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Resumo

MELLO, T.R.P. O fator de transcrigdo FTZ-F1 no desenvolvimento e na diferenciagdo de
castas em Apis mellifera. 2008. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2008.

O desenvolvimento po6s-embrionario de insetos eussociais, como Apis mellifera, € um processo
especialmente interessante devido a ocorréncia de polifenismos. Os principais hormonios reguladores
deste processo sdo 0 hormonio juvenil (HJ) e os ecdisterdides. Além dos horménios, outras moléculas que
regulam o desenvolvimento sdo os fatores de transcri¢cdo, muitos deles mediando a a¢do hormonal. Um
desses fatores, a proteina FTZ-F1, é membro da superfamilia dos receptores nucleares sem ligante
conhecido (6rfao). Em Drosophila melanogaster, FTZ-F1 esta envolvido na capacitacdo para respostas
estagio-especificas a ecdisona. Além disso, FTZ-F1 também parece ter participacdo na regulacdo da
expressdo do gene codificador da Vitelogenina (Vg) em Aedes aegypti. A Vg, cuja expressdo possui
caracteristicas casta-especificas em A. mellifera, além de exercer outras funcgdes, é de vital importancia
para o desenvolvimento do embrido. A regulagdo da expressdo de vg em A. mellifera tem sido estudada ha
varios anos e ja sdo conhecidos os efeitos do HJ e da ecdisona sobre este processo. No entanto, os
mecanismos que medeiam a agdo destes hormonios ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Baseados na
hipotese de que FTZ-F1 de A. mellifera poderia atuar na transativacéo de vg na abelha da mesma forma
que o faz em outros insetos, nos propusemos a obter informagdes sobre as caracteristicas de fiz-f1, sobre
sua expressdo e efeitos de seu knockdown na abelha; o que colaboraria para a compreenséo dos
mecanismos moleculares que regulam a expressdo de vg e para a avaliacdo da possivel participacdo de
FTZ-F1 na capacitacdo das respostas estagio-especificas a ecdisona neste inseto. A organizacao génica de
fiz-f1 foi estabelecida utilizando seu EST ja depositado no GenBank, como referéncia para a identificacéo
de regides codificadoras preditas pelo Gnomon. Foi feita a confirmagdo (validagdo) da seqléncia
mediante experimentos de clonagem-seqiienciamento. O perfil dos transcritos de fiz-fI durante o
desenvolvimento de rainhas e operarias foi determinado por meio de sqRT-PCR, e o perfil em corpo
gorduroso de pupas foi determinado por meio de gRT-PCR. Os resultados mostram uma expressdo muito
mais alta em rainhas, e coincidente com o inicio da expressdo de vg no final do periodo pupal. Foi
observado que a expressdo de fiz-f1 ocorre em periodos de baixos titulos de ecdisteréides, além de ser
inibida pela aplicacdo deste hormdnio, como normalmente ocorre em moléculas que atuam como fatores
de aquisicdo de competéncia. Os niveis de transcritos de nove genes foram analisados nas abelhas
knockdown de fiz-f1 e ndo foram observadas alteracOes significativas para actina, bursicona o, esterase
do HJ, horménio da eclosdo, profenoloxidase, receptor de ecdisona e ultraspiracle em relagdo aos
controles. No entanto, 0 knockdown de fiz-f1 provocou um aumento nos niveis de transcritos de um gene
codificador de proteina cuticular, amelCRP14, sugerindo que fiz-f1 regula negativamente a transcri¢do do
mesmo. Além disso, o knockdown também provocou uma queda nos niveis de transcritos de vg, o que

corrobora fortemente nossa hipétese de que este fator participa na ativagdo da transcricdo deste gene.



Abstract

MELLO, T.R.P. The transcription factor FTZ-F1 in honeybee development and caste
differentiation. 2008. Thesis (Master) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

The development of eusocial insects, such as 4pis mellifera, is an especially interesting process due to the
existence of polyphenism. The main regulator hormones of this process are juvenile hormone (JH) and
ecdysteroids. Besides these hormones, other molecules regulate the development, such as the transcription
factors. One of them, the protein FTZ-F1, is a member of the nuclear receptors superfamily with unknown
ligand (orphan). In Drosophila melanogaster, FTZ-F1 functions as a competence factor for stage-specific
responses to ecdysone. Furthermore, FTZ-F1 also seems to regulate the expression of the gene that
encodes Vitellogenin (VQ) in Aedes aegypti. Vg, whose expression has caste-specific characteristics in A.
mellifera, besides performing other functions, is a protein of vital importance for embryonic development.
The regulation of vg expression in 4. mellifera has been studied for several years and the effects of JH
and ecdysone on this process are already known. However, the mechanisms that mediate the action of
these hormones are still not completely understood. Based on the hypothesis that 4. mellifera FTZ-F1
could participate of vg transactivation in bees as it does in other insects, we proposed to obtain
information about fiz-f1 gene structure, about its expression and the effects of this gene knockdown on
bees. It aimed to collaborate in the understanding of the molecular mechanisms that regulate vg
expression and to evaluate the participation of FTZ-F1 as a competence factor for stage-specific
responses to ecdysone in this insect. fiz-fI gene organization was determined using its partial sequence
deposited in the EST database of GenBank as reference for the identification of coding regions predicted
by the Gnomon. The validation of the cDNA sequence was obtained via cloning and sequencing
experiments. The transcription pattern of fiz-f1 during queens and workers development was established
by sqRT-PCR, and the pattern in the fat body was established by gRT-PCR. The results show a higher fiz-
f1 expression level in queens than workers, and it is coincident with the start of vg expression in the end
of pupal stage. It was observed that the expression of fiz-f1 occurs during low levels of ecdysteroids,
besides being inhibited by the injection of this hormone, as it normally happens with molecules that
function as competence factors. The effects of fiz-f7 knockdown on the expression of other nine genes
were analyzed. We did not observe statistically significant alterations for actin, bursicon o, JH esterase,
eclosion hormone, prophenoloxidase, ecdysone receptor and ultraspiracle. Nevertheless, the fiz-f1
knockdown led to an increase in the levels of amelCRPI14 mRNA, a gene that encodes a cuticle protein,
suggesting that FTZ-F1 downregulates its transcription. Moreover, the fiz-f1 knockdown also provoked a
reduction of vg transcripts, which corroborates our initial hypothesis that FTZ-F1 participates in the

activation of this gene expression.
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1.1 — As abelhas Apis mellifera

As abelhas Apis mellifera (Linnaeus, 1758) sdo pertencentes a subfamilia Apinae, ordem
Hymenoptera. Segundo Michener (1974), provavelmente se originaram na Africa Tropical e
Sub-Tropical, sendo atualmente encontradas por todo o mundo, com excecdo das regides polares.
Trata-se de uma espécie eussocial com milhares de individuos em um mesmo ninho, sendo as
fémeas divididas em duas castas fenotipicamente distintas (rainha e operarias) e os machos
(zangdes). A rainha é responsavel pela postura dos ovos, além de controlar o comportamento e
fisiologia das operdrias por meio da dispersdo de seus feromonios. As operdrias constroem os
favos, cuidam da cria, defendem o ninho, forrageiam e desempenham diversos outros papéis
dentro e fora da colméia. Os machos possuem como fun¢do acasalar-se com a rainha (Michener,

1974).

1.2 - Diferenciacdo de castas

A diferenciag¢do de castas em insetos sociais ¢ um evento bastante complexo e varidvel
entre as espécies. Em 4. mellifera, esse processo ¢ determinado por fatores nutricionais e
hormonais durante o desenvolvimento larval. As larvas podem se desenvolver em operarias ou
rainhas, que sdo geneticamente equivalentes, dependendo da quantidade e qualidade do alimento
recebido (Jung-Hoffman, 1966; Beetsma, 1979). A rainha recebe durante todo o seu
desenvolvimento larval uma secrecdo produzida pelas glandulas hipofaringeanas das operarias
denominada geléia real. As operarias recebem esta dieta somente até o terceiro estagio larval,
quando sua alimenta¢do passa a ser uma mistura de secre¢des glandulares suplementada com
polen e néctar (Rembold, 1987).

Ha indicagdes de que a alimentacdo diferencial no caso de rainhas (geléia real)

desencadeia respostas especificas do sistema endécrino, ativando a sintese, principalmente do
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hormonio juvenil (HJ), produzido em um par de glandulas do complexo retrocerebral
denominadas corpora allata. Evidéncias experimentais mostram que a aplicacdo de HJ nas
larvas induz o desenvolvimento de caracteristicas proprias de rainha (Wirtz & Beetsma, 1972).
Resultados semelhantes foram obtidos em abelhas sem ferrdo (Velthuis & Velthuis-Kluppell,
1975; Campos et al., 1975). Em A. mellifera, os niveis de hormoénios ecdisterdides também sao
mais altos na maior parte da fase larval de rainhas (Rachinsky et al., 1990; Rembold, 1987;

Hartfelder & Engels, 1998).

1.3 - Controle hormonal do desenvolvimento pos-embrionario

O desenvolvimento pds-embriondrio dos insetos ¢ resultado principalmente de uma
perfeita alternancia na modulagdo dos titulos dos hormdénios morfogenéticos, ecdisterdides e HJ.

A espécie A. mellifera, assim como todos os insetos holometabolos, sofre metamorfose
completa. Neste tipo de desenvolvimento, em seguida ao periodo embriondrio, ha sucessivos
estagios de desenvolvimento larval, uma muda metamorfica e um periodo de desenvolvimento
pupal. O desenvolvimento larval ¢ caracterizado por repetidas mudas separadas por periodos de
alimentacdo (Gullan & Cranston, 1994). Durante o periodo embriondrio, algumas células
epidérmicas invaginam-se formando os discos imaginais que, mais tarde, evaginam-se formando
estruturas unicas dos adultos, como as principais partes da cabeca e os apéndices do corpo
(Agrell & Lundquist, 1973). A diferenciacdo das estruturas adultas a partir dos discos imaginais
também ¢é controlada hormonalmente (Oberlander, 1985).

Os horménios ecdisterdides sdo derivados de esterdis, sintetizados e secretados pelas
glandulas protoracicas, € ocorrem em todos os insetos formando um grande grupo, sendo a
ecdisona e a 20-hidroxiecdisona (20E) os representantes mais comuns (Gullan & Cranston,

1994). Em A. mellifera o ecdister6éide mais comum ¢ a maquisterona A (Feldlaufer et al., 1985).
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Os hormonios juvenis sdo sesquiterpenoides sintetizados e secretados por um par de
glandulas endocrinas, os corpora allata, localizados em ambos os lados do es6fago dos insetos
(Snodgrass, 1956). Sao moléculas pequenas e lipofilicas. A manutencdo das formas larvais e
pupais requer uma alta e baixa taxas de HJ respectivamente, e a emergéncia do adulto também
ocorre com niveis baixos desse hormdnio (Nijhout & Wheeler, 1982).

Uma seqiiéncia de pelo menos dois picos de ecdisterdides no ultimo instar larval parece
fazer parte do padrao geral de metamorfose dos insetos holometabolos (Riddiford, 1980a). O
primeiro desses picos induz as células epidérmicas ao programa pupal de sintese da cuticula
(Riddiford, 1980b) e o segundo pico induz uma série de respostas metamorficas que inclui a

eversao dos discos imaginais e histolise dos tecidos larvais (White et al., 1997).

1.4 — A superfamilia dos receptores nucleares

A complexidade dos processos que levam ao crescimento, diferenciacdo e
desenvolvimento de um organismo requerem um controle altamente coordenado da expressao
génica. Esse controle ¢ mediado por proteinas denominadas fatores de transcri¢ao, capazes de se
ligarem as regides promotoras de genes especificos, controlando sua transcricdo. Os fatores de
transcricdo sdo muito diversos e formam familias de proteinas similares estruturalmente. Uma
dessas familias ¢ a superfamilia dos receptores nucleares (Gilbert, 2006).

Esta superfamilia inclui receptores de esterdides, de hormonios tiredideos, retindides e
vitamina D (Kastner et al., 1995; Mangelsdorf et al., 1995), além de um grande numero de
receptores cujos ligantes nao foram identificados, os chamados receptores 6rfaos (em Escriva et
al., 2000).

Os membros da superfamilia dos receptores nucleares possuem uma estrutura que pode
ser dividida em 5 dominios: o dominio A/B, altamente varidvel em seqiiéncia e tamanho, exerce

funcdo de transativagdo; por meio dele ¢ feito o contato com outros fatores de transcricao e nele
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encontra-se uma regido de transativagdo independente de ligante (AF-1) (em Aranda & Pascual,
2001).

O dominio C (dominio de unido a DNA, ou DBD — DNA binding domain) ¢ constituido
de 66 a 68 aminoacidos e permite a dimerizagdo, posto que os receptores nucleares formam
complexos homodiméricos e/ou heterodiméricos. O DBD inclui dois motivos de ligacdo do tipo
zinc fingers responsaveis pelo reconhecimento e unido aos elementos de resposta hormonal
(ERH). Os ERH estiao espalhados pelo genoma e regulam a expressdo de genes proximos em
combina¢do com outros fatores de transcri¢do. Tipicamente, os ERH sdo formados por
repeticdes ordenadas de maneira direta ou invertidas (denominadas half sites) que estdo
separadas entre si por um numero varidvel de nucleotideos. No DBD localizam-se também o P-
Box e o D-Box, regides que conferem ao receptor uma especificidade para um ERH particular
(Henrich & Brown, 1995).

O dominio D tem a fung¢ao de localizagdo nuclear, permite a mudanca de conformagdo do
receptor e esta posicionado entre os dominios C e E (Henrich & Brown, 1995). Este tltimo ¢ o
dominio mais longo (220 a 250 aminodcidos) e possui fun¢des variadas como ligagdo ao
horménio (LBD), dimeriza¢do, associagdo a proteinas de choque térmico, transativagdo e
localizagao nuclear. O LBD ¢ composto de 11 a 12 a-hélices (de H1 a H12). HI2 possui um
motivo de transativagao dependente de ligante denominado AF-2. Apds a ligacdo ao hormdnio,
ha uma mudanca conformacional expondo AF-2 que, entdo, pode reagir com coativadores
(Wurtz et al., 1996). Alguns desses receptores possuem também um dominio carboxi-terminal
cuja funcao ainda ndo ¢ bem compreendida (Henrich & Brown, 1995).

Os ligantes de receptores nucleares podem ser definidos como pequenas moléculas
hidrofobicas que se ligam diretamente ao LBD e promovem um rearranjo estrutural permitindo
que AF-2 interaja com co-reguladores transcricionais (coativadores ou correpressores) que irao
conectar o receptor a maquinaria basica de transcri¢do, resultando na ativacao/repressao da

transcrigao do gene alvo (em Escriva et al., 2000).
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1.5-FTZ Factor 1 (FTZ-F1)

A proteina FTZ-F1, identificada como um ativador transcricional do gene homedtico
fushi tarazu (FTZ) em Drosophila melanogaster (Ueda et al., 1990), ¢ membro da superfamilia
dos receptores nucleares (Lavorgna et al., 1991), sem ligante conhecido (6rfao).

ftz ¢ um gene de segmentacdo da classe "pair-rule" localizado no complexo Antennapedia
em D. melanogaster (Wakimoto et al., 1984). Mutacdes que acarretam perda de funcdo de FTZ
produzem dele¢des dos parasegmentos pares (Struhl, 1985).

Em D. melanogaster, ftz-f1 codifica duas isoformas de mRNA e proteinas que diferem na
mobilidade eletroforética e padrdes de expressdo temporal durante a embriogénese. Uma forma,
aftz-f1, € expressa em embrides na fase de blastoderme coincidindo com a expressao de fiz. Ja a
transcricao da outra forma, ffiz-f1, ocorre no embrido tardio e no meio do desenvolvimento pré-
pupal, paralelamente a expansdo do puff 75CD (Lavorgna et al., 1993; Ueda et al., 1990;
Woodard et al., 1994). Experimentos de Southern blotting mostraram que fiz-fI encontra-se em

copia simples no genoma de 4. mellifera (A.R. Barchuk, comunicacdo pessoal).

