou uma inibi¢ao
de cerca de 75% na ecdisteroidogénese (Song & Gilbert, 1998). A diminui¢do na
expressdao génica de bombixina na presenca de 20E faz sentido, pois se a bombixina
realmente estimula a producdo de 20E, esse seria um mecanismo de, apos atingir a
quantidade necessaria de 20E, este inibir a producdo de bombixina ¢ uma possivel
sintese “extra” de 20E.

Em A. mellifera os transcritos de bombixina foram encontrados em todos os
tecidos analisados em operarias (corpo gorduroso, ovario e cérebro). Porém, assim
como em B. mori, a quantidade de transcritos ndo parece ser muito alta. Em D.
melanogaster, da mesma forma, a expressdo deste gene ndo estd restrita as células
neuronais (Brogiolo et al., 2001). Foi encontrada expressdo de bombixina por RT-PCR
em ganglios, epiderme, testiculo, ovario, corpo gorduroso, glandula da seda, tubulo de
Malpighi, e intestino em larvas de B. mori. Porém, a quantidade de mRNA nestes
tecidos parecem também ser baixos (Iwami et al, 1996a). Em abelhas 4. mellifera,
imunoreatividade para PTTH ja foi encontrada no cérebro, neuromero subesogafeal, e
glandula protoracica, ou seja, tecidos presentes apenas na cabeca de larva e pupa
(Paulino Simdes et al, 1997). Porém, ja haviam sido encontradas moléculas

\

relacionadas a insulina no intestino, além do cérebro (Moreau et al., 1981). Esses
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resultados sugerem que a bombixina pode ter um papel proprio nos tecidos, que ainda
precisa ser determinado (Iwami et al., 1996a).

Apds a producdo dos ecdisterdides, este participa como mediador de varios
processos fisioldgicos nos insetos. A maioria dos eventos durante a muda ¢é regulada por
ecdisterdides. O crescimento ¢ metamorfose dos insetos sdo caracterizados por um
nimero de mudas durante as quais uma nova cuticula ¢ produzida de cada vez.
Entretanto, uma série de comportamentos complexos e precisamente cronometrados que,
ao final do processo levardo ao desprendimento da cuticula velha (ecdise, ou eclosdo
quando se trata da muda do adulto), é controlada por neuropeptideos. Uns dos principais
neuropeptideos envolvidos no controle da ecdise sdo: eclosion hormone (EH) e ecdysis-
triggering hormone (ETH), que sdo especificamente importantes no “timing” da ecdise
(Gide & Hoffmann, 2005).

Assim como em M. sexta (Horodyski et al., 1989) e B. mori (Kamito et al., 1992),
a seqiiéncia de aminoacidos de EH deduzida a partir do cDNA clonado e seqiienciado
de A. mellifera (Amel-EH) possui 88 residuos. A seqliéncia amino terminal de 26
aminoacidos foi considerada como um peptideo sinal em M. sexta ¢ B. mori, € essa
possui aminoacidos hidrofébicos na regido central (Horodyski et al., 1989; Kamito et al.,
1992) , também encontrados em A. mellifera. Ja em D. melanogaster, o cDNA do EH
codifica uma proteina de 97 aminoacidos. Uma caracteristica notavel das seqiiéncias de
EH quando comparadas ¢ a presenca de seis cisteinas conservadas, que formam as
pontes dissulfeto (Horodyski et al., 1993), também encontradas em A. mellifera, o que
reflete a conservacdo da estrutura secundaria de EH entre os insetos. Também
localizamos o dominio da familia de eclosion hormone na seqiiéncia obtida em A.

mellifera. EH ¢ sintetizado por um (ou dois) par(es) de células neurosecretoras ventro-
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medianas do cérebro, cujos axonios se projetam ao longo de todo a extensao do SNC
(Ewer & Reynolds, 2002).

O EH foi o primeiro peptideo identificado como um iniciador da ecdise, e parece
funcionar tanto como um hormoénio circulatério quanto como um neuromodulador do
SNC. Um papel bem documentado do EH ¢ o de liberar ETH pelas células Inka, que em
A. mellifera sdo numerosas e pequenas (Zitnan & Adams, 2005; Zitnan et al., 2003). As
células Inka sdo glandulas distribuidas em cada segmento toracico e abdominal,
encontradas em associacdo intima com o sistema traqueal e os espiraculos. O ETH
circulante age diretamente no SNC e inicia uma cascata neuropeptidica que regula
passos seqiienciais da ecdise. Incluso na cascata downstream estd a liberagdo de EH
tanto na hemolinfa quanto no SNC. Portanto, EH ¢ ETH se envolvem num /loop de
feedback positivo, assegurando a completa deplecao de ETH das células Inka. O ETH
também provoca uma distensdo nas traquéias em D. melanogaster antes do inicio do
processo da ecdise. A habilidade do ETH de desencadear alteracdes nas traqueais e no
comportamento depende dos peptideos downstream liberados pelo SNC. Atualmente ¢
sabido que muito outros peptideos estdo envolvidos na regulagdo da ecdise, como
crustacean cardioactive peptide (CCAP), ion transport peptides (1TPs), mioinhibitory
peptides (MIPs), corazonina ¢ FRLF-amida (Zitnan & Adams, 2005).

O ETH possui um motivo comum FXPRLamida e o C-terminal amidado (Zitnan
et al., 1996). Como podemos ver no alinhamento das seqiiéncias de ETH, as seqiiéncias
de Diptera sdo maiores, contendo pouco mais de 200 aminoacidos, enquanto que em A.
mellfera (Amel-ETH) a seqiiéncia contém 117 aminodcidos, mais semelhante em
tamanho a predita de N. vitripennis, que possui 142 aminoacidos. O ETH de B. mori
possui uma seqiiéncia predita de 23 aminoacidos (Adams & Zitnan, 1997), ja em D.

melanogaster, a seqiiéncia predita contém 203 aminoacidos (Park et al., 1999). De
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modo geral, as seqiiéncias de ETH comparadas neste trabalho ndo se assemelham entre
si. O motivo FXPRL-amida n3o ¢ encontrado em nenhuma delas. Portanto como
podemos ver as seqliéncias de ETH sdo muito varidveis quanto ao tamanho ¢ aos
residuos de aminoacidos (Zitnan et al., 1996).

Um dos comportamentos inatos mais comuns ¢ a seqiiéncia da ecdise necessaria
para a apo6lise da cuticula velha durante o desenvolvimento embrionario e larval de
nematoides, artropodes e muitos outros invertebrados classificados no clado Ecdysozoa
(Aguinaldo et al., 1997).

