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RESUMO

De ovo a embrido: Analise dos genes expressos nas primeiras fases embrionéarias de
Apis mellifera

O inicio do desenvolvimento embriondrio € Unico e possui caracteristicas proprias, onde
cada componente é programado para atuar em um local e hora precisamente definidos.
Em sua fase inicial, o embrido ndo apresenta transcricdo zigotica, sendo mantido por
componentes moleculares depositados pela mée durante a oogénese. A ativacao
transcricional do genoma zigético é coordenada com a degradacdo dos mRNAs de
origem materna, resultando em uma mudanca no perfil transcricional do embrido. Assim,
durante essa transicdo, denominada materno-zigética (MZT), o zigoto estabelece o
controle de seu desenvolvimento. A degradacdo dos produtos maternos ocorre
principalmente pela agéo conjunta de Smaug e Zelda. Em Drosophila melanogaster, a
transcrigdo zigodtica aumenta gradualmente do ciclo 2 ao ciclo 13 do desenvolvimento
embrionario. Zelda € um gene com papel essencial no inicio da embriogénese. A
homologia, a sequéncia deste gene e o0s dominios funcionais s&o altamente
conservados na ordem Hymenoptera, bem como em outras espécies investigadas.
Experimntos piloto detectaram a expressdo zelda logo nos primeiros ciclos do
desenvolvimento embrionario de Apis mellifera, 0 que motivou a investigacdo de outros
genes igualmente importantes nos passos iniciais do desenvolvimento embrionéario. A
partir de bibliotecas RNAseq selecionamos RpL32, troponina C tipo llb, takeout,
engrailed even-skipped, hairy, kruppel e odd-skipped para analise de expressao apartir
de ovadcito (tempo zero, 0), 2 e 6 horas de desenvolvimento. Para isto foram desenhados
primers para as duas formas de transcritos, pré-splicing e pés-splicing, como forma de
validar a transcricdo pelo embrido. Os resultados apontam para uma atividade de
sintese de novos transcritos na primeira hora de desenvolvimento embrionéario. Para
complementar os achados e verificar os ciclos mitéticos daquele periodo, os nlcleos de
embrides dipldides com 1 hora de desenvolvimento apés a postura foram marcados com
DAPI, a fim de verificar os ciclos mitoticos desse periodo. Observamos, com 1 hora de
desenvolvimento, trés ndcleos de clivagem, indicando que eles passaram por dois ciclos
mitéticos, sugerindo uma divisdo assincrona. Esses achados indicam fortemente que
pode haver expressao do gene zigético nos primeiros ciclos mitéticos do embrido de A.
mellifera. Por fim, foi feita a reconstrucdo de redes de interagdo gene — proteinas em
fases iniciais do desenvolvimento embrionério. Os resultados apontam que varios genes
e proteinas podem estar envolvidos nas fases iniciais da ativagdo do zigoto.
Acreditamos que esses resultados certamente ajudardo a esclarecer os primeiros
passos da embriogénese nesse organismo modelo, abrindo novos e promissores
campos para estudos nessa area.

Palavras chave: Apis melifera, embriogénese, transicdo materno-zigotica, smaug, zelda.



ABSTRACT

From egg to embryo: Analysis of genes expressed in early embryonic stages of Apis