1.6 — FTZ-F1 e a vitelogénese

Os ecdisteroides e o HJ atuam em processos relacionados a diferenciagdo de castas como
a expressdo de vitelogenina (vg). A vitelogenina ¢ uma fosfolipoglicoproteina sintetizada no
corpo gorduroso e € precursora da vitelina, principal proteina do vitelo, suprimento necessario
para o desenvolvimento do embrido até a eclosdao do ovo (ver Valle, 1993). Esta proteina ¢
secretada do corpo gorduroso para a hemolinfa. Entdo ¢ captada pelos ovécitos em crescimento
através de endocitose mediada por receptores, sendo armazenada em amplas vesiculas no

citoplasma destas células (Raikhel & Dhadialla, 1992; Valle, 1993; Gilbert, 2006).
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Em abelhas 4. mellifera, a sintese de Vg pelo corpo gorduroso estd normalmente limitada
as fémeas e ¢ especialmente intensa nas rainhas. Porém, também ¢ possivel encontrar pequenas
quantidades desta proteina na hemolinfa de zangdes nos primeiros quinze dias da vida adulta
(Paulino Simdes, 1984; Trenczek et al., 1989). Durante o periodo larval, o mRNA codificador de
Vg ¢ detectado em altos niveis ja nos primeiros estagios larvais, decaindo no periodo pré-pupal.
Esse mesmo padrao ¢ observado em rainhas, operarias e zangdes (Guidugli et al., 2005a). Na
fase pupal, em rainhas, ocorre a expressdo de vg antes do estagio de pupa de olho marrom com
cuticula pigmentada (Pbd), o que ocorre aproximadamente trinta horas antes da emergéncia do
adulto. J& em operdrias, a transcri¢do ocorre em pupa faratas (ou Pbd mais velhas) pouco antes
da emergéncia do adulto. Em rainhas, os picos nos niveis de mRNA de vg sdo pequenos até a
fase de pupa farata, havendo um abrupto aumento na expressdo nas recém-nascidas. Em
operarias, ndo ha nenhuma variagdo significativa nos niveis de transcricdo do gene ou na
quantidade de proteina no final da fase pupal, mostrando até os trés dias apds a emergéncia do
adulto, pequenos niveis de expressao (Barchuk et al., 2002, Piulachs et al., 2003).

O inicio da expressdo de vg, tanto em rainhas quanto em operdrias, coincide com um
discreto aumento nos niveis de HJ no final da fase pupal, e acontece em presenca de baixos
niveis de ecdisterdides. O HJ exdgeno promove a sintese de Vg em pupas de ambas as castas
contanto que os niveis de ecdisterdides estejam baixos. E niveis altos de ecdisona no final do
periodo pupal inibem o inicio da sintese de Vg (Barchuk et al., 2002). Outros experimentos
mostraram que baixos titulos de HJ permitem o inicio da sintese e o acimulo de Vg na
hemolinfa, enquanto altos titulos do hormonio inibem a sintese de Vg (Pinto et al., 2000)

Amdam & Omholt (2003) propuseram uma hipotese para explicar o controle da transi¢do
de operarias nutridoras (que permanecem dentro da colméia) para operarias forrageiras que
envolve a participacdo de Vg. Esta transicdo s6 comeca a ocorrer a partir do 4° dia de vida da
abelha adulta. A hipotese da dupla repressdo propde que dois fatores reprimem esta transi¢ao:

fatores externos, que seriam sinais transmitidos fisicamente por abelhas forrageiras para as
10
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nutridoras gerando reacdes fisiologicas nas ultimas; e um fator interno direta ou indiretamente
ligado a quantidade de Vg na hemolinfa. Tanto o repressor interno quanto o externo inibem o
eixo alato-regulatdrio, no sistema nervoso central alato-regulatorio (ACNS), que, desta forma,
diminui a expressdo de HJ. O ACNS, quando ativado, tem um efeito positivo em uma via de
diferencia¢do independente de HJ (que leva a transicdo para forrageira). O HJ tem um efeito
positivo em uma via de diferenciacdo dependente deste hormonio (que também leva a transi¢do
para forrageira). A perda de intensidade do repressor externo leva a ativacdo do ACNS e,
portanto, a ativacdo das vias de diferenciacdo dependente e independente de HJ. A falta de
carboidratos e proteinas causa uma deplecao no estoque de Vg (fato que normalmente ocorre na
vida adulta das operarias), e a falta de Vg, por sua vez, provoca um efeito negativo no repressor
interno, o que leva a transicdo para forrageira independentemente da situagdo do repressor
externo. Na vida normal da operaria adulta, um aumento nos titulos de HJ e uma queda nos
niveis de Vg antecedem o inicio do forrageamento. Experimentos de knockdown de vg em
abelhas adultas corroboram esta hipotese (Guidugli et al., 2005a).

Em Aedes aegypti, foi observado que os ecdisteroides tém um papel central no controle
da vitelogénese. BFTZ-F1 pode estar envolvida neste processo, ja que o aparecimento da proteina
AaFTZ-F1 ativa coincide com o periodo de aquisicio de competéncia as respostas estagio-

especificas da ecdisona (ver Raikhel et al, 2002).

1.7 - FTZ-F1 e a transicao larva-pupa

Em vertebrados, um regulador-chave na sintese de ecdisterdides ¢ o receptor nuclear
orfao Steroidogenic Factor 1 — SF-1 (ver Parker et al., 2002) que induz a transcrigdo de genes
diretamente ou indiretamente ligados a sintese de esterdides (Val et al., 2003).

SF-1 ¢ ortologo ao BFTZ-F1. Em D. melanogaster, o pequeno aumento de ecdisteroides

que ocorre no 3° instar larval induz a expressdo de BFTZ-F1 ou a translocagao para o nucleo do

11
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BFTZ-F1 ja presente no citoplasma. Subsequentemente, BFTZ-F1 aumentaria a transcri¢do dos
genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de esteroides através de um feedback
positivo, levando ao grande aumento nos titulos do hormdnio observado no final do 3° instar
larval. Esse pico de ecdisterdides induz entdo a transi¢do larval-pupal (Parvy et al., 2005).

Broadus et al. (1999) sugerem que BFTZ-F1 prové competéncia para respostas estagio-
especificas da ecdisona em D. melanogaster. ffiz-fl é expresso durante baixos niveis deste
hormoénio na pré-pupa intermedidria, periodo em que esta competéncia ¢ adquirida (Richards,
1976; Lavorgna, 1993).

Outros receptores nucleares oOrfaos participam da regulacdo das respostas estagio-
especificas da ecdisona. Um pico de ecdisona no final do desenvolvimento larval induziria
diretamente a expressao de e75b e dhr3, expressao esta que também depende da sintese de outras
proteinas induzidas por ecdisona (Segraves & Hogness, 1990; Horner et al., 1995). Drh3 induz a
transcricdo de ffiz-f1 na pré-pupa intermedidria e parece exercer esse efeito ligando-se a trés
sitios adjacentes no promotor de ffiz-f1 (Kageyama et al., 1997; White et al., 1997). Esta funcdo
de Drh3 pode ser negativamente regulada pela heterodimerizagdo com E75b (White et al., 1997).
Ecdisona também pode reprimir diretamente a transcri¢cdo de ffiz-f1, restringindo sua expressao a
pré-pupa intermedidria, no intervalo entre os picos de ecdisona em larva tardia e em pré-pupa
tardia. ffiz-fl também reprime sua propria transcricdo, assegurando uma expressdo de curta

duragdo (Woodard et al., 1994; Thummel, 1996; Thummel, 2001).

1.8 - Sobre o presente trabalho

A expressdao de vg em A. mellifera representa um evento de interesse da biologia
molecular per se ja que se desconhecem os mecanismos moleculares que mediam a acdo
reguladora dos hormdnios mencionados acima. Ademais, o produto protéico de vg possui

participagdo fundamental em varios processos da biologia deste inseto social, que inclui o
12
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polietismo seqiiencial de operarias adultas, fenomeno ainda ndo totalmente conhecido
relacionado ao controle da sintese de HJ e aos niveis de Vg circulantes.

Perfis de expressao de ultraspiracle (usp) durante o desenvolvimento pupal sugeriram a
participagdo deste gene na regulagdo da expressdo de vg. Porém, experimentos de knockdown de
ultraspiracle nao confirmaram esta hipotese (Barchuk et al., 2008). Considerando estes
resultados e a funcdo chave de FTZ-F1 em eventos fundamentais do desenvolvimento de alguns
dipteros, como a competéncia nas respostas estagio-especificas a ecdisona (Drosophila; Broadus
et al.,, 1999) e na vitelogénese (4edes, Richards, 1976; Lavorgna, 1993), hipotetizamos sua
participagdo no controle da expressdo de vg em abelhas meliferas comuns (4. mellifera).
Ademais, conhecer o perfil de expressao de fiz-f1 durante o desenvolvimento pos-embrionario de
rainhas e operarias nos daria informag¢do sobre uma possivel participacdo deste gene em outros

processos que conduzem a diferenciacdo de castas nestas abelhas.
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Objetivos

Determinar a organizacao génica do fiz-f1 de Apis mellifera;

Determinar o perfil de expressao de fiz-fI durante o desenvolvimento pos-embrionario de
rainhas e operarias Apis mellifera, especialmente no corpo inteiro € no corpo gorduroso
(responsavel pela sintese de Vg);

Avaliar, no periodo pupal, os efeitos dos ecdisterdides sobre a expressdo de fiz-f1;
Identificar potenciais genes alvo de FTZ-F1 no desenvolvimento pupal da abelha,

particularmente vg.
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Material e Métodos

3.1 - MATERIAL BIOLOGICO

O material biologico utilizado, operarias e rainhas de Apis mellifera em diferentes
estagios de desenvolvimento pods-embrionario (Tabela 1), foi coletado no Apiario do
Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo. As fases do desenvolvimento de operdrias e rainhas foram identificadas segundo
Michelette & Soares (1993) e Rembold et al. (1980), respectivamente. As caracteristicas de

rainhas foram uma adapta¢ao dos dados de Rembold et al. (1980) para abelhas africanizadas.

Tabela 1: Fases do desenvolvimento pds-embrionario de A. mellifera utilizadas neste estudo e suas

abreviaturas.

Fases do desenvolvimento Abreviatura
4° instar larvar L4
5° instar larval — fase de alimentacgao 1 F1
5° instar larval — fase de alimentacdo 2 F2
5° instar larval — fase de alimentagao 3 F3
5° instar larval — fase de tecelagem do casulo 1 Sl
5° instar larval — fase de tecelagem do casulo 2 S2
5° instar larval — fase de tecelagem do casulo 3 S3
Pré-pupa 1 PP1
Pré-pupa 2 PP2
Pré-pupa 3 PP3
Pupa de olho branco Pw
Pupa de olho rosa Pp
Pupa de olho rosa escuro Pdp
Pupa de olho marrom sem pigmentacao na cuticula Pb
Pupa de olho marrom com pigmentacao leve na cuticula Pbl
Pupa de olho marrom com pigmenta¢cdo mediana na cuticula Pbm
Pupa de olho marrom com pigmentagdo forte na cuticula Pdb
Recém nascida RN
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3.2 - ANALISE in silico DA ORGANIZACAO DO ftz-f1

O genoma de A. mellifera com seqiiéncias codificadoras preditas pelo Official Set esta
disponivel em rede no site http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee. Para a determinagao
da organizacao génica de fiz-f1, utilizamos a etiqueta de seqiiéncia expressa (EST) depositada no
GenBank por Ryszard Maleszka (B1946427). Esta EST foi utilizada em um BLASTNT
(nucleotideo versus nucleotideo) contra o Official Set 4.0 do genoma de A. mellifera

(http://zulu.fmrp.usp.br/beelab/bioinfo_blast) para a localizagao da seqiiéncia predita de fiz-f1 no

genoma. Este procedimento foi feito mediante a utilizagdo do pacote informatico Artemis
(Sanger Institute), disponivel no site http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis. ApoOs a
identificacao da organizacdo génica do fiz-f1 de 4. mellifera, foi feita a confirmagao (validacao)
da seqiiéncia do cDNA mediante experimentos de clonagem-seqiienciamento utilizando primers

especificos.

3.3 - PARA ESTUDO DA SEQUENCIA DE FTZ-F1

3.3.1 - Extracdo de RNA

As extragdes de RNA total do animal inteiro ou de corpo gorduroso foram feitas pelo
método de extragdo por TRIzol (solugdo comercial de fenol e isotiocianato de guanidina para
isolamento de RNA total, Cat. No. 15596, Invitrogen). Apds a obtencdo do RNA, as amostras
foram incubadas a 37°C durante 30min na presenga de DNase e posteriormente a 65°C durante

10min (inativacdo da enzima).
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3.3.2 - Sintese de cDNA

Tanto para os experimentos de amplificacdo do cDNA para posterior clonagem, quanto
para utilizagdo em PCR quantitativa e semiqiiantitativa, o RNA total foi submetido a retro-
transcricdo (RT) usando-se o kit SuperScript II (Cat. 18064-014, Invitrogen) com o Oligo

(dT)12-18 (Cat. 18418-012, Invitrogen) como primer.

3.3.3 - Amplificacdo por PCR

A amplificagdes do cDNA de fiz-f1 de A. mellifera utilizando primers especificos (Tabela
2) foram feitas misturando-se 0,8ul. de forward primer (10uM); 0,8uL de reverse primer
(10uM); 1pL de DNA (obtido segundo detalhado na secdao anterior); 7,4ul agua destilada
esterilizada; 10uL de Master Mix (2X; Promega, Cat. n° M7502), em um tubo de 200puL.

A mistura acima era submetida ao seguinte programa de amplificacao:

94° C por 2min
94° C por 30seg
60° C por 30seg 5 vezes
72° C por 40seg
72° C por 10min

4° C por tempo indeterminado

Os produtos de amplificagdo eram separados em géis de agarose 1% corados com Brometo
de Etidio (EtBr) e as bandas obtidas eram cortadas e submetidas a recuperacio do DNA
mediante o uso de QIAquick Gel Extraction Kit (Cat. 28706, QIAGEN), levando a peca de gel a
50° C em tampao até dissolver a agarose e submetendo a solu¢do a uma coluna de filtragem onde

o DNA era lavado e posteriormente recuperado no tampao de eluigdo.
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Tabela 2 — Primers utilizados para o seqiienciamento de fiz-f1 de Apis mellifera.

Primers Sequéncias
ftz-f1-1F 5'-ATGTCTGGTTATCAGTATGGTC-3'
ftz-f1-1R 5'-GACATTGCCGCTTACCGTAG-3'
ftz-f1-2F 5'-GGTGGTGGAGGAGGAACG-3'
ftz-f1-2R 5'-AGGGACACCGCTTTCTTTG-3'
ftz-f1-3F 5'-CCGGTCTGCGGCGACAAA-3'
ftz-f1-3R 5'-CAGGGTTGAGATTGTGCAG-3'
ftz-f1-4F S-TCTTCTCCAGATTCGAGTCCA-3'
ftz-f1-4R 5'-CGAGCACCAACATATCTGAC-3'
ftz-f1-5F 5'-AGGTGGACTGGGCAAGGA-3'
ftz-f1-5SRA 5S-TCATTTTCTTTTAGCATGAAG-3'
ftz-f1-5RB 5S'-TCCATGAGAAGAGTTTGAGTT-3'

Para o desenho de primers, foi utilizado o programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi).

3.3.4 - Ligacao do fragmento ao vetor ou clonagem

Os fragmentos de DNA amplificados e recuperados dos géis de agarose foram inseridos
em um vetor plasmidial flanqueado pelo sitio de restricao de EcoRI. Para a ligagado foi utilizado o
Kit Invitrogen 45-0641 Topo TA Cloning ® Kit (PCR ®2.1-TOPO® Vector, Cat. K4500-01). Para
isso eram utilizados 4uL. do produto da PCR; 1uL de solugdo salina (tampao de ligagdo); 0,7uL
de Topo vector; 0,3uL de agua destilada esterilizada que eram posteriormente incubados em

temperatura ambiente por 30 minutos.
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3.3.5 - Transformagcéo bacteriana

Para a transformacdo bacteriana eram utilizados os 6uL de solu¢do plasmidial. Esta
solucdo era colocada em um tubo de 1,5 mL, contendo uma suspensdo bacteriana (bactérias
Escherichia coli competentes da linhagem DHS5a), e incubada em gelo durante 30 minutos.
Posteriormente, a suspensao era submetida a um choque de temperatura a 42°C por 30 segundos,
e subseqiientemente era incubada em gelo por 90 segundos. Em seguida, eram adicionados
250uL de meio liquido Luria Bertani (LB) e o conjunto era incubado a 37°C sob agitacao de 160
rpm. Apos 1 hora de incubagao, a suspensao era centrifugada e o excesso de meio descartado (=
100uL de meio). Apds este procedimento, o pellet era ressuspendido e semeado em placa de
Petri com meio LB-4gar contendo X-Gal, IPTG e ampicilina para selecao Blue/White. As placas
eram mantidas a 37° C por 12h depois levadas a geladeira para que as colonias azuis se
destacassem.