A transi¢do do estagio de alimentagdo para estdgio farato durante cada fase do
desenvolvimento ¢ induzida pelo aumento dos niveis de ecdisterdides. Os primeiros
eventos que ocorrem coincidentes com o pico dos ecdisterdides incluem aquisicao de
sensibilidade do SNC ao ETH e produ¢do aumentada de ETH nas células Inka. Embora
as células Inka acumulem grandes quantidades de ETH durante esta fase, elas sdo
incapazes de liberar seus conteudos até que os ecdisterdides declinem a baixos niveis,
quando EH atua, liberando ETH (Kingan & Adams, 2000). O ETH age diretamente no
SNC e ativa circuitos neuronais especificos da pré-ecdise e ecdise. O ETH provoca a
liberagdo de numerosos peptideos, incluindo EH, e outros que coordenam a seqiiéncia
dos comportamentos de pré-ecdise, ecdise e pds-ecdise (Zitnan & Adams, 2000).

Pulsos de ecdisterdide induzem taxas nitidamente aumentadas de producdo de
ETH em M. sexta, B. mori e D. melanogaster (Zitnan & Adams, 2005). Porém altos
niveis de ecdisterdide inibem a ecdise, pois previnem a liberagdo de ETH das células
Inka (Kingan & Adams, 2000), o que pode ser uma maneira de evitar a ecdise
prematura (Zitnan & Adams, 2005). Os ecdisterdides em declinio desencadeiam eventos
transcricionais tardios nas células Inka, cujo produto ¢ a secre¢ao de ETH (Kingan &

Adams, 2000). Em 4. mellifera encontramos niveis maiores de transcritos de EH nas
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fases pupais Pdp e Pb de operaria, em que ha queda dos titulos de 20E na hemolinfa,
logo apds um pico em Pw. Os niveis de transcritos de ETH encontram-se maiores nos
estagios pupais em que hd queda nos titulos de 20E. Portanto, os baixos niveis de 20E
permissivos para a aquisi¢ao de competéncia correspondem aqueles que permitem a
expressdo de ETH que ocorre em resposta a um nivel alto, seguido de baixos niveis de
ecdisterdides. Similarmente, um nimero de respostas reguladas por ecdisterdides em M.
sexta requer primeiro a presenca e depois a auséncia de ecdisterdides (Hegstrom and
Truman, 1996). Os ecdisterdides parecem exercer tanto agdes regulatorias positivas
quanto negativas nas células Inka nos dias e horas antes da ecdise, assegurando uma
resposta secretora adequada e sincronizada (Kingan & Adams, 2000). A expressdo de
ETH em D. melanogaster também poderia estar sob controle de ecdisterdides, ja que ha
uma seqiiéncia de EcR na regido promotora do gene (Park et al., 1999). 20E previne a
aquisi¢ao da competéncia secretoria pelas glandulas epitraqueais in vitro. Varias linhas
de evidéncia sugerem que este evento mediado por 20E ¢ critico na determinagdo do
momento da muda. A liberagcdo prematura de ETH seria malsucedida, ou até mesmo
fatal, se ocorresse quando a cuticula velha pudesse ser destacada apenas parcialmente. A
necessidade de um periodo prolongado de baixos niveis de ecdisterdides antes da
montagem final da cascata preveniria o risco da liberacdo prematura do ETH e ecdise
precoce (Kingan & Adams, 2000). Além disso, podemos observar que um maior
numero de transcritos de EH provavelmente ocasiona um aumento na expressdao de ETH,
j& que os picos da expressio de ETH ocorrem imediatamente ap6és o aumento da
expressdo de EH. Ha uma relacdo reciproca excitatoria entre EH e ETH. Portanto,
parece que as células Inka possuem receptores para o EH circulante e, reciprocamente,
os neurdnios ventro-medianos no cérebro reconhecem e respondem ao ETH da

hemolinfa, ocasionando uma liberagdo coordenada de ambos os peptideos, uma vez que
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qualquer um deles for liberado. O EH ¢ liberado no SNC e na hemolinfa e ETH ¢
liberado na hemolinfa. Esses sinais s3o os dispositivos irreversiveis para iniciar a ecdise
e assegurar o momento exato da ecdise. O segundo passo deste evento, conhecido como
fase efetora, resulta em programas motores estereotipados na pré-ecdise e ecdise (Zitnan
& Adams, 2000; Ewer et al., 1997).

Além disso, apds aplicacao topica de HJ em larvas de operarias, observamos que o
nivel de transcritos de EH cai cerca de 90% em relagdo ao controle. Este seria um
mecanismo importante e eficaz para prevenir a ecdise antes do momento adequado, em
fases em que as larvas ainda ndo estdo completamente desenvolvidas para passarem
para um novo estagio de desenvolvimento. Surpreendentemente, a aplicagdo de HJ em
larvas ocasiona um aumento de cerca de cinco vezes no nivel de transcritos de ETH em
relacdo ao controle. Porém, este aumento na expressao do gene ETH nao significa que o
inseto ira sofrer ecdise, uma vez que € o nivel alto de expressdo e liberacdo de EH que
ocasionara a liberagdo do ETH das células Inka. Portanto, os dado obtidos indicam que
HJ induz a produgdo ¢ acimulo de ETH nas células Inka, e a0 mesmo tempo inibe a
sintese de EH. Quando os titulos de HJ caem e os de 20E sobem, hé estimulo da sintese
de EH, e este provoca a liberagdo de ETH. Com as quedas dos titulos de 20E em pupas,
ocorre sintese de EH e ETH. ETH age estimulando a liberagdo de EH ¢ vice-versa,
assim assegurando o esvaziamento total do conteudo das células Inka, bem como a
muda propriamente dita, neste caso, a que ocasionara a mudanca de pupa para adulto.

A fim de investigarmos melhor a influéncia de 20E na expressao génica de ETH, a
expressdo deste gene foi analisada ap6s o experimento de ligadura abdominal, em que
fatores cerebrais (como 20E) sdao impedidos de passar para o abdomen da abelha, local onde
se encontram as células Inka produtoras de ETH. Os dados obtidos s3o claros e demonstram

que no grupo controle, em que ha conexdo da cabega/térax com o abdomen, os niveis de
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transcritos de ETH sao altos no primeiro e segundo dias, caem abruptamente no terceiro dia
e assim se mantém até o quinto dia, apresentando uma recuperagao da expressao no sexto e
ultimo dia analisado. Os dados obtidos sdo de certa forma, inversamente proporcionais aos
titulos de 20E medidos nas mesmas amostras, que sao menores nos dois primeiros dias,
aumentam no terceiro dia, ¢ diminuem até o fim do experimento. Ja no grupo experimental,
em que nao ha passagem de 20E para o abdémen, observamos que os niveis de transcritos
de ETH se mantém relativamente altos ao longo de todo periodo, assim como os titulos de
20E medidos nessas amostras de modo geral se mantém baixos em relagdo ao grupo
controle. Mas inesperadamente, no sexto dia, um aumento consistente dos niveis de
transcritos destes genes foi observado no tegumento abdominal. E possivel que um pulso
tardio de ecdisteroides, derivado de fontes alternativas (de células especializadas da
epiderme, enocitos, por exemplo) possa estar induzindo a atividade destes genes no sexto
dia apds a ligadura (Soares, 2007). Diversos autores observaram fontes alternativas de
ecdisteroides na etapa final do desenvolvimento pré-imaginal de insetos (Gilbert et al.,
2002). Este experimento nos indica que picos de 20E inibem a expressao de ETH, e que
titulos baixos desse hormonio parecem ser necessarios para a expressao do gene em A.
mellifera.

