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RESUMO

Bomtorin, AD. Desenvolvimento diferencial casta-especifico das pernas posteriores de Apis
mellifera. 2009. 86pp Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.
Universidade de Sdo Paulo. SP, 2009.

A diferenciacdo morfo-fisiolégica entre rainhas e operarias de Apis mellifera decorre da alimentacgdo
recebida durante o desenvolvimento larval, que estimula o aumento da producdo de Hormoénio
Juvenil nas larvas que originarao rainhas. Dentre as diversas diferencas morfoldgicas entre operarias
e rainhas encontram-se estruturas especializadas para a coleta de pdlen e propolis, localizadas na
regido da tibia e do basitarso das pernas posteriores de operarias. A diferenciacdo das pernas tem
inicio entre o quarto e o quinto estagio do desenvolvimento larval. Utilizando-se Microscopia
Eletrénica de Varredura o presente trabalho relata a presenca das cerdas formando as estruturas
casta-especificas na fase de pupa de olho marrom. A partir de estudos de hibridacdo de microarrays
de cDNA com amostras de RNA de A. mellifera de diversas fases do desenvolvimento larval, foram
encontrados 91 genes com ortélogos conhecidos em Drosophila, diferencialmente expressos entre
rainhas e operarias no periodo critico da diferenciacdo de castas. Destes, cinco estdao relacionados
com o desenvolvimento de apéndices: ataxin-2 (atx-2), cryptocephal (crc), dachshund (dac), grunge
(gug) e Retinoic and fat acid Binding Protein (RfaBP). O perfil destes genes, e ainda, ultrabithorax
(ubx), distal-less (dIl) e abdominal-A (abd-A) (estes por suas suas funcbes durante a diferenciagdo das
pernas de insetos) foram analisados por RT-PCR em Tempo Real em pernas posteriores de operdrias
e rainhas desde o quarto estagio larval até o estagio de pupa de olho branco. Apenas ubx e abd-A
foram encontrados mais expressos em operdrias ao final do desenvolvimento larval e inicio do
desenvolvimento pupal. Estudos similares dos genes abd-A, dac, dll e ubx nos segmentos das pernas
de pupas de olho branco indicam a tibia como dominio de expressdao de dac. Imunolocaliza¢cGes
utilizando um anticorpo contra um epitopo conservado entre Ubx e Abd-A, FP6.87, em pernas
posteriores de pré-pupas de operarias e rainhas revelam a presenca destas proteinas na tibia apenas
de operarias e diferencialmente localizadas no basitarso de operarias e rainhas. Os dados acima
apresentados apontam Ubx, um gene Hox, como ponto-chave na regulacdo da formagdo das

estruturas casta-especificas.



ABSTRACT

Bomtorin, AD. Differential hind leg development in Apis mellifera castes. 2009. 86 pp. Master of
Science Thesis. Faculdade de Medicina, Universidade de S3o Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil. 2009.

Diphenism in the honey bee, Apis mellifera, results from differential feeding of female larvae. Among
the morphological differences, the hind legs of workers have structures that is used for carrying
pollen and propolis, e.g. the corbicula, while the queen’s hind legs lack this structures. The corbicula
is an expanded region of the tibia deprived of bristles, which has a single bristle in the middle that
seems to have a sensorial function. Using scanning electronic microscopy, we found that the leg
structures and bristles of the corbicula are already formed in brown-eyed pupa. Microarray analysis
has demonstrated that five of 240 differentially-expressed genes in developing castes are potentially
related to the caste differences in leg development (ataxin-2, cryptocephal, dachshund, grunge and
Retinoic and fat acid Binding Protein). Using qPCR, we analyzed the expression of abdominal-A,
ataxin-2, cryptocephal, grunge, Retinoic and fat acid Binding Protein and ultrabithorax genes during
hind leg development. cryptocephal, ataxin-2, grunge and Retinoic and fat acid Binding Protein
genes, which are involved in imaginal disc elongation and bristle formation and are inhibited by
juvenile hormone, were not found to be differentially expressed. However, ultrabithorax and
abdominal-A are over expressed in workers in the early pupal stage. By using immunohistochemistry,
Ubx was localized in the tibia and basitarsus of pre-pupae of workers and in the basitarsus of pre-
pupae of queens. The pattern of Ubx expression suggests that this Hox gene is a key player in leg

structures formation and caste differentiation in A. mellifera.
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1. Introdugao

1.1. Horménio Juvenil e o polifenismo em abelhas

As abelhas Apis mellifera (Apidae, Apinae, Apini) sdo insetos eussociais da ordem dos
Hymenoptera, haplodipldides. As fémeas (rainhas e operdrias) se originam a partir de ovos
fecundados (dipldides) e os machos (zangbes) de ovos ndo fecundados (hapldides) (revisado por
Winston, 1987). Operarias e rainhas desenvolvem-se a partir de ovos com o mesmo potencial
genético e a diferenciacdo de castas é dada por um estimulo tréfico diferencial durante o
desenvolvimento larval. Inicialmente, as larvas de fémeas sdo alimentadas com geléia real. A partir
do terceiro estagio, as larvas que originardo rainhas continuam recebendo geléia real, enquanto as
larvas que originardo operarias sdo alimentadas com uma mistura de mel, pdlen e geléia real
(Michener, 1969; revisado por Free, 1980).

Apesar de ndo estar claro como essa informagdo trdfica é interpretada, sabe-se que a
alimentacdo com geléia real provoca uma série de reacles, entre elas, o aumento da sintese de
Hormonio Juvenil (HJ) pelos corpora allata (CA), que sdo um par de glandulas localizadas no
complexo retrocerebral (Nijhout & Wheeler, 1982; Wheeler, 1986; Rembold, 1987; Rachinsky &
Hartfelder, 1990). Uma das possibilidades é que as informacdes de qualidade e quantidade do
alimento sejam transmitidas via sistema nervoso estomatogastrico da larva, o qual esta diretamente
conectado ao sistema enddcrino através do nervo recorrente. Essa hipdtese estd baseada no fato
dessa via terminar perto das células serotoninérgicas, localizadas préximas aos CA, e assim, aminas
biogénicas estimulariam a sintese de HJ nos CA (Boleli et al., 1998).

Os CA estdo sob controle da via de insulina/Insulin Growth Factor (IGF), como sugerido para

Drosophila (Brogiolo et al., 2001). A maior expressao de genes ativados pela concentragdo de



aminodcidos, abundantes na geléia real, entre eles o gene TOR (Target of Rapamycin) de larvas que
estdo se desenvolvendo em rainhas, levaria a um aumento do tamanho do corpo e a formacgdo de
caracteristicas casta-especificas (Patel et al., 2007; Barchuk et al., 2007). Sugere-se também que a
maior expressdo de cryptocephal (crc) e cellular repressor of E1A-stimulated genes (creg) encontrada
em operarias esteja relacionada a formacgao de individuos menores, constituindo, possivelmente, em
um segundo determinante para esse sistema de crescimento diferencial do corpo em resposta a
diferentes alimentacdes (Barchuk et al., 2007).

Experimentos com abelhas sem ferrdo e A. mellifera mostraram que a aplicacdo de HJ em
larvas induz o desenvolvimento de caracteristicas proprias de rainhas (Wirtz & Beetsma, 1972;
Velthuis & Velthuis-Kluppell, 1975; Campos et al., 1975). Isto mostra que a determina¢do do
desenvolvimento casta-especifico obedece a sinais hormonais (HJ e ecdisterdides) gerados por
determinantes iniciais, independentes da origem, por exemplo, alimenta¢do, determinacdo genética
ou por influéncias de ferémonios (Kerr et al., 1975; Evans & Wheeler, 2001; Bloch et al., 2001).

De maneira semelhante a diferenciacdo de castas, presente em insetos eussociais, 0s
besouros Onthophagus taurus — familia Scarabaeidae — também apresentam polifenismo alternativo,
com chifres ausentes em fémeas e de diferentes tamanhos em machos, sendo o desenvolvimento do
disco imaginal (vide detalhes no item 1.2) do chifre dependente do sexo e da alimentag¢do durante o
periodo larval. Nesses organismos, ha dois momentos criticos durante o terceiro estagio larval, nos
guais os hormoénios parecem influenciar o crescimento dos chifres. O primeiro momento ocorre
proximo ao final da fase de alimentacdo, quando interacdes entre HJ e ecdisona controlam o destino
das células do chifre (Emlen & Nijhout, 2001; Moczek & Nijhout, 2002). No segundo momento,
guando as larvas pararam de se alimentar, as células dos discos imaginais se proliferam rapidamente
como se estivessem sob o controle das vias de insulina ou outros sinais circulantes (Emlen et al.,

2006).
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Dentre as inUmeras diferencas morfoldgicas entre rainhas e operarias de A. mellifera notam-
se: maior quantidade de ovariolos em rainhas, i.e., desenvolvimento do sistema reprodutivo
(Michener, 1974); as relacBes entre tamanho total do cérebro/tamanho do corpo e volume dos
corpos cogumelares/volume do cérebro sdo notavelmente maiores em operdrias (Lucht-Bertram,
1962; Michener, 1974); a presenca de corbicula e outras estruturas especializadas na coleta de pdlen
e prépolis nas pernas de operarias (Snodgrass, 1956). Devido a esse polifenismo apresentado pelas
fémeas de abelhas, as atividades de manutencdo e proliferacdo de uma colénia de A. mellifera sao
divididas entre as operdrias e a rainha, a qual detém a funcdo de reproducdo, sendo as demais
tarefas de cuidado com a col6nia, desempenhadas pelas operdrias. As relagdes entre morfologia e
divisdo de trabalho reprodutivo tém sido muito estudadas nas abelhas meliferas, especialmente em
relacdo ao desenvolvimento de ovarios (Tanaka & Hartfelder, 2004).

O desenvolvimento diferencial dos apéndices é outra caracteristica importante para estudos
de diferenciacdo de castas. Dentre eles estd o par de pernas posteriores, onde se localizam
estruturas relativas a coleta de pdlen e prépolis, que sdo encontradas exclusivamente em operdrias.
Essas estruturas (corbicula, prensa-pdlen, pente-de-pdlen e escova-de-pélen) estdo localizadas na
tibia e no basitarso do terceiro par de pernas (Figura 1). O prensa-pdlen, o pente e a escova-de-pdlen
sdo estruturas formadas por cerdas, que servem para prensar o pdlen na corbicula, a qual (estrutura
caracteristica dos Apidae) é formada por cerdas longas e curvas e um espac¢o dentre estas, localizada

na face exterior da tibia, a qual transporta pdlen ou propolis (Snodgrass, 1956; Michener, 1974).



1.2. O desenvolvimento das pernas dos insetos

Os apéndices dos insetos sdo classificados como: dorsais (asas e halteres) e ventrais (pernas,
antenas, genitdlia e aparelho bucal). Os dorsais sdo os Unicos ndo segmentados, enquanto os
ventrais, caracteristicos de Arthropoda, consistem de diversos segmentos conectados por juntas.
Apesar de serem muito diferentes em sua aparéncia e funcdo, os apéndices sdo considerados como
derivados de apéndices de um ancestral comum. Tal constatacdo baseia-se em andlises histdrico-
anatomicas (Snodgrass, 1956), descobertas de muta¢des homedticas que transformaram um
apéndice em outro (Gehring, 1966; Estrada & Sanches-Herrero, 2001) e recentes estudos de
mecanismos moleculares do desenvolvimento das pernas (Kojima, 2004). Dentre os apéndices, as
pernas sao as que menos divergiram nos Arthropoda, consistindo basicamente de seis segmentos ao
longo do eixo proximo-distal (PD): coxa, trocanter, fémur, tibia, tarso e pré-tarso (Snodgrass, 1956).

Assim como a maioria dos tecidos adultos dos insetos holometabolos, as pernas sdo
formadas a partir de discos imaginais (Cohen, 1993; Fristom & Fristom, 1993). Essas estruturas sao,
inicialmente, uma dobra da ectoderme, que se invagina durante a embriogénese, composta por uma
lamina de uma Unica camada de células epiteliais. Os discos imaginais sdo em forma de saco, (Figura
1) e nomeados de acordo com a estrutura que dardao origem no adulto, p.ex., o disco que dara
origem a perna chama-se disco imaginal da perna, etc. (Cohen, 1993; Fristom & Fristom, 1993).

Em Drosophila, os discos imaginais das pernas sdo formados inicialmente por somente 10-30
células, aumentando para mais de 10.000 durante o segundo e terceiro estdgios larvais. Com o inicio
do terceiro estdgio, o disco comeca a ser moldado concentricamente até que ndo pareca mais uma
superficie plana, embora ainda seja constituido por uma Unica camada de células (Condic et al., 1991;
Fristom & Fristom, 1993). Essa subdivisdo é decorrente de uma seqliéncia hierdrquica de sinais
espaciais que difundem célula a célula. Diferentes dominios de expressdo de proteinas se sobrepdem

parcialmente criando um mosaico de regides distintas (Emlen, et al., 2006).



Dentro do disco epitelial, interacdes entre sinais iniciam e coordenam programas de
expressdao génica e comportamento celular. O resultado é uma cascata de interagdes génicas
auténomas, tanto que cada série de expressao génica é suficiente para induzir a proxima (Emlen, et
al., 2006). Esse complexo sistema de expressdo génica é capaz de definir o posicionamento e a
identidade de cada apéndice no corpo; formar os eixos antero-posterior (AP), préximo-distal (PD) e
dorso-ventral (DV) dos apéndices; dar identidade aos segmentos das pernas e definicdo das juntas
destes; e desenvolver estruturas internas e externas aos apéndices (Kojima, 2004).

Os discos imaginais das pernas se alongam durante o estagio pupal para formar a delgada
perna do adulto por rearranjos celulares, assemelhando-se a um telescépio (Condic et al., 1991;
Fristom & Fristom, 1993). Conseqiientemente, o centro do disco da perna corresponde ao segmento
distal na estrutura do adulto (Figura 2F-G).