As colonias brancas, constituidas de clones de bactérias contendo o inserto, eram
inoculadas em tubos de polipropileno contendo SmL de meio liquido com antibidtico (LB +
Ampicilina) e estes eram incubados a 37°C, sob agita¢do de 160 rpm, "overnight". O contetido de
cada tubo era transferido para um tubo de 2mL que era centrifugado para a obtencdo de um
pellet. O pellet resultante era submetido a uma minipreparacdo para extragdo de DNA plasmidial
utilizando o QIA Prep. Spin Miniprep Kit (250) (Cat.27.106) seguindo-se as instru¢des do

fabricante.

3.3.6 - Digestéo

O produto das minipreparagdes era submetido a digestao enzimatica com a enzima EcoRI

para verificar a presenca do inserto na amostra. Para a digestdo era feita uma mistura de 3uL de
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DNA plasmidial; 2uLL de tampao para EcoR I (Buffer 3); 14,5uL de dgua destilada esterilizada;
0,5uL de EcoR I, que era incubada por 1h a 37° C. Posteriormente, os produtos de digestao eram

separados em géis de agarose 1% corados com EtBr e visualizados sob luz ultravioleta.

3.3.7 - Sequienciamento e andlise de seqUéncias

O seqiienciamento foi feito segundo a metodologia de Sanger (1977), usando-se o kit T7,
conforme especificagdes do fabricante.

As seqiliéncias obtidas foram analisadas mediante consultas a programas dispostos nos
seguintes sites:

http://www.justbio.com (para traducdo de seqiiéncias de nucleotideos);

http://www.ncbi.nlm.nih.gov (BLAST, para comparac¢do de seqiiéncias)

http://www.clustalw.gemnome.adp.jp (para alinhamento das seqiiéncias)

3.4 — ESTUDOS DE EXPRESSAO

O estudo de expressio de fiz-f/ em animais inteiros foi realizado por RT-PCR
semiquantitativa. Para os estudos de expressdo em corpo gorduroso de pupas de rainhas e

operarias utilizou-se RT-PCR em Tempo Real.

3.4.1 - RT-PCR semiquantitativa

O RNA extraido de cada estigio de desenvolvimento de larvas e pupas de rainhas e

operarias foi submetido a 3 medidas de concentra¢do e uma aliquota de 2pg foi utilizada para a
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sintese de cDNA que era entdo diluido 10 vezes e usado para avaliacao da expressao de fiz-f1 por
RT-PCR semiquantitativa ou quantitativa.

A realizacdo dos experimentos de PCR semiquantitativa requer a determinacao do niimero
de ciclos de amplificagdo que corresponda a um aumento linear na quantidade de produto. Para
isto foram retiradas amostras seqiienciais durante a reacdo de PCR e os produtos foram
visualizados em gel de agarose 1% corado com EtBr. No caso dos experimentos realizados,
constatou-se que o numero ideal de ciclos era de 40. Também ¢ necessario que seja feita a
amplificacilo de um RNA presente em propor¢des relativamente constantes durante o
desenvolvimento para normalizar os resultados obtidos. Em nosso caso, utilizamos o RNA da f-
actina (sub-clonado e seqlienciado em nosso Laboratorio).

Para a amplificagdao definitiva dos cDNAs das amostras, eram adicionados em tubos de
200uL; 0,8uL de forward primer*(10uM); 1uL. de cDNA diluido 10 vezes; 0,8uL de reverse
primer*(10uM); 10uL de Master Mix (2X; Promega, Cat. n° M7502); 7,4uL de agua Milli-Q
autoclavada.

Essa mistura era submetida ao seguinte programa de amplificacao:

94° C por 2mim
94° C por 30seg
60° C por 30seg »40 vezes
72° C por 40seg
72° C por 7mim

4° C por tempo indeterminado

*QOs primers utilizados para estes experimentos foram ftz-f1-5F e ftz-f1-5RB (Tabela 2).
As amplificagdes foram feitas no aparelho GeneAmp PCR System 9700, Applied

Biosystems.
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Os produtos de amplificagdo eram submetidos a eletroforese em géis de agarose (1%,
corado com EtBr) depois da adicdo de tampdo corante. As corridas eram feitas (100V/cm?) por
aproximadamente 1h. Imediatamente depois, os géis eram fotografados.

Este processo foi repetido 3 vezes para todo o conjunto de amostras de cada fase do
desenvolvimento de rainhas e operdrias. A partir das fotos dos géis, era feita uma analise de
densitometria das bandas utilizando-se o programa Kodak 1D 3.6 e entdo era feita uma média
dos valores de densitometria de cada amostra. As bandas obtidas a partir da amplificacao do
cDNA com primers para actina também eram analisadas e os resultados eram utilizados para a

normalizagdo e entdo elaboracao dos graficos com o programa Microsoft Excel 2003.

3.4.2 - RT-PCR em Tempo Real

As andlises de RT-PCR em Tempo Real foram feitas utilizando-se o aparelho 7500 Real
Time PCR (Applied Biosystems).

Os seguintes primers especificos foram utilizados:

Para fiz-f1:

RealT-F: 5'—= GAC TGG GCA AGG AAT TCT GT - 3'

RealT-R: 5'- CCA TTA TGA AGC GTA GTC TCA -3

Para actina:
Act-F: 5'—-TGC CAA CAC TGT CCTTTC TG - 3'

Act-R: 5'— AGA ATT GAC CCA CCA ATC CCA -3'

Para as andlises da eficiéncia dos primers foi montada uma curva padrao para cada um
dos pares de primers utilizando dilui¢des seriadas de cDNA (sem diluig¢do; 1:10; 1:100; 1:1000 e

1:10000). Os valores de eficiéncia da PCR (E) foram calculados para cada gene individualmente
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a partir do valor obtido de slope apés reagdes de curva padrio e utilizando a formula: E= 107517
(Applied Biosystems, 1997)

Para assegurar a amplificacdo de apenas um unico fragmento e a auséncia de
contaminagdo de DNA gendmico foram utilizadas as analises de dissociacdo das curvas de
amplificacao. No caso de contaminagdo com DNA genomico dois picos de dissociacdo seriam
visualizados, pois, os primers para fiz-fI foram desenhados flanqueando um intron.

A mistura da reagdo consistia em 10ul de SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems); 0,8ul. de cada primer 10 uM; 1uL de ¢cDNA (diluido 10 vezes); 7,4ul. de agua
Milli-Q autoclavada.

Para confirmar que os primers amplificavam fragmentos especificos, os mesmos foram
previamente amplificados por PCR, clonados e seqlienciados. Os valores de quantificagdo

relativa foram calculados utilizando-se a metodologia de Pfaffl (2001).

3.5-TRATAMENTO COM ECDISONA

3.5.1 - Injecéo de 20E

Com o objetivo de avaliar a resposta de fiz-f/a ecdisona (20E) foram feitos experimentos
de aplicacdo desse hormonio em pupas de olho marrom, corpo nido pigmentado (Pb) e
posteriormente testada sua expressdo no corpo gorduroso destes individuos. A fase Pb foi
escolhida por ser o momento em que as concentragdes de ecdisona comegam a cair
continuamente ap6s um pico elevado (Rachinsky et al., 1990; Hartfelder & Engels, 1998). Assim
procedendo, poderiamos verificar o efeito da persisténcia de 20E no corpo da pupa.

As pupas receberam uma inje¢ao contendo Sug de 20E diluido em 2uL de etanol+ringer.
A quantidade de hormodnio foi determinada com base em experimentos realizados anteriormente

por Barchuk et al. (2004). Os grupos controles receberam apenas os solventes. Pelo menos trés
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grupos, consistindo de aproximadamente sete individuos cada um foram usados em cada
experimento.

Todos os grupos eram mantidos em estufa (34°C, 80% de umidade relativa) por 1, 12 e 24
horas apés os tratamentos. E interessante ressaltar que cada um dos tratamentos (1h, 12h e 24h)
foi feito independentemente, pois ndo era nosso objetivo avaliar a duragao da resposta génica ao
aumento artificial de hormdnios endogenos, mas sim quao rapida ou lenta seria essa resposta.

Para a coleta do corpo gorduroso era feita uma incisao longitudinal no abdomen das
pupas que, em seguida, eram colocadas em placas de cultivo contendo solugdo salina (0,9%) e
agitadas para que o seu corpo gorduroso (CG) se dispersasse. Em seguida essa solucao contendo
0 CG de pupas de operarias era colocada em tubos de 2mL e submetida a uma centrifugacao leve
(3000 rpm — 1 minuto) para que o pellet de CG formado fosse utilizado para extracdo do RNA

(como na se¢ao 3.3.1) e posterior RT-PCR semiquantitativa.

3.5.2 — Cultivo in vitro de tegumentos

Para a incubagdo in vitro, tegumentos toracicos de pupas Pw foram coletados ¢
dissecados em solugdo Ringer, em uma capela esterilizada, com o auxilio de um microscopio
estereoscopico, retirando-se a0 maximo o corpo gorduroso aderente. Conjuntos de 5 tegumentos
foram incubados em 1 mL de meio de cultivo proprio para abelhas (Rachinsky & Hartfelder,
1998), contendo ou nao 20E. Antes da adi¢ao dos tegumentos, o meio de cultivo foi separado em
aliquotas as quais foram adicionadas diferentes concentragdes de 20E (1 ou 0,001pg por mL)
dissolvido em etanol absoluto (Merck).

Para melhorar a solubilizagdo de 20E, o meio contendo o hormdnio foi sonicado durante
12 min. As aliquotas de meio de cultivo “controle”, contendo ou ndo etanol, foram também
sonicadas. Na condi¢do de solvente de 20E, ou quando utilizado separadamente, o etanol nunca

excedeu 0,5% do volume total do meio de cultivo. Os tegumentos foram submetidos a acao
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continua ou a pulsos de 20E (incubagdo em meio contendo o hormdnio com subseqiiente
lavagem do tegumento em meio sem hormonio) durante diferentes periodos de tempo. Apds o
cultivo, os tegumentos foram transferidos para tubos contendo 1mL de Trizol e armazenados a

-80°C para posterior extracdo de RNA total.

3.6 — AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA EM ABELHAS knock-down

3.6.1 — Preparacao dos dsRNAs

Para a sintese do dsRNA para knockdown de fiz-f1, foi utilizada uma seqiiéncia de 526pb.
A especificidade desta seqiiéncia foi verificada por anélises por BLASTP contra o Genoma de A.
mellifera. Os primers foram desenhados com a seqiiéncia do promotor T7 (sublinhada abaixo) na

extremidade 5’:

dsFTZF1-F: 5’-TAATACGACTCACTATAGGGCGAAGGTGGACTGGGCAAGGA-3’

dsFTZF1-R: 5’-TAATACGACTCACTATAGGGCGATCCATGAGAAGAGTTTGAGTT-3’

Em experimentos de knockdown de um gene por esta metodologia, ¢ necessario que se
faca o tratamento com um dsRNA diferente em um grupo controle. Neste caso foi escolhido o
dsRNA para o gene GFP — proteina verde fluorescente — de plantas (ndo presente no genoma da
abelha) para avaliar os efeitos da inje¢do do mesmo comparativamente aos efeitos da inje¢do do
dsRNA correspondente a fiz-f1. Para a sintese do dsSRNA correspondente a GFP, foram utilizados

os seguintes primers com a seqiiéncia do promotor T7 (sublinhada) na extremidade 5°:

dsGFP-F: 5'-TAATACGACTCACTATAGGGCGAAGTGGAGAGGGTGAAGGTGA-3'

dsGFP-R: 5'-TAATACGACTCACTATAGGGCGAGGTAAAAGGACAGGGCCATC-3'
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Os fragmentos definidos foram amplificados por PCR utilizando como molde 2ulL de
cDNA de pupas Pbd (tltimo estagio pupal) ou de clones contendo o inserto referente ao GFP,
adicionados a 2ul de primer forward, 2ulL de primer reverse, 251L de Master Mix (2X;
Promega, Cat. n° M7502) e 20uL de agua Milli-Q autoclavada. A mistura foi submetida a

seguinte reagao:

94° C por 2mim
94° C por 30seg
60° C por 30seg »40 vezes
72° C por 40seg
72° C por 7mim

4° C por tempo indeterminado

O produto da PCR foi purificado utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Cat.
28706, QIAGEN), e inserido no plasmideo pGEM®-T Easy Vector (Promega - Cat. n° A1360)
seguindo as instrucdes do fabricante. Entdo foi realizada a transformagao bacteriana, cultivo em
meio liquido, minipreparagado e digestao da forma descrita nas se¢oes 3.3.5 e 3.3.6.

O produto da minipreparagao foi utilizado como molde para novas amplificacdes por
PCR, seguindo as mesmas quantidades de reagentes € a mesma reagdo descrita anteriormente,
porém em 8 tubos, cujos produtos foram reunidos apos a PCR, totalizando 400uL de produto.

Para verificar se o fragmento esperado encontrava-se neste produto, 2ul. foram aplicados
em gel de agarose 1% corado com EtBr que foi posteriormente fotografado. 260uL do produto
restante foram purificados utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Cat. 28706,
QIAGEN) e a concentracao final foi medida com o aparelho NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop
Technologies). O restante foi armazenado a -20°C para possibilitar a comparagdo com os

produtos obtidos nas etapas subseqiientes.

28



Material e Métodos

Foram utilizados 9ug de DNA purificado para a sintese de dSRNA mediante utilizacdo do
kit Ribomax Large Scale RNA Production Systems T7 (Promega), que permite a sintese das
cadeias sense e antisense de RNA numa mesma reacdao. A purificagdo do dsRNA resultante da
reacgdo, foi feita seguindo o procedimento de extracdo de RNA, segundo protocolo TRIzol® LS
(Invitrogen). Os pellets resultantes foram ressuspendidos em 30ulL de 4gua livre de nucleases.
Essa solugdo foi mantida a 50°C por 5mim para a dissolugdo do pellet. Apds esse periodo foi
feita a renaturagdo do RNA, incubando o produto a 98°C por 5min e entdo a 30min em
temperatura ambiente. A concentracdo da solugdo final de cada amostra foi obtida em
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies). O produto foi armazenado a -80°C até o
momento da utilizagao.

Os fragmentos de dsRNA foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% onde
também se inseriu marcador de peso molecular de 100pb e uma aliquota da PCR que havia sido

armazenada para comparacdo. Apods eletroforese, as imagens foram analisadas e documentadas.

3.6.2 - Injecdo de dsRNA, obtencao e utilizacdo das amostras

Pupas de operarias no estagio Pw foram coletadas do favo e mantidas em estufa (34°C e
80% de umidade relativa) por 24 horas. Apos esse periodo foram selecionadas pupas Pp com a
coloracdo dos olhos o mais similar possivel (para garantir a proximidade de idade entre todos os
grupos).

2ul da solugdo de dsRNA (2ug/pul) foram injetados no abdome das pupas Pp,
totalizando 4ug de dsRNA injetados. As injegdes foram feitas entre o 5° e 6° segmentos
abdominais mediante o uso de uma seringa tipo Hamilton. Um grupo de abelhas controle ndo foi
injetado e outro grupo recebeu a injecdo de 2ul de dsSRNA (2pg/pl) correspondente ao gene

GFP.
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Depois de injetadas, as abelhas foram mantidas em placas de Petri forradas com papel
filtro em estufa (34°C, 80% de umidade relativa). Depois de 7 dias as abelhas foram coletadas,
fotografadas, mergulhadas em TRIzol e congeladas a -80°C para a posterior extracdo de RNA
(segundo protocolo descrito na secdo 5.3.1). Foram utilizadas 8 abelhas para cada grupo: grupo
controle (sem injecao), grupo tratado com dsRNA correspondente ao gene GFP, e grupo tratado
com dsRNA correspondente ao gene fiz-f1.

O RNA obtido foi submetido a transcrigdo reversa (ver secao 3.3.2). O cDNA resultante
foi utilizado como molde em reagdes de PCR em Tempo Real (para avaliar a expressao de fiz-f1
e de actina) e em RT-PCR semiquantitativa (para avaliar a expressao de possiveis genes de
expressdao controlada por fiz-fI. Para a RT-PCR em Tempo Real foi seguida a mesma
metodologia da secdo 3.4.2 e foram utilizados os seguintes primers:

Para fiz-f1: FTZF1-F: 5'—TCT TCT CCA GAT TCG AGT CCA —3'
FTZF1-R: 5'- GAA ATG TTT GGC TGG GAA GA -3’

Para f-actina: Act-F: 5'—TGC CAA CAC TGT CCT TTC TG -3
Act-R: 5'— AGA ATT GAC CCA CCA ATC CCA -3’

Os genes cujas expressdes foram analisadas por meio de RT-PCR semiquantitativa com
amostras controle e amostras de knockdown de fiz-fl e os correspondentes primers utilizados
estdo descritos na Tabela 3.