Outro experimento que simula uma curva de 20E, com seu pico e sua queda foi
realizado e a expressdo de ETH foi testada. Neste experimento tegumentos de pupas
foram incubadas com 0,001pug de 20E + etanol por 6, 20 ¢ 30 horas (h), e depois,
tegumentos inicialmente incubados por 6 h com 20E + etanol foram incubados em meio
livre de hormonio por 15 h. Verificamos que 6 h apds incubagdo em meio com 20E, a
expressdo génica de ETH cai abruptamente, porém com 20h de incubagdo a expressao
Ja se recupera, e continua aumentando até 30h. Apos a lavagem (por 15h), a expressao

se recupera bastante, em relagdo aos tempos de incubacdo com 20E. Esse experimento
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mostra que aparentemente, durante o pico de 20E, o periodo de maior atividade do
horménio (6h de incubagdo), a expressdo de ETH ¢ inibida, porém conforme o tempo de
incubacdo passa, e provavelmente hd uma perda da atividade de 20E, a expressdo de
ETH se recupera. Parece entdo que o pico ¢ a queda de 20E sdo importantes para a
expressdo de ETH. 20E previne a aquisicdo da competéncia secretdria pelas glandulas
epitraqueais in vitro. Varias linhas de evidéncia sugerem que este evento mediado por
20E ¢ critico na determinagdo do momento da muda (Kingan & Adams, 2000).

Em A. mellifera encontramos transcritos de EH somente no cérebro. Entre varios
tecidos neuronais e ndo-neuronais avaliados em M. sexta, o transcrito do EH foi
encontrado apenas no cérebro, embora os dados ndo possam excluir um baixo nivel de
expressdo de EH em outros tecidos (Horodyski et al., 1989). Em B. mori, ndo foram
encontrados transcritos de EH no intestino, glandula da seda ou epiderme de larvas. Nos
cérebros de larvas e pupas detectou-se expressdo de EH, o que sugere que o EH ndo ¢
expresso em tecidos nao-neuronais (Kamito ef al., 1992).

Nossos estudos mostraram que ETH ¢é apenas expresso nas células Inka de A.
mellifera. Imunocitoquimica com anticorpo especifico ao ETH mostrou que esse
peptideo ¢ produzido somente nas células Inka em M. sexta e B. mori (Zitnan et al, 2002;
Zitnan et al., 1999). Extratos de traquéia, contendo ETH, de barata (Nauphoeta), grilo
(Acheta), percevejo (Pyrrhocoris), besouro (Tenebrio molitor), mosca (D. melanogaster)
e mosquito (4. aegypti) induziram pré-ecdise, seguido de comportamento de ecdise em
larvas de B. mori. Esse dado sugere que o sistema de sinalizacdo do ETH ¢ conservado
em diferentes grupos de insetos, e possivelmente, em todos os insetos (Zitnan & Adams,
2005; Zitnan et al., 2003).

A seqiiéncia da ecdise ¢ composta de duas fases essenciais: preparatoria e

comportamental. A fase preparatéria estd associada com atividade transcricional
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estagio-especifica, mediada por esterdides e multiplos fatores de transcrigdo. Em
particular, os esteroides induzem a expressao de receptores essenciais em células-alvo e
a producdo de moléculas reguladoras em 6rgaos neuroendocrinos, bem como controlam
a competéncia desses 6rgdos em liberar suas moléculas ativas no momento apropriado.
A fase comportamental ¢ caracterizada pela ativagdo de redes peptidérgicas pelo ETH
no SNC para iniciar, executar e finalizar cada passo comportamental. O ETH possui a
habilidade exclusiva de ativar os neurdénios do SNC e entdo agir provocando a libera¢ao
de varios peptideos. Esses neuropeptideos sdo subseqiientemente liberados no SNC,
regulando fases comportamentais especificas e na hemolinfa, controlando a atividade de
orgdos periféricos associados com esses comportamentos. Durante a seqiiéncia da
ecdise, um coquetel de diferentes neuropeptideos é geralmente co-liberado de um
conjunto especifico de neurénios, regulando uma subunidade comportamental particular.
Por outro lado, o mesmo neuropeptideo pode ser liberado de neurdnios distintos em
momentos diferentes regulando varias fungdes durante o desenvolvimento (Zitnan ef al.,
2007). Estudos de outros neuropeptideos que participam dessa rede génica sdo
necessarios para o melhor entendimento dos processos de muda e ecdise em 4. mellifera.

Sabe-se que os ecdisterdides, além de coordenarem a expressdo dos genes EH e
ETH, coordenam a expressdo de ‘genes cuticulares’ em preparacdo para a sintese da
cuticula do proximo estagio do desenvolvimento holometabolo (Zitnan & Adams, 2005).
Neste processo, os titulos de ecdisterdides sao determinantes: niveis elevados destes
hormdnios inibem a ecdise, que s6 ocorre quando o titulo de 20E cai. Isto foi
primeiramente demonstrado em 7. molitor (Slama, 1980 in Truman et al., 1983) e em M.
sexta (Truman, 1981; Truman et al., 1983) onde a manutencdo de altos niveis de
ecdisterdides atrasou a ecdise. A inje¢ao de uma alta dose de 20E em pupas jovens de

abelhas permitiu, mas retardou, a pigmentacdo da cuticula, além de resultar em
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significante diminui¢do das taxas de eclosdo (Zufelato et al. 2000), indicando que tal
intervengdo afetou a ecdise e a diferenciagdo da cuticula adulta. Uma das proteinas que
pode participar do processo de esclerotizagao da cuticula ¢ a peroxidase.

A atividade peroxidase foi demonstrada em cuticulas larval e pupal de insetos,
Andersen, (2005) ¢ Hasson & Sugumaran (1987), sugeriram que esta enzima poderia
estar envolvida na esclerotizagdo da cuticula. A atividade peroxidase foi também
observada intracelularmente em diferentes tipos de células nos insetos, sugerindo que
esta enzima pode executar outras fungdes, embora ndo seja sabido se a atividade da
peroxidase cuticular ¢ idéntica a das enzimas intracelulares, ja que a atividade cuticular
nunca foi caracterizada propriamente (Andersen, 2005).