O desenvolvimento dos discos imaginais dos insetos é governado por dois mecanismos,
aparentemente independentes. Um intrinseco, supracitado, e outro, dependente de fatores
externos, como a nutri¢cdo, que ativam vias paralelas como a de insulina e a de TOR, como o controle
do desenvolvimento dos chifres em O. taurus (Hipfner & Cohen, 1999; Stern & Emlen, 1999; Bryant,

2001; Goberdhan & Wilson, 2002; Emlen & Alen, 2004; Weihe et al., 2005).
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Figura 1: Diferentes momentos do desenvolvimento das pernas dos insetos. A: Disco imaginal de perna de
Drosophila ao final do terceiro estagio larval, regido dorsal acima e anterior a esquerda; B: Corte ao longo do
eixo antero-posterior do disco imaginal da perna evertido, ao final do terceiro estagio larval de Drosophila,
regido distal acima; C: Face interna das pernas posteriores de operarias de A. mellifera, detalhe da escova-de-
pdlen no basitarso, regido distal a esquerda; D: detalhe da corbicula, localizada na face externa da tibia das
pernas posteriores de operarias, regido proximal acima; E: detalhe da regido da junta entre tibia e basitarso
onde se localiza o prensa-pdlen, regido proximal acima. Modificado de Kojima (2004) e Snodgrass e Erickson
(2000).



1.3. A regulagdo génica do desenvolvimento das pernas

A diferenciacdo entre os apéndices (pernas, asas e antenas) ocorre principalmente por
expressao diferencial de um mesmo grupo de genes e de alguns poucos genes especificos de cada
apéndice, regulados diferencialmente por genes Hox (Casares & Mann, 1998). Durante os estagios
larvais, subdominios concéntricos no disco das pernas ao longo do eixo PD sdo reconhecidos como
regiGes especificas, onde ha dominios de expressdo circular de genes codificadores de fatores de
transcricdo. De acordo com estudos dos perfis de expressdo e funcdo dos genes durante o
desenvolvimento das pernas, Kojima (2004) sugere que a diferenciacdo das regides de uma perna
ndo ocorre simultaneamente, mas sim seqiiencialmente.

Durante o desenvolvimento embrionario de Drosophila, duas moléculas sinalizadoras,
Wingless (Wg) e Decapentaplegic (Dpp), sdo expressas diferencialmente no dorso e no ventre dos
discos imaginais, reguladas por Hedgehog (Figura 2). Wg define a regido ventral e Dpp define a regido
dorsal. Na regido central, onde ha sobreposicdo de expressdao dos dois genes, é definida a regido
distal do apéndice (Mann & Casares, 2002). Durante o primeiro e segundo estagios larvais, a alta
expressao de Wg e Dpp induz a expressao de distal-less (dll), enquanto células que recebem menor
atividade desses genes expressam dachshund (dac) (Figura 2) (Lecuit & Cohen, 1997).

Ao contrdrio do que acontece com dIl, os sinais Wg e Dpp reprimem a expressdo de hth e
teashirt (tsh), entdo ao final do primeiro estagio larval, dll é expresso centralmente no disco imaginal
da perna e, perifericamente a ele, é expresso o gene homotorax (hth), definindo-se assim dois
dominios concéntricos (Figura 2). (Abu-Shaar & Mann, 1998). Assim como foi proposto por Snodgrass
(1956), de acordo com a morfologia, as pernas sdo subdivididas em regido proximal e distal no inicio
do desenvolvimento, sendo determinadas por dll, hth e tsh (Mardon et al., 1994). Ademais, os

ortdlogos a DIl e Extradenticle e HTH em vertebrados sdo expressos nos dominios distais e proximais,



respectivamente (Sato, 1984; Sunkel and Whittle, 1987; Cohen and Jurgens, 1989, Rieckhof et al.,
1997; Pai et al., 1998; Gorfinkiel et al., 1999; revisado por Panganiban, 2000).

Ao final do segundo estdgio larval ha a expressdo do gene dac (Abu-Shaar & Mann, 1998),
essencial para o desenvolvimento da regido mediana das pernas, incluindo trocanter, tibia, fémur e o
primeiro segmento tarsal (Mardon et al., 1994). A expressao e sobreposicdo dos dominios de
expressao dos genes dll, hth e dac leva a subdivisdo destas de maneira subseqiiente até a formagdo
de cinco dominios concéntricos, o que, progressivamente, determina a identidade ao longo do eixo
PD das pernas (Kojima, 2004) (Figura 2).

Ao final do desenvolvimento das pernas dos insetos, 0 nimero e o arranjo dos segmentos
foram conservados evolutivamente. Contudo, o tamanho relativo e a morfologia funcional dentre os
trés pares de perna de uma mesma espécie podem variar, refletindo respostas adaptativas ao
ambiente. Como exemplo disso, pode-se citar o par de pernas localizado no terceiro segmento
tordcico (T3), que é usado para o salto pelos gafanhotos e grilos, e que pode ser até duas vezes
maiores que as pernas anteriores, cuja diferenciacdo é controlada pela expressdo dos produtos
protéicos dos genes Hox Ubx e Abd-A. Entretanto, espécies basais de Hexapoda, como os Colembola
e os Tisanura apresentam todas as pernas com mesmo tamanho relativo e mesma forma (Mahfooz,

etal., 2004).
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Figura 2: Linha do tempo resumindo os eventos importantes no desenvolvimento de pernas de
Drosophila. Modificado de Angelini e Kaufman, 2005. A: no estagio embriondrio 11, o primeiro primdrdio
se torna evidente, como visto pela expressdo de DIl; B —C: no estagio embrionario 15, expressdo de Wg se
torna localizado ao redor do primdrdio; D: no final do segundo estagio e inicio do terceiro estagio larval, os
eixos DV e PD do disco das pernas sdo estabelecidos por Wg e Dpp. dac aparece como um dominio
intermediario, o qual ndo é sobreposto por DIl e hth. E: no meio do terceiro estagio, a expressao de DIl e
dac se sobrepde na futura tibia. F: no final do terceiro estagio, expressao de DIl aparece como um anel se
sobrepondo a hth e dac. G: durante o desenvolvimento pupal os discos imaginais se evertem e a
expressao de DIl aparece nas cerdas sensoriais, através da perna. DII: Distal-less; Wg: Wingless; en:
engrailed; hh: hedgehog; Dpp: Decapentaplegic; EGF: Epidermal Growth Factor; esg: escargot; hth:
homotorax; dac: dachshund; AP: eixo antero-posterior; DV: eixo dorso-ventral; PD: eixo proximo-distal.



1.4. Os genes Hox e a identidade dos apéndices dos insetos

Os apéndices homdlogos dos insetos se diversificaram em um contexto de modelagem por
expressao de genes Hox, altamente conservado ao longo do eixo principal do corpo. Mudangas nos
dominios de expressdo desses genes Hox levam a grandes mudancas fenotipicas. Em Drosophila,
quando o gene Antennapedia (antp) é expresso na cabega, desenvolvem-se pernas no lugar das
antenas, ao passo que, quando se inibe a expressdo de antp na perna mesotoracica (dominio de
expressdao de antp), desenvolvem-se antenas no lugar de pernas (Strhul, 1981; Fischer et al., 1986;
Schneuwly et al., 1987).

Os halteres de Diptera; as asas membranosas dos Coleoptera; e as asas posteriores de
Lepidoptera sdo controladas pela expressdao de Ubx (Lewis, 1978; Tomoyasu et al., 2005; Weatherbee
et al., 1999). Entretanto, em formigas, as quais apresentam divisdo de castas, os individuos
reprodutivos sdo alados, enquanto os soldados e operarios ndo possuem asas. A auséncia de asas nas
castas nao-reprodutivas regulada pela auséncia de expressdo de Engrailed, apesar de Ubx e Exd
serem expressos de maneira semelhante aquela da casta reprodutiva (Abouheif and Wray, 2002;
Bowsher et al., 2007).

Quanto a diversificagdo de pernas em insetos, o terceiro par de pernas apresenta diferencas
morfoldgicas e funcionais que podem ser observadas tanto em holometdbolos quanto em
hemimetabolos, e tém sido relacionadas a expressdo diferencial tardia de dois genes Hox,
ultrabitorax (ubx) e abdominal-A (abd-A) (Mahfooz et al., 2004). A expressdo diferencial de Ubx
parece também ser responsavel pela determinagdao do numero de tricomas e cerdas nas pernas de
Drosophila (Stern, 1998).

Oncopeltus fasciatus e Acheta domesticus, duas espécies de Ortoptera, apresentam as
pernas do T3 diferenciadas das demais devido a expressao diferencial de Ubd-A (coletivo para Ubx e

Abd-A) e a diferenciagdo das pernas esta associada a hora e ao lugar onde sdo expressos esses genes

10



modificando o tamanho e a magnitude do aumento do tamanho dos segmentos (Mahfooz et al.,

2007).

1.5. Determinagdo dos mecanismos moleculares responsdveis pelo desenvolvimento diferencial das

pernas de fémeas de A. mellifera

O marco conceitual sobre a determinacdo-diferenciacdo de castas em insetos sociais possui
grandes lacunas. A participacdo fundamental de fatores externos como o tipo de alimentacdo e o
grau de cuidados recebidos durante o desenvolvimento e a inducdo de diferenciais de concentragdo
de hormonios na determinac¢do de castas em abelhas, é amplamente aceito. Mas quais sdo os fatores
ultimos mediadores destes ambientes condicionantes, ainda ndo se sabe. Com a entrada das
pesquisas sobre a abelha melifera em uma fase pds-genémica, essa se torna mais e mais um
organismo modelo para estudos morfolégicos, moleculares, genéticos e, claro, questdes relativas a
biologia da socialidade.

O presente trabalho buscou entender os mecanismos moleculares responsdveis pela
diferenciacdo durante o desenvolvimento das pernas posteriores das fémeas de abelhas com base
em estudos de hibridacao de microarrays de cDNA.

Barchuk e colaboradores (2007) compararam, por hibridacao de microarrays de cDNA,
amostras de RNA total de larvas de operarias e rainhas de A. mellifera, e encontraram 240 genes
diferencialmente expressos no periodo critico da diferenciacdo de castas. Destes, 91 genes possuem
ortélogos em Drosophila (Barchuk et al., 2007). Dentre estes genes, cinco estdo, possivelmente,
envolvidos na diferencia¢do de pernas:

v' ataxin-2 (atx2 - n° de acesso: GB18802) — organizacdo dos filamentos de Actina durante a

formacdo das cerdas (Satterfield et al., 2002);
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v cryptocephal (crc - GB19338) — eversdo dos discos imaginais (Hewes et al., 2000);

v" dachshund (dac - GB17219) — diferenciacdo dos segmentos intermedidrios das pernas
(Mardon et al., 1994);

v' grunge (gug - GB18685) - localizacdo e a manutenc¢do da quantidade de cerdas nas pernas
(Erkner et al., 2002);

v" Retinoic and fat acid Binding Protein (RfaBP — GB11059) - responde negativamente ao Hl e é

ponto chave nas redes de regulacdo da diferenciacdo de castas (Barchuk et al., 2007).

Foram também incluidos na lista de genes a serem estudados:

v’ distal-less (dll) (AB248729 — GB14516) - regulacdo do desenvolvimento do eixo préximo-
distal dos apéndices (Cohen et al., 1989);

v’ ultrabithorax (ubx - GB30077) e abdominal-A (abd-A - GB19738) - diferencia¢do das pernas
posteriores e controle das caracteristicas de cerdas e tricomas nas pernas (Mahfooz et al.,

2004; Stern, 2003; Rozowski & Akam, 2002 ).

Com base em dados de morfologia classica, que mostraram a existéncia de estruturas casta-
especificas caracterizadas pela localizagdo e morfologia diferenciais das cerdas no terceiro par de
pernas das abelhas, a hipdtese desse trabalho é que a maior expressao génica de atx-2, crc, dac, gug
e RfaBP em operarias durante o desenvolvimento larval encontradas por Barchuk e colaboradores
(2007) juntamente com dll, ubx e abd-A estd associada a formagdo da corbicula em abelhas A.

mellifera.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho teve por objetivo principal avaliar morfo-geneticamente o desenvolvimento

casta-especifico do par de pernas posteriores em abelhas A. mellifera.

2.2. Objetivos especificos

Analisar in silico a organizacdo dos genes, da seqliéncia de aminodcidos das proteinas e
dominios conservados das seqliéncias protéicas de abdominal-A, ataxin-2, cryptocephal,
dachshund, distal-less, grunge, Retinoic and fat acid Binding Protein e ultrabithorax de A.
mellifera;

Determinar a evolucdo de caracteristicas morfoldgicas externas de pernas de operarias e rainhas
em desenvolvimento pds-embrionario de A. mellifera;

Determinar os niveis de transcritos dos genes abdominal-A, ataxin-2, cryptocephal, dachshund,
distal-less, grunge, Retinoic and Fat acid Binding Protein e ultrabithorax durante o
desenvolvimento das pernas posteriores de operarias e rainhas de A. mellifera;

Determinar os niveis de transcritos dos genes abdominal-A, dachshund, distal-less e
ultrabithorax nos diferentes segmentos das pernas posteriores de operarias em fase de pupa de
olho branco de A. mellifera;

Identificar o padrdo de expressao protéica Ultrabithorax nas pernas posteriores de pré-pupas de

operdrias e rainhas e pupas de olho branco de operdrias de A. mellifera.
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3. Material e métodos

O presente trabalho buscou investigar o desenvolvimento diferencial das pernas posteriores
de operdrias e rainhas, o qual se sabe que é iniciado entre o quarto e quinto estagio do
desenvolvimento larval (Dedej et al., 1998; Patel et al., 2007). Para determinar o momento em que as
estruturas das pernas do adulto estdo prontas sob a cuticula pupal, as pernas foram observadas em
Microscopia Eletronica de Varredura. Para avaliar a expressdo dos genes relacionados ao
desenvolvimento das pernas foram feitas RT-PCR em Tempo Real a partir de amostras de RNA total
das estruturas que dardo origem as pernas posteriores do adulto desde o quarto estagio larval ao
estdgio de pupa de olho branco. Foram ainda feitas imunohistoquimicas com anticorpo contra um
epitopo conservado entre Ubx e Abd-A para relacionar a localizagdo destas proteinas e a formacgao

de estruturas casta-especificas nas pernas posteriores de operdrias e rainhas.