Os reagentes utilizados foram: 0,8uL de forward primer(10uM); 1uL de cDNA; 0,8uL de
reverse primer(10uM); 10uL de Master Mix (2X; Promega, Cat. n° M7502); 7,4uL de agua
Milli-Q autoclavada. Essa mistura era submetida ao seguinte programa de amplificagao:

94°C por 2mim
94°C por 30seg
60°C* por 30seg » X vezes (ver Tabela 3)
72°C por 40seg
72°C por 7mim

4°C por tempo indeterminado
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A temperatura de anelamento dos primers foi de 60°C para todos, com excec¢do do

correspondente ao gene codificador da esterase do horménio juvenil, que era de 52°C.

Tabela 3 — Seqiiéncias, temperaturas de anelamento dos primers e numero de ciclos utilizados nas RT-

PCRs semiquantitativas para analise de possiveis alteragdes na expressdo génica em abelhas knockdown

de fiz-fI.
Gene Seqiiencias NUumero  N°de acesso no
d de ciclos GenBank
F: 5'- CGCCGGCATTACATCAA -3'
AmelCRP14 32 EF531707
R: 5'- CGGAGGCTCAGGGTCGGTTCT -3'
F: 5'- TGCCAACACTGTCCTTTCTG -3'
actina (act) 21 AB023025
R: 5'- AGAATTGACCCACCAATCCCA -3'
F: 5'- GCGAAAGAGAGGCCAGTGTA -3'
bursicona o 29 NM 001098234
R: 5'- GGCAAATCCAGCAATCTCTT -3' -
esterase do F: 5- GCTTTTCAATTAGGTAGTGG -3'
hormonio ' ' 31 AY 647436
Jjuvenil (jhe) R: 5'- GAATGGATTATAATAGAATCG -3
horménio da F: 5'- CCGAAATTGAGATCAATGCA -3'

eclosao (eh)

30 XM 001122120
R: 5- ATGGTTGGATCGAGTCCTCA -3' -
profenoloxidase  F:5'- AGATGGCATGCATTTGTTGA -3'
31 AAQ72539
(proPo) R: 5'- TTGCGTTGTTGATTGGTTGT -3'
F: 5'- GTGGTGCCCGAATACCAG -3'
receptor de 28 AB267886
ecdisona (EcR) R: 5'- GTCGTACTTCCTCGCATT -3'
- F: 5'- AGACTGCCAAGATGATGAAG -3'
ultraspiracle 29 AY273778
(usp) R: 5'- TCTCTCTTCATTCCCATCGC -3'
vitelogenina F: 5'- GCAGAATACATGGACGGTGT -3'
(vg)

35 AJ517411
R: 5'- GAACAGTCTTCGGAAGCTTG -3

F: forward, R: reverse
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As amplificacdes foram feitas no GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems.
Os produtos de amplificacdo eram submetidos a eletroforese em géis de agarose (1%, corado
com EtBr) depois da adi¢do de tampdo corante. As corridas eram feitas (100V/cm?) por
aproximadamente 1h. Imediatamente depois, os géis eram fotografados.

Este processo foi repetido 3 vezes para todo o conjunto de amostras. A partir das fotos
dos géis, era feita uma analise de densitometria das bandas utilizando-se o programa Kodak 1D
3.6 e entdo era feita uma média dos valores de densitometria de cada amostra. As bandas obtidas
a partir da amplificacio do cDNA com primers para actina também eram analisadas e os
resultados eram utilizados para a normalizag¢ao e entdo elaboragdo dos graficos com o programa
Microsoft Excel 2003.

As andlises estatisticas foram feitas mediante utilizacdo do programa SigmaStat 3.1
(Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) usando one way ANOVA com teste post hoc Holm-

Sidak.
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4.1 — Seqliéncia e estrutura de ftz-f1 de Apis mellifera

A anotacao do gene fiz-fI na plataforma Artemis (versdao 7.0) evidenciou que o gene
predito como GB16873, de 15.612 pares de bases, possui 6 éxons que somam 2.109 pares de
bases. No entanto, algumas diferengas foram encontradas no seqiienciamento realizado em nosso
laboratdrio, inclusive no nimero final de pares de bases do cDNA, que foi de 2.130 (Figura 1).

A primeira diferenga encontrada na seqiiéncia obtida em nosso laboratorio foi uma
adenina no lugar de uma guanina no primeiro éxon. Além disso, 24 nucleotideos encontram-se
inseridos no segundo éxon e ndo estdo presentes na seqiiencia predita pelo genoma (Figura 2 —
sombreado). Essa regidao do segundo éxon ¢ correspondente ao primeiro dominio caracteristico
da superfamilia de receptores nucleares: o dominio A/B. A divisdao de FTZ-F1 nos dominios
caracteristicos desta superfamilia pode ser observada nas figuras 3 ¢ 4.

O dominio N-terminal A/B estd relacionado a fungdo de transativacdo e possui 242
aminoacidos em A. mellifera (Figura 3). Analisando os resultados do alinhamento multiplo das
seqiiéncias de aminoacidos de FTZ-F1 em diferentes espécies (Figura 5), observa-se que o
dominio A/B é o mais varidvel em comprimento e seqiiéncia. Na seqiiéncia de 4. mellifera
existe, a partir do 39° aminoacido, uma regido rica em glicina que ndo estd presente nas outras
espécies. Este primeiro dominio como um todo, pode ser considerado rico em glicina, posto que
dos 242 aminoacidos, 84 correspondem a este aminoacido.

Downstream ao dominio A/B, encontra-se o dominio C. Este dominio, com funcdo de
unido a DNA (DBD), possui 66 aminoacidos e tem sido descrito como o mais conservado
(Aranda & Pascual, 2001; Henrich & Brown, 1995). Dentro do DBD pode-se observar a
presenga de uma seqiiéncia que confere especificidade de unido a DNA, o P-box (ESCKG).
Surpreendentemente, uma série de nucleotideos tipicos do dominio DBD se encontra incluida no

dominio A/B (seqiiéncia de aminoacidos sombreada na Figura 4).
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Em seguida ao dominio C encontra-se o dominio D, com fung¢do de localizagdao nuclear
(Henrich & Brown, 1995), com 207 aminoacidos em A. mellifera.

No extremo C-terminal, esta localizado o dominio E, com 195 aminoacidos em A.
mellifera, conhecido como dominio de unido a ligante (LBD), apesar de estar associado a uma
variedade de fungdes (Henrich & Brown, 1995) e ser pouco conservado. Neste dominio, na
seqliéncia obtida em nosso laboratdrio estdo ausentes trés nucleotideos presentes na seqiiéncia
predita do genoma (Figura 2, sombreado).

Os graus de identidade entre a seqiiéncia de aminodcidos de FTZ-F1 de 4. mellifera
(AmFTZ-F1) e de outras espécies estdo relatados na Tabela 4. Observam-se maiores graus de
identidade com Manduca sexta, Bombyx mori e Drosophila melanogaster. Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus apresentaram os menores graus de identidade. Como esperado, os graus de
identidade entre os DBDs sdao mais altos do que entre as proteinas completas. Estas informagdes
podem também ser notadas no dendograma feito através do programa MEGA version 4.0
(Tamura et al. 2007) (Figura 6, A e B).

Nas figuras 4 e 5 podem ser observadas regides conservadas presentes em FTZ-F1. O P-
box ¢ uma regido conservada entre todos os receptores nucleares. Esta presente no primeiro zinc-
finger do DBD e possui fungdo de unido a DNA (Mangelsdorf et al., 1995; Henrich & Brown,
1995). FTZ-F1 box ¢ uma regido presente apenas nos FTZ-F1 em seguida ao DBD, ¢ ndo
encontrada em outros receptores nucleares. Assim como o DBD, o FTZ-F1 box deve conferir
especificidade de ligacdo ao DNA (Ueda et al., 1992). AF-2 ¢é outra regido conservada entre os
receptores nucleares e constitui o local de unido de moléculas co-reguladoras cuja ativagao

depende de unido a ligante (Danielian et al., 1992; Durand et al., 1994).
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465 444 693 258 102 147

Figura 1: Diagrama esquematico baseado na seqii€ncia predita de fiz-f1 de Apis mellifera. Os retangulos
azuis indicam os éxons com os respectivos tamanhos em pares de bases. As linhas representam os introns,

que possuem 24, 11870, 1351, 127 e 131 pares de bases cada, na ordem da extremidade N para C

terminal.
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ATGTCTGGTTATCAGTATGGTCTGCTTACGTGCGAATCCTGTAAAGGTTTTTTCAAACGG
ATGTCTGGTTATCAGTATGGTCTGCTTACGTGCGAATCCTGTAAAGGTTTTTTCAAACGG

FTEAIEAAIEAAITAAXITXAAXTXAAXAXAAXIXRAXAXAAXAXAAXAAIAXAAIAXAAITXAAITXAAITXAAITXAITXxAhddxiddxiikx

AATAATTCGCCGTGTAGCAGTAAAAAAGTATATACGTGCCTATTCTCGCCAACGGGAGGT
AATAATTCGCCGTGTAGCAGTAAAAAAGTATATACGTGCCTATTCTCGCCAACGGGAGGT

nnnnnnnnnnnnnnnnn

GGGGGAGGTGGGGGCAGCGGCGGAGGTGGTGGTGGCGGAGGTGGCGGTGGTGGAAATGGT
GGGGGAGGTGGGGGCAGCGGCGGAGGTGGTGGTGGCGGAGGTGGCGGTGGTGGAAATGGT

nnnnnnnnnnnnnnn

AACAACGGTAACAACGGTGGAACCGGTAGCTGTGGCGGCGGCGCATCATCGGCACTCGAG
AACAACGGTAACAACGGTGGAACCGGTAGCTGTGGCGGCGGCGCATCATCGGCACTCGAG

AEAAAAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAAdhA*k

ATCGGATCTTGCGGCAACAAGAAGGTGTACACGTGTCTGTTCTCGCCAACAGGAGCCGGA
ATCGGATCTTGCGGCAACAAGAAGGTGTACACGTGTCTGTTCTCGCCAACAGGAGCCGGA

EAEAEAAAKXAAAXAXAXAAXAKAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAAXAhx*k

AGCGGCACTGGTGGCAGTGGAGGCAGCAATGGCGCGGCAAACGGTGCTGGAGGTGGTGGT
AGCGGCACTGGTGGCAGTGGAGGCAGCAATGGCGCGGCAAACGGTGCTGGAGGTGGTGGT

FTEAIEAAITAAITAAXITXAAXITXAAXITXAAXAXAAXAXAAXAXAAXAAIAXAAITXAAITXAAITXAAITXAAITXAdTXxdhddxihddxiikx

TGCGGCACATCGACAGCCCTCGAGAGTAGCGGCAGCAATTATACCGGTGGCGGTGGTGCC
TGCGGCACATCGACAGCCCTCGAGAGTAGCGGCAGCAATTATACCGGTGGCGGTGGTGCC

nnnnnnnnnnnnnnnn

GGTACCGGTGGTGGAGGAGGAACGGGTGGCGGCGGTGGTGCGGETGC———————— == ——
GGTACCGGTGGTGGAGGAGGAACGGGTGGCGGCGGTGGTACGGGTGCCGCTGGCGGTAGT

*hkhkkkik

——————————— AGGGAATGCCTCTGCTGGTGGTGGCGGTAGCGGTAGTGGTGCGGCCAGC
GGGCCCACCGCAGGGAATGCCTCTGCTGGTGGTGGCGGTAGCGGTAGTGGTGCGGCCAGC

AEAAAXAAAAAAXAAAAAAAXAAAXAAAAANAAXAAAAAAAAAAAAAAdAAdhiik

GGTGCAAGTGGCGGCGGATCCGCTACGGTAAGCGGCAATGTCGCGATACCAACTACCACC
GGTGCAAGTGGCGGCGGATCCGCTACGGTAAGCGGCAATGTCGCGATACCAACTACCACC

EEAEAEAAAEAAAAAXAXAXAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAhh*x
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TACTCATTACCAACTGGTACCCTCTGTCATCCCGGATTGGGTCAGGTCGGGGTTGGTGTC
TACTCATTACCAACTGGTACCCTCTGTCATCCCGGATTGGGTCAGGTCGGGGTTGGTGTC

AEAAAXAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAAAAhhh*k

GTGACCGGCTCGATACCGTGTCCGTCCGAATTCCCCGATACCAAGGACATCATCATAGAA
GTGACCGGCTCGATACCGTGTCCGTCCGAATTCCCCGATACCAAGGACATCATCATAGAA

EEAEXEAAAEXAAAAAXAAXAAAXAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAhh*k

GAACTCTGTCCGGTCTGCGGCGACAAAGTTTCCGGATACCATTACGGGCTACTCACTTGT
GAACTCTGTCCGGTCTGCGGCGACAAAGTTTCCGGATACCATTACGGGCTACTCACTTGT

FTEAIEAAIEAAITAAXITAAITXAAXAXAAXAXAAXAXAAXAAAXAAIAXAAIAXAAITXAAITXAAITXAAITXAXXAddxihddxiikx

GAATCCTGCAAAGGTTTCTTCAAACGCACCGTCCAAAACAAAAAGGTCTACACGTGCGTC
GAATCCTGCAAAGGTTTCTTCAAACGCACCGTCCAAAACAAAAAGGTCTACACGTGCGTC

nnnnnnnnnnnn

GCCGAGAGGTCCTGTCACATTGACAAAACGCAAAGAAAGCGGTGTCCCTACTGCCGTTTT
GCCGAGAGGTCCTGTCACATTGACAAAACGCAAAGAAAGCGGTGTCCCTACTGCCGTTTT

AEAAAXAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAXAAAAAAdhh*k

CAGAAGTGCCTCGAAGTCGGCATGAAGCTTGAGGCCGTACGAGCGGATCGGATGAGAGGC
CAGAAGTGCCTCGAAGTCGGCATGAAGCTTGAGGCCGTACGAGCGGATCGGATGAGAGGC

AEAAAAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAAAdhhX

GGTAGGAATAAATTTGGACCTATGTACAAGAGAGACCGAGCGCGGAAGCTACAAATGATG
GGTAGGAATAAATTTGGACCTATGTACAAGAGAGACCGAGCGCGGAAGCTACAAATGATG

EEAAEXAAKXAAKAXAAKAAXAKAAXAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAhh*k

AGACAACGGCAGCTGGCACTGCAAACGATACGCGGCAGCCTCGGTGACCCATCGAACTAT
AGACAACGGCAGCTGGCACTGCAAACGATACGCGGCAGCCTCGGTGACCCATCGAACTAT

FTEAIEAAXEAAITAAITXAAITXAAXAXAAXAXAAXAXAAIAAAXAAIAXAAITXAAITXAAITXAAITXAAITXAdTXxAhddxihddxixkx

CCCTCCGCCGTAACGCCTTTCCTGCATATTAAACAGGAAATACAAATACCTCAGGTCTCG
CCCTCCGCCGTAACGCCTTTCCTGCATATTAAACAGGAAATACAAATACCTCAGGTCTCG

xxxxxxxxxxx

AGTCTAACCTCTTCTCCAGATTCGAGTCCATCCCCCGCAGCCGTGGCCGCTGGTTTGGTC
AGTCTAACCTCTTCTCCAGATTCGAGTCCATCCCCCGCAGCCGTGGCCGCTGGTTTGGTC

AEAAAAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAXAAAAAAK

ACGACACAAGCTGGTAGCGGAGCTGGTCAGCATCAACTGATCGCACCGTCTTCCCAGCCA
ACGACACAAGCTGGTAGCGGAGCTGGTCAGCATCAACTGATCGCACCGTCTTCCCAGCCA

AEAAAXAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAK

AACATTTCTGCTGGTAATCACCTGCACAATCTCAACCCTGGCCTGGATAGTAAGCTCTGG
AACATTTCTGCTGGTAATCACCTGCACAATCTCAACCCTGGCCTGGATAGTAAGCTCTGG

EEAKXAXAEXAAAXAXAKAALAKA XXX AXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAx*k

GCTGCCAATTCCACCACCCCGAGTCCGAAGGCCTTCAACTTCGGCGAACAGTCCACACAA
GCTGCCAATTCCACCACCCCGAGTCCGAAGGCCTTCAACTTCGGCGAACAGTCCACACAA

B kR R R R AR R R R R R R AR R e S R S R AR AR S S R S R R R R AR AR e

TCTCATGGAGCCACTGGCTCCGCACCCTCTACCGCCACGTTGAAAACTAGTCCGATGATA
TCTCATGGAGCCACTGGCTCCGCACCCTCTACCGCCACGTTGAAAACTAGTCCGATGATA