mellifera

The onset of embryonic development is unique and has its own characteristics, where
each component is programmed to act in a precisely defined place and time. In its initial
phase, the embryo has no zygotic transcription, being maintained by molecular
components deposited by the mother during oogenesis. The transcriptional activation of
the zygotic genome is coordinated with the degradation of maternally derived mRNAs,
resulting in a change in the embryo transcriptional profile. Thus, during this transition,
called materno-zygote (MZT), the zygote establishes control of its development. The
degradation of maternal products occurs mainly by the joint action of Smaug and Zelda.
In Drosophila melanogaster, zygotic transcription gradually increases from cycle 2 to
cycle 13 of embryonic development. Zelda is a gene that plays an essential role in early
embryogenesis. The homology, sequence of this gene and functional domains are highly
conserved in the order Hymenoptera, as well as in other investigated species. Pilot
experiments detected zelda expression early in the early stages of Apis mellifera
embryonic development, which prompted the investigation of other equally important
genes in the early stages of embryonic development. From RNAseq libraries we selected
RpL32, tropoinin C type llb, takeout, engrailed even-skipped, hairy, kruppel and odd-
skipped for expression analysis from oocyte (time zero, 0), 2 and 6 hours of
development. For this purpose, primers were designed for both transcript forms, pre-
splicing and post-splicing, as a way to validate transcription by the embryo. The results
point to a synthesis activity of new transcripts in the first hour of embryonic development.
To complement the findings and verify the mitotic cycles of that period, the nuclei of
diploid embryos with 1 hour of development after laying were marked with DAPI in order
to verify the mitotic cycles of this period. We observed at 1 hour of development, three
cleavage nuclei, indicating that they went through two mitotic cycles, suggesting an
asynchronous division. These findings strongly indicate that there may be zygotic gene
expression in the early mitotic cycles of the A. mellifera embryo. Finally, the
reconstruction of gene - protein interaction networks in early embryonic development
was performed. The results indicate that several genes and proteins may be involved in
the early stages of zygote activation. We believe that these results will certainly help to
clarify the first steps of embryogenesis in this model organism, opening new and

promising fields for studies in this area.

Key words: Apis mellifera, embryogenesis, genome activation, smaug, zelda.
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1- INTRODUCAO
Como ja dizia o poeta Jodo Cabral de Melo Neto “...0 ovo, e apesar / da pura
forma concluida, / ndo se situa no final: / estd no ponto de partida”. Mesmo que
pareca simples e Obvia essa afirmacdo, a singularidade que € um ovo, ou
embrido, tém despertado o interesse da humanidade desde a antiguidade,
quando Hipdcrates (cerca de 460-377 a.C.) e Aristételes (cerca de 384-322 a.C.)

faziam observacdes sobre os gametas masculino e feminino.

Desde da antiguidade, inGmeros progressos foram feitos na area da
embriologia e no estudo dos zigotos e embrides de diferentes espécies. Porém,
ainda ha muito o que se estudar nessa tematica e um recorte bem interessante
sobre essa fase sdo os momentos iniciais do desenvolvimento embrionério. O
momento da passagem de ovécito para embrido, ou seja, o0 inicio do
desenvolvimento embrionario, um momento Unico e dependente da finalizacédo
da meiose. Além disto, as divisdes celulares durante este periodo tém regras
especiais e sdo dependentes do material biolégico depositado e organizado pela
mae durante o processo de ovogénese. Assim, nao é dificil concluir que o ovo &
uma célula especial, com caracteristicas proprias, onde cada componente esta
programado para atuar em local e momento criteriosamente programados. Em
muitos organismos estudados, as primeiras divisdes celulares ou nucleares,
apos a finalizacdo do processo de meiose, se caracterizam por uma velocidade
rapida e exclusiva desta fase do desenvolvimento, com pouco ou nenhum
aumento no volume do citoplasma. As primeiras mitoses, reguladas pelos fatores
maternos, sao binarias (estdo presentes apenas as fases S e M), as fases de

crescimento G1 e G2, serdo retomadas paulatinamente e constitui também uma
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caracteristica de cada embrido (Newport & Kirschner, 1982a, b). Em alguns
organismos, a velocidade do ciclo de divisédo é ainda mais acentuada pelo fato
de que essas divisbes acontecem sem citocinese, por exemplo, em Drosophila
melanogaster, dentro de 2 horas, os nucleos ja sofreram 13 ciclos mitéticos (Foe

& Alberts, 1983; Shermoen et al., 2010).

A medida que o desenvolvimento avanca, os produtos maternos vao se
extinguindo e séo substituidos pelos transcritos produzidos pelo novo individuo,
0 zigoto, um processo especial denominado Transicdo Materno-Zigotica (MZT)
(Darbo et al., 2013; Siddiqui et al., 2012; Tadros et al., 2007, Tadros & Lipshitz,
2009). Assim, durante o desenvolvimento inicial, ha uma remodelacdo

coordenada do ciclo de divisédo e do perfil transcricional do embrido.