A atividade da peroxidase na cuticula sélida pode estar envolvida na produgao de
ligacdes cruzadas de ditirosina e na oxidagdo de catecol para quinona na esclerotizagao
(Andersen, 2005). Porém, quinonas e seus derivados sofrem reagdes redox e geram
espécies reativas de oxigénio (ROS), potencialmente citotoxicos (Ottaviani et al, 2002;
Limauro et al., 2006). A peroxidase ¢ um dos sistemas antioxidantes que funciona como
mecanismo de prote¢do contra a toxicidade (Storz and Imlay, 1999), transformando o
perdxido de hidrogénio produzido pela superoxido dismutase em agua e outras espécies
nao reativas (Munks et al., 2005).

Neste trabalho nos identificamos uma proteina peroxidase de A. mellifera que é
expressa na cuticula bem como em diferentes tecidos de rainha e operaria, sugerindo
que ela deve ter papel no processo de esclerotizagcdo, bem como fung¢ao antioxidante.

O gene clonado e seqiienciado parcialmente possui o dominio da superfamilia das
peroxidases de animais e através do alinhamento comparativo entre a Amel-PXD e

outras peroxidases de Diptera verificamos que ha um longo trecho idéntico entre todas
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as espécies analisadas, mostrando que este gene possui uma regido bem conservada, de
provavel importancia para sua atividade.

A andlise da expressdo génica durante o desenvolvimento mostrou que a
expressao de Amel-PXD ¢ restrita a fase pupal. Sua expressdo entdo poderia ser inibida
por altos titulos de HJ presentes na fase larval, porém experimentos de aplicagdo topica
deste hormonio tanto em larvas quanto em pupas demonstraram que o HJ parece ndo ter
nenhum efeito nos niveis de transcritos da peroxidase. A analise da expressdo génica
durante o desenvolvimento também sugere que € necessario haver um pico de 20E e sua
subseqiiente queda nos titulo para que os niveis de transcritos de peroxidase aumentem
em ambas as castas. Esse efeito foi confirmado apos injecdo de 20E em pupas de
operarias, que provoca um aumento de duas vezes no nivel de transcritos da peroxidase.
Um segundo experimento de incuba¢do de tegumento com 20E, seguido da retirada
deste hormonio através de lavagem do tecido nos mostra que, apds 6 horas de incubagao
em meio com 20E, provavelmente dentre os periodos analisados o que apresenta maior
atividade deste hormonio, os niveis de transcritos de peroxidase diminuem
consideravelmente. Apds um periodo maior de incubacdo (20h e 30h) o nivel de
transcritos volta a aumentar. E apos 6 h de incubagdo e 15h de lavagem, a diferenca
entre o grupo controle ¢ o grupo tratado ¢ muito grande. Os dados obtidos neste
experimento sdo muito semelhantes ao que ocorre com a expressao génica de ETH apos
incubacdo de tegumento com 20E, o que indica que a peroxidase deve se comportar
como uma proteina cuticular, como ja visto em varias outras espécies (Brivio et al.,
2000; Lassandro et al., 1994; Heinecke et al., 1993; Sayers et al., 1984), sob influéncia
de 20E, e que provavelmente, dentre as muitas peroxidases encontradas no genoma de A.
mellifera esta seja uma ligada ao processo de esclerotizagdo, ainda mais se levarmos em

conta o fato deste gene ser vizinho ao gene do EH no genoma de A. mellifera.
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Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem elaborar um modelo de
regulagdo dos genes que levam aos processos de muda e ecdise. Durante o fim do
ultimo estagio larval temos baixa expressio do gene da alatostatina, e,
conseqiientemente, altos titulos de HJ na hemolinfa. O HJ estimula a expressao de ETH
pelas células Inka, fazendo com que o peptideo ETH fique acumulado nestas células,
mas ndo seja ainda liberado, ja que altos titulos de HJ inibem a sintese de EH. No fim
do ultimo estagio larval e no primeiro estagio pupal, ou seja, ao redor da pupacido, os
niveis de transcritos de bombixina sobem, provocando um aumento da sintese de 20E
pelas glandulas protoracicas, e conseqiientemente, um aumento dos titulos de 20E na
hemolinfa. No mesmo momento, os niveis de transcritos de alatostatina aumentam,
provocando uma diminui¢@o na sintese de HJ, e uma conseqiiente diminui¢ao nos titulos
de HJ, que se mantém basais ao longo da fase pupal. O aumento do 20E provoca um
aumento na transcricdo de EH. Logo apés, os niveis de transcritos de bombixina
diminuem, bem como os titulos de 20E. Neste periodo aumenta-se a sintese de ETH
pelas células Inka. Com a liberagdo de EH, ocorre também a conseqiiente liberagdo de
ETH, e ambos atuam num feedback positivo, até ocorrer a deplecdo total de ETH das
células Inka. Este peptideo ¢ um dos principais que ocasiona os comportamentos de pré-
ecdise e ecdise necessarios para a muda do inseto. Apos a liberacdo da cuticula velha,
provocada pelos comportamentos de pré-ecdise e ecdise, a nova cuticula ¢ formada e
sofre esclerotizacdo. Um dos componentes deste processo pode ser a peroxidase, que é
transcrita também no periodo pupal, estimulada por altos titulos, seguido de queda de

20E (Figura 27).
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Figura 27 — Modelo proposto de regulagcdo dos genes envolvidos na ecdise e na
regulacdo da sintese de HJ e 20E em A. mellifera.
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Tabela |l — Caracteristicas das fases do desenvolvimento larval e pupal de operarias e

rainhas de A. mellifera (modificada de: Michellette & Soares, 1993; Rembold et al., 1980).

Fases do Caracteristicas de operarias e rainhas
desenvolvimento
L551 Intestino totalmente cheio
L552 Intestino em processo de esvaziamento
= L5353 Intestino totalmente vazio
=
; L5PP1 Pouco movimento, cabeca orientada em direcio ao opérculo, o intestino
— pode ser visualizado como um tubo vazio
L5PP2 Imdvel, cabeca orientada em diregdo ao opérculo, intestino ndo mais
visivel, apéndices da cabeca e tdrax visiveis através da cuticula
L5PP3 Imdvel, cabeca orientada em direcdo ao opérculo, o liquido exuvial foi
reabsorvido e a cuticula larval tornou-se opaca e enrugada. Apéndices
toracicos ndo sdo mais visualizados.
Pw QOlho branco, sem pigmentagdo da cuticula toracica
Pp Olho rosa, sem pigmentagdo da cuticula toracica
Pdp Olho rosa escuro, sem pigmentagdo da cuticula toracica
-
E Pb Clho marrom, sem pigmentagdo da cuticula toracica
s
Pbl Qlho marrom, leve pigmentagdo da cuticula toracica
Pbm Olho marrom, mediana pigmentacdo da cuticula toracica
Pbd Olho marrom, forte pigmentagdo da cuticula toracica
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Tabela |l — Primers usados para os genes actina, alatostatina € bombixina
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Tabelalll — Primers usados para os genes eclosion hormone, ecdysis-triggering

hormone e rp49
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Abstract

A cDNA encoding a peroxidase was characterized in the honeybee Apis mellifera.
Amel-PXD developmental expression is distinguished by an on-off-on pattern, the
transition from a low to a high level of transcripts occurring as the ecdysteroid titer is
declining after the peak that triggers the onset of pharate development (pupal and adult
development). Intra-abdominal 20E application and integument incubated with 20E
showed that this gene is down-regulated by this hormone. This pattern of modulation is
found in other kinds of cuticular proteins, suggesting that Amel-PXD has a function on
the sclerotization process. Besides this, the presence of transcripts in different worker
tissues suggests that this enzyme may perform other functions, possibly as an

antioxidant enzyme.