3.1. Material bioldgico - obtengdo de abelhas, discos imaginais e pernas

Para este estudo foram utilizadas operarias e rainhas de abelhas africanizadas em diversas
fases do desenvolvimento. Para a obtencdo de larvas de mesma idade, a rainha foi periodicamente
confinada em regides dos quadros de cria de operarias, sem larvas, por um periodo de 6 horas, para
a postura de ovos fecundados. Parte das larvas que eclodiram foram transferidas para células de
crias de rainhas e colocadas de volta nas col6nias, as restantes foram criadas como operarias, desta
forma as abelhas utilizadas eram, na medida do possivel, homogéneas. As fases do desenvolvimento
de operarias foram identificadas segundo Michelette e Soares (1993) (Tabela 1) e as de rainhas

baseando-se nas descri¢Ges feitas para abelhas européias segundo Rembold et al. (1980) (Tabela 2).
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Tabela 1: Caracteristicas utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) e pupal (P) de operarias de
abelhas Apis mellifera africanizadas. A duracdo dos estagios larvais no desenvolvimento preimaginal refere-se
as horas apés eclosdo (modificado de Michelette e Soares, 1993).

~ DURAGAO
FASE CARACTERIZAGCAO ¢
(horas)
Ovo Embrides de 0 a 72 horas 72 (ant(js da
eclosdo)
Larva de primeiro estagio Peso — 0,0001 a 0,0003g 0-20 (aE)os a
(L1) eclosdo)
Larva de segundo estagio Peso —0,0003 a 0,001g 90-35
(L2)
Larva de terceiro estagio Peso — 0,0015 a 0,004g 35.55
(L3)
Larva de quarto estagio Peso — 0,004 a 0,0248g 55-80
(L4)
Fase de 1 Peso — 0,029 a 0,06g 80-95
alimentagdo 2 Peso-0,06a0,11g 95-105
(F) 3 Peso— 0,11 a 0,16g 105-115
Larva de Fase de 1 Célula operculada, larva com intestino cheio 115-130
qm,nt'o tecelagem do 2 Célula operculada, larva com intestino semi-cheio
estagio casulo 130-145
(L5) (S) 3 Célula operculada, larva com intestino vazio
1 Comprimento da tibia-tarso = 1,4 a 1,99mm 145-160
Pré-pupa . "
(PP) 2 Comprimento da tibia-tarso = 2,0 a 2,6mm 160-180
3 Comprimento da tibia-tarso > 2,6mm 180-190
Pw Pupa de olho branco 190-230
Pp Pupa de olho rosa 230-250
Pdp Pupa de olho rosa-escuro 250-265
Pb Pupa de olho marrom 265-305
Pbl Pupa de olho marrom com pigmentacdo toracica leve 305-330
Pbm Pupa de olho marrom com pigmentagao toracica intermedidria 330-370
Pbd Pupa de olho marrom com pigmentagao toracica forte 370-390
RN Operdrias emergidas de até 24 horas de vida

15



Tabela 2: Caracteristicas utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) e pupal (P) de rainhas de
abelhas européias, Apis mellifera carnica (modificado de Rembold et al., 1980).

FASE

CARACTERIZAGAO

Ovo

Larva de primeiro estagio
(L1)

Larva de segundo estagio
(L2)

Larva de terceiro estagio
(L3)

Larva de quarto estagio

(L4)

Fase de
alimentagdo

(F)

Larva de Fase de tecelagem
quinto estagio do casulo
(L5) (S)

Pré-pupa
(PP)

Pw
Pp
Pdp
Pb
Pbl
Pbm
Pbd

W N R W N R WN R

Embrides de 0 a 72 horas

Peso —0,0001 a 0,00045¢g

Peso —0,00035 a 0,0015¢g

Peso—-0,0013 a 0,007g

Peso —0,0038 a 0,044g

Peso — 0,035 a 0,090g
Peso—0,091 a 0,180g
Peso—-0,181 a 0,260g
Larva com intestino cheio
Larva com intestino semi-cheio
Larva com intestino vazio
Comprimento da tibia-tarso = 1,6 a 2,19mm
Comprimento da tibia-tarso = 2,2 a 2,8mm
Comprimento da tibia-tarso > 2,9mm
Pupa de olho branco
Pupa de olho rosa
Pupa de olho rosa-escuro

Pupa de olho marrom

Pupa de olho marrom com pigmentagao toracica leve
Pupa de olho marrom com pigmentagdo toracica intermediaria

Pupa de olho marrom com pigmentacdo toracica forte

As andlises de expressdo dos genes abd-A, atx-2, crc, dac, dll, gug, RfaBP e ubx ao longo do

desenvolvimento das abelhas foram realizadas por RT-PCR em Tempo Real (qRT-PCR). Para tanto,

foram utilizados discos imaginais de pernas posteriores e pernas posteriores, provenientes de

operdrias e rainhas do quarto estagio larval ao estagio de pupa de olho branco. A disseccao dos

discos imaginais foi feita em solucdo salina (0,9% de NaCl) esterilizada. Cada amostra consistiu de

oito a dez pares de discos imaginais e de dois ou trés pares de pernas de pupas e pré-pupas. As

pernas foram incubadas diretamente em reagente TRIzol® (Invitrogen) e congelados em freezer (-

16



802C) até o momento da extracdo do RNA e os discos imaginais armazenados em meio de cultivo em
freezer (-80°C).

Foi estudada também a expressdo dos genes abd-A, dac, dll e ubx nos segmentos das pernas
de operarias. Para isso, foram dissecados cinco pares de pernas de operarias Pw e separados os
segmentos em coxa e trocanter, fémur, tibia, basitarso e tarso e armazenados em reagente TRIzol®

(Invitrogen) em freezer (-80°C).

3.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

Foram feitas analises morfoldgicas das pernas de operdrias e rainhas nas fases de Pb, Pbl e
recém-emergidas por microscopia eletronica de varredura. As pernas das abelhas foram dissecadas
em solugdo salina (0,9% de NaCl) esterilizada, retirando-se também a cuticula pupal que recobre a
perna do adulto em diferenciacdo na fase de pupa de olho marrom (a cuticula do adulto ainda nao
estd pronta em pupa de olho branco). Logo apds a dissecgdo, as pernas foram transferidas para
fixador (glutaraldeido 25% e paraformaldeido 40% em tampao cacodilato 0,1M), onde foram
mantidas por 12 horas. Em seguida, foram mantidas em tampdo cacodilato até o momento da
desidratacgao.

Foram feitas oito séries crescentes de desidratacdo em etanol de concentracdo de 30 a
100%. Cada etapa da série foi repetida duas vezes por 10 minutos cada uma. Depois de obtido o
ponto critico de secagem, as amostras foram montadas em stubs e entdo, metalizadas. Os passos de
ponto critico de secagem, banho de ouro, visualizagdo em microscépio eletrénico de varredura Jeol
Scanning Microscope JSM-5200 e fotografia (ACROS 100/120 Neopan - Fujifilm) foram feitas no
Laboratério de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia Celular e Molecular e

Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP.
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3.3. Obtencgdo e andlises in silico das seqliéncias génicas

Para a obtencdo das seqtiéncias foram utilizadas duas estratégias: a seqiiéncia de dll foi
obtida a partir de uma EST (Expressed Sequence Tag) depositada no GenBank por Takahashi (2006)
(n2 de acesso AB248729); para os demais genes foi feita uma busca, a partir de ortélogos conhecidos
em Drosophila melanogaster, por seqiéncias preditas em A. mellifera, através da estratégia de BLAST

reciproco utilizando o FlyBase (http://flybase.bio.indiana.edu/) e o genoma de A. mellifera versdo 4

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

Todos os genes foram anotados utilizando a plataforma Artemis (Rutherford et al., 2000) que
permite visualizacdo de caracteristicas génicas, realizacdo de alinhamentos, andlises e anotacao de
seqiiéncias de DNA. As andlises dos dominios conservados foram feitas utilizando o programa de
busca por dominios conservados (cds) do NCBI - NCBI Conserved Domain Search

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

A seqiéncia de UBX de A. mellifera foi analisada utilizando-se ClustalX, através de
alinhamentos com as seqliéncias de UBX de: Junonia coenia (Lepidoptera), Drosophila melanogaster
(Diptera), Anopheles gambiae (Diptera), Tribolium castaneum (Coleoptera), Nasonia vitripennis
(Hymenoptera) e Akanthokara kaputensis (grupo externo — Onicophora). Estas seqiiéncias também
foram submetidas, juntamente com a seqiiéncia de ABD-A de A. mellifera, ao programa de predicado
de “proteinas secretadas nado-classicas”, o SECRETOMEP 2.0, no site

http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/ e UBX de A. mellifera foi submetida ao SignalP, para

busca por peptideo sinal, no site http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/.
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3.4. Estudos de expressdo génica por RT-PCR em Tempo Real

3.4.1. Extragdo de RNA total e sintese do cDNA

O RNA total dos discos imaginais foi extraido utilizando-se o kit GenElute™ Mammalian Total
RNA Kit (Sigma), utilizando o protocolo para extragdo de material fresco ou congelado, seguindo
indicacOes do fabricante. A obtencdo do RNA total de pernas e segmentos das pernas de operarias
Pw foi feita através do uso de 500uL de reagente TRIzol® (Invitrogen) para cada amostra. O
protocolo de extracdo utilizado foi o recomendado pelo fabricante. O RNA obtido foi ressuspendido
em dagua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% para evitar degradacdo de RNA. A
quantificacdo do RNA foi feita em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Tecnologies)
em comprimento de onda igual a 260 m, apds o tratamento com DNAse | (RQ1 Rnase-Free Dnase,
Promega).

A sintese de cDNA foi feita a partir de 1ug de RNA total para todas as amostras. Para o
procedimento de sintese de cDNA foi utilizado o sistema Superscript Il (Invitrogen) e Oligo (dT):5.1s

(Invitrogen), seguindo instrucdes do fabricante.

3.4.2. ART-PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

A analise dos genes abdominal-A, ataxin-2, cryptocephal, dachshund, distal-less, grunge,
Retinoic and fat acid Binding Protein e ultrabithorax foi feita por RT-PCR em Tempo Real utilizando-se
SYBR® Green, aparelho 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems) e primers especificos (Tabela 3).
Para cada fase do desenvolvimento, desde larvas de quarto estagio a pupas de olho branco, foram

analisadas trés amostras de cDNA de discos imaginais de pernas posteriores e pernas posteriores de
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pré-pupas e pupas de operarias e rainhas. Para cada segmento das pernas de operarias Pw, também
foram utilizadas trés amostras. A reacdo de amplificagdo foi feita utilizando-se 20ul de volume final,
sendo: 10ul de SYBR® Green PCR Master Mix (2x) (Applied Biosystems); 0,8ul de cada primer
(forward e reverse) de uma solugdo estoque de 10pmol; 7,4ul de agua Milli-Q autoclavada
esterilizada e uma aliquota de 1ul de cDNA. O “threshold” e a linha de base foram ajustados
automaticamente pelo sistema. Os genes da B8-actina (6-act) e da proteina ribossomal-49 (rp-49)
foram utilizados como genes enddgenos para controle das analises. Os valores de quantificagdo

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

Tabela 3: Sequiéncia dos primers utilizados em RT-PCR em Tempo Real.

Tamanho do

Gene PRIMER sense PRIMER antisense
fragmento em pb

abd-A 5’ACAACCACTACCTGACGCG 5’ACTCCTTCTTCAATTTCATC 114
atx-2 5’ACAACATCCCAACAGTCAC 5'TGTAGGTCGCAAAGGTAATGG 162
crc 5'GGAGATGTGGAAGCTTGTCA 5'ATGGTTGTACTGGTTGTAAAGT 133
dac 5’GCACCTCAGTCACATGCAAT 5’GACATGTTCGGGTTCACCTT 150
dil 5’ACGCCTACGGATATCACCTG 5'CCCTTTACCGTTCCTCAAG 146
gug 5’ATTAGTTCTGTGACAGAGGAC 5'CATTCCGTACAGAGCAATAAC 158
RfaBP 5'TGCAAAGGCTGACGCTCAC 5'TGCCATCGCTGGTGACAGT 167
ubx 5’CCCTGGATGGCTATAGCAG 5’GTCAGGCAGAGCGAGTGTG 155
rp-49 5'CGTCATATGTTGCCAACTGGT 5'TTGAGCACGTTCAACAATGG 150
B-actina 5'TGCCAACACTGTCCTTTCTG 5’AGAATTGACCCACCAATCCA 156

3.4.3. Padronizagdo dos primers para os experimentos de PCR em Tempo Real

A eficiéncia da reacdo foi verificada por amplificacdo utilizando-se dilui¢Ges seriadas 1:10 de
pools de cDNA de discos imaginais de pernas posteriores de operarias e rainhas até a concentragao
de 1:10000. Os valores de Slope, fornecidos apds a construcdao de uma curva de regressdo linear
(valores da curva padrao), foram utilizados para a verificacdo da eficiéncia da reacdo (E) utilizando-se

a férmula E=10Y/5°P¢) 1 (User Bulletin#2, ABI Prism 7700 Sequence Detection System).

20



R? é o fator de correlagdo linear entre as concentracdes do produto amplificado e os valores
de seus ciclos limitrofes (treshold cycle, Ct); quanto mais préximo do valor 1, mais adequado. Cts sdo
pontos de cinética da reacdo que representam, em valores, a quantidade de ciclos de amplificagdo
necessarios para detec¢do da expressdao de um gene. O Ct é inversamente proporcional a quantidade
de molde e sua anadlise é indicada a partir de um ponto comum em que as amostras analisadas
emitem fluorescéncia acima dos ruidos da reacdo (background). Os valores de Slope, R?, bem como a
eficiencia da reacdo corrigida para porcentagem estdo relacionados na Tabela 4.

Foram utilizadas reacdes sem adicdo de molde, como controle negativo. Posteriormente,
produtos desta reagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, para verificagao da
presenca de outros fragmentos amplificados. A especificidade dos produtos de PCR foi verificada
mediante seqlienciamento e pela andlise da curva de dissociacdo para cada amostra, nas quais foram

observados picos Unicos, que indicam reac¢oes especificas.