LR R R e R e S S e R e R

AGAGACTTTGTGCAAACAGTCGACGATCGCGAGTGGCAGGCATCGCTTTTTGGATTATTA
AGAGACTTTGTGCAAACAGTCGACGATCGCGAGTGGCAGGCATCGCTTTTTGGATTATTA

AEAAAXAAAAAAXAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAAAAAAAX

CAAAATCAAACGTACAATCAGTGTGAAGTGGACTTGTTCGAATTAATGTGCAAAGTGCTC
CAAAATCAAACGTACAATCAGTGTGAAGTGGACTTGTTCGAATTAATGTGCAAAGTGCTC
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FTEAIAEAAIAXAAIAAAXTAAXITXAAXAXAAXXAAXAXAAXAAAXAAIAXAAIAXAAITXAAITXAAITXAAITXAITXAdXxiddxiikx

GATCAAAATTTGTTCTCTCAGGTGGACTGGGCAAGGAATTCTGTATTCTTCAAGGATCTC
GATCAAAATTTGTTCTCTCAGGTGGACTGGGCAAGGAATTCTGTATTCTTCAAGGATCTC

nnnnnnnnnnnnnnnnnn

AAGGTTGTTGATGACCAAATGAAGTTGCTACAGCACTCCTGGTCAGATATGTTGGTGCTC
AAGGTT---GATGACCAAATGAAGTTGCTACAGCACTCCTGGTCAGATATGTTGGTGCTC

E R = o AEAAXAXAAAAAAXAAAAXAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAhhik

GATCATCTTCATCAAAGGTTACACAATAATTTACCTGATGAGACTACGCTTCATAATGGT
GATCATCTTCATCAAAGGTTACACAATAATTTACCTGATGAGACTACGCTTCATAATGGT

AEAAAXAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAAdhh*k

CAAAAGTTTGATCTCCTTTGTCTCGGCCTACTCGGGGTTCCTTCTTTGGCAGATCTTTTC
CAAAAGTTTGATCTCCTTTGTCTCGGCCTACTCGGGGTTCCTTCTTTGGCAGATCTTTTC

EEAEXEAAAXKXAAAAXAKAAAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAAdAhh*k

AATGATTTATCGTCCAAACTTCAGGAACTCAAATTCGATCTTTCGGATTATATATGCATG
AATGATTTATCGTCCAAACTTCAGGAACTCAAATTCGATCTTTCGGATTATATATGCATG

FTEAIEAAIXAAXTAAXAXAAITXAAXAXAAXITXAAXAXAAXAXAAXAAAXAAIAXAAITXAAITXAAITXAAITXAdTXAddxiddxiix

AAATTCTTGATGCTGCTCAATCATGAAGTTCGTGGATTAGTTAACAAGAAACATGTACAA
AAATTCTTGATGCTGCTCAATCATGAAGTTCGTGGATTAGTTAACAAGAAACATGTACAA

nnnnnnnnnnnnnnn

GAAGGTCACGAACAAGTTCAACAAGCTCTTTTGGATTATACTTTGACGTGTTATCCTTCT
GAAGGTCACGAACAAGTTCAACAAGCTCTTTTGGATTATACTTTGACGTGTTATCCTTCT

AEAAAXAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAAdhh*k

ATACCGGATAAGTTTAACAAGCTGCTAGCAGTATTACCAGGAATCCACGTGGTGGCGAGC
ATACCGGATAAGTTTAACAAGCTGCTAGCAGTATTACCAGGAATCCACGTGGTGGCGAGC

AEAAAXAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAXAAAAAAAAAAdhhKk

AGGGGAGAAGATCATCTTTATCAAAAACATTGTAGCGGTGGAGCACCAACTCAAACTCTT
AGGGGAGAAGATCATCTTTATCAAAAACATTGTAGCGGTGGAGCACCAACTCAAACTCTT

EEAEAKAAAKXAAAXAAXAALAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAAXAh*k

CTCATGGAAATGCTTCATGCTAAAAGAAAATGA
CTCATGGAAATGCTTCATGCTAAAAGAAAATGA

FEAIAAAITAAITXAAITXAAITXAAITXAIXhAdhiddhiihik

Figura 2: Alinhamento da seqiiéncia de nucleotideos do fragmento de fiz-f1 de Apis mellifera obtida com

a  seqliencia  predita  disponivel no  banco de  dados Offical Gene Set

(http://zulu.fmrp.usp.br/beelab/beelab). Sombreado: diferenca encontrada entre as seqiiéncias. . “ * ™

indica posi¢des nas quais ha nucleotideos iguais.

A/B C D
N 242 66 207

E/F
C

Figura 3: Representagdo esquematica da distribuicdo dos aminoacidos em cada dominio da proteina FTZ-

F1 de Apis mellifera.
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Resultados

1 - ATGTCTGGTTATCAGTATGGTCTGCTTACGTGCGAATCCTGTAAAGGTTTTTTCAAACGG - 60
1-Mm S 6GY QY G LL T CEST CIKTGFF KR

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

961
321

1021
341

1081
361

1141
381

1201
401

AATAATTCGCCGTGTAGCAGTAAAAAAGTATATACGTGCCTATTCTCGCCAACGGGAGGT
NN SPCSSKIKWVY T CULUZFSUPTGG

GGGGGAGGTGGGGGCAGCGGCGGAGGTGGTGGTGGCGGAGGTGGCGGTGGTGGAAATGGT
G G666 66 S G6GG6G G666 666G 6 6 6 G NG

AACAACGGTAACAACGGTGGAACCGGTAGCTGTGGCGGCGGCGCATCATCGGCACTCGAG
NN GNNGGT G S CGGGAS S AL E

ATCGGATCTTGCGGCAACAAGAAGGTGTACACGTGTCTGTTCTCGCCAACAGGAGCCGGA
I G S C G NKK VY TCULUZFSZPTGASG

AGCGGCACTGGTGGCAGTGGAGGCAGCAATGGCGCGGCAAACGGTGCTGGAGGTGGTGGT
S 6 T GG S GG S NGAANGAGG GGG

TGCGGCACATCGACAGCCCTCGAGAGTAGCGGCAGCAATTATACCGGTGGCGGTGGTGCC
c 6 T STALESSGSNY TG G G G A

GGTACCGGTGGTGGAGGAGGAACGGGTGGCGGCGGTGGTACGGGTGCCGCTGGCGGTAGT
G T GGG GGG G6GTG GGG 66T G AAGG S

GGGCCCACCGCAGGGAATGCCTCTGCTGGTGGTGGCGGTAGCGGTAGTGGTGCGGCCAGC
G P TAGNASAGSGSGG GSGS G AAS

GGTGCAAGTGGCGGCGGATCCGCTACGGTAAGCGGCAATGTCGCGATACCAACTACCACC
G ASGGGSATV S GNVAILI PTTT

TACTCATTACCAACTGGTACCCTCTGTCATCCCGGATTGGGTCAGGTCGGGGTTGGTGTC
Yy S L pTGTWLU CHWPSGLGOQV GV GV

GTGACCGGCTCGATACCGTGTCCGTCCGAATTCCCCGATACCAAGGACATCATCATAGAA
v T ¢ 1 p CUP S EFPDTIKD1 1 1 E

GAACTCTGTCCGGTCTGCGGCGACAAAGTTTCCGGATACCATTACGGGCTACTCACTTGT
E LCPVCGDA KV SGYHY G L L TC

GAATCCTGCAAAGGTTTCTTCAAACGCACCGTCCAAAACAAAAAGGTCTACACGTGCGTC
E § CKGFFKRTV QNI KKV Y TCV

GCCGAGAGGTCCTGTCACATTGACAAAACGCAAAGAAAGCGGTGTCCCTACTGCCGTTTT
AAE R S CH 1 DKTQRIKRZ CWPYCRF

CAGAAGTGCCTCGAAGTCGGCATGAAGCTTGAGGCCGTACGAGCGGATCGGATGAGAGGC
Q K ¢CL EV GGMKLEAVIRADIRWMRG

GGTAGGAATAAATTTGGACCTATGTACAAGAGAGACCGAGCGCGGAAGCTACAAATGATG
G R NKFGPMY KRUDRAIRIKTILQMM

AGACAACGGCAGCTGGCACTGCAAACGATACGCGGCAGCCTCGGTGACCCATCGAACTAT
R QR QLALUGOQTTIURGSTLGDTPSNY

CCCTCCGCCGTAACGCCTTTCCTGCATATTAAACAGGAAATACAAATACCTCAGGTCTCG
P S AV TWPFLMHI KQE T Q1 P Q V S

AGTCTAACCTCTTCTCCAGATTCGAGTCCATCCCCCGCAGCCGTGGCCGCTGGTTTGGTC
s L TSSPDSSPSPAAV AAGILYV

ACGACACAAGCTGGTAGCGGAGCTGGTCAGCATCAACTGATCGCACCGTCTTCCCAGCCA
T T Q AG S G A G QHOQL I AP S S QP

20

120
40

180
60

240
80

300
100

360
120

420
140

480
160

540
180

600
200

660
220

720
240

780
260

840
280

900
300

960
320

1020
340

1080
360

1140
380

1200
400

1260
420
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Resultados

1261 - AACATTTCTGCTGGTAATCACCTGCACAATCTCAACCCTGGCCTGGATAGTAAGCTCTGG - 1320
421 -N I S A G NH L HNULNWPSGTULD S K L W =440

1321 - GCTGCCAATTCCACCACCCCGAGTCCGAAGGCCTTCAACTTCGGCGAACAGTCCACACAA - 1380
41 - A A N S T T P S P K A FNFGE QS T Q - 460

1381 - TCTCATGGAGCCACTGGCTCCGCACCCTCTACCGCCACGTTGAAAACTAGTCCGATGATA - 1440
461 -S H G AT G S AP STATULIKTSPMI - 480

1441 - AGAGACTTTGTGCAAACAGTCGACGATCGCGAGTGGCAGGCATCGCTTTTTGGATTATTA - 1500
481 -R D F V Q T VvV DDIRIEWOQASILFGLL - 500

1501 - CAAAATCAAACGTACAATCAGTGTGAAGTGGACTTGTTCGAATTAATGTGCAAAGTGCTC - 1560
501-Q NQ T YNOQCEVDLZFETILWMTZCIK VL - 520

1561 - GATCAAAATTTGTTCTCTCAGGTGGACTGGGCAAGGAATTCTGTATTCTTCAAGGATCTC - 1620
522 -DbD Q N L F S Q VD WARNSV F F K D L - 540

1621 - AAGGTTGATGACCAAATGAAGTTGCTACAGCACTCCTGGTCAGATATGTTGGTGCTCGAT - 1680
591 -K v b b QM K L L Q HSWSDMULV L D - 560

1681 - CATCTTCATCAAAGGTTACACAATAATTTACCTGATGAGACTACGCTTCATAATGGTCAA - 1740
561 -H L H Q R L HNNWLWPUDETTILHNGAQ - 580

1741 - AAGTTTGATCTCCTTTGTCTCGGCCTACTCGGGGTTCCTTCTTTGGCAGATCTTTTCAAT - 1800
581 -K F DL L CLGULULGVP S L ADTLFN - 600

1801 - GATTTATCGTCCAAACTTCAGGAACTCAAATTCGATCTTTCGGATTATATATGCATGAAA - 1860
601 -D L S S K L Q E L K F DL S DY I C M K =620

1861 - TTCTTGATGCTGCTCAATCATGAAGTTCGTGGATTAGTTAACAAGAAACATGTACAAGAA - 1920
621 -F L M L L NH E V R G L V N K K H V Q E - 640

1921 - GGTCACGAACAAGTTCAACAAGCTCTTTTGGATTATACTTTGACGTGTTATCCTTCTATA - 1980
641 -G H E Q V. Q Q AL L DY TULTT CY P S I - 660

1981 - CCGGATAAGTTTAACAAGCTGCTAGCAGTATTACCAGGAATCCACGTGGTGGCGAGCAGG - 2040
661 - P D K F N K L L AV LPGI HV V A SR - 680

2041 - GGAGAAGATCATCTTTATCAAAAACATTGTAGCGGTGGAGCACCAACTCAAACTCTTCTC - 2100
681 -G E D H LY QKHCSGGAWPTQ T L L - 700

2101 - ATGGAAATGCTTCATGCTAAAAGAAAATGA - 2130
7001 -M E ML HA K R K * - 720

Figura 4: Seqiiéncia de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos de FTZ-F1 de Apis mellifera. Em
negrito: DBD — dominio C. Em negrito e sublinhado: P-box. Sublinhado: FTZ-F1 Box. Em italico: LBD
— dominio E/F. Em italico e sublinhado: AF-2. Sombreado: regides do DBD repetidas no dominio A/B.
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--MTSTESRGNVSVTT INCENDPGFNPASSMSTMIPTPSSGTSSGSSSSSNTPNAS—--—
—--MTSTESRGNVSVTT INCENENPASSSSASVGAPLGTGSGGGSSSSSSSSSSNSSSTSN

———————— TSTIFGNVGIRITVPKMEESDESDTELSNIEKTAKVNMREDSRASKGLPRPM
TPNPSTGGSGT IFGNVGIRITVPKMEESDESDTELSNIEKTAKVSMRDDSRASKGLPRPM

————— MSGYQYGLLTCESCKGFFKRNNSPCSSKKVYTCLFSPTGGGGGGGSGGGGGGGGG
EVNSSTSVSTSNFLSSTTAQLLDFEVQVGKDDGHISTTTTTGPGSGSASGSGSGSGSGSG

SWEGELSEPEAMM IDNENSSSGPSGTGTSAKPEPLMVAKEEPSGPG I TEPLALTANHSSS
SWEGELSEPEAMMIDNENSS---—- TGDMKPEPL I VWVAKEEPSGPG I TEPLALTANHSSS
———————————————————————————————————— MLRTSG 1G INNNQTVNTSSVNLSS
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———————————————————— MTMDQQTNLMSLNMSPFDLSPGPEGSGSGGGPSGASQQYV
————————————————————————————— MHEDAPKMS 1AQSLAASTSQPKGDIVTEIPL
GGGNGNNGNNGGTGSCGGGASSALE I GSCGNKKVYTCLFSPTGAGSGTGGSGGSNGAANG
SIARTIGTATPTTTTSMSNTANPTRSSLHSI1EELAASSCAPRAASPNSNHTSSASTTPQQ

SSPLPNRVIKPEVG---LPLINHNVASSYANSIP-—-—————- TSSSINAKKLPDVISLKF
SSPLPGRAIKPEVG---IPLISHHHHNSVASSYANS IPTSSSSSSS INAKKLPDV INLKY
ADRSI ILVQQPVAGTSIHVCSTGTIVPGSSSGSGTTLVPLRQLGVSTCGGNGLVSSAGST

PQGAAYQCPPEQQSF———————————— oo GYANLDASYLFPTGPGGEAGAY
EFAMSSMETKSIETT———— - m oo NVELKITYVDPTTGTGGEPGAY
AGGGGCGTSTALESS———————————m o mmome = GSNYTGGGGAGTGGGGGTGGGG

QQQQQHHMQSGNHSGSNLSSDDESMSEDEFGLE IDDNGGYQDTTSSHSQQSGGGGGGGGE

EHGLAENLPAVHSPLLVRSKTTLLPANPSPDSAIHSVYTHSSPSQSPLTSRHAPYTPSLS
EH---DNLPAVHSPLLVRSKTTLLPANPSPDSAIHSVYTHSSPSQSPLTSRHAPYTPSLS
RLIGSNIGIELFSNTG-==—==—== == ——— AVGSRSSQGQGGSMGLYV

LPAAGAY CDQ T DT — = == - = — o o
LPTAGTVCDQTDT —— === === = mmm - mm e
GTGAAGGSGPTAGNASAGGGGSGSGAASGASGGGSATVSGNVAIPTTTYSLPTGTLCHPG
NLLNGSSGGSSAGGGYMLLPQAASSSGNNGNPNAGHMSSGSVGNGSGGAGNGGAGGNSGP

RNNSDASHSSCYSYSSEFSPTHSP 1 QGRHNMFTSGS - --YNGSPLHHSVLFKPMIDNEQA
RNNSDASHSSCYSYSSEFSPTHSP I QGGRHNMFAPAAGGSYNGSPLHHSVLYKPM I DNEQA
TISANAGVSGSSSSGTPQRES —— == — === ——— - m o oo oo