I ntroduction

The cuticle covers the complete body of the insects as an effective barrier between
the animal and its surroundings; it provides protection against desiccation, attack of
microorganisms and predators, and as an exoskeleton it serves as attachment sites for
muscles. Cuticle sclerotization is a chemical process whereby certain regions of insect
cuticle are transformed irreversibly from a pliant material into a stiffer and harder
structure, characterized by decreased deformability, reduced extractability of the matrix
proteins, and increased resistance towards enzymatic degradation. Sclerotization of

structural materials in insects is not restricted to cuticle; other materials such as egg
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cases and silks, may be stabilized by chemical processes closely related to cuticular
sclerotization (Andersen, 2005).

The current accepted sclerotization model and its main features might be resumed
as follows: the amino acid tyrosine is hydroxylated to 3,4-dihydroxyphenylalanine
(DOPA), which by decarboxylation is transformed to dopamine, a compound of central
importance for both sclerotization and melanine formation. Dopamine can be N-
acylated to either N-acetyldopamine (NADA) or N-B-alanyldopamine (NBAD), and
both can serve as precursors in the sclerotization processes. They are enzymatically
oxidized to the corresponding o-quinones, which can react with available nucleophilic
groups, where by the catecholic structure is regained and is linked to the aromatic ring.
The o-quinones of NADA and NBAD may also be enzymatically isomerized to the
corresponding p-quinone methides, and the B-position of their side chain react readily
with nucleophiles. The p-quinone methides may be enzymatically isomerized to side
chain unsaturated catechol derivatives, dehydro-NADA and dehydro-NBAD, which
after oxidation to unsaturated quinines can react with catechols to form
dihydroxyphenyl-dihydrobenzodioxine derivatives and with other nucleophilic groups
to give yet unidentified compounds. The o-quinones and p-quinone methides react
preferably with the imidazole group in the cuticular proteins, but may also react with
free amino groups, such as terminal amino groups in proteins and e-amino groups in
lysine residues, with catechols, with water, and probably also with hydroxyl groups in
the N-acetylgucosamine residues in chitin.

During the process of sclerotization, the oxidation of catechols to o-quinones takes
place. Several different routes for this may be of advantage for an insect, especially if
they can be regulated independently in various cuticular regions, and peroxidase activity
may provide such an alternative route. Peroxidase activity has been demonstrated in
larval and pupal cuticle as well as intracellularly in different cell types in insects and
nematodes (Andersen, 2005). Proteins can be cross-linked by means of the peroxidase
system, and it has been suggested that the enzyme could be involved in cuticular
sclerotization (Hasson and Sugumaran, 1987).

Furthermore, quinones present in the sclerotization process and its related
derivatives tend to undergo redox reactions, to generate reactive oxygen species (ROS)
potentially cytotoxic to endogenous tissues (Ottaviani, et al., 2002). Accumulated
evidences suggest that ROS cause damage to all major classes of biological

macromolecules, leading to protein oxidation, lipid peroxidation, DNA base
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modifications and strand breaks (Limauro et al., 2006). In order to protect against toxic
ROS, aerobic organisms have developed a number of antioxidant systems that serve as
protective mechanisms, namely superoxide dismutases, catalases, peroxidases,
thioredoxin, and glutathione (Storz and Imlay, 1999).

Using the recently available Apis mellifera genome sequence (The Honeybe
Genome Sequencing Consortium, 2006), we identified a cDNA sequence of a
peroxidase from A. mellifera (Amel-PXD). The trancripts levels were examined in
different tissues and different stages of worker bees. Furthermore, transcripts levels
analyses were performed after juvenile hormone and ecdysteroide treatments and after
abdominal ligature in order to analyze the relationships between the main insect

hormones and this enzyme.

Materialsand M ethods

A. mellifera

Africanized honeybee workers were collected from colonies maintained at the
Experimental Apiary of the University of Sdo Paulo in Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brazil. Immature worker bees were staged according to the criteria established by

Michelette and Soares (1993).

Identification, Cloning and Sequencing the putative 4. mellifera Peroxidase

(Amel-PXD) cDNA and bioinformatics analysis

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was extracted from dark-pink eyed worker pupae (Pdp) using a
TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies) protocol and then incubated in the presence
of DNasel (Promega) for 30 minutes at 37°C to eliminate contaminant genomic DNA.
First-stranded cDNA was synthesized from a standard amount of total RNA (2.5ug)
using Super-Script II (Invitrogen) and an oligo (dT);2.15 primers (Invitrogen).

Aliquots of first stranded ¢cDNA products were employed in PCR reactions
using PCR Master Mix (Promega) and specific primers. The thermal cycling
program consisted of 5 minutes at 94°C, followed by 40 cycles of 30 seconds at 94°C,
30 seconds at 60°C, 30 seconds at 72°C, and a final extension step at 72°C for 7

minutes. The primers used for PCR amplification are listed in Table I, and were
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designated based on the 4. mellifera genome information (The Honeybee Genome
Sequencing Consortium, 2006). The amplification products were analyzed by
electrophoresis on 1% agarose gel stained with ethidium bromide. These fragments
were purified and subcloned into the EcoRI site of the pGEM-T Easy plasmid
(Promega). Inserted-containing plasmids were subjected to sequencing reaction using
the M13-forward and M13-reverse universal primers, and a 310 DNA Analizer
(Applied Biosystems).

Database searches were carried out at the National Center for Biotechnology
Information using the BLAST server to find potential orthologs that were aligned by

ClustalW to analyze conserved patterns.

Semiquantitative RT-PCR transcripts leves analyses of Amel-PXD

The transcripts levels of Amel-PXD were analyzed by semiquantitative RT-
PCR. To examine the tissue-specific expression, total RNA was purified from brain,
ovary and fat body of newly-emerged workers. Total RNA isolated from whole
larvae and pupae of workers (from the last phase from 5™ instar larvae, L5PP3, to
brown-eyed pupae, intermediary pigmented cuticle, Pbm) were used to evaluate the
transcripts levels during development.