Em modelos como D. melanogaster, Caenorhabiditis elegans e alguns
vertebrados, os eventos iniciais do desenvolvimento sdo relativamente bem
conhecidos. No entanto, até mesmo nestes organismos, aspectos importantes
deste processo estdo por serem descobertos. As abelhas Apis mellifera ainda
sdo pouco estudadas e oferecem, pelo seu modo de desenvolvimento e
determinacao do sexo, possibilidades para o entendimento deste processo. O
sistema de determinacdo do sexo nos Hymenoptera, em que a fémea € diploide
e se desenvolve a partir de um ovo fecundado e os machos de ovos haploides,
ou seja, de ovos nao fecundados, constitui um experimento da natureza, nao
havendo, portanto, necessidade de experimentos muito invasivos para estudo

destas duas modalidades de desenvolvimento.

1.1- Caracterizacéo da ativacao do ovo em insetos
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O processo de ativacdo do ovo € o0 passo inicial em que uma Unica célula,
subitamente, comeca a sofrer mitoses especiais e até certo ponto sincronizadas,
dando origem aos diversos tipos celulares presentes no organismo adulto. A
compreensao dos mecanismos iniciais da ovogénese fornece dados importantes
para o entendimento de como uma unica célula indiferenciada originara tecidos

e orgaos morfolégica e funcionalmente diversos.

Em muitos organismos, ovécitos maduros permanecem paralisados em
um estagio da meiose, sendo que 0 momento em que ocorre esta pausa €
caracteristico de cada espécie. A retomada da meiose ocorre pela ativacdo do
ovo (Von Stetina & Orr-Weaver, 2011). Esse processo ativa vias moleculares e
eventos celulares no ovdcito iniciando o processo de embriogénese. As
mudancas moleculares incluem modificacdes na estrutura da membrana vitelina,
ativacdo de fatores de transcricdo, alteracbes no perfil de proteinas e nas
inumeras familias de RNAs maternos, por meio da traducédo e degradacao, ou
modificacdes pos-traducionais das proteinas ja existentes (Tadros & Lipshitz,
2009, Robertson & Lin, 2013, Kronja et al., 2014). Esses eventos moleculares
dirigem a maioria das mudancas a nivel celular, tais como, finalizacdo da meiose,
fusdo dos pré-nucleos em organismos diploides e preparacdo para a mitose

embrionéaria.

Nos vertebrados e invertebrados, a ativagdo do ovo requer um aumento
no nivel do calcio intracelular (Townley et al., 2006; Whitaker, 2008; Sartain &
Wolfner, 2013). Em muitos casos, essa liberacdo de calcio é causada pela
fertilizacdo do ovo por um espermatozoide. Entretanto, em alguns casos como
nos Diptera e Hymenoptera, a ativacdo do ovo é independente da fecundacéo.

Além disto, em Hymenoptera os ovos nao fertilizados se desenvolvem em
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machos, ou seja, independente da fecundacdo. Em A. mellifera ndo € necessario
ocorrer a fecundacdo para a ativacdo dos ovocitos, sendo que ovos ndo
fecundados originam os zang@es. Nesses casos, é possivel que a ativagdo do
ovo ocorra devido a mudancas no ambiente ibnico, mudancas de pH ou
estimulacdo mecanica durante sua passagem pelo oviduto, independente da

fecundacao, como descrito para D. melanogaster (Tadros & Lipshitz, 2009).

Acredita-se que a ativacdo do desenvolvimento em A. mellifera ocorra em
consequéncia da passagem do ovo pelo trato reprodutivo materno no qual os
musculos semi-circulares que envolvem o oviduto estimulariam mecanicamente
a ativacao do ovo e também por meio do influxo de calcio do ambiente externo

para o interior do ovo (Sasaki & Obara, 2002; Sartain & Wolfner, 2013).