——————————————————————— KDVIEELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKRTVQ
——————————————————————— KDV IEELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKRTVQ
LGQVGVGVVTGSIPCPSEFPDTKDI 1 1 EELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKRTVQ
GNPMG---GTSATPGHGGEV IDFKHLFEELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKRTVQ
—————————————————— MDYSYDEDLDELCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKRTVQ
————————————————— MMGYSYDDDLEEMCPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKGFFKRTVQ
LKLANQDEPVFDSEHLPSPGISRQQL INSPCP I1CGDK1SGFHYGIFSCESCKGFFKRTVQ
LKLAGQEEP I FDSEHLPSPGISRQQLINSPCP ICGDKI1SGFHYGIFSCESCKGFFKRTVQ
———————————————— TWQQYVKQFTKLGPCPICGDKISGYHYGIFCCESCKGFFKRTVQ

** **** ** ***- EEEE & = = 2 = = e

NKKVYTCVAERA---CHIDKTQRKRCPFCRFQKCLDVGMKLEAVRADRMRGGRNKFGPMY
NKKVYTCVAERA---CHIDKTQRKRCPFCRFQKCLDVGMKLEAVRADRMRGGRNKFGPMY
NKKVYTCVAERS---CHIDKTQRKRCPYCRFQKCLEVGMKLEAVRADRMRGGRNKFGPMY
NKKVYTCVAERS---CHIDKTQRKRCPYCRFQKCLEVGMKLEAVRADRMRGGRNKFGPMY
NNKHYTCTESQS---CKIDKTQRKRCPFCRFQKCLTVGMRLEAVRADRMRGGRNKFGPMY
NNKRYTCIENQT---CQIDKTQRKRCPYCRFQKCLSVGMKLEAVRADRMRGGRNKFGPMY
NRKNYQCLRGAA---CPVTIATRKKCPACRFEKCLQKGMKLEAIREDRTRGGRSTYQCSY
NRKNYVCLRGAS---CPVTIATRKKCPACRFEKCLQKGMKLEAIREDRTRGGRSTYQCSY
NAKRYACHRPNASSRCEINVASRKKCPACRFLKCVDKGMRIEAIRSDRTRGGRSMYPGSR

* X X * - Kk ** **x **- **--** * X% **** -
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KRDRARKLQMMRQRQ I AVQTLRGSLG----DGGLVLGFGSPYAAVPVKQE 1QIPQVSSLT
KRDRARKLQMMRQRQ I AVQTLRGSLG----DGGLVLGFGSPYTAVSVKQE 1QIPQVSSLT
KRDRARKLQMMRQRQLALQT IRGSLG----DPSNYP--SAVTPFLHIKQE 1QIPQVSSLT
KRDRARKLQVMRQRQLALQALRNSMGPD IKPTP 1SPGYQQAYPNMNIKQE 1QIPQVSSLT
KRDRALKQQKKAQ I RANGFKLETGPPMGVPPPPPPAPDYVLP---PSLHGPEPKGLAAGP
KRDRALKQQKKAL IRANGLKLEAMSQV IQAIPTDLT ISSAIQN IHSASKGLPLNHTALPP
TLPGT ILSPSLGGNDGSSNFPYSNASQRSAGGGPGGPFSSGVPVNLTGHQLK I ESGQQDF
TLPGT ILSPSLSGEGNNFPYSNSHGQR---——-—~- GQYPPGISGLVISQQQMKLECQQDI
YLRQIAARVSGNRSTSGLA I SSSCMEFSTSDLDGNMLGGLTDQS IMSDDADQLSCSVVGL

SSPESSPGPALLGTQPQ=— === — = —m - m - m o
SSPESSPGPALLGAQPQ——— == === === mmm e m e
SSPDSSPSPAAVAAGLY ~ === === = m = m
QSPDSSPSPIAIALGQVNASTGGY IATPMNAGTGGSGGGGLNGPSSVGNGNSSNGSSNGN
PAGPLGDFGAPALPMAVPG — = === == —m - mm oo
TDYDRSPFVTSP I SMAMPP = =~ =~ e o e

NSNSNGGNGGPGNNNLG —— == = === == ——m oo
NSNSSPGGG - = — = == = = = = e
AAHTLGPDGLPASEDAGGG — === == == == = — m— oo Vv
——~PPQPPPPPAHDKWEAHSP -~ — === =~ — oo HSP--DAFAFDAPTN
——~PPQPPPPPTHDKWEAHSP -~ — === = — oo HSASPDAFTFDTQSN

---TTQAGSGAGQHQL TAPSSQPN I SAGNHLHNLNPGLDSKLWAANSTTPSPKAFNFGEQ
NNSSTGNGTSGGGGGNNAGGGGGGTNSNDGLHRNGGNGNSSCHEAG I GSLQNTADSKLCF

—AHGPLAGYLYPAFPGRAIKS————————— oo EYPEPYASPPQPGLP
~HGSLQSYQAYGHFPSRAIKS————————— oo EYPDPYTSSPESLMG
~GAGMRQG I PQLLQVGRFDG - === === ——— - m oo FHRKSKLPW
~SNGVRPGVPQLLQVSFFYRP === === ——— oo AVRKLEADD

YLDPGVLGTHDNDEEEIDSGSLRVEPNILECGSGIVGGTNLSTNVVSPYSGRQV I 1GGSN

AAATPSSTAEPTSTETLRVSPMIREFVQT IDDREWQNSLFGLLQSQTYNQCEVDLFELMC
TAATPSSTAEATSTETLRVSPMIREFVQTVDDREWQNALFGLLQSQTYNQCEVDLFELMC
STQSHGATGSAPSTATLKTSPMIRDFVQTVDDREWQASLFGLLONQTYNQCEVDLFELMC
DSGTHPSSTADALIEPLRVSPMIREFVQS IDDREWQTQLFALLQKQTYNQVEVDLFELMC
YGYPEPFSGGP--NVPELILQLLQLEPDEDQVRARILGCLQEP--TKSRPDQPAAFGLLC
YSYMDSYQSSSPSNIPHLIVELLKCEPDEPQVQSKIMSYLQQEQANRSKHDKLNTFGLMC
MELLQEIMDVEHLWQYNASELARLNQPAPPVSSAATAANPLLSSAGISSESSPDLIANLC
RYRSQE IMDVEHLWQYNAAELARLNQPAPPVDRAATAANPLLSSAGISSESSPDL IANLC
ESIPRTREQLPKIIRDILLVEET IEAEPEDALEIDSAVASETAAPEGVSDDEAAVYRALL

KVLDQNLFSQVDWARNTVFFKYLKVDDQMKLLQHSWSDMLVLDHLHQRMHNGLPDETTLH
KVLDONLFSQVDWARNTVFFKYLKVDDQMKLLQDSWSVMLVLDHLHQRMHNGLPDETTLH
KVLDONLFSQVDWARNSVFFKDLKVDDQMKLLQHSWSDMLVLDHLHQRLHNNLPDETTLH
KVLDONLFSQVDWARNTVFFKDLKVDDQMKLLQHSWSDMLVLDHLHHR IHNGLPDETQLN
RMADQTF 1S 1VDWARRCMVFKELEVADQMTLLQNCWSELLVFDHIYRQVQHGKEGSILLV
KMADQTLFSIVEWARSS I FFRELKVDDQMKLLQNCWSELL ILDHIFRQVLHGKEGSILLV
NITADHRLYKIVKWCKSLPLFKNISIDDQICLLINSWCELLLFSCCFRSMAT--PGEIKIS
NITADHRLYKIVKWCKSLPLFKNISIDDQICLLINSWCELLLFSCCFRSMAT--PGEIKIS
NLADPRLYRTVRWSRALPDFSLLDTDDQILLIQNCWADLLCLDCCWRSLPT--PSEIRLT
- *x - * - - = -

* * - *k - K- * =% -

43



Resultados

Manduca NGQKFDLLCLGLLG---VPALADHFNELQNKLAELKFDVPDY ICVKFLLLLNPEVRGIVN
Bombyx NGQKFDLLCLGLLG---VPSLADHFNELQNKLAELKFDVPDY ICVKFMLLLNPEVRGIVN
Apis NGQKFDLLCLGLLG---VPSLADLFNDLSSKLQELKFDLSDY ICMKFLMLLNHEVRGLVN

Drosophila
Homo

NGQVFNLMSLGLLG---VPQLGDYFNELQNKLQDLKFDMGDYVCMKFLILLNPSVRGIVN
TGQEVELTTVATQAGSLLHSLVLRAQELVLQLLALQLDRQEFVCLKFI ILFSLDLKFLNN

Rana TGQQVDFSVIVSQAGTTLNNLMSHAQELVAKLRSLQFDMREFVCLKFLVLFSLDVKNLEN
Aedes LGKSITLEQAKHSG---LQTCIERMLNLTDHLRRLRVDRYEYVAMKV IVLLSSDTSELKE
Culex LGKSITLEQAKHSG---LQTCIERMLNLTDHLRRLRVDRYEYVAMKV IVLLSSDTSELKE
Schistosoma SSKCINLEAAREMG---AEEIVERILQLTQSLTRLQLDIVEYACLKVIVLMQADLNNLKA
- - - % * K- * - - B Y -
Manduca VKCVRDGYQTVQAALLDYTLTCYPTVQDKFGKLVMVVPE ITHALAARGEEHLYQRHCAGQA
Bombyx VKCVREGYQTVQAALLDYTLTCYPT IQDKFGKLVMVVPE THALAARGEEHLYQRHCAGQA
Apis KKHVQEGHEQVQQALLDYTLTCYPSI1PDKFNKLLAVLPGIHVVASRGEDHLYQKHCSGGA

Drosophila
Homo

RKTVSEGHDNVQAALLDYTLTCYPSVNDKFRGLVNILPE THAMAVRGEDHLYTKHCAGSA
HILVKDAQEKANAALLDYTLCHYPHCGDKFQQLLLCLVEVRALSMQAKEYLYHKHLGNEM

Rana FQLVEGVQEQINAALLDYTLCYYPQQTDKFGQLLLRLPEIRAISLQAEEYLYYKHLNGDV
Aedes SEKVRASQEKALQALQAYTLAHYPETPAKFGELLLRIPELQRTCQVGKEMLT IKPKDGEE
Culex SEKVRASQEKALQALQAYTLAHYPETPAKFGELLLRIPELQRTCQVGKEMLT IKPKDGEE
Schistosoma SSQVRSYQESVRRLLMDYVTKSSPD INDKFNKL INRIPELRKTSQAARLMLVDLDLSSYL
* - * *- * **x *: - - B . * -
Manduca PTQTLLMEMLHAKRKPNGGEMVNRSAEHTSTLTDYLETHENKETL IPPALRIRSRYY ---
Bombyx PTQTLLMEMLHAKRKS - == == = = = — — m e e o e
Apis PTQTLLMEMLHAKRK = = == = = = — o o e
Drosophila PTQTLLMEMLHAKRKG----————— === ===

Homo

PRNNLL IEMLQAKQT === == = m oo mmmmm e

Rana PCNNLLIEMLHAKRA--—— === ===
Aedes PSFNLLMELLRGEH----————— ===
Culex PSFNLLMELLRGEH- === == == —mm m oo
Schistosoma STNSLLMELLRSDIQRYTPNNGTNNSTESTTTVSMQGSANSGLKTVSVTLGADTAENQEE
Kk -k =-k=
Manduca ~ 0 ———mmmmmmmmm
Bombyx =0 e
Apis 0@

Drosophila
Homo

Rana

Aedes

Culex
Schistosoma

NTTVTIVPSSGVTDLLSLPNHTTITTVTESRLDET ITSNSNNSLTTSGVDVISK

Figura 5: Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos de FTZ-F1. “ * ”: indica posi¢des nas quais hd um

[T3%1)

unico residuo conservado. “:” indica posig¢des nas quais ha residuos fortemente conservados.

“.”: indica
posic¢des nas quais ha residuos levemente conservados. A regido sombreada representa o DBD de fiz-f1 de

A. mellifera. A regido sublinhada representa o FTZ-F1 box. A regido em negrito representa o AF-2.
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Tabela 4 - Graus de identidade, em porcentagem, entre FTZ-F1 de Apis mellifera e de outras espécies.

Espécic Identidade da proteina Identidade do N° do acesso no GenBank
inteira (%) dominio DBD (%)

Bombyx mori 64 95 NP 001037528
Manduca sexta 60 95 AF288089
Drosophila melanogaster 52 100 NP_524143
Rana rugosa 41 86 AB035499

Homo sapiens 38 86 U76388

Schistosoma mansoni 22 65 AF158103
Culex quinquefasciatus 22 63 EDS41949

Aedes aegypti 21 62 XP 001653014

Bombyx

Apis

Drosophila

Homo

Schistosoma

Apis
{ Drosophila

Manduca
{ Bombyx

Homo

Schistosoma

Figura 6: Dendogramas obtidos por maxima parcimonia utilizando: A) Seqiiéncias de aminoacidos da
proteina FTZ-F1 completa (no caso de espécies com duas isoformas, utilizou-se a isoforma (). B)
Seqiiéncias de aminodcidos do dominio DBD de FTZ-F1. Analises realizadas utilizando o programa

MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007).
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4.2 — Perfil de expressao de ftz-f1 durante o desenvolvimento de rainhas e operérias

Os perfis de expressdo de fiz-fI no corpo todo durante o desenvolvimento de operarias
(Figura 7) e rainhas (Figura 8) obtidos através de RT-PCR sdo similares. Em ambos os casos
(Figura 9) ocorrem trés importantes picos de expressdo do gene estudado: em S3, em PP3 e em
Pbd. No inicio da fase pupal, os niveis de expressdo de fiz-fI encontrados foram baixos,
aumentando nos ultimos estagios, atingindo valores maximos em Pbd (final do periodo pupal) e
entdo decaindo em adultas faratas. Em operarias foi observado um pico em F1 que ndo ocorre em
rainhas.

Os experimentos de Real-Time PCR utilizando ¢cDNA de corpo gorduroso (6rgio
responsavel pela sintese de Vg) confirmaram a existéncia de um pico de expressdo de fiz-f1 em
Pbd, e mostraram que o mesmo ¢ quase 10 vezes maior em rainhas do que em operarias (Figura

10).
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L4 F1 F2 F3 S1 S2 S3 PP1PP2PP3 Pw Pp Pdp Pb Pbl Pbm Pbd RN

Figura 7: Perfil de expressdo do mRNA de fiz-f1 no corpo inteiro de larvas e pupas de operarias de Apis
mellifera. L4: quarto estagio larval. F1-PP3: divisées do quinto estagio larval. Pw: pupa de olho branco.
Pp: pupa de olho rosa. Pdp: Pupa de olho rosa escuro. Pb: Pupa de olho marrom com corpo ndo
pigmentado. Pbm: Pupa de olho marrom com corpo levemente pigmentado. Pbd: Pupa de olho marrom
com corpo pigmentado. RN: adulta recém-nascida. Acima, representacdo grafica dos valores
densitométricos correspondentes as bandas de fiz-f1. Embaixo, RT-PCR: bandas em gel de agarose corado
com brometo de etidio correspondentes ao produto de amplificagdo do cDNA de fiz-f1 e de S-actina

(utilizado como controle).
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S3 PP1 PP2 PP3 Pw Pp Pdp Pb Pbl Pbm Pbd RN

Figura 8: Perfil de expressdio do mRNA de f#z-fI no corpo inteiro de larvas e pupas de rainhas de Apis
mellifera. L4: quarto estagio larval. F1-PP3: divisdes do quinto estagio larval. Pw: pupa de olho branco.
Pp: pupa de olho rosa. Pdp: Pupa de olho rosa escuro. Pb: Pupa de olho marrom com corpo nao
pigmentado. Pbm: Pupa de olho marrom com corpo levemente pigmentado. Pbd: Pupa de olho marrom
com corpo pigmentado. RN: adulta recém-nascida. Acima, representacdo grafica dos valores
densitométricos correspondentes as bandas de fiz-f1. Embaixo, RT-PCR: bandas em gel de agarose corado
com brometo de etidio correspondentes ao produto de amplificagdo do cDNA de fiz-fI. C) RT-PCR:

bandas correspondentes ao produto de amplificagdo do cDNA de S-actina (utilizado como controle).
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+ Rainhas

e Operarias

L4 F1 F2 F3 51 S2 S3 PP1PP2PP3 Pw Pp Pdp Pb Pbl Pbm Pbd RN

Figura 9: Perfil de expressdo do mRNA de fiz-f1 no corpo inteiro de larvas e pupas de rainhas e operarias
de Apis mellifera. L4: quarto estagio larval. F1-PP3: divisdes do quinto estagio larval. Pw: pupa de olho
branco. Pp: pupa de olho rosa. Pdp: Pupa de olho rosa escuro. Pb: Pupa de olho marrom com corpo nao
pigmentado. Pbm: Pupa de olho marrom com corpo levemente pigmentado. Pbd: Pupa de olho marrom

com corpo pigmentado. RN: adulta recém-nascida.