Total RNA and oligo (dT);,.1s primers (Invitrogen) were used to synthesize the
first stranded cDNA in reaction mixtures containing SuperScript II, as described
above. The transcripts levels of Amel-PXD in different tissues was evaluated by
semiquantitative RT-PCR and the following cycling conditions: 5 minutes at 94°C,
followed by 40 cycles of 30 seconds at 94°C, 30 seconds at 60°C, 30 seconds at 72°C,
and a final extension step at 72°C for 10 minutes. In the transcripts levels analysis
during the developmental stages, the same PCR conditions were performed but using
30 cycles. An A. mellifera actin gene (GenBank accession number AB023025),
which is constitutively expressed during development (Lourengo et al., 2008), was
used as endogenous control, and the thermal cycling program was the same defined
for Amel-PXD amplification for the transcripts levels analysis in different tissues, but
using 25 cycles for the expression analysis during the developmental stages. Another
PCR reaction with all components less cDNA was used as negative control. PCR
products were electrophoresed in 1% agarose gel ethidium bromide stained.

Densitometry analysis were performed for the transcripts levels during
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developmental stages using the Kodak ID 3.3.2 Image Analysis Software connected
to the KODAK EDAS 290 digital machine. All the primers used are listed in Table 1.

Effects of experimental hormone manipulations on Amel-PXD transcripts levels

JH and 20F treatments

For the analysis of JH effects on Amel-PXD transcript levels, spinning 5™ instar
larvae (L5S1) and brown-eyed and non-pigmented body worker pupae (Pb) were
removed from their brood cells to receive a topical application of 10ug JH-III (Fluka,
diluted in 1 pl acetone). Controls were topically treated with 1 ul acetone, or were left
untreated. For the analysis of 20E effects on Amel-PXD transcript levels, brown-eyed
and non-pigmented body worker pupae (Pb) were intra-abdominally injected with 5 ug
of 20E diluted in 2 pg of ethanol plus Ringer (insect physiological solution). Controls
were injected with ethanol plus Ringer, in the proportion used in the treatment. Treated
and untreated larvae were maintained in an incubator at 34°C and 80% relative humidity
for 24h for larvae and pupae, treated with JH, and 12h for pupae 20E treated. Extraction
of RNA of the whole body in the case of larvae, and of fat body in the case of pupae,
was performed using the TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies) protocol. For
transcript levels analysis we performed real-time RT-PCR, using the primers for Amel-
PXD and primers for the ribosomal protein rp49, considered the more reliable for the

analysis of hormonal treated bees (Lourenco et al., 2008). Primers are listed in Table I.
Incubation of thoracic integuments with 20E

Newly ecdysed pupae (Pw stage) were dissected in sterilized Ringer for
extraction of the thoracic integuments. Fat body was cleaned of, and pools of five
thoracic integuments were incubated in 1 mL of a culture medium formulated by
Rachinsky and Hartfelder (1998) specifically for honeybee tissues in the presence of
20E (0,001pug per ml (algumas vezes esta escrito —mL- medium), diluted in ethanol
(Merck). To optimize 20E solubilization, aliquots of incubation medium containing
hormone were sonicated during 12 minutes. Control incubations were prepared with
culture medium and ethanol only, and were also sonicated at the same conditions.

When used as the 20E solvent or alone, ethanol never exceeded 0.5% of the total
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volume of incubation medium. Integuments were exposed continuously to 20E or to
pulses (incubation in culture medium containing hormone followed by washing in
hormone-free medium), during different periods of time: 6, 20 or 30 hours of
incubation in 20E medium; 6 hours of incubation in 20E medium followed by 15 hours
of incubation in free medium and 24 hours of incubation in free medium. Total RNA
was extracted from incubated integuments, and analyzed by semi-quantitative RT-PCR,
using the specific Amel-PXD primers. Primers for rp49 were used as endogenous
control. PCR was performed using the following conditions: 5 minutes at 94°C,
followed by 30 cycles (for peroxidase) and 25 cycles (for rp49) of 30 seconds at 94°C,
30 seconds at 60°C, 30 seconds at 72°C, and a final extension step at 72°C for 10
minutes. Densitometry analyses were performed as described above. The same primers

were used for the analysis of both experiments, JH and 20E treatment (listed in Table

).

Results

Amel-PXD sequence

The release of the honeybee genome sequence (The Honey Bee Genome Sequence
Consortium, 2006) permitted a genome-wide search for many genes of importance for
the understanding of bee physiology and development. Among them we found a
putative gene for peroxidase, linked (“merged”) to an eclosion hormone predicted gene
responsible for initiating the process of ecdysis in insects.

The CDS (coding sequence) from Amel-PXD has 12 exons of 2037 base pairs (bp)
and 11 introns of 17824 bp (Figure 1A). We designed specific primers for this gene
(Figure 1B), and performed PCR, cloning and sequencing. The conceptual translation of
the amplified and sequenced fragment localizes in the chromosomal regions
GroupUn.1287 e Group4.3 in the 4. mellifera genome (version 4).

BLASTP analysis from the total amino acid predicted sequence showed
significant similarities between Amel-PXD and peroxidase from other insects, as
Pediculus humanus (EEB19573.1) (85% identity), Aedes aegypti (EAT46477.1) (83%
identity), D. melanogaster (NP_650627.1) (82% identity) e C. quinquefasciatus
(EDS26535.1) (82% identity). We also found the characteristic domain of the animal
peroxidase superfamily (pfam03098).
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The Amel-PXD partial deduced amino acid sequence was aligned with peroxidases
from Aedes aegypti (AaPer, EAT46477.1), C. quinquefasciatus (CqPer, EDS26535.1) e
Anopheles gambiae (AgPer, AY752910.1) and showed a large conserved region
between them (Figure 1C), among them are the motifs REHNRIA, NPHW, QHITYNE
e AAFRFGHSL, typical of the peroxidase domain.

Amel-PXD transcripts levels

Different tissues

Semiquantitative RT-PCR was able to detect the presence of Amel-PXD
transcripts in all different worker bee tissues and organs analyzed tissue, with less

abundance in ovaries (Figure 2).

Developmental stages

Amel-PXD transcripts were quantified in larvae (L5SPP3) and pupae (from Pw to
Pbm) of A. mellifera using actin cDNA as & control. Semi quantitative RT-PCR was
used. The results (Figure 3) showed low to undetected transcripts levels during the
larval stage analyzed, and the transcripts are low at the two first pupae stages (Pw and
Pp). Transcripts amount abruptly increased in Pdp pupa and is maintained high at the
two nest stages (Pb and Pbl), when decrease again at Pbm. The analysis of
developmental transcripts profile of Amel-PXD revealed that the transition from low to
high abundance of transcripts coincides with the falling of ecdysteroids titers after the
onset of pupal stage. This comparative analysis strongly suggested that levels of Amel-

PXD transcripts are modulated by the titer of ecdysteroids.