O processo que culmina com a ativagdo do ovo durante sua passagem
pelo oviduto é considerado um periodo de maturacdo do ovdcito, como foi

descrito para D. melanogaster (Hara et al., 2017).
1.2- Fases iniciais da embriogénese

Os primeiros passos da embriogénese nos metazoarios sao rapidos,
precisos e possuem um padrao semelhante. Nos primeiros momentos apds o
término da meiose, ou seja, apds a ativacdo do ovo, ocorrem mitoses rapidas,
apenas com as fases S e M e com um periodo de intérfase curto (Newport &
Kirschner, 1982a, b). Em D. melanogaster, nas primeiras duas ou trés horas,
ocorrem treze divisdes nucleares sinciciais, que geram aproximadamente 6.000
nlcleos ao redor do cortex do embrido. E amplamente aceito que grande parte
da maquinaria que governa o inicio da embriogénese foi depositada no ovacito,

pela mée, durante a ovogénese e sao independentes das informagdes presentes
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no genoma do zigoto. Essa afirmacao foi aceita e difundida durante um longo
periodo e era apoiada nos seguintes fatores: os primeiros ciclos nucleares
ocorrem em menos de dez minutos, fazendo com que a expressédo génica do
zigoto seja, aparentemente, pouco expressiva; os estudos iniciais sobre o tema
nao conseguiam detectar transcricdo antes do oitavo ciclo nuclear; foram
identificadas muitos produtos maternos que estdo presentes nos ovarios e nos
ovacitos em formacao que sdo necessarios, durante a embriogénese, para dar
manutengdo as primeiras divisdes nucleares dos embrides, minimizando as
necessidade de novos produtos sintetizados pelo zigoto na fase inicial (Pritchard
& Schubiger, 1996, ten Bosh et al., 2006 Edgar & Schubiger, 1986). Porém, com
0 avanco das técnicas moleculares, novas evidéncias sobre a atividade precoce

do genoma do zig6tico estao surgindo.

Os primeiros ciclos mitéticos ocorrem aproximadamente a um terco da
regido do polo anterior do embrido. Durante os trés primeiros ciclos mitéticos, os
ndcleos possuem um arranjo levemente esférico, a medida que se expandem
para a regiao posterior. Nos ciclos 4 a 6, 0s nlcleos se expandem ao longo do
eixo do embrido, formando um elipsoide, préximo a periferia. Nas divisdes
seguintes, até o ciclo 10 os ndcleos se organizam no citoplasma cortical,
caracterizando o primeiro estagio de blastoderme sincicial (ciclo 10). A partir do
ciclo 14, se inicia o processo de celularizacdo (blastoderma celular) (figura 1). Ao
longo destas fases iniciais, os ciclos nucleares estdo bem sincronizados, o
espacamento entre os nucleos é regular e os movimentos nucleares séo
semelhantes em quase todos os embrides de D. melanogaster (Ji et al., 2004,

Foe & Alberts, 1983). As primeiras clivagens e as fases de desenvolvimento

embrionario inicial sdo muito semelhantes entre A. mellifera e D. melanogaster,
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entretanto, elas ocorrem em periodos de tempo diferentes, sendo que a clivagem
de D. melanogaster ocorre em, aproximadamente, 1 hora e 20 minutos, enquanto
que a de A. mellifera em 7 horas (Fleig & Sander 1986, Campos-Ortega &

Hartenstein, 1997).

. O

Nucleo
2_
Estagio
Sincicial
3-
4- Blastoderme

Figura 1: Esquema representativo dos primeiros estagios do desenvolvimento de embrido
de D. melanogaster. 1- Zig6to com apenas um nucleo localizado préximo ao polo anterior. 2-
Embrido entre os ciclos 4 a 6, no qual os nucleos de clivagem formam uma estrutura elipsoide
no centro do embrido. 3- Embrido entre os ciclos 10 a 13, quando os nucleos se dirigem para o
cortex. 4- Celularizagdo do embrido com o estabelecimento da blastoderme celular.

1.3- Transcrigao zigética no inicio da embriogénese

O inicio do desenvolvimento embrionario estd sob controle dos
componentes moleculares depositados pela mae. Esses produtos maternos séo
degradados concomitantemente a ativacdo do genoma zig6tico, também por

estes mesmos produtos (Schier, 2007).

Os trabalhos iniciais sobre a MZT, em D. melanogaster, demonstraram

que a producdo de RNA aumenta drasticamente a medida que o embrido se
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desenvolve, desde os estagios iniciais ap0s a postura, até a fase de blastoderme
(Anderson & Lengyel, 1979, Lamb & Laird, 1976). Estudos mais recentes
mostram que a ativacdo do genoma zigético € um processo gradual, que resulta
na expressao de fatores de transcricdo e microRNAs que modelam os processos
moleculares do embrido e que genes como engrailed (en), smaug (smg) e zelda
(zld) possuem expresséo zigotica nos primeiros ciclos embrionarios (Ali-Murthy
et al. 2013; Pires et al. 2016). Esses mesmos estudos apontaram para outros
genes que provavelmente sdo expressos antes da formagédo da blastoderme

(Figura 2).