Rainhas

*—QOperarias

Figura 10: Perfil de expressdo do mRNA de f#z-f1 no corpo gorduroso de pupas de rainhas e operarias de
Apis mellifera obtido por Real-Time PCR. Pw: pupa de olho branco. Pp: pupa de olho rosa. Pdp: Pupa de
olho rosa escuro. Pb: Pupa de olho marrom com corpo ndo pigmentado. Pbm: Pupa de olho marrom com
corpo levemente pigmentado. Pbd: Pupa de olho marrom com corpo pigmentado. RN: adulta recém-

nascida.
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4.3 — Efeitos da ecdisona na expressao de ftz-f1

A injecao de 20E em pupas de operarias Pb provocou a queda de expressao de fiz-f1,
chegando a inibi-la totalmente ap6s 12 horas do tratamento (Figura 11, A).

O efeito negativo deste hormonio na transcri¢ao do gene fiz-fI foi comprovada por meio
da incubacdo de tegumentos toracicos de pupas Pw in vitro na presenca de 20E (Figura 11, B). A
dose de 0,001ug de 20E (por mL de meio de cultura) provocou uma diminui¢do nos niveis dos
transcritos tanto em relagcdo ao controle sem intervencao quanto em relagdo ao tegumento tratado
com etanol (solvente de 20E). 1ug do hormonio foi capaz de inibir totalmente a expressao de fiz-
f1 ja apds 1h de incubagdao do tegumento. As lavagens dos tegumentos por 15h ou 24h nao

alteraram os efeitos causados pelo tratamento com 20E.
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C C C 20E20E20E C C C 20E 20E 20 C C C 20E 20E 20E

ftz-f1
A —

1h 12h 24h

0 6 20 21 30 6 20 21 30 6 20 21 30 6 20 21 30 Incubacdo(h)
- - - 15 24 - - 15 24 - - 15 24 - - 15 24 Lavagem(h)

Figura 11. : Efeitos de 20E nos niveis de transcritos de fiz-f1. A) 5pg de 20E foram injetados em pupas de
operarias Pb e os niveis de transcritos de fiz-f1 foram analisados apo6s 1h, 12h e 24h. Um grupo controle
(C) foi injetado com etanol/Ringer. Andlises por RT-PCR seguidas de eletroforese em gel de agarose
corado com brometo de etidio. O gene codificador de actina foi utilizado como normalizador. B) Niveis
de transcritos fiz-fI em tegumentos toracicos de pupas Pw expostos in vitro durante 6h ou 20h a 0,001 ou
1pg de 20E por mL de meio de cultura. Alguns tegumentos incubados durante 6h em presenga de 20E
foram subseqiientemente lavados em meio desprovido de 20E por 15h ou 24h, totalizando 21h e 30h de
incubagdo, respectivamente. Amostras de tegumentos foram também analisadas no tempo 0 (Oh), isto &,
em seguida a dissec¢do (tegumentos ndo incubados). Nas incubagdes controle, foi utilizado etanol.
Analises por RT-PCR seguidas de eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. O gene

codificador de actina foi utilizado como normalizador.

4.4 — Efeitos do knockdown de ftz-f1 no periodo pupal

Com a inje¢ao de 4pg de dsRNA correspondente ao gene fiz-f1 obtivemos sucesso em
reduzir a quantidade de seu transcrito apos 7 dias da data da inje¢do (Figura 12). O grupo de
pupas tratadas com 4pg dsGFP nao apresentou diferengas significativas nos niveis de transcritos
de fiz-fl em comparacdo ao grupo que nao recebeu nenhuma inje¢do, comprovando que os

efeitos observados sdo especificos e devidos a redugao da quantidade de mRNA de fiz-f1.
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Observando os fenotipos das pupas no 7° dia ap0s a injecao, ¢ possivel notar um atraso no
desenvolvimento causado pela injecdo de dsFTZ-F1 (Figura 13). As abelhas que ndo receberam
nenhuma inje¢do encontravam-se entre os estagios de Pbm e recém emergidas. O grupo tratado
com dsGFP sofreu um leve atraso, e encontrava-se entre Pbl e recém emergida. Ja as pupas
tratadas com dsFTZ-F1 encontravam-se todas no estagio de Pbl. Detalhes dos ntimeros de
abelhas em cada estagio pupal podem ser observados na Tabela 5.

Trés pupas tratadas com dsGFP e trés tratadas com dsFTZ-F1 foram mantidas em estufa
com umidade e temperatura controladas até o 9° dia depois da inje¢do. O tratamento com dsGFP
ndo impediu a emergéncia das abelhas, porém causou alteragdes como asas retorcidas e
dificuldades de movimentacdo. Nenhuma das trés abelhas tratadas com dsFTZ-F1 chegou a
emergir, morrendo poucas horas antes do previsto para a emergéncia.

A expressao de varios genes foi testada apds este experimento. Na figura 14 € possivel
observar que os niveis de transcritos de vg tiveram uma diminuigdo significativa nas abelhas
knockdown de fiz-f1 e o oposto ocorreu com os niveis de transcritos de amelCRP14, que codifica
uma proteina cuticular. Profenoloxidase (proPo) teve os niveis de transcritos significativamente
aumentados tanto no grupo tratado com dsGFP quanto no grupo tratado com dsFTZ-F1. Os
genes correspondentes a esterase do hormonio juvenil (jie), hormdnio da eclosdo (ek), bursicona
a, ultraspiracle (usp), receptor de ecdisona (EcR) e actina (act) ndo sofreram mudancas

significativas em suas expressoes.
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Controle dsFTZ-F1

Figura 12: Niveis de transcritos no 7° dia ap6s a inje¢@o de dsFTZ-F1. Foram comparados grupos nio
submetidos a qualquer intervengdo (Controle), injetados com dsGFP e injetados com dsFTZ-F1. Cada
grupo ¢ composto por n=8. Analise por RT-PCR quantitativa. O gene codificador de actina foi utilizado
como normalizador. *: indica diferenca significativa entre os grupos (One way ANOVA com

comparagdes post-hoc utilizando-se Holm-Sidak multiple comparison test).

Figura 13: Efeito sobre o desenvolvimento, documentado 7 dias apo6s a injecdo de dsFTZ-F1, com
evidente alteragdo no fenotipo de pupas de Apis mellifera. A) Grupo controle: sem injecdo. B) Grupo

tratado com 4ug de dsGFP. C) Grupo tratado com 4pug de dsFTZ-F1.
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Tabela 5: Numero de abelhas em cada estagio pupal, 7 dias apds a injecdo de dsRNA para knockdown de

fiz-f1.
Estagio pupal no 7° dia apds Numero de abelhas
a inje¢do Controle sem inje¢do  Tratadas com dsGFP  Tratadas com dsFTZ-F1

Pbl - 2 8

Pbm 1 3 -

Pbd 5 2 -

Recém nascida 2 1 -

Total 8 8 8

vg AmelCRP14 jhe bursicona o pro-Po

® Controle
* dsGFP
m dsFTZ-F1

Figura 14: Efeitos do knockdown de fiz-fI na expressdo génica em pupas de Apis mellifera. Foram

comparados grupos nao submetidos a qualquer intervencdo (Controle), injetados com dsGFP e injetados

com dsFTZ-F1. Cada grupo ¢ composto por n=8. Analise por RT-PCR semiquantitativa. O eixo das

ordenadas representa unidades densitométricas obtidas de fotografias de géis de agarose corados com

brometo de etidio. Cada valor ¢ uma média de pelo menos dois experimentos separados. *: indica

diferencga significativa entre os grupos (One way ANOVA com comparagdes post-hoc utilizando-se

Holm-Sidak multiple comparison test).
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5.1 — Sobre a seqgiiéncia de ftz-f1

O fator de transcrigdo FTZ-F1 de 4. mellifera apresenta os dominios comuns as proteinas
da superfamilia dos receptores nucleares: A/B, C (DBD), D e E/F (LBD) (Figuras 3 e 4). No
entanto, a seqiiéncia de fiz-fI mostrou-se pouco conservada entre as diferentes espécies
analisadas (Tabela 4; Figura 5).

A insercdo de regides do dominio C dentro do dominio A/B encontrada em AmFTZ-F1
nao ¢ observada em outros membros da superfamilia dos receptores nucleares. Wu et al. (2007)
encontraram 9 receptores nucleares com dois DBDs — 3 em Schistosoma mansoni (platelminto),
3 em Schmidtea mediterranea (platelminto), 2 em Lottia gigantean (molusco) e 1 em Daphnia
pulex (crusticeo) — que devem atuar como homodimeros intramoleculares. Porém, nestes
receptores, os DBDs encontram-se em tandem e possuem o primeiro P-box com a seqiiéncia de
aminoacidos CEACKK, diferentemente do que ocorre em AmFTZ-F1. A inser¢do encontrada
nestas abelhas inicia-se logo apds a primeira metionina. Os dominios A/B e C tém fungdes
distintas, sendo o primeiro importante para a ligagdo de co-ativadores ou co-repressores que
determinardo a atividade do receptor, ¢ o0 dominio C tem caracteristicas especificas (como os zinc
fingers) que permitem a ligacdo ao DNA (Aranda & Pascual, 2001). Nao é possivel prever os
efeitos desta repeti¢ao de parte do dominio C dentro do dominio A/B na atividade do fator de
transcri¢do. A proteina ortdloga a FTZ-F1 em vertebrados, SF-1, ndo possui dominio A/B
(Parker & Schimmer, 1997), por exemplo, como pode ser observado na figura 5, ¢ mesmo desta
forma ¢ funcional e importante no desenvolvimento embrionario do sistema reprodutivo.

Outra caracteristica do dominio A/B de 4. mellifera que nao se encontra presente em
outras espécies ¢ uma regido altamente rica em glicinas, a partir do 39° aminoacido (Figura 4). O
dominio como um todo ¢ 34,7% composto por glicinas. Apesar de ndo haver registros dessa
ocorréncia em outros FTZ-F1, outro receptor nuclear, EcR, apresenta repeticdes de glicinas no

dominio A/B em insetos como A. mellifera (GenBank AB095514), Pheidole megacephala
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(GenBank AB194765) e Lucilia cuprina (GenBank AAB81130). A funcgdo dessas regides ¢
desconhecida até o momento.

Curiosamente, os graus de identidade entre AmFTZ-F1, e FTZ-F1 de A. aegypti e de C.
quinquefasciatus foram muito baixos, menores inclusive do que quando comparadas as
identidades de AmMFTZ-F1 e as respectivas seqii€ncias de vertebrados ou S. mansoni (Tabela 4).
A isoforma B de FTZ-F1 de D. melanogaster, também pertencente a ordem Diptera como os
mosquitos mencionados, aproxima-se mais de A. mellifera, da ordem Hymenoptera. Este fato
sugere que este fator de transcricdo possui uma atividade diferenciada dentro da familia
Culicidae.

A comparagdo das seqiiéncias de aminoacidos de FTZ-F1 mostrou que as regidoes mais
conservadas sdao o DBD e os 29 aminoacidos adjacentes a este, conhecidos como FTZ-F1 box
(Ueda et al., 1992) (Figura 5 e Tabela 4). Varios estudos demonstraram que os membros da
familia FTZ-F1 se unem como monOmeros ao elemento de resposta consenso 5°-
PyCAAGGPyCPu-3’. O P-box reconheceria a regido 5’-AGGPyCPu-3’ e o FTZ-F1 box seria
responsavel pela unido as trés primeiras bases 5’-PyCA-3’ (Ueda & Hirose, 1991; Ueda et al.,
1992). Tanto o P-box como o FTZ-F1 box apresentam um alto grau de conservagdo, o que
sugere que reconheceriam elementos de resposta no DNA similares nas diferentes espécies. E
importante ressaltar a identidade de 100% entre o dominio C de 4. mellifera ¢ D. melanogaster,
pois, sendo conhecida a seqiiéncia de ligagdo de PFTZ-F1 ao DNA de D. melanogaster, ¢é
possivel, em um trabalho futuro, localizar no genoma de A. mellifera quais genes possuem tal
seqiiéncia em sua regido promotora, sendo candidatos a terem sua expressdo regulada por este
fator de transcrigao.

Assim como outras proteinas da superfamilia dos receptores nucleares, FTZ-F1 interage
com outras proteinas através da regido AF-2 do LBD. Em D. melanogaster, por exemplo, foi
caracterizada a interacdo deste dominio de FTZ-F1 com o dominio LXXL da proteina FTZ (Yu

et al., 1997; Guichet et al., 1997; Schwartz et al., 2001; Suzuki et al., 2001) e com o co-repressor
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Bonus (Beckstead et al., 2001). Da mesma forma, em experimentos in vitro, foi demonstrado que
SF-1 interage com proteinas da familia SRC e CBP/p300 mediante o dominio AF-2 (Ito et al.,
1998; Monte et al., 1998; Borud et al., 2002).

Estudando FTZ-F1 de Blattella germanica (ordem: Dyctioptera), Rodriguez (2005)
observou que este inseto apresenta um AF-2 idéntico ao de D. melanogaster (Lavorgna et al.,
1993), Bombix mori (Sun et al., 1994), M. sexta (Weller et al., 2001) e 4. aegypti (Li et al.,
2000), e s6 difere em um residuo em relacdo ao AF-2 presente em SF-1 de Homo sapiens (Wong
et al., 1996; Oba et al., 1996), sugerindo que a interacdo deste dominio com co-fatores, assim
como sua funcdo biologica, foi conservada entre uma espécie menos derivada, como ¢ B.
germanica, ¢ insetos mais derivados, como dipteros e lepidopteros, inclusive em vertebrados.
AF-2 de AmFTZ-F1 também ¢ idéntico ao dos insetos mencionados.

Alguns estudos ja foram feitos sobre o AF-2 de FTZ-F1 de D. melanogaster. A ligacao
de FTZ ao oFTZ-F1, nos estagios iniciais do embrido, importante para a formacdo dos
parasegmentos pares, parece ocorrer através de um motivo LXXLL de FTZ e do AF-2 do oFTZ-
F1. A ligacdo de uma proteina ao AF-2 de um receptor é, normalmente, dependente de ligante
(Danielian et al., 1992; Durand et al., 1994). Porém, neste caso, a interagdo in vitro entre FTZ e
FTZ-F1 de D. melanogaster foi observada sem a adicdo de ligante (Suzuki et al., 2001). Os
autores sugerem que esta seria uma forma primitiva de regulacdo por receptores nucleares que
haveria surgido antes da aquisi¢do da habilidade de se unir aos ligantes, baseando-se na proposta

de Escriva et al. (2000) de que os primeiros receptores ndo possuiriam ligantes.

5.2 — Sobre os perfis de expressao de ftz-f1 e os efeitos da ecdisona

Os perfis de expressdo de fiz-f1 encontrados em rainhas e operarias de 4. mellifera foram

similares, sendo que os picos em S3 e em PP3 ocorrem em momentos em que os titulos de
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ecdisteroides circulantes sao baixos e estdo prestes a se elevarem nas fases seguintes (Rachinsky,
1990; Hartfelder & Engels, 1998; Pinto et al., 2002) (Figura 12). Em outros insetos como D.
melanogaster, B. mori, B. germanica € M. sexta, também foi observada a expressao de fiz-f1 em
periodos de baixos titulos de ecdisterdides (Ueda et al., 1990; Sun et al., 1994; Rodriguez, 2005;
Weller et al., 2000).

No processo de metamorfose em D. melanogaster, um primeiro pico de ecdisona induz
alguns genes iniciais como BR-C, E74 e E75. Outro grupo de genes ¢ expresso quando os niveis
de ecdisona caem, na pré-pupa intermediaria. Quando os niveis de ecdisona voltam a subir no
final do periodo pré-pupal, a expressao destes genes ¢ reprimida, € os genes iniciais voltam a ser
expressos (Thummel, 1996). No entanto, Richards (1976) demonstrou que a segunda expressao
dos genes iniciais ndo ¢ induzida apenas pela ecdisona, mas um periodo precedente de sintese de
proteinas e de baixos titulos do hormoénio ¢ necessario antes que esses genes voltem a ser
expressos. Segundo Woodard et al. (1994), uma ou mais proteinas codificadas pelos genes
expressos no periodo pré-pupal intermedidrio (durante os baixos titulos de ecdisona) provém
competéncia para que os genes iniciais voltem a ser transcritos apds o pico pré-pupal de
ecdisona; ¢ BFTZ-F1 seria um desses fatores atuantes na aquisicdo dessa competéncia. Broadus
et al. (1999) sugerem que BFTZ-F1 pode exercer essa fungdo através de interagdes com o
complexo EcR/USP (receptor de ecdisona) nas seqiiéncias de DNA-alvo.