Effect of HJ-1II and 20F (ecdysteroid) on Amel-PXD transcript levels

To verify possible ecdysteroid (20E) or juvenile hormone (JH-III) regulation on
Amel-PXD transcription we performed hormonal application experiments. JH-III has no
effect on Amel-PXD transcripts levels. However, when injected at pupae, 20E causes an
increase of twice at Amel-PXD transcription. To study this effect more profoundly we

tried to simulate a 20E peak in the integuments of workers.
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Physiological concentration of 20E was used in experiments in vitro (0,001pug 20E
per ml of culture medium) to investigate more the effect of ecdsyteroids on the Amel-
PXD gene activity. Integument incubation in the presence of 0,001pg 20E (per ml of
culture medium) for a period of 6 hours resulted in inhibition of peroxidase expression.
However, 20 and 30 hours after the beginning of incubation, the level of transcripts was
recovered, possibly because the 20E lost its effect after a certain period of time, and
after 15 hours-washing in hormone free-medium, transcripts levels highly increased,
when compared with the control. This in vitro experiment showed that it is necessary
the existence of a peak of 20E and then its decrease to the Amel-PXD transcription to
occur. Although the transcripts accumulation was reactivated before removing the
hormone from the incubation medium, it was more pronounced after the washing, when

compared to the control.

Discussion

In this work we identified and sequenced an Apis mellifera peroxidase gene
(Amel-PXD). Although it was partially sequenced, the animal peroxidase superfamily
domain is present. Furthermore, there are great identities between the Amel-PXD and
peroxidases from other insects.

The Amel-PXD transcripts were found in the cuticle as well as in different tissues
in worker castes.

The transcript levels analysis during the worker bees development showed that the
Amel-PXD gene activity is preferentially restricted to the pupae stages, mainly in the
stages where he 20E titer is declining. The fact that we didn’t find Amel-PXD transcripts
in larvae suggested that it should be down-regulated by the JH, but ours experiments of
JH topical application demonstrated that this doesn’t take place. The transcripts levels
analysis during the development also suggested that the Amel-PXD is regulated by the
20E titers, since in the stages where there was a hemolymph 20E peak, the Amel-PXD
transcript level was lower, and in the stages where the 20E titer starts to decline presents
the higher levels of Amel-Pxd transcripts. This was confirmed with the experiment of
pupae 20E injection, when an increasing of twice in gene activity was observed.

To confirm that the 20E peak in the hemolymph and its subsequent decline is
important to the Amel-PXD transcription, we performed in vitro incubation of 20E in

cuticles. It was demonstrated that the peroxidase transcripts decreased at the first time



Anexo 124

analyzed (6 hours). After 20 hours however, the transcripts levels rose again, probably
because at this time the 20E already lost part of its activity. After 6 hours of 20E
incubation and 15 hours of washing we can see a great difference between the control
and treated groups. These results confirm that the peak in the 20E titer and its
subsequent decrease is important to the Amel-PXD transcription, exactly like it is for the
transcription of the cuticle proteins (Soares et al., 2007).

Peroxidase activity was demonstrated in larval and pupal cuticle in insects
(Andersen, 2005). The distribution of a peroxidase associated with the formation of a
rigid cuticle was studied in the developmental Calpodes ethlius (Lepidoptera) larvae. It
was also found in the secretory vesicles that release its content to produce the cuticle at
the apical surface (Locke, 1969).

The peroxidase enzyme catalyses the oxidation from tyrosine residues that interact
to form dityrosine, than leading to protein cross-linking (Heinecke et al., 1993). The
peroxidase was found catalyzing the tyrosine cross-linking formation in nematodes as
Gordius villoti (Brivio et al., 2000) and Brugia pahangi (Sayers et al., 1984).
Furthermore, it was observed that the peroxidase catalyses this ligations in vitro in the
presence of hydrogen peroxide in Caenorhabditis elegans (Lassandro et al., 1994). The
RNAI usage to study the function of a peroxidase expressed in the hypodermal cells
bellow the C. elegans larvae cuticles resulted in rude abnormalities due to the cuticular
cellular matrix organization (Edens ef al., 2001).

Our work suggests that the A. mellifera peroxidase acts in the sclerotization
process, being down-regulated by the ecdysteroid and possibly plays other functions, for

example, in the antioxidant systems, which have to be investigate.
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ATGTTAACTTTCTGTITTICTICATTTITTCAGCCCACCGACAGCCGGATCACAGACATGCATCACTTACGATGCCGTG

éxon 1

AATCGAGCGTATATCGAAGCGAGAAAACGCATCAATGTGGCGCAACCCAAGAACAAAATGTGGAGACCAGAGG

éxon I éxon 2

ATTTAGCCACGGTTGGAGAACTTTTATTGGATATCAGTGCGAACCTTGTACAAACTACGGCCTAACCTTCGAAGA

primer IF

éxon 2 é&xon 3
AATCGAAAAAAGTCTACCCTTAATCGACACTTCGAAGACCTTAATTCGCGAGGTGTGCCCTGCCTTTTTGAGCAA

éxon 3

CETGGAATGTCGTGCTGGTAAATATAGAAGAAACGATGGCTTGTGCACAAATTTACAAAATCCGACATGGGGEG

éxon 3
CCACATTAGCGCCCTTTCAAAGAGTGCTGAGTCCACGATTCGCGGACGGTCTAACAGCGCCTAGAATATCGGTGA

éxon 3 éxon 4
CCAGTCATGATTTACCATTATCACGCATAGTGTCACGCACTATGCATCCTGACGAGGGTTATCACGATCATGCTG

primer IR ¢ primer 2F

éxon 4

GTACAGTCATGGTCATCGCCTGGGGGCAGTTTATGGATCACGACTATACGCTAACTGGAACGCCTCTAGATCCTT

éxon 4 éxon J
TGAACCGAAACGACCCGGAGGAATGTTGCCATCGGCCACCGCACCTGAAGAATCCCTATTGCAACGAGATTCTT

primer 2R ¢ primer 3F

éxon 3

ATACCGGAAGACGATTATTTCTACAGACTGTTCAACGTGAAATGCATGGACTTCGTTCGCGCCTTTCCTGCETGTAC

éxon 3

GACCTGGATGCCGACTCGGCTCTCGTGTGCCTTTCAATCTTCTTACCGGTGTGCTCGATGGGAACACGGTGTATGGA

éxon 3

ATCACGGAATCATTCGCTAGGAAGCTACGGGCTGGTITATGGAGGATTGTTACGCATGAATCCAGTGTTCTCAGAATA

éxon 5 éxom 6
CGGACTGAAGGATTTATTACCGCTCAAGCTGGATATTCCGGACGAGGGATGCACCCGGCCGAATCGATCGATGTAC

éxon §

TGTTTCGAGGCGGGTGAGATAAGAGTGAACGAGCAGCTAGTGTTAACCTGCATGCATACTTTGATGGCACGTGAGC

éxon éxon 7

ATAATCGAATTGCGAAGACGTTAATTCAAATAAATCCTCATTGGGACGATGAAACGCTGTATCAAGAAGCAAGAAG

primer 4F

éxon 7

AATCGTTATTGCTGAAATTCAACATATCACTTATAATGAATTTCTACCCATTTTACTTGGCAAAGATGTCATGGAAA

éxon 7
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AATTTGGGCTCCTCCTTGAAAAAMATAGCTATTGGGATGGTTACGACGAAAGCGTGAATCCATCTGTGA