Tabela 4: Eficiéncia e valores de Slope e R2 dos primers utilizados para RT-PCR em Tempo Real.

2

Genes Slope R Eficiéncia (%)
abd-A -3,007330 0,976136 100
atx-2 -3,306692 0,996432 100

crc -3,452379 0,999311 95

dac -3,266464 0,992632 100

dil -3,428257 0,998934 96

gug -3,325960 0,996484 100
RfaBP -2,977147 0,992280 116

ubx -3,236557 0,998850 100
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3.4.4. Seqiienciamento dos fragmentos obtidos

Para verificacdo da especificidade dos primers, os fragmentos amplificados por PCR foram
seqlienciados. As condi¢cdes de PCR utilizadas para a amplificacdo foram as seguintes: 94°C por 2
minutos; 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos; seguido
de uma extensdo final de 72°C por 7 minutos. Apds amplificacdo, foi verificada por eletroforese em
gel de agarose 1% corado com solucdo de Brometo de Etideo a existéncia de um Unico fragmento
amplificado por PCR. O produto da reagao de PCR foi entdo purificada utilizando-se o kit MinEluteTM
PCR purification Kit (QIAGEN) e seguida de uma segunda reacdo de PCR utilizando DNA Sequencing
Kit, BigDye Terminator v 3.0 Cycle Sequencing Ready Reaction — ABI PRISM (Applied Biosystems) e os
mesmos primers especificos para cada gene. O seqlienciamento foi feito pelo método de Sanger
(1977), usando um sequenciador ABI PRISM 310. Os resultados foram comparados as seqiiéncias
preditas no banco de dados para cada gene utilizando o programa de alinhamento BLAST 2 sequence

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) e o programa BLAST na versdo 4.0 do

genoma de A. mellifera (http://zulu.fmrp.usp.br).

3.4.5. Andlises estatisticas

Para as analises de diferencas de quantidade de transcritos de um mesmo gene entre
operarias e rainhas, os dados obtidos por RT-PCR em Tempo Real foram submetidos a andlises
estatisticas utilizando o programa Sigma Stat 3.1, com o método One Way ANOVA All Pairwise

Multiple Comparison Procedure (Holm-Sidak method).

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi

3.5. Imunohistoquimica de UBX e ABD-A

Para localizacdo das proteinas de UBX e ABD-A (UBD-A) nas pernas de operarias e rainhas, foi
utilizado o anticorpo monoclonal FP6.87, gentilmente cedido por Dr. Robert A. H. White (Kelsh et al.,
1994) desenhado para reconhecer um epitopo conservado dentre estas duas proteinas (Figura 3). As
preparacées foram baseadas no protocolo de Patel (1994) para preparacdo total de larvas de
estdagios iniciais de Drosophila, resumidamente: o material coletado foi fixado em 10ml de fixador
(5ml de Paraformaldeido 4%, 4ml de H,O destilada e 1ml de PBS — Tampao fosfato-salino — 10x) e
10ml de heptano por 20min em temperatura ambiente, em um tubo de cintilagdo. As amostras
foram transferidas para outro tubo de cintilagdo e fixadas em um segundo fixador (5ml
Paroformaldeido 4%, 1ml PBS, 4ml H20 destilada e 0,5ml Tween 20 0,1%) por 5min. Em seguida,
foram transferidas para um tubo eppendorf de 1.5ml e lavadas trés vezes em metanol 100%, uma vez
em metanol 80%, 50% e 30% diluidos em PT (PBS + Triton X-100, 0,5%). Entdo, o material foi lavado
duas vezes em PT por 10min e uma vez por 30min sob agitacdo. Depois, o material foi incubado em
PBT (PBS, BSA 0,5% e Triton 0,5%) com soro de cabra 5% por 30min e logo apds, incubado em
PBT+soro de cabra 5% com anticorpo primario FP6.87 1:10 (anti-UBD-A) over-night, a 4°C sob
agitacgao.

Entdo, o material foi lavado trés vezes por 5min e quatro vezes por 30min em PT a
temperatura ambiente. Em seguida, o material foi incubado em PBT+soro de cabra 5% por 30min e
entdo incubado por 3h com o anticorpo secunddrio, anti- mouse, conjugado com Cy3 (Jackson
immunoresearch) para as pré-pupas e over-night para as pupas de olho branco (na concentragdo de
1:200) a 4°C sob agitacao.

O material foi lavado novamente por trés vezes de 5min e quatro vezes de 30min em PT, a
temperatura ambiente. Na ultima lavagem foi adicionado DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, para

marcacdo de nucleo) por 4min e o material foi lavado por mais cinco vezes de 5min. Entdo o material
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_Material e Métodos

foi colocado em glicerol 50%. Para a montagem em lamina, foi utilizado glicerol 80%. Entdo, o
material foi visualizado e fotografado em microscopio Confocal Leica TCS-SP5 no Laboratdrio de
Microscopia Confocal do Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP e em microscépio ZEISS, equipado com cdmera ZEISS
MC80DX, e filme TMAX 3200 — Kodak, no Laboratdrio de Biologia do Desenvolvimento de Abelhas do
Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/USP. O

controle negativo foi feito sob as mesmas condig¢des, entretanto sem incubar em anticorpo primario.

ImEUEE [FE cleleleleleleleleledele NARNANGQ) Pmn
- mﬁlﬁhmsmvno

HEQENSVVR---- - - ] s
&Hnﬁwnnpnpm
Iﬂlumn SLTEBYR- -

Figura 3: Alinhamento das proteinas UBX e ABD-A. O quadrado vermelho indica o epitopo conservado entre as
duas proteinas reconhecido pelo anticorpo FP6.8.
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4, Resultados

4.1. Morfologia diferencial de caracteres externos de pernas posteriores de abelhas

Para verificar morfologicamente o desenvolvimento diferencial das pernas das duas castas
das abelhas A. mellifera, foram feitas preparagdes para microscopia eletrénica de varredura de
pernas posteriores de operdrias e rainhas durante o desenvolvimento pupal. Foram dissecadas
pernas de operarias e rainhas Pb, Pbl e recém emergidas. Durante o desenvolvimento pupal, a
cuticula do adulto se desenvolve e diferencia sob a cuticula da pupa. A cuticula em formacado se
destaca da cuticula pupal (fenémeno chamado de apdlise) na fase de pupa de olho rosa e somente
na fase seguinte, pupa de olho marrom, é possivel retirar a cuticula pupal que recobre a cuticula do
adulto, para avaliar o desenvolvimento das pernas. Neste momento, no estagio de pupa de olho
marrom, a perna do adulto ja estd formada com todas as cerdas e demais estruturas (Figura 4).

Nas pernas das operdrias Pb é possivel identificar a corbicula, uma regido desprovida de
cerdas na face externa da tibia e o prensa-pdlen e a escova-de-pélen na face interna da tibia e do
basitarso, respectivamente. Entretanto, as cerdas da regido da tibia tém insercdo diferente tanto dos
demais segmentos da mesma perna da operaria bem como da perna da rainha, apresentando uma
insercdo solta no soquete, o que é caracteristico de cerdas sensoriais. As cerdas da escova-de-pdlen
sdo mais curtas e grossas que aquelas das tibias de operdrias e rainhas. As rainhas apresentam tanto
a face externa quanto a face interna da perna recoberta por cerdas, as quais ndo parecem ser
sensoriais. A cuticula da perna das operdrias também é diferente da rainha, apresentando escamas

poligonais como descrito por (Erickson et al., 1986), enquanto a da rainha é lisa (Figura 4).
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Figura 4: Microscopia eletronica de varredura de pernas posteriores de pupas de olho marrom de operarias e
rainhas de A. mellifera. A: face externa da perna posterior de rainha; B: face externa da perna posterior de
operaria; C: detalhe da porc¢do distal da face externa da tibia de operaria; D: detalhe das cerdas da perna
posterior de rainha; E: detalhe das cerdas da tibia da perna posterior de operaria; F: detalhe da inser¢do da
cerda na perna de rainha; G: detalhe da insercdo da cerda na face externa da tibia da perna posterior de
operaria; H: detalhe da inser¢do da cerda na face interna do basitarso da perna posterior de operaria. Seta
indica ponto de inser¢dao das cerdas, cabega de seta indica a cuticula de rainha lisa em D e cuticula com
escamas poligonais em E.
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4.2. Andlises in silico dos genes e produtos protéicos de abd-A, atx-2, crc, dac, dll, qug, RfaBP e ubx

Apds a identificacdo dos genes candidatos a reguladores casta-especificos do
desenvolvimento diferencial de pernas posteriores de abelhas A. mellifera, os mesmos foram
anotados utilizando a plataforma ARTEMIS (Rutherford, 2000) e estdo representados na Figura 5.
abd-A apresenta 3 éxons; atx-2, 10; crc, 2; dac, 11; dll, 5; gug, 6; RfaBP 23; e ubx, 2 éxons. De
maneira semelhante ao seu ortélogo em Drosophila, ubx apresenta, em A. mellifera, um intron com
mais de 105 mil pares de bases. Os genes preditos com os tamanhos das proteinas esperadas, os
respectivos GBs (numero de acesso no Official Gene Set) e grupos de ligacdo (numero do
cromossomo de A. mellifera no qual se encontra o gene) e um resumo dos dominios descritos no cds
— NCBI estdo descritos na Tabela 5.

Os dominios preditos para as proteinas dos genes analisados estdo representados na Figura
6, sendo que todas elas, com exce¢do de Atx-2 e RfaBP, representam fatores de transcricdo. As
proteinas DIl (349pb), Ubx (330pb) e Abd-A (399pb) possuem um homeodominio (cd00086), sendo
DIl pertencente a familia Dll-type e Ubx e Abd-A a familia Antp-type (Duboule, 1994). Tal dominio é
de ligacdo ao DNA, estando, desta forma, envolvidas na regula¢do transcripcional de processos chave
no desenvolvimento de metazoarios, podendo atuar ligando-se ao DNA como mondmero ou como
homo e/ou heterodimeros, de maneira seqiéncia-especifica.

A proteina Crc (357pb) apresenta um dominio bZIPMaf (pfam03131), uma subfamilia dos
fatores de transcrigdo ziper de leucina (bZIP). Tal dominio consiste em uma regido rica em residuos
basicos seguida de seis residuos hidrofdbicos repetidos, formando o ziper de leucina, que forma
dimeros e liga-se ao DNA. A primeira regido media a ligacdo da proteina ao DNA através de pontes de
hidrogénio e interacdes hidrofdbicas entre cadeias laterais de aminoacidos e as bases do sulco maior,
enquanto o ziper de leucina forma dominios de interagdo proteina-proteina através de estruturas

espirais, consistindo de duas a-helices paralelas (Blank & Andrews, 1997).
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A proteina Dac (781pb) possui um dominio da familia SKI/SNO/DAC (pfam02437) de
aproximadamente 100 aminodacidos, com um motivo CLPQ conservado (Figura -7A). As proto-
oncogenes c-ski influenciam na proliferacdo celular, transformacdo morfoldgica e diferenciacdo
miogénica. As Sno, homélogos a Ski, expressam duas isoformas e desempenha fun¢bes na resposta
ao estimulo a proliferacdo celular. Dac também contém esse dominio e estd envolvido em varios
aspectos do desenvolvimento.

Gug (1386pb) é uma proteina com dominio Zinc-finger-GATA (ZnF GATA — ¢d00202), com
dominio SANT, SWI3, ADA2, N-CoR e TFIIIB (cl00132) que possuem capacidade de ligar-se ao DNA. O
dominio ZnF liga-se ao promotor de genes na seqliéncia consenso [AT]GATA[AG] e apresenta um
motivo candnico de quatro residuos de cisteina [C-X(2)-C-X(17)-C-X(2)-C] (Figura 7-B).

A proteina Atx-2 (910pb) de A. mellifera apresenta o dominio associado a motivos
semelhantes a splicing de RNA (LsmAD - pfam06741), o qual contém um sinal de localizacdo no
complexo de Golgi (Ng et al., 2007); apresenta também o dominio PBP1 (COG5180) o qual interage
com a proteina que se liga a regido poli(A) de mRNAs, processando-os ou modificando. Dominios Atx-
2, de aproximadamente 250 residuos na regido C-terminal, também foram encontrados, no entanto,
a fungdo ainda é desconhecida.

A regido de repeticdo de CAG, tida como instavel, na regido codificadora do gene SCA2,
ortélogo de Atx-2 em mamiferos, pode apresentar uma expansdo do trecho rico em glutamina,
presente em uma doenca neurodegenerativa chamada Ataxia Espinocerebelar do tipo 2 (Pulst et al.,
1996). Em Drosophila, a proteina Atx-2 apresenta essa regido expandida. Quando submetidos ao
programa BLAST, a proteina de A. mellifera apresenta maior similaridade com a proteina tipo
selvagem de camundongo (sem expansdo de poliglutamina) do que com a proteina de Drosophila.

A proteina RFABP (3160pb) pertence a uma familia de proteinas transportadoras de lipideos,
apresenta dominios tais como: fator de von Willebrand tipo D (VWD — ¢cl02516), dominio homélogo

ao fator de coagulacdo de humanos; Vitelogenina N (pfam01347) e regido amino-terminal de
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Lipoproteina; RFABP apresenta ainda outros dominios com func¢des até o momento desconhecidas

(pfam06448 e pfam09172).

Tabela 5: Relagdo dos dominios conservados da proteinas analisadas, nimero de acesso no Official gene set
(GB), tamanho da proteina (em aminoacidos) e grupo de ligacdo do gene em A. mellifera.