Ainda em D. melanogaster, a ecdisona reprime diretamente a transcri¢do de fftz-f1,
restringindo sua expressdo a pré-pupa intermedidria. pfiz-fI também reprime sua propria
transcri¢ao, assegurando uma expressdo de curta duracdo (Woodard et al., 1994; Thummel,
1996; Thummel, 2001).

Os picos de expressdo de fiz-f1 observados em A. mellifera em S3 e PP3, anteriormente
aos picos de ecdisteroides (Figura 12), e nossos resultados demonstrando a inibi¢ao da expressao
de ftz-f1 pelos tratamentos com ecdisona in vivo ¢ in vitro (Figura 11, A e B), podem indicar a

participagdo de FTZ-F1 na aquisicdo de competéncia para respostas a ecdisona, como acontece
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em D. melanogaster, ainda que mecanismos moleculares de aquisi¢do de competéncia nao
tenham sido descritos para 4. mellifera.

Em A. aegypti, pftz-fl ¢ altamente transcrito no final do periodo pupal e no corpo
gorduroso da fémea adulta durante os periodos pré e pods-vitelogénicos, quando os niveis de
ecdisteroides sdo baixos. Experimentos in vitro com células do corpo gorduroso deste mosquito
mostraram que a proteina FTZ-F1 aparece apos a exposi¢ao ao HJ III (Zhu et al., 2003).

Em A. mellifera, os titulos de HJ sdo baixos em S1, aumentando gradativamente até PP2,
e voltando a cair em PP3 (Rachinsky, 1990). Assim, o pico na expressao de fiz-f1 observado em
PP3 pode ainda ser conseqiiéncia dos titulos de HJ mais altos existentes na fase anterior, ou de
uma sinergia entre a acao de HJ e ecdisterdides, que possui um pico em PP2 (Figura 12).

Ja os baixos niveis na expressao de fiz-f1 durante o inicio do estagio pupal e seu aumento
em Pbd (9,41 vezes maior em corpo gorduroso de rainhas do que em corpo gorduroso de
operarias) coincidem com o perfil de expressdo conhecido para a vg nessas fases (Figura 13 -
Guidugli et al., 2005b). Neste estagio do desenvolvimento, Pbd, além dos baixos titulos de
ecdisterdides, ocorre o aumento dos titulos de HJ em rainhas. Em operarias, este mesmo aumento
sO ocorre em recém nascidas (Rembold, 1987). Desta forma, a diferenca na expressao de fiz-f1
nas duas castas pode ser resultado da diferenca nos titulos de HJ. Barchuk et al. (2002)
demonstraram que a aplicagdo topica de HJ em Pp ou Pbm faz com que a expressao e sintese de
Vg ocorram mais cedo e em maior quantidade do que em abelhas controle. FTZ-F1 poderia atuar
como mediador da ativagdo da transcri¢ao de vg induzida pelo HJ.

Além destes resultados, Barchuk et al. (2002) observaram ainda que a inje¢ao de 20E em
Pbl provoca o atraso no aparecimento de Vg na hemolinfa. Ou seja, fiz-fl ¢ vg parecem
responder da mesma maneira aos titulos hormonais no periodo pupal, tendo suas expressoes
inibidas por altos titulos de 20E, como demonstramos para fiz-f/ com a inje¢do do hormonio.
Além desta inibicdo in vivo, a simulacdo do pico de ecdisona pela incubagdo in vitro de

tegumentos toracicos na presenga do hormoénio e subseqiiente lavagem, confirma o efeito

60



Discussdo

inibitorio da ecdisona sobre a expressao de fiz-fI (Figura 11, B). Sabe-se que a expressdao de
varios genes em D. melanogaster requer um pulso de ecdisona, ou seja, um aumento seguido de
queda nos titulos do hormoénio (Hiruma & Riddiford, 1990; Apple & Fristrom, 1991; Suzuki et
al., 2002). No entanto, como observamos a inibi¢do da expressdo de fiz-fl mesmo em
tegumentos submetidos a lavagem, podemos supor que o complexo EcR/USP/Ecdisona
permanece apds a lavagem e retirada do excesso de hormodnio restante; ou ainda, que este
complexo pode ter induzido proteinas reguladoras intermediarias que reprimem a expressao de
ftz-f1 mesmo apds a remogao da ecdisona.

Para confirmar nossa hipodtese de que fiz-f1 tem sua expressao induzida pelo aumento nos
titulos de HJ da mesma maneira que ocorre com vg, sdo necessarios estudos de aplicacao de HJ
em pupas. Porém, analisando o perfil de expressao de fiz-f1, de vg e os resultados obtidos por
Barchuk et al. (2002), temos fortes indicios de que FTZ-F1 realmente atua mediando a a¢ao dos

hormdnios na regulacdo da expressao de vg.
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— Rainhas
— Operarias

Titulos de ecdisterdides

L4 F1 F2 F3 51 52 33 PP1 PP2 PP3 Pw Pp Pb Pbl Pbm Pbd

Fases do desenvolvimento

Figura 12: Titulos de ecdisterdides durante o desenvolvimento de rainhas e operarias de Apis mellifera

(modificado de Rachinsky, 1990; Hartfelder & Engels, 1998; Pinto et al., 2002).

L2 L3 L4 L5F L5S PP Pw Pp Pb Pbd

Figura 13: Expressao do gene codificador de vitelogenina durante o desenvolvimento de Apis mellifera.
RT-PCR semigqiiantitativa. A amplificagdo do transcrito de 28S foi usada como controle. L2, L3, L4 L5F
e L5S: estagios larvais. PP: pré-pupa. Pw: pupa de olho branco. Pp: pupa de olho rosa. Pb: pupa de olho
marrom sem pigmentacdo do corpo. Pbd: pupa de olho marrom com pigmentagdo escura do corpo.

(Guidugli et al., 2005b).
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5.3 — Sobre os efeitos do knockdown de ftz-f1

O atraso no desenvolvimento das pupas tratadas com dsFTZ-F1 sugere que este fator de
transcri¢do desempenha uma fungdio importante no desenvolvimento pupal de A. mellifera. E
possivel que, nesta espécie, FTZ-F1 desempenhe a mesma fungdo que em D. melanogaster, na
qual este um fator de transcricdo prové competéncia para a a¢do de ecdisona (Broadus et al.,
1999), e mutantes para o gene fiz-fI nao passam pela muda metamorfica, apresentam falhas na
eversao da cabeca, na histolise das glandulas salivares e na elongagao das pernas (Yamada et al.,
2000). Transpondo este modelo para abelhas, as diminui¢cdes dos transcritos de fiz-fI e da
proteina correspondente apds o tratamento com dsFTZ-F1 impediriam que o pico do hormonio
observado em Pp (Figura 12) desencadeasse as cascatas génicas controladas pelo mesmo.
Barchuk et al. (2008), em experimentos de knockdown de usp pela técnica de RNA de
interferéncia também observaram um atraso no desenvolvimento em relagdo ao grupo controle, e
podemos supor que este fato deu-se devido a queda nos niveis de transcritos de fiz-fI que foi
provocada no experimento.

O gene jhe ndo teve os niveis de seus transcritos significativamente alterados em nossos
experimentos de silenciamento de fiz-f1. Mackert et al. (2008) sugerem que jhe (esterase do HJ)
pode ser regulado positivamente por Vg. Assim, quando ocorre um declinio nos niveis de Vg na
hemolinfa de abelhas adultas, jhe seria menos expresso, aumentando os niveis de HJ circulante.
Estas mudangas estdo associadas a troca de comportamento de nutridoras para forrageadoras nas
operarias. Como o knockdown foi realizado em operérias, e os titulos de HJ nesta casta s sobem
em abelhas recém nascidas, e os transcritos de jie comecam a aumentar em Pbd e estdo presentes
em quantidades muito maiores também em recém nascidas, pode-se supor que ndo observamos

efeitos do knockdown de ftz-f1 sobre a expressdo de jhe por termos analisado abelhas no estagio
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Pbd. A analise dos efeitos deste experimento em recém nascidas poderia comprovar se FTZ-F1
tem alguma participagdo na regulagdo de jhe neste estagio do desenvolvimento.

EH foi primeiramente identificado em M. sexta (Truman & Riddiford, 1970). Decidimos
analisar os efeitos do knockdown de fiz-f1 sobre a expressao do gene codificador de EH devido a
sua importancia no processo de muda. EH atua no sistema nervoso e inicia o comportamento
motor que leva ao desprendimento da cuticula em cada muda (Truman, 1978). Nao observamos
alteracdo significativa nos niveis de transcritos de e/, sugerindo que outros fatores, e nao FTZ-
F1, regulam a expressdo deste gene.

O mesmo acontece com a bursicona a. Esta proteina forma um heterodimero com a
bursicona B (ambas codificadas pelo mesmo gene em D. melanogaster) e leva ao escurecimento
e enrijecimento da cuticula apos a eclosdo (ver em De Loof, 2007).

USP e EcR formam o heterodimero receptor de ecdisona e foram estudados em A.
mellifera por Barchuk et al. (2004 e 2008) e Teles (2007). O knockdown de usp provoca a queda
nos transcritos de fiz-fI (Barchuk et al., 2008). Como nossos experimentos ndo mostraram
mudangas significativas na expressdo dos genes codificadores das proteinas formadoras do
receptor de ecdisona, provavelmente fiz-fI tem sua transcricdo regulada por elas — o que
podemos supor pela inibi¢ao que 20E causa na expressao de fiz-f1 e pelos resultados de Barchuk
et al. (2008) — mas nao ocorre um feedback.

Actinas, incluindo as trés principais isoformas, a, B, y, sdo as proteinas mais abundantes
nas células eucaridticas, tendo fun¢des na mobilidade celular e manutengdo do citoesqueleto
(Hunter & Garrels, 1977). O gene codificador da actina ¢ expresso constitutivamente e, por isso,
¢ comumente usado como controle interno para normaliza¢do em estudos de expressdo génica
(Sturzenbaum & Kille, 2001; Lourenco et al., 2008). A nao altera¢ao dos niveis de transcritos de
act em nosso experimento de knockdown de fiz-fI mostra que as mudancas provocadas na

expressdo de outros genes foram efeitos especificos para os mesmos.
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O aumento da quantidade de transcritos de ame/CRP14 nas abelhas knockdown de fiz-f1
foi inesperado, uma vez que a auséncia de ecdisona provocada por ligadura abdominal em pupas
de A. mellifera diminui a transcri¢ao deste gene (Soares et al., 2007). Esperar-se-ia, portanto,
que, se a diminui¢ao de fiz-f1 impede a atua¢ao normal de ecdisona, a expressdo de um gene que
depende de um pulso deste hormdnio diminuiria apds o experimento. No entanto, os mecanismos
moleculares do controle da expressdo de amelCRPI4 ainda nao estdo totalmente esclarecidos,
sendo necessarios outros estudos para responder a estas questdes, como a analise por meio de
micro arranjos dos efeitos do knockdown de fiz-fI. Em D. melanogaster, PFTZ-F1 induz a
transcri¢do de genes codificadores de proteinas cuticulares como Edg84A e Edg78E (Murata et
al., 1996; Kawasaki et al., 2002).

ProPo participa da cascata que leva a sintese de melanina (Mason, 1965), e foi
caracterizada em A. mellifera por Lourengo et al. (2005). Como proPo parece estar sob o
controle dos ecdisterdides (Zufelato et al., 2004), decidimos analisar os efeitos do knockdown de
ftz-f1 sobre sua expressdo. Os resultados mostram um aumento significativo nos niveis de
transcritos de proPo tanto no grupo que recebeu a injecdo de dsGFP quanto no grupo que
recebeu injecdo de dsFTZ-F1, o que pode ser resultado da atuacdo da proteina em reacdes de
resposta imune (ver Soderhill & Cerenius, 1998).

No caso da diminui¢do na quantidade de transcritos de vg nas abelhas knockdown de fiz-
f1, os resultados corroboram nossa hipdtese inicial de que FTZ-F1 desempenha um papel na
regulacdo da expressdo deste gene, assim como ocorre em A. aegypti (Zhu et al., 2006). Poder-
se-ia supor que este resultado foi observado devido ao atraso no desenvolvimento das abelhas
tratadas com dsFTZ-F1, j4 que a expressao de vg ¢ maior em Pbd (principal fase em que se
encontram as abelhas controles) do que em Pbl (fase em que se encontram as abelhas knockdown
de fiz-fT) (Figura 13). No entanto, se esta fosse a real causa dos resultados observados, o0 mesmo

teria ocorrido para jhe, que possui maior expressao em Pbd e principalmente em recém nascidas
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(2 abelhas do grupo sem inje¢ao ja haviam emergido) em relagdao a Pbl (Mackert et al., 2008); e
ainda assim, o nivel de transcritos de jhe ndo foi significativamente diferente entre os grupos.
Além disso, Barchuk et al. (2008) realizaram experimentos de knockdown de usp e também
observaram um atraso no desenvolvimento nas abelhas tratadas com dsUSP; e o nivel de
transcritos de vg nao foi significativamente alterado.

Em A. mellifera, o tratamento com ecdisona inibiu a expressdo de fiz-fI, ¢ 0 mesmo
ocorre com vg (Barchuk et al., 2002; Guidugli et al., 2005b). Em mosquitos, ao contrario, a
ecdisona ¢ essencial na expressdo desse gene, que possui, em sua regido promotora, sitios de
ligacdo para o complexo EcR/Usp. O complexo EcR/Usp/ecdisona por sua vez, aumenta ainda
mais a transcri¢do de vg quando ligado a proteina FISC, necessaria para a acetilagdo da histona
H4 no promotor de vg. O knockdown de ftz-f1 em A. aegypti diminui o recrutamento de FISC na
regido promotora de vg, diminuindo muito a transcri¢do do gene (Zhu et al., 2006). Apesar de
sabermos os efeitos de altas doses de ecdisona na expressdo de vg em A. mellifera, o efeito que
seria causado pela auséncia do hormdnio ndo ¢ conhecido, e, portanto, ndo se sabe se o pico que
ocorre em Pp ¢ necessario para desencadear essa expressao tardia. Estudos futuros do efeito do
knockdown de EcR, que impediria a agdo da ecdisona, colaborardo para o esclarecimento do
mecanismo de regulacdo da expressao de vg em A. mellifera.

Ainda assim, nossos resultados do knockdown de fiz-fI que provoca a queda no nivel de
transcritos de vg, somados a andlise do perfil de expressdo de ambos os genes que se mostram
coincidentes temporalmente em pupas e em niveis mais altos em rainhas do que em operarias, e
somados a inibi¢do da transcricdo de ambos provocada pelo tratamento com ecdisona, sugerem

que FTZ-F1 ¢ um forte candidato a mediar a acdo hormonal na regulacdo da expressao de vg.
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Conclusao e Perspectivas

O presente estudo mostra a importancia de FTZ-F1 no desenvolvimento de 4. mellifera,
posto que o knockdown de seu gene provocou o atraso no desenvolvimento pupal. Os resultados
também sugerem que FTZ-F1 regula a expressao de vitelogenina em A. mellifera, bem como de
AmelCRPI14. Além disso, demonstra que altos niveis de ecdisona inibem a expressao de fiz-f1 e
indica uma possivel participagao deste fator na capacitagcdo para respostas a ecdisona.

Ainda ndo sabemos os efeitos do HJ e da auséncia de ecdisona sobre a expressao de fiz-
f1. Portanto, para esclarecer os mecanismos de acdo deste fator de transcri¢do, pretendemos
realizar estudos dos efeitos da supressao de 20E sobre a expressao de fiz-f1. Este experimento
pode ser realizado por meio de ligadura abdominal, que impede a passagem de 20E para o
abdomen. O knockdown de EcR também pode impedir a acao de 20E e permitir analisar o que
ocorreria com a expressao de fiz-f1 e de vg na auséncia da atuagdo do hormonio. Além disso, a
aplicacdo topica de HJ permitiria verificar se a expressao de fiz-f1 ¢ ativada por este hormonio no
final do periodo pupal da mesma forma que acontece com vg.

A andlise dos efeitos do knockdown de fiz-fI por meio de micro arranjos de DNA
permitiria avaliar a influéncia que este fator de transcri¢do desempenha em um maior nimero de
genes.

Por fim, a expressdao do dominio de unido ao DNA de FTZ-F1, a produgdo de anticorpo
para o mesmo ¢ estudos de ligagdo a regido promotora de genes, especialmente os codificadores
de vitelogenina ¢ AmelCRP14, podem mostrar se este fator regula diretamente a expressao

destes genes, como mostram nossos resultados de knockdown.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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