primer 3R

éxon 7 éxon §
TCGATGCTTTCGCTTCTGCAGCCTTCAGATTCGGACACTCATTATTGCCAACGGCAGTAGAAAGGTGG
éxon 8

AGTAAAGCTCATAAATTTATTGCTTCGAAAAGACTATCAGATTTGATTAGAAGACCGTTTGATTTGTATC

éxon § éxon 9

GTGCTGGAGTTTTCGACGAATACATTATGGGGTTGATGAACCAAGTTGCTCAAGCTATGGACGATTCT

éxon 9

ATCACGCAAGAGGTGACAAATCATTTATTTAAAAAAGTTGGAGCTAAGTTTGGATTGGATCTGGTCTCA

éxon 9 éxon 10
TTTAATATGCAACGAGGACGTGAATTTGGTATTCCAAGTTATATGGAATTCAGAAAATTCTGTGGACTTC
primer 4R

éxon 10 éxon 11
CTTGGGTAGACACTTTTGACGAGCTTCACGGTTCCATGC CAAACGAAACGATCAGACGCTATAGCTCG
éxon 11

ATTTTTGAGCATCCAGCTGACGTCGATCTCTGGTCCGGTGGTGTATC CGAGAGACCACTTCCGGGTAG

éxon 11 éxon 12

TATGCTCGGCCCAACCTTCGCCTGTATAATCGCCACGCAATTCAGTTATTCCCGTCGAGGCGACCGAT

éxon 12

TTTGGTACGAGTTGCCGAACCAGCCATCGTCCTTCACTCTCGGTAAGAGATTTTTCCAATAT CCTAAAT

éxon 12

ATTCCAACAGATTGAAATTTATATATACAATTTTTAGAGAAATCGGTTTCCAACCTGCGAATAGAATTCC

éxon 12

CAAATAGAATTACTTAAATAAAATTATTCTTAAAATTATTAGAATACTAATCGGAATAAGTAATAATTTTTAA

éxon 12
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Figure 1 — Schematical representation of the peroxidase gene in A. mellifera (Amel-PXD).
A. Genomic architecture od the gene coding regions and intron. ATG indictes the transcription
initiation codon and TAA the transcription termination codon. The 12 exons and 11 introns are
represented by rectangles and entire lines, respectively. The nucletide numbers are indicated.
The exons and introns lenghts are not proportional. B. Nucleotide sequence of the peroxidase
gene (only exons). The underlined sequences represent the primers used to the gene
amplification and posterior sequencing. C. Deduced aminoacid sequence from the Amel-PXD
fragment already sequenced aligned with other peroxidases sequences from Culex
quinquefasciatus (CqPer) (EDS26535.1), Anopheles gambiae (AgPer) (AY752910.1) and Aedes
aegypti (AaPer) (EAT46477.1). The sequences have a consensus (black marqued). The
underlined regions represent motifs found in the animal peroxidase superfamily domain. Other
conserved positions are shared between these sequences (gray marqued). The symbols (*) e (.)

indicate, respectively, identic aminoacids and semi-conserved substituions.
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peroxidase

wcin [T

br ov fb NC

Figure 2 — Amel-PXD transcripts levels in different tissues of newly-emerged A. mellifera
workers. The tissues analysed were: brain (br), ovary (ov) and fat body (fb). The NC sample
refers to the negative control (without cDNA). The actin transcripts were used as endogenous

control. RT-PCR amplification. 1% agarose gelethidium bromide stained.



Anexo 131

e L1 L= L3 ll_.-_t__. - LS Pupa o = JH Titer
1200
'Z;— 1000
Py
o BOOD
; SO0
'?..'_:E A0
B 200
o E 20E Titer
actin
peroxidase
PP3 Pw Pp Pdp Pb Pbl Pbm HNC
B 280
200
50 4
100 1
50 4
:| 4
PP3 Pw Pp Pdp Pk Pbl P'bm

Figure 3— Peroxidase gene transcripts levelsin the 5th larval instar (PP3) and at pupal
stages (from Pw to Pbm) of A. mellifera workers. The NC sample refers to the negative control
(without cDNA). The actin transcripts were used as endogenous control. A. RT-PCR
amplification. 1% agarose gel ethidium bromide stained. B. Densitometry from te gel showed at
A. Above: JH titers in A. mellifera workers (modified from Bloch et al., 2002). The line above
the JH titer graphic indicates the stages analysed. 20E titles in 4. mellifera workers (modified
from: Pinto ef al., 2002). The dashed lines in the 20E titer graphic indicates the stages analysed.
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Figure 4— Peroxidase gene relative transcripts levels in JH treated samples. Real Time
PCR amplification. The ribossomal protein gene rp49 was used as endogenous control. The
graphics were made from the sample mean quantification. Graphics: mean plus standard error.
A. Treatment made in workers larvae (L5S1). Control samples and 24h after JH toppical
apllication samples. B. Treatment made in workers pupae (Pb). Control samples and 24h after

JH toppical application samples (JH 24h).
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Figure 5- Peroxidase gene relative transcripts levels in 20E treated samples. Real Time
PCR amplification. The ribossomal protein gene rp49 was used as na endogenous control. The
graphics were made from the sample mean quantification. Graphics: mean plus standard error.
Treatmentes made in workers pupae (Pb). Control samples and 12h after 20E injection samples

(20E 12h). *statistical difference between the groups (p=0,011; t-test).
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Figure 6 — Peroxidase gene transcripts levels in A. mellifera workers pupae integuments
samples incubated in 0,001pg 20E+ethanol medium and ethanol medium (control). The
treatments began in Pw pupae. Individual samples were used. Actin gene was used as
endogenous control. The incubations times were: TO: zero hours; 6in: 6 hours of incubation in
20E+ethanol or ethanol (control); 20in: 20 hours of incubation in 20E+ethanol or ethanol
(control); 30in: 30 hours of incubation in 20E+ethanol or ethanol (control); 15wa: 6 hours of
incubation in 20E+ethanol or ethanol followed by 15 hours of incubation in free medium
(washing). A. RT-PCR amplification. 1% agarose gel ethidium bromide stained. B.
Densitometry from the gel showed at A.
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