Tamanho da
Gene GB Grupo Dominios descritos
proteina (aa)
Abdominal-a (Abd-A) 399 19738 16.9 Homeobox (cd00086) - Antp-Type
Ataxina-2 (Atx-2) 910 18802 2.40 LsmAD (pfam06741) e PBP1 (COG5180)
Cryptocephal (Crc) 357 19338 10.29 Ziper de leucina - bZIPMaf (pfam03131)
Dachshund (Dac) 781 30210 4.23 SKI/SNO/DAC (pfam02437)
Distal-less (DII) 349 14516 13.10 Homeobox (cd00086) - DII-Type
Grunge (Gug) 1386 18685 Un.154  Zinc-finger - ZnF GATA (cd00202) e SANT (cl00132)
Retinoic and Fat Acid Fator de von Willebrand tipo D — VWD (cl02516) e
3160 11059 8.20
Binding Protein (RFABP) Vitelogenina N (pfam01347)
Ultrabithorax (Ubx) 330 30077 16.9 Homeobox (cd00086) - Antp-Type
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Figura 5: Organizacdo dos genes de A. mellifera analisados no presente trabalho. GB: nimero de
acesso do gene no Official Gene Set; Grupo: grupo de ligacdo, cromossomo no qual o gene se encontra; pb:
tamanho em pares de bases. Exons em caixas e introns em linhas. Os genes foram anotados utilizando a
plataforma Artemis (Rutherford et al., 2000).
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Figura 6: Localizacdo dos dominios conservados encontrados nas seqiiéncias génicas de A. mellifera analisadas
neste trabalho. As andlises foram feitas utilizando-se o programa NCBI Conserved Domain Search. As
barras abaixo da barra cinza indicam o dominio encontrado pelo programa, as barras com final arredondado
indicam que o dominio esta completo.
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Mu=160 160 LPGE.[1].VWISTPIPVENTEON. [1].ECKMVILRGAEVASFTVESCEL ICLPQAFDLFLEHL. [2] . GLHTVYTKLER 228
Amel 140 LEPR.[1].E¥NSPPPISTSDPTIA.[1].ECKLVDYRGOKVAAFI IAGDTMLCLPQAFELFLKHL. [2] .GLHTVYTKELER 208
gi 22045918 0F TPPR ELIQPILSVADAGS , [1] . ELYETKLEGKTIGCFIVGGEMRLCLEQF LN VLN DF SLEQINRIFDE 161
gi 2493917 78 QFPP.[1].VLPGPFFMPSDRST ERCETVLEGETISCFVVGEEKRLCLPQILNSVLEDE SLOQINSVCDE 143
gi 134594 124 LP3P.[1].VLPGPLLIP3IDSST ELTOTVLEGES IS CFROVGEERRLCLPOVLNSVLEER TLOQINTVCDE 189
gi 624298 196 ¥WPPR.[1].¥NSPPPISTIDPSA.[1].ECELVEYRGOEVAAFIISNETMLCLEQAFELFLEHL. [2] .GLHTVYTELER 264
B

Feature 4 # # #

GATA 6 VCS NCQT STTTLWRRS. [1] .MGDPVCNACGLYYEKLHQ VNRPLTME,.[1] .DGIQTRHER.[1]. 37
Imel 189 scQ HCPS TNSKEYQIA. [2].DRLLLCTECRTHL KKTG ELPPAPPY.[2] .RPVPAESP.[1]. 242
gi 1709699 225 ccT NCGT RTTTLWREN. [1] . DGEPVCNACGLYYKLHG VHNRPLAMR. [1] .DGIQTRER.[1]. 276
gi 17539622 300 KCS NCET IKTTAWRRD. [1] . EGKLVENACGLYYRLHR THRPVHMR. [1] .DFIQQRFR.[1]. 351
gi 1706638 236 vCs NCNG TNTTLWREN. [1] .EGDPVCNACGLYF KLHH IPRPTSME. [2] .GALQTRER.[1]. 288
gi 175592 38 137 vCs.[2].NCRT RETTILWRRT.[1].SGAIECNGCSLYFRENG IQRPAELC.[1] .KTIMKRNER.[1]. 190
gi 19923393 506 ACR HCFT TTSEDWHHG. [2] .ENILLCTDCRIHFKEYG ELPPIEKP.[3] .PPFMFKPV.[1]. 560
gi 9910692 71 RCP QCAV.[1].KTSPOWREG.[2].GEVTLCNACGLFYREIF. [2] . FGKDLAKR. [2] .NEIKGVSV.[1]. 127
gi 14917059 933 DCA NCHT RNTPEWRRG. [2] .GNRDLCNSCGLRWAKQT. [1]. RVSPRTSS. [2] . GNGDSMSE. [1]. 987
gi 5901735 458 PCE SCGT TESSOWNSV. [4] .STSRLCLSCWEYWRRY G SMKSATEG. [2] .GEGDAKEE.[1]. 513

Figura 7: Alinhamento de seqliéncias feito pelo programa NCBI Conserved Domain Search. A: alinhamento da
regido do dominio SKI/SNO/DAC com o motivo conservado CLPQ (em vermelho) de Dachshund. B: alinhamento
da regido do dominio Zinc-finger de Grunge com quatro residuos de cisteina em destaque por #. Em vermelho,
destacada as cisteinas conservadas na seqiiéncia de Grunge de A. mellifera.
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4.3. Quantificagdo de transcritos por RT-PCR em Tempo Real

4.3.1. Perfis de expressdo génica ao longo do desenvolvimento das pernas posteriores de fémeas

Objetivando validar os resultados obtidos por microarrays relativos as diferengas
encontradas na expressao dos genes atx-2, crc, dac, gug e RfaBP entre larvas de rainhas e operarias
de A. mellifera (Barchuk et al.,, 2007),foram analisadas a expressdo dos genes ubx e abd-A,
responsaveis pelo crescimento diferencial do par de pernas posterior de Acheta domesticus, Gryllus
firmus e Schistocerca americana (Mahfooz et al., 2004) e também do gene dll, requerido para o
desenvolvimento das pernas em Drosophila.

Para tanto foram utilizadas amostras de discos imaginais de pernas posteriores e pernas
posteriores de operarias e rainhas nos seguintes estagios: L4, L5F2, L552, L5PP2 e Pw. Tais perfis de
transcrigao génica estdo representados nos graficos da Figura 8, da qual se destaca que: O gene abd-
A tem baixos niveis de transcritos em ambas as castas durante o desenvolvimento larval e perfis
semelhantes entre operarias e rainhas, apresentando um aumento estatisticamente significativo nos
niveis de transcritos apenas em operarias Pw, sendo cerca de cinco vezes mais expresso que em
rainhas (P<0,01).

Assim como abd-A, o gene atx-2 tem o mesmo perfil de transcricdo entre as castas, sendo
um pouco mais expresso em rainhas, porém isto ndo é estatisticamente significante (P>0,01).
Operidrias e rainhas tém altos niveis de transcritos de atx-2 no quarto instar larval, estes sofrem uma
diminuicdo na fase de L5F, voltando a aumentar na fase seguinte (L5S). No entanto, na fase pupal,
operarias tém um aumento e rainhas tém uma diminui¢do nos niveis de transcritos de atx-2.

O gene crc ndo apresenta perfis diferentes quando comparado entre as castas durante o

desenvolvimento larval. As operarias tém diminui¢do nas quantidades de transcritos em L5F, seguido
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de um aumento em L5S, enquanto em rainhas os niveis de transcritos sé diminuem em L5S,
equiparando-se aos encontrados em operarias.

De maneira semelhante a crc, gug também apresenta diminuicdo nos niveis de transcritos
em momentos diferentes do desenvolvimento das pernas de operdrias e rainhas. De novo, operarias
tém os niveis de transcritos diminuidos em L5F e rainhas em L5S. Nas fases L4 e L5S, as operarias tém
maiores niveis de transcritos que rainhas, e nos demais momentos as rainhas tém maiores
quantidades de RNAm de gug.

Em operdrias e rainhas L4 e Pw sdo encontradas taxas semelhantes de transcritos de dac.
Contudo, as rainhas apresentam um aumento de transcricdio em direcdo a fase L5S, seguido de
diminuicdo até Pw, enquanto as operarias tém menores niveis de transcritos em L5F, os quais
aumentam em L5S e se mantém com leves varia¢Oes até o inicio do estagio pupal.

dil apresenta o mesmo perfil de transcricdo dentre as castas por todo o desenvolvimento
larval, sendo maiores os niveis de transcritos em rainhas, as quais tém uma diminuicdo destes em Pw
tornando-se semelhantes as quantidades encontradas nas operarias. As maiores quantidades de
transcritos de dll sdo encontradas na fase mais inicial do desenvolvimento analisada neste trabalho
(L4).

Da mesma forma, o gene RfaBP apresenta perfis de transcricdo semelhantes entre operarias
e rainhas, entretanto as rainhas apresentam maiores niveis de transcritos que as operdrias. Os niveis
de transcritos aumentam nas duas castas em Pw, sdo baixos em L5F e L5PP e sdo basais na fase L5S.
Excetuando-se o gene abd-A, todos os genes acima descritos ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas nas taxas de transcricao dentre as castas.

Quanto aos niveis de transcritos de ubx, operarias e rainhas apresentam grandes diferencas
em seus perfis. As operarias apresentam uma redu¢ao nos niveis de transcritos na fase L5F enquanto
rainhas apresentam um aumento nesta fase que atinge seu maximo na fase seguinte, L5S.

Entretanto, apds a reducdo de transcritos na fase de alimentagdo, as operarias apresentam um
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aumento constante até atingir o seu maximo em L5PP, estdgio em que ubx é mais expresso em

operarias que em rainhas, assim como na fase de pupa de olho branco (P<0,01).
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Figura 8: Perfil de expressao dos genes abdominal-A, ataxina-2, cryptocephal, dachshund, distal-less, grunge,
Retinoic and Fat acid Binding Protein e ultrabithorax durante o desenvolvimento das pernas posteriores de
operdrias e rainhas de A. mellifera, por RT-PCR em Tempo Real. As linhas azuis correspondem aos perfis de
expressdo génica em operarias e as linhas vermelhas a rainhas. QR: quantificagdo relativa dos transcritos; abd-
A: abdominal-A; atx: ataxina-2; crc: cryptocephal; dac: dachshund;dll: distal-less; gug: grunge; RfaBp: Retinoic
and fat acid Binding Protein; e ubx: ultrabithorax; * - diferencas estatisticas entre castas nos niveis de

transcritos (P<0,01).
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4.3.2. Perfil de expresséo génica nos diferentes segmentos das pernas de operdrias Pw

Apds as analises de expressdo génica ao longo do desenvolvimento de operarias e rainhas
nas quais foram encontrados apenas ubx e abd-A como diferencialmente expressos, foram feitas
analises de expressdo dos genes relacionados a identidade dos segmentos das pernas, dac, dll e ubx-
abd-A (Mardon et al., 1994, Cohen et al., 1989, Mahfooz et al.,2004). Desta forma, foi analisada a
localizagdo dos transcritos desses genes nos segmentos — coxa e trocanter (Cx-Tr), fémur (Fm), tibia
(Tb), basitarso (Btar) e tarso (Tar) — das pernas de operarias Pw (Figura 9).

O gene abd-A apresenta baixos niveis de transcritos, os quais sdo mais abundantes no Fm
seguido da amostra de coxa e trocanter. A quantidade de transcritos no fémur é cerca de cinco vezes
maior que no tarso. Enquanto d/l é mais expresso no basitarso e tarso. No entanto, na tibia
encontram-se quantidades de transcritos préximas aquelas encontradas nos tarsos.

O gene dac é mais expresso na tibia em detrimento dos outros segmentos da perna, tendo
cerca de 100 vezes mais transcritos nesta regidao que nos tarsos e aproximadamente duas vezes mais
gue no fémur e basitarso. Ja ubx tem cerca de duas vezes mais transcritos no basitarso que na tibia e
guatro vezes mais que no fémur. Além disso, ubx é vinte vezes mais expresso no basitarso que no

tarso.
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Figura 9: Quantificagdo relativa dos transcritos dos genes abdominal-A, dachshund, distal-less e ultrabithorax
nos segmentos das pernas de operarias de A.mellifera no estagio de pupa de olho branco, por RT-PCR em
Tempo Real. abd-A: abdominal-A; dac: dachshund; dll: distal-less; e ubx: ultrabithorax. Cx-Tr: coxa e trocanter;
Fm: fémur; Th: tibia; Btar: basitarso; Tar: tarso; e Ptar: pré tarso.
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4.4. Andlises in silico da seqiiéncia de Ubx

Baseando-se na literatura que descreve que Ubx é responsavel, em insetos hemimetdbolos,
pelo crescimento diferencial do par de pernas posteriores (Mahfooz et al., 2007), foram, entao,
realizados alinhamentos da proteina Ubx de A. mellifera com as de outros insetos e um grupo
externo (Onycophora) para verificar se esse homeobox apresentaria todos os dominios conservados
descritos para insetos. Uma vez encontrados tais dominios, poderiam ser realizados experimentos de
imunohistoquimica localizando Ubx nas pernas de operarias e rainhas de abelhas relacionando-o
com o desenvolvimento diferencial destes apéndices, j3 que experimentos prévios indicaram
diferencgas nas taxas de transcricdo de ubx e abd-A entre as castas.

As seqliéncias de Ubx de insetos apresentam, além do homeodominio, outros dominios
necessarios para sua fungdo, como por exemplo, a inibicdo da transcricdo de dll, o que determina a
identidade toracica/abdominal (Grenier & Carroll, 2000). Como indicados na Figura 10-A, a sequiéncia
protéica de Ubx de A. mellifera apresenta todos os dominios descritos.

Os dominios MXSXFE, NGYK e YPWM, em posi¢cdo upstream ao homeodominio, o préprio
homeodominio e o peptideo UBD-A, (compartilhado com a proteina Abd-A e downstream ao
homeodominio), sdo encontrados em insetos, bem como em Onycophora, grupo irmao de
Arthropoda (Galant & Carroll, 2002). Entretanto, assim como na proteina Ubx de N. vitripennis e T.
castaneum, no dominio NGYK de Ubx de A. mellifera ha uma inser¢cdo de oito aminoacidos, em sua
maioria alaninas. Préximo a este dominio ha outras duas regides de inser¢dao, uma em torno de 70
aminoacidos e outra em torno de 125aa.

Para as fung¢Oes caracteristicas de Ubx de insetos hd outros dominios descritos que foram
nomeados de 11 a |4 em posicdo upstream ao homeodominio (Galant & Carroll, 2002). Downstream a
este mesmo se encontra o dominio denominado QAQA e uma extensdo de residuos de alanina

(Galant & Carroll, 2002) (Figura 10-B). Porém, o 14 é mais semelhante entre A. mellifera, N.
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vitripennis, J. coenia e T. castaneum, quando comparados aos respectivos de D. melanogaster e A.
gambiae.

Como se pode ver na Figura 11, a proteina Ubx de Onycophora ndo apresenta os dominios
descritos para Insecta, bem como as inser¢des presentes em A. mellifera e N. vitripennis. Contudo, o
dominio homeobox é muito conservado, sendo que entre a proteina Ubx de Onycophora e os insetos
analisados possuem apenas um aminoacido diferente. Além do mais, a proteina de A. kaputensis

(Onycophora) é, ao menos, 100 aminodcidos menor que as dos insetos analisados neste trabalho.
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Figura 10: Alinhamento das seqiiéncias de UBX. A — alinhamento das seqiiéncias de UBX de insetos por
ClustalX. Os quadrados destacam os dominios descritos na literatura; acima do alinhamento, os asteriscos
representam as posi¢cdes conservadas e os dois pontos, aminoacidos de mesma funcdo; a barra cinza abaixo
representa a freqiiéncia de conservagao dos aminoacidos dentre as seqiiéncias analisadas; a margem esquerda
do alinhamento estdo representadas as posicdes dos aminoacidos; e a linha ruler indica a posicdo média dos
aminodcidos. B- modificado de Galant e Carroll, 2002. Os dominios estdo representados pelas barras acima do
alinhamento. Am — Apis mellifera Ag - Anopheles gambiae (Diptera); Dm - Drosophila melanogaster
(Diptera); Jn - Junonia coenia (Lepidoptera); Tc - Tribolium castaneum (Coleoptera); Nv - Nasonia
vitripennis (Hymenoptera); e Ak - Akanthokara kaputensis (grupo externo — Onicophora).
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Figura 11: Alinhamento seqiiéncias de UBX por ClustalX. Os quadrados destacam os dominios descritos na
literatura; acima do alinhamento, os asteriscos representam as posicdes conservadas e os dois pontos,
aminodcidos de mesma fungdo; a barra cinza abaixo representa a freqiiéncia de conservagdo dos aminoacidos
dentre as sequencias analisadas; a margem esquerda do alinhamento estdo representadas as posigdes dos
aminoacidos; e a linha ruler indica a posicdo média dos aminoacidos. Ag - Anopheles gambiae (Diptera); Dm -
Drosophila melanogaster (Diptera); Jn - Junonia coenia (Lepidoptera); Tc - Tribolium castaneum (Coleoptera);
Nv - Nasonia vitripennis (Hymenoptera); e Ak - Akanthokara kaputensis (grupo externo — Onycophora).
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4.5. Localizagdo das proteinas Ubx e Abd-A nas pernas de pré-pupas de abelhas

Uma vez que apenas ubx e abd-A mostraram ser diferencialmente expressos e as analises de
seqliéncia de Ubx, um alto grau de identidade em relagdo aos outros insetos, foram feitas analises de
imunolocalizacdo das proteinas de Ubx e Abd-A usando-se um anticorpo monoclonal desenhado em
um epitopo conservado entre as duas seqiiéncias destas proteinas. Entretanto, os niveis de
transcritos relativos a abd-A, ja descritos no presente trabalho, sdo muito baixos, assim, considera-se
gue a maior parte da marcagdao com o anticorpo FP6.87 se refere a Ubx, cujo gene apresenta altos
niveis de transcritos em operarias L5SPP e Pw e menores niveis em rainhas. Desta forma, visando
relacionar a funcdo de Ubx durante o desenvolvimento de pernas posteriores de abelhas, foi
comparada a localizacdo de Ubx nas pernas de rainhas e operarias L5PP.

Os niveis de Ubx nas pernas sdo condizentes com os niveis de transcritos encontrados, ou
seja, muito maiores em operarias. Observa-se na Figura 12 (B e D) que a quantidade de fluorescéncia
nas pernas de rainhas é tdo baixa que nao foi possivel fotografa-la, ou seja, ha pouca quantidade de
Ubx em pernas de rainhas L5PP. Nota-se maior concentracdo de Ubx no basitarso e na tibia das
pernas de operarias L5PP em relagdo aos outros segmentos, sendo ausente a marca¢do no tarso
(Figura 12 A e C). Nas pernas de operarias Pw, encontra-se marcagdao na tibia e em menores
quantidades na coxa e no trocanter, local de insergdo da perna ao torax.

Em objetivas de aumento de 20X, observa-se que as pernas tanto de operarias quanto de
rainhas L5PP, sdo formadas por faixas de células reconhecidas por seus ntcleos celulares, nos quais
se observa a presenca de Ubx (Figuras 13 e 14 para operarias e Figura 15 para rainhas). Notam-se,
também, aglomerados nucleares distribuidos de forma linear apenas no basitarso das operarias
L5PP, nos quais ndo se encontra Ubx (Figuras 13 e 14).

A tibia de operdrias aparentemente ndo é composta por faixas de células nem sdo notaveis

aglomerados nucleares. Neste segmento das pernas de operarias, ha a localizacdo de Ubx no nucleo

43



das células, assim como pode ser visto no basitarso (Figura 16) Contudo, a tibia de rainhas é formada
por faixas celulares assim como o basitarso, e ndo se observa aglomerados nucleares semelhantes
aqueles do basitarso de operarias. E, além de ndo haver marcacdo de Ubx nos nucleos da tibia de

rainhas, parece existir Ubx fora deles (Figura 17).
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Figura 12: Imunohistoquimica em pernas de pré-pupas de operarias e rainhas e pupas de operarias de A. mellifera.
A: perna de pré-pupa de operaria marcada com DAPI; B: perna de pré-pupa de operaria marcada com anticorpo
FP6.87 (anti-UBX); C: perna de pré-pupa de rainha marcada com DAPI; D: perna de pré-pupa de rainha marcada com
anticorpo FP6.87 (anti-UBX) — notar a auséncia de marcacdo; E: perna de operdria adulta; F: perna de operaria em
fase de pupa de olho branco, marcada com anticorpo FP6.87 (anti-UBX). Cx-Tr: coxa e trocanter; Fm: fémur; Th:
tibia; Btar: basitarso; Tar: tarso.
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Figura 13: Imunohistoquimica em pernas posteriores de pré-pupas de operarias de A. mellifera, detalhe
do basitarso e dotarso. A: DAPI; B: anticorpo FP6.87 (anti-UBX); C: sobreposicdo dasimagens A e B. Regido
distal a esquerda. Seta aponta os nucleos sem expressao de Ubx.
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Figura 14: Imunohistoquimica em pernas posteriores de operarias pré-pupas de A. mellifera, detalhe do basitarso. A:
DAPI; B: FP6.87 (anti-Ubx); C: sobreposigdo das imagens A e B. Regido distal a direita. Seta aponta arranjo de ntcleos
celulares emfileira.
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Figura 15: Imunohistoquimica em pernas posteriores de pré-pupas de rainhas de A. mellifera, detalhe da tibia
e do basitarso. A: DAPI; B: anticorpo FP6.87 (anti-UBX); C: sobreposicdo das imagens A e B. Regido distal
abaixo. Seta aponta arranjo de nticleos celulares em fileira.
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Figura 16: Imunohistoquimica em pernas posteriores de pré-pupas de operarias de A. mellifera, detalhe da tibia
e do basitarso. A: DAPI; B: anticorpo FP6.87 (anti-UBX); C: sobreposigdo das imagens A e B. Regido distal abaixo e
adireita.
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Figura 17: Imunohistoquimica em pernas posteriores de pré-pupas de rainhas de A. mellifera, detalhe
da tibia. A: DAPI; B: anticorpo FP6.87 (anti-UBX); C: sobreposi¢do das imagens A e B. Regido distal abaixo
eaesquerda. Seta aponta localizagdo de Ubx fora do nicleo.
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4.6. Busca de regides secretoras em Ubx

Apesar de Ubx ser um homeobox, ou seja, um fator de transcricdo, nos experimentos de
imunolocalizagdo, foi encontrado fora dos nucleos celulares. Foram, entao, feitas analises por buscas
por peptideo sinal na regido no gene ubx para que se pudesse entender tal resultado. Assim,foi
utilizado o programa SignalP, mas nenhum peptideo sinal foi identificado em ubx.

Outro programa, o SecretomeP, que busca regides que permitam que a proteina seja
secretada, embora ndo haja um peptideo sinal nela, foi também utilizado. Assim, com um valor de
NN-score acima de 0,5 e nenhum peptideo sinal identificado, a proteina foi classificada, pelo
programa, como uma “proteina secretada ndo-classica”. Foram analisadas as mesmas seqliéncias de
Ubx submetidas ao alinhamento com Clustal-X e Abd-A como um controle.

Assim, as seqliéncias de Ubx de insetos e também de A. kaputensis analisadas no presente
trabalho apresentam valores acima de 0,5 e nenhum peptideo sinal, podendo ser classificadas como
“proteinas secretadas ndo-cldssicas” e Abd-A apresenta valor menor que 0,5 e nenhum peptideo

sinal (Figura 18).
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SecretomeP 1.0f predictions

# Name NN-score Odds Weighted Warning
# by prior

#

AgUBX 0.650 1.681 0.003 -
AkUBX 0.725 2.392 0.005 -
AmAbd-A 0.413 0.792 0.002 -
AmUBX 0.744 2.565 0.005 -
DmBUBX 0.583 1.389 0.003 -
JcUBX 0.776 2.939 0.006 -
NvUBX 0.578 1.353 0.003 -
TcUBX 0.545 1.220 0.002 -
#

Figura 18: Busca por “proteinas secretadas ndo-classicas” nas seqiiéncias de diferentes insetos, utilizando o
programa SecretomeP. NN-score: valores acima de 0,5 indicam que a proteina pode ser secretada do nucleo.
Warning: presen¢a ou auséncia de peptideo sinal. Ag - Anopheles gambiae (Diptera); Ak - Akanthokara
kaputensis (Onicophora); Am — Apis mellifera (Hymenoptera); Dm - Drosophila melanogaster (Diptera);.Jn -
Junonia coenia (Lepidoptera); Nv - Nasonia vitripennis (Hymenoptera); e Tc - Tribolium castaneum
(Coleoptera). AmAbd-A foi usada como controle.
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5. Discussao

O desenvolvimento diferencial a partir de um mesmo gendtipo tendo como conseqiiéncias a
formacdao de dois morfos diferentes que possuem divisdo reprodutiva e de trabalho dentro de
espécies eussociais tem como um dos modelos de estudo as abelhas Apis mellifera. Neste trabalho,
buscou-se entender os mecanismos que levam ao desenvolvimento diferencial do terceiro par de
pernas das castas de abelhas. Como base para esta abordagem, foram utilizados, inicialmente, genes
diferencialmente expressos em operdrias e rainhas, descritos em estudos prévios realizados em
nosso laboratdrio (Barchuk et al.,, 2007), bem como, outros com funcbes relacionadas ao
desenvolvimento de pernas de insetos, encontrados na literatura.

As estruturas importantes para a coleta de pdlen e prépolis localizadas no terceiro par de
pernas das operarias sdo formadas por arranjo diferencial de cerdas (Snodgrass, 1956). Sabe-se que a
diferenciacdo das pernas em abelhas se dd entre o quarto e o quinto estagio larval de
desenvolvimento (Dedej et al., 1998) e que as cerdas, bem como as estruturas casta-especificas
destes apéndices, ja estdo formadas no estagio de pupa de olho marrom. Assim, foram feitas andlises
de expressao de genes que, em outros insetos, sdo relacionados ao desenvolvimento de pernas, de
cerdas e de resposta a sinais hormonais durante o desenvolvimento das pernas de abelhas entre o

estagio L4 e Pw.

5.1. Sobre a expressdo de atx-2, crc, RfaBp, gug e dac durante o desenvolvimento de pernas

posteriores em castas de abelhas meliferas

A proteina do gene atx-2, em Drosophila, no desenvolvimento dos apéndices, age como um

organizador dos monémeros de actina, formando filamentos e na auséncia dessa atividade da Atx-2
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as cerdas sdo bifurcadas e retorcidas (Satterfiel et al., 2002). As cerdas sdo arranjadas inicialmente
em pacotes paralelos de feixes de actina que se organizam em unidades repetidas (Tilney et al.,
1996). Esses pacotes sdo transitdrios até que haja a deposicdo da cuticula sobre eles e entdo sdo
desfeitos (Satterfield et al., 2002). Inicialmente, pensou-se que este gene fosse essencial no
desenvolvimento diferencial das pernas de abelhas, j4 que demonstrou ser diferencialmente
expresso em corpos inteiros de larvas de operarias e rainhas em analises de microarrays (Barchuk et
al. 2007). Porém, neste trabalho mostrou-se que atx-2 nao é diferencialmente expresso nos tecidos
que dardo origem as pernas posteriores, embora rainhas apresentem maior quantidade de
transcritos. Talvez isso se deva ao fato de que ambas as castas apresentem cerdas nas pernas, no
entanto, o numero destas é relativamente menor nas operarias ja que a corbicula é formada
essencialmente por uma regido desprovida de cerdas. Operarias e rainhas apresentam o mesmo
perfil de expressdo génica de atx-2 nos discos imaginais das pernas posteriores, o que indica que
possivelmente este gene esteja sob o controle dos mesmos fatores, independente do resto do corpo
onde esse gene parece ser regulado diferentemente nas castas.

O produto protéico do gene atx-2, no entanto, apresenta um dominio de ligacdo a
poliribossomos e a proteina de ligagdo a cauda poli(A) dos mRNAs, um elemento regulador da
tradugdo. Estudos em Drosophila mostram que Atx-2 ativa ou inibe a traducdo de genes-alvo
(Satterfield & Pallanck, 2006), além de ter fungdes na formagdo dos olhos (Satterfiel et al., 2002).
Assim, a expressdo génica diferencial encontrada para atx-2 nos experimentos prévios (Barchuk et
al., 2007), pode estar associada as demais funcGes do gene em outros tecidos de abelhas e ndo a
formacao das pernas.

Os discos imaginais das pernas se distendem logo apds o término da fase de defecacao,
como parte da metamorfose. Em Drosophila, a muda metamérfica é controlada por pulsos de
ecdisona (Riddiford, 1993), os quais parecem requerer a atividade do gene crc (Hewes et al., 2000).

Genes de resposta a ecdisterdides e Crc ativam a expressdo de Ecdysis triggering hormone (ETH) por
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ligacdo ao seu promotor (Gauthier & Hewes, 2006), o qual inicia cascatas de sinais hormonais
gerados por peptideos e neuropeptideos que levam ao declinio dos niveis de ecdisona (Ewer &
Reynolds, 2002). Na auséncia de Crc, os niveis de ETH sdo reduzidos e os organismos apresentam
anomalias na ecdise. Altos titulos de ecdisona levam a formacdo do pupéario e mutantes crc
apresentam defeitos na formac¢do do pupdrio e conseqlientemente, na pupacdo. De forma
semelhante a diversos genes de resposta a ecdisona, mutantes crc apresentam problemas na
elongacdo dos discos imaginais (Hewes et al., 2000). Em abelhas, a maior expressdo de crc, nos discos
imaginais das pernas de operadrias e rainhas, acontece momentos antes da elongacdo dos mesmos, o
gue pode ser resposta ao pico de ecdisona na fase L5PP1. Os niveis de ecdisterdides aumentam
precocemente em rainhas, o mesmo acontece com os transcritos de crc, mas em pupa de olho
branco os mesmos niveis sdo detectados nas duas castas (Figura 19).

Altos niveis do ortdlogo a crc em vertebrados, ATF-4, sdo encontrados em momentos de
stress celular como privagdo de aminodcidos (Jousse et al., 2003). Quando comparadas as rainhas, as
operarias recebem menos aminoacidos em sua alimentagao larval, menos geléia real, o que pode
também alterar a taxa de transcri¢cdo de crc, em outros érgdos que nao as pernas, tornando-o mais

expresso em corpo todo de operarias do que em rainhas.
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Figura 19: Comparacdo entre os perfis de expressdao de cryptocephal nos discos imaginais das pernas
posteriores e os titulos de ecdisterdides circulantes na hemolinfa ao longo do desenvolvimento de operarias e
rainhas de A. mellifera. A: Perfil de expressdo do gene cryptocephal durante o desenvolvimento das pernas
posteriores de operarias e rainhas de A. mellifera, por RT-PCR em Tempo Real. As linhas azuis correspondem
aos perfis de expressdo génica em operarias e as linhas vermelhas a rainhas. QR: quantificagcdo relativa dos
transcritos B: Titulos de ecdisterdides ao longo do desenvolvimento e na emergéncia de operdrias, rainhas e
zangOes de A. mellifera (modificado de Rachinsky et al., 1990, Feldlaufer et al., 1985 e Pinto et al., 2002). Os
valores devem ser considerados relativos, ja que os dados foram organizados através de trabalhos empregando
diferentes metodologias. Fases: L2-3-4 (larva de segundo, terceiro e quarto estagio), L5F (larva no quinto
estagio em fase de alimentagdo, subdivisGes: F1, F2 e F3), L5S (larva em fase de tecelagem do casulo,

subdivisdes: S1, S2 e S3), PP (pré-pupa, subdivisGes: PP1, PP2 e PP3).

56



__ Discussao g

Os genes de resposta ao HJ, hormonio essencial na diferenciacdo de castas em abelhas,
também devem ser considerados. RfaBp, por exemplo, foi encontrado diferencialmente expresso
entre as castas e reprimido por HJ, tanto durante o desenvolvimento larval, quanto em abelhas
adultas (Barchuk et al., 2007; Whitfield et al., 2006). Barchuk e colaboradores (2007), acreditam que
juntamente com crc e usp, RfaBp inicie importantes fungdes na regulagdo das maiores mudancas
fenotipicas durante o desenvolvimento das abelhas. Entretanto, assim como crc, RfaBp nao foi
encontrado diferencialmente expresso entre as castas durante o desenvolvimento das pernas.
Porém, o perfil de expressdo deste ultimo parece ser regulado da mesma maneira em ambas castas,
tendo os niveis de transcritos aumentados na auséncia de HJ no inicio do estagio pupal (Figura 20).

Além destes sinais extrinsecos hormonais, cada regido e segmento das pernas sdo regulados
também por sinais intrinsecos, como os produtos de gug, dac e dll. Gug controla a identidade das
células proximais das pernas. Células carregando mutagdes gug’, localizadas na parte posterior ou
lateral das pernas de Drosophila induzem maior quantidade de cerdas quando comparadas ao tipo
selvagem (Erkner et al., 2002). Desta maneira, seria esperado que rainhas tivessem maiores niveis de
transcritos de gug durante o desenvolvimento das pernas do que operarias, ja que possuem maior
guantidade de cerdas nas pernas, apesar de resultados prévios indicarem maior expressdo em corpo
todo de operarias (Barchuk et al., 2007). Contudo, ndo ha diferencas na quantidade de transcritos
entre operarias e rainhas, o que indica que a quantidade de cerdas nas pernas das abelhas ndo é

controlada por gug e sim por outros fatores.
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Figura 20: Comparacdo entre os perfis de expressdo de Retinoic and fat acid Binding Protein nos discos
imaginais das pernas posteriores e os titulos de Horménio Juvenil circulantes na hemolinfa ao longo do
desenvolvimento de operadrias e rainhas de A. mellifera. A: Perfil de expressdo do gene Retinoic and fat acid
Binding Protein durante o desenvolvimento das pernas posteriores de operdrias e rainhas de A. mellifera, por
RT-PCR em Tempo Real. As linhas azuis correspondem aos perfis de expressao génica em operarias e as linhas
vermelhas a rainhas. QR: quantificacdo relativa dos transcritos B: Titulos de Horménio Juvenil ao longo do
desenvolvimento e na emergéncia de operarias, rainhas e zangdes de A. mellifera até a emergéncia das abelhas
(modificado de Rembold, 1987; Rachinsky et al., 1990). Os valores devem ser considerados relativos, pois os
dados foram organizados através de trabalhos empregando diferentes metodologias. Fases do
desenvolvimento larva: L2-3-4 (larva de segundo, terceiro e quarto estagio), L5F (larva no quinto estagio em
fase de alimentacdo, subdivisdes: F1, F2 e F3), L5S (larva em fase de tecelagem do casulo, subdivisdes: S1, S2 e
S3), PP (pré-pupa, subdivisGes: PP1, PP2 e PP3); QR: quantificagdo relativa.
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Outro gene previamente encontrado como preferencialmente expresso em operarias pelas
anadlises de microarrays (Barchuk, et al. 2007) e relacionado ao desenvolvimento das pernas foi dac.
Em Drosophila, Dac regula o desenvolvimento dos segmentos intermedidrios das pernas (fémur, tibia
e tarso proximal), bem como o desenvolvimento dos olhos e corpos cogumelares (Mardon et al.,
1994; Noveen et al., 2000). Em abelhas a corbicula se localiza na tibia, dominio de expressdo de dac
em operarias Pw. Entretanto, dac ndo foi encontrado como diferencialmente expresso durante o
desenvolvimento de pernas posteriores de abelhas, o que indica que a formacdo da corbicula deve
ser independente de dac e dependente de outros fatores.

Estruturas como os corpos cogumelares, no entanto, sdo maiores em operarias recém-
emergidas que em rainhas (Lucht-Bertram, 1962; Michener, 1974) e estas estruturas estdo
envolvidas com diversas formas de aprendizado como aquelas desenvolvidas durante a vida adulta
de operdrias (Davis, 2001; Gerber et al., 2004; Liu et al., 1999; Mizunami et al., 1993). Desta forma, a
maior expressdo de dac encontrada em corpo todo de larvas de operdrias por Barchuk e

colaboradores (2007) pode estar relacionada ao desenvolvimento diferencial.

5.2. Sobre o controle da expressdo de dll por Ubx durante o desenvolvimento de pernas posteriores

em castas de abelhas

A identidade dos segmentos distais das pernas e a localizagdo das mesmas apenas no torax
dos insetos é dada pela expressdo de DIl (Abu-Shaar & Mann, 1998; Wu & Cohen, 1999; Cohen et al.,
1993). Andlises de expressao génica de dIl nos segmentos das pernas de operdrias Pw indicam uma
funcdo conservada durante a evolugdo para a expressdao de dll nos segmentos distais, sendo mais
expresso no tarso e basitarso em relagdo aos outros segmentos de abelhas bem como de outros

insetos (revisado por Angelini & Kaufman, 2005). Em Drosophila, dil é expresso também na porg¢do
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distal da tibia (Wu & Cohen, 1999) o que justifica a expressdo encontrada neste segmento em
abelhas por andlises de qRT-PCR.

Nos insetos, a localizacdo da expressao de dll e, conseqlientemente, a localizagao das pernas
apenas no térax é dada pela expressado das proteinas HOX Ubx e Abd-A. Contudo, a expressdo de Ubx
no segmento Al de insetos hemimetabolos e Coleoptera (Bennett et al., 1999) leva a formacgdo de
pleuropddios (pernas derivadas) e ndo a inibicdo da formacdo de apéndices, como pode ser visto nos
insetos holometdbolos como Diptera e Lepidoptera (Vachon et al.,1992; revisado por Angelini &
Kaufman, 2005). Essa repressao de dIl por Ubx é direta por ligacdo ao promotor de dll e dependente
de interagdo com Extradenticle (Exd) (Figura 21-A) (Grenier & Carroll, 2000).

Em abelhas, comparando os perfis de expressao de ubx e dll, tanto em operarias quanto em
rainhas, nota-se uma diminuicdao de transcritos de d/l e um aumento dos de ubx ao longo do
desenvolvimento (Figura 21-B). As imunolocalizagdes de Ubx nas pernas de operarias Pw mostram
maior concentracdo desta proteina na tibia, enquanto os transcritos de dll aparecem em menores
guantidades na tibia que no basitarso em abelhas da mesma fase. O sitio de ligagdo de Ubx e Exd em
Drosophila foi descrito por Ekker e colaboradores (1991) e estudos preliminares in silico (dados ndo
mostrados aqui), indicam que o promotor de dIl em A. mellifera possui o sitio para ligagdo de Ubx,
indicando, indiretamente, que pode haver uma regulagao da expressao de dll por Ubx ao longo do
desenvolvimento e nos segmentos das pernas de abelhas. De qualquer maneira, para confirmar o
controle da expressdo de dll por Ubx, sdo necessarios mais estudos, tais como hibridacdo in situ de

dll juntamente com imunolocalizacdo de Ubx ou ainda knock-down de ubx.
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Figura 21: Inibi¢do de distal-less (dll) por Ultrabithorax (Ubx). A: Evolugdo da fungdo de Ubx, que em Drosophila
se liga ao promotor de dil impedindo a transcri¢do, por ligacdo a um sitio de ligacdo na regido promotora de dll
— modificado de Grenier e Carroll, 2000. B: Expressdo de ubx e dll ao longo do desenvolvimento das pernas
posteriores de operdrias e rainhas de A. mellifera, mostrando a diminuigdo da expressdo de dll (eixo y da
esquerda) com o aumento da expressido de ubx (eixo y da direita), sugerindo uma inibigdo de dIl por Ubx.
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Outro gene Hox da mesma familia de ubx e de funcdo semelhante na regulacdao de dll no
desenvolvimento embriondrio de insetos é abd-A, que parece ser regulado, em operarias e rainhas,
pelos mesmos fatores durante o desenvolvimento diferencial de pernas, entretanto, na fase de pupa

de olho branco se torna muito mais expresso em operarias.

5.3. A fung¢do de Ubx na determinagéo do desenvolvimento diferencial das pernas posteriores de A.

mellifera

Em Ortoptera, a expressao tardia de Ubx e Abd-A nas pernas posteriores, chamadas de
jumping legs, esta associada ao crescimento diferencial destas (Mahfooz et al., 2004). A identidade e
o comprimento das pernas metatoracicas de Drosophila também sdo dados por Ubx (Akam, 1983;
White & Wilcox, 1984; Stern, 2003). Contrariamente, o crescimento diferencial de asas em relagdo
aos halteres de Drosophila é dado pela expressdao de Ubx nos halteres, restringindo de maneira
indireta a expressao de decapentaplegic (dpp) (molécula relacionada ao transforming growth factor
8 - TGFB - em insetos) (Crickmore & Mann, 2006). Entretanto, as abelhas A. mellifera, tanto operarias
quanto rainhas, apresentam o par posterior de pernas relativamente maior que os outros dois,
porém a diferenciacdo de pernas entre as castas se dd por modificacdo da morfologia, ou seja, pela
formacdo da corbicula e outras estruturas caracteristicas de operarias. Na regido onde a corbicula se
forma ha uma cerda solitaria na porg¢do distal da tibia, a qual parece ser mecanossensorial devido ao
tipo de insercdo da cerda ao soquete, enquanto no basitarso ha cerdas mais grossas e curtas que
aquelas presentes na corbicula de operdrias e nas pernas posteriores de rainhas, como podem ser
vistas nas imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura.

A formacgado das cerdas encontradas no basitarso das pernas mesotordacicas de Drosophila é

influenciada pela expressao ectépica de Ubx, que as torna mais grossas e longas, como as presentes
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nas pernas metatoracicas (Rozowski & Akam, 2002). Em A. mellifera, nas pernas posteriores de PP,
ha a expressdo de Ubx na tibia apenas de operarias e no basitarso de ambas. Entretanto, no basitarso
de operarias, de maneira diferente que o observado em rainhas, ha aglomerados de células que ndo
expressam Ubx, cujo arranjo lembra ao da escova-de-polén, que futuramente estara localizada neste
segmento da perna. Tal fato sugere que o arranjo e a localizacdo de cerdas nesta estrutura,
caracteristica de pernas de operdrias, sejam determinados pela auséncia de Ubx nesta fase do
desenvolvimento.

As tibias das pernas mesotordcicas e metatoracicas de Drosophila apresentam cerdas
mecanossensoriais caracteristicas de cada uma. O par de pernas mesotoracico apresenta uma cerda
apical e uma pré-apical, ambas compridas e grossas, enquanto o par de pernas posterior apresenta
apenas a cerda pré-apical, a qual é bem mais fina que a da outra perna. Durante o desenvolvimento,
Ubx é expresso em ambos os discos imaginais, apesar de ser consistentemente mais expresso no par
de pernas metatordcicas (Brower, 1987). Da mesma forma, em abelhas, ha a formacdo de estruturas
casta-especificas nas pernas e maior expressdo de ubx nos discos imaginais e nas pernas de pupas de
operarias.

Rozowski e Akam (2002) estudaram o desenvolvimento diferencial destas cerdas
mecanossensoriais de Drosophila sob a influéncia de Ubx. Com a expressao ectdpica de Ubx no par
de pernas mesotoracicas a cerda apical ndo é modificada, entretanto a cerda pré-apical se torna
semelhante aquela encontrada na perna posterior. Da mesma forma, a remocao de Ubx da perna
metatordcica leva a formacao de cerda pré-apical caracteristica do segundo par de pernas.

Além disto, espécies irmas de Drosophila (D. melanogaster e D. simulans) apresentam uma
regiao denominada “vale nu” na perna posterior, onde n3ao ha tricomas, enquanto D. virilis
(evolutivamente mais distante) ndo apresenta essa regido sem tricomas. Analises de hibridac¢do in
situ mostram maior expressao de Ubx na regido onde ndo hd a presenca de tricomas nas espécies

relacionadas e nenhuma diferenca de expressdo na perna posterior de D. virilis, indicando que a

63



__ Discussao g

presenca mais tardia de Ubx no desenvolvimento inibiria a formacdo de tricomas nas pernas (Stern,
1998).

Na tibia das pernas metatoracicas de abelhas, como dito anteriormente, ha a localizacdo
diferencial de cerdas entre as castas, que nas operarias, caracteriza a corbicula. Observagdes sobre a
localizagdo de transcritos de ubx por qRT-PCR e imunolocalizacdo de Ubx, nas pernas posteriores de
operarias Pw de A. mellifera, indicam transcricdo de ubx em todos os segmentos, mas traducdo e
localizacdo da proteina, apenas nos nucleos da tibia. Também na tibia das pernas posteriores, mas de
pré-pupas de operarias, ha alguns nucleos nos quais ndo se localiza Ubx ou hd menos desta proteina,
revelando um controle local da distribuicdo desta.

Sugere-se que a intera¢do de genes Hox (p.e., Ubx) com elementos regulatorios do complexo
Achaeta Scute (AS-C), em Drosophila, seja responsavel pela alocagdo de cerdas sensoriais individuais
segmento-especifico (Gerhart & Kirschner, 1997; Rozowski & Akam, 2002). Estas cerdas sdo formadas
por distintas identidades moleculares derivadas de uma fina modelagem das pernas durante o final
do estdgio larval e inicio do estagio pupal do desenvolvimento, baseadas nas diferentes morfologias
da ramificacdo do neurbnio associado a elas (Murphey et al., 1989; Rozowski & Akam, 2002). As
interagGes entre os genes homedticos e o desenvolvimento dos drgaos sensoriais deve ter evoluido
independentemente em muitas ocasides, afetando diferentes passos moleculares, nos quais foram
fixadas diferentes interagdes entre Ubx e as vias de desenvolvimento de cerdas individuais, ndo
afetando outras caracteristicas morfoldgicas (Rozowski & Akam, 2002).

Em abelhas, a expressdo tardia de Ubx nas pernas posteriores de operdrias pode ser
responsavel pela regulacdao espaco-temporal do desenvolvimento destas cerdas sensoriais. Assim, os
dados apresentados no presente trabalho indicam que a expressao tardia de Ubx forma um campo
morfogenético durante o desenvolvimento das pernas posteriores de operarias de A. mellifera, o que

localiza diferencialmente as cerdas sensoriais na tibia, caracterizando, como dito acima, a corbicula.
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5.4. A localizag¢do de Ubx fora do nucleo em pernas de pré-pupas de rainhas de A. mellifera

A proteina Ubx ndo foi localizada nos nucleos das células da tibia de rainhas, mas sim em
regides entre os agrupamentos destes. Entretanto, ha alguns controles que precisam ser feitos para
que se possa afirmar se esta marcagao obtida com o anticorpo FP6.87 é Ubx ou Abd-A.

Em andlises de seqiiéncias protéicas preditas de Ubx notam-se quatro regiées de insercdao
em A. mellifera, em relagdo as seqliéncias de Ubx de outros insetos (Figura 22), estas compartilhadas
com N. vitripennis, sendo que duas delas se localizam dentro dos dominios conservados de Ubx
descritos apenas para os insetos. Andlises utilizando-se o SecretomeP (programa que analisa a
probabilidade de proteinas classicamente conhecidas como ndo secretadas, serem secretadas),
prediz que Ubx de A. mellifera, bem como de outros insetos, mas ndo Abd-A de A. mellifera, pode ser
secretado. Coerentemente, andlises utilizando SignalP indicam que Ubx de A. mellifera ndo apresenta

peptideo sinal, podendo ser uma proteina secretada “nao-cldssica”.

1 7% 150 225 300 330

]

Figura 22: Representacdo esquematica dos dominios de Ultrabithorax de A. mellifera descritos por Galant e
Carroll, 2002. Em preto, a seqliéncia protéica; os numeros indicam a posicdo dos aminoacidos na proteina; em
vermelho, dominios conservados entre Onycophora e Insecta; em verde, dominios caracteristicos de Insecta;
em amarelo, inser¢cdes presentes na proteina Ultrabithorax de A. mellifera. O asterisco indica o dominio
Homeobox.
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Sabe-se que Engrailed 2 de galinhas, outro membro das proteinas Hox, pode ser exportado
do nucleo e secretado apds exercer sua fungdo, assim como os HoxC8 de camundongo, ortolégo de
Ubx em vertebrados, e HoxB4 de galinha. Essas proteinas Hox possuem um dominio chamado cEN2-
NES, que permite que as mesmas sejam exportadas do nucleo e secretadas da célula (Maizel et al.,
1999). Desta forma, Engrailed 2 pode ser transportado entre as células, processo o qual é regulado
por uma cinase (CK2) (Maizel et al., 1999; Maizel et al., 2002). Assim, alinhando as seqiiéncias
preditas de Ubx de A. mellifera e seu ortélogo HoxC8 em camundongo, nota-se uma alta identidade
entre ambas na regido do dominio cEN2-NEs (Figura 23). Somando-se este aquele resultado de
SecretomeP, entdo Ubx de A. mellifera poderia ser exportada do nlcleo e secretada, sendo visto fora

do nucleo apenas na tibia de rainhas PP, onde ndo exerceria mais nenhuma funcao.
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Figura 23: Alinhamento da proteina Ultrabithorax de A. mellifera e seu ortélogo HoxC8 em camundongo. O
guadrado vermelho indica a regido descrita por Maizel e colaboradores (1999) como dominio cEN2-NEs de
HoxC8, que torna essa proteina capaz de ser exportada do nucleo, regido de alta identidade entre Ultrabithorax
de A. mellifera (AmUbx) e HoxC8 de camundongo (mHoxC8).
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5.5. Controles extrinsecos do desenvolvimento das pernas posteriores em abelhas

Mesmo nos dias de hoje, pouco se sabe sobre os mecanismos extrinsecos que regulam o
desenvolvimento das pernas em insetos, menos ainda em abelhas. Sabe-se que em Drosophila a
eversdo dos discos é dependente de pulsos de ecdisona, como foi dito anteriormente (Riddiford,
1993), que em Manduca sexta a capacidade de eversdao dos discos imaginais das asas (chamados
early-formed discs, assim como os de Drosophila e A. mellifera) deve-se aos insulin-like peptides, os
guais inibem a acdo do HJ sobre os discos, permitindo o crescimento morfogenético destes,
independente de ecdisona (Koyama et al., 2008). Em abelhas, sabe-se que a inibicdo de TOR, por
rapamycin oferecido na alimentacdo de rainhas no quarto ou quinto estagio do desenvolvimento,
leva a formacdo de pernas de operarias e o aparecimento das chamadas intercastas (Patel et al.,
2007).

E conhecido que o HJ influencia no crescimento e desenvolvimento dos discos imaginais. Na
presenca de HJ os discos apresentam apenas crescimento isomdrfico, ou seja, aumento do nimero
de células, enquanto na auséncia deste hormoénio, os discos apresentam o crescimento
morfogenético (eversdo) (revisado por Truman & Riddiford, 2007), podendo depender de ecdisona
(Drosophila) ou ndo (M. sexta) (Riddiford, 1993; Koyama et al., 2008).

Em M. sexta, larvas impedidas de se alimentar durante o ultimo estdgio larval do
desenvolvimento, ndo evertem os discos imaginais das asas, entretanto, larvas alatectomizadas e em
inanicdo, os discos se desenvolvem normalmente, mostrando uma influencia do HJ na eversdo dos
mesmos (Truman, et al., 2006). No entanto, larvas alimentadas apenas com acgulcar iniciam a
transcricdo de fatores de competéncia para se tornarem pupa, mas ndo se desenvolvem, ao passo
que, se essas larvas forem alimentadas com aglcar e aminoacidos, entdo, se tornardo pupas. Mas, se
sdo alimentadas apenas com aminoacidos ndo chegam nem a expressar os fatores de competéncia

(Koyama et al., 2008). Do mesmo jeito, a injecdo de wortmannin (inibidor da via de sinalizacdo de
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insulina), conduz a expressdo dos fatores de competéncia, enquanto, injecdes de rapamycin (inibidor
de TOR - ligado a resposta a quantidade de aminodcidos) levam ao desenvolvimento normal das asas
(Koyama et al., 2008).

Em abelhas, os niveis de transcritos de TOR sdo maiores em rainhas L3 e semelhantes entre
as castas no quinto estagio do desenvolvimento larval (Patel et al., 2007; Barchuk et al., 2007).
Contudo, os niveis da proteina TOR no corpo todo no quinto estagio larval influenciam o
desenvolvimento diferencial das pernas posteriores (Patel et al., 2007). Os niveis de transcritos de
insulin-like peptide 1 (ILP-1) sdo maiores em rainhas L4 e L5F1, enquanto outros genes da via de
insulina avaliados em abelhas ndo sdo diferencialmente expressos entre as castas no momento da
diferenciacdo das pernas posteriores de abelhas (Wheeler et al., 2006). Uma vez que as vias de TOR e
insulina/IGF estdo ligadas por Akt (ou proteina cinase B-PKB) e FOXO (Forkhead box, Class O), além
de outras proteinas efetoras, deve haver um controle da expressdo de Ubx, através destas vias e
através de TOR, em colaboragdo com ILP-1 (revisado por Mirth & Riddiford, 2007).

Por fim, é possivel pensar em um modelo de regulacdo casta-especifica do desenvolvimento
diferencial das pernas posteriores de A. mellifera. Este seria inicialmente regulado pela alimentacdo
diferencial. A alimentacdo das operarias, baseada em pdlen, mel e pouca quantidade de geléia real,
leva a uma menor expressdo de TOR durante o terceiro estagio do desenvolvimento larval, que induz
a baixa expressao de /LP-1 no inicio do quinto estagio, permitindo a expressdo de ubx nas pernas
posteriores de pré-pupas, caracterizando as pernas de operarias.

A proteina Ubx forma dois dominios morfogenéticos nas pernas posteriores de operarias, um
na tibia ao final do desenvolvimento larval e inicio do desenvolvimento pupal, regulando a
localizacdo de cerdas sensoriais, formando a corbicula; e um segundo, dado pela auséncia de Ubx em
determinadas células do basitarso ao final do desenvolvimento larval, formando a escova-de-pdlen
(Figura 24). O contrario é esperado para rainhas; a alimentacdo destas, que disponibiliza uma maior

guantidade de aminoacidos, ativa a transcricdo de TOR no inicio do desenvolvimento diferencial das
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castas, levando a inibicdo da transcricdo de Ubx nas tibias das pernas posteriores de pré-pupas

impedindo a formacgao das estruturas presentes nas pernas de operarias.
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Figura 24: Representac¢do esquematica do modelo proposto para a diferenciagdo de pernas posteriores em A.
mellifera. Acima genes expressos em rainhas; abaixo, operarias; tons verde claro representam menor
expressdao em relagdo a outra casta; tons verde escuro, maior expressdo; ao fundo, compilagcdo de dados de
titulos de Hormdnio Juvenil em operdrias e rainhas ao longo do desenvolvimento (Hartfelder e Emlen, 2005);
TOR: Target of Rapamycin; ILP-1: insuline-like peptide-1; ubx: ultrabithorax; L1-5: primeiro ao quinto estagios
larvais; as fotos representam as fases onde os genes indicados sdo diferencialmente expressos (L3, L4-L5F1 e
L5PP e Pw).
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6. Conclusodes e consideracgoes finais

A partir dos dados apresentados no presente trabalho, conclui-se que:

v As proteinas, Abd-A, Atx-2, Crc, Dac, DIl, Gug, RFABP e Ubx de A. mellifera possuem

os dominios conservados caracteristicos destas familias;

v A expressdo dos genes atx-2, crc, dac, dll, gug e RFaBP durante o desenvolvimento
das pernas posteriores de abelhas sugerem que estes ndo estdo envolvidos na diferenciacdo da

morfologia especifica de cada casta;

4 A maior expressdo de dac na regido da tibia das pernas posteriores de pupas de olho

branco de operarias de A. mellifera indica um dominio de expressdo deste gene nesta regido;

v ubx e abd-A sdao mais expressos em pernas posteriores de pré-pupas e pupas de olho
branco de operarias, o que juntamente com a localizagdo de suas proteinas em pernas de pré-
pupas de operarias indica a participagdo destes genes na regulacdo da formacgdo de estruturas

casta-especificas.

O presente trabalho, contudo, deixa algumas questbes abertas, como por exemplo, as
diferencas observadas na superficie das tibias das pernas posteriores de operarias e rainhas; as
proteinas que interagem com Ubx durante o desenvolvimento das cerdas e a localizacdo de

neuronios e o tipo de ramificacdo dos mesmos encontrados na base das cerdas da corbicula.
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