T2y sT4TsTel7T8foqwlnwT 2 [ W [ W — Jve o

Figura 2: Os niveis de zelda (zld) aumentam aproximadamente 1 hora apdés a fertilizacao.
Transcritos zig6ticos aumentam gradualmente a partir do 2° ciclo até o 13°. No 14° ciclo, milhares
de genes encontram-se trancricionalmente ativos (modificado de: Harrison & Eisen, 2015).

Geralmente, 0s genes que sao transcritos no inicio do desenvolvimento
sdo pequenos e nao possuem introns. Dos 59 primeiros genes expressos
identificados por De Renzis e cols., 70% néo tinham introns (De Renzis et al.,
2007). O comprimento reduzido destas unidades de transcricdo pode ser um
requisito para a expressao inicial devido as divisbes nucleares rapidas neste
momento em desenvolvimento. Dessa forma, como a intérfase nos embrides
iniciais € muito curta, somente genes pequenos e de rapida transcricdo seriam
sintetizados (Shermoen & O'Farrell, 1991). Essas caracteristicas dos primeiros

genes zigoticos provavelmente s&o compartilhadas entre organismos cujo
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desenvolvimento inicial é caracterizado por divisdes rapidas, jA que 0s genes
zigGticos iniciais em zebra-fish também séo, na maioria das vezes, curtos e com
poucos introns (Heyn et al., 2014). Além do tamanho menor dos genes zigoticos
iniciais, ha também um enriquecimento dos fatores de transcricdo que séo
essenciais nos primeiros estagios da embriogénese, quando o genoma esta
sendo gradualmente ativado (De Renzis et al., 2007). Além disso, o0s mMRNAs
ndo séo os unicos RNAs expressos durante o MZT. MicroRNAs (miRs) também
sao expressos (Aboobaker et al., 2005; Biemar et al., 2005; Fu et al., 2014), e
sua expressao coordena a ativacdo do genoma zigotico com a degradacao dos

MRNAs maternos (Bushati et al., 2008; Lund et al., 2009).

Em dipteros, a mudanca da razdo nucleo/citoplasma (N/C) determina o
inicio da transcricéo zigética (Foe & Alberts, 1983; Newport & Kirschner, 1982
a,b; Pritchard & Schubiger, 1996). Esse processo parece ser conservado em
insetos (D. melanogaster), anfibios e zebra-fish (Tadros et al., 2007). Entretanto,
em himendpteros, a relacdo N/C ndo parece ser essencial para ativacao do
genoma zigético (Arsala & Lynch, 2017), sendo mais relevante a atuacao em
conjunto das proteinas Smaug e Zelda. Uma vez que o ovo esteja ativo, Smaug
emprega multiplos mecanismos para desestabilizar quase 2/3 dos RNAs
maternos, sendo que a remocao destes é necessaria para a ativagdo do genoma
zigotico (Smibert et al., 1999; Tadros et al., 2003; Tadros et al.,2007; Benoit et
al., 2009) (Figura 3). Zelda é um fator de transcrigcdo que atua em conjunto com
Smaug, se ligando a motivos denominados CAGGTAG (De Renzis, et. al., 2007)
ou TAGteam (ten Bosch et al. 2006; Sung et al. 2013) e ativando a transcrigéo
de milhares de genes zigéticos (Tadros et al., 2007; Liang et al., 2008; Benoit et

al., 2009; Tadros & Lipshitz, 2009; Nien et al., 2011) (Figura 4). Além disso, Zelda
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€ um remodelador de cromatina, controlando a acessibilidade a cromatina e/ou
modificando histonas na regido na qual se liga (Harrison et al., 2011). Esses
avancgos nas buscas pelos sinais das primeiras expressodes zigéticas foram
fundamentais para que outros genes fossem identificados como essenciais para

o0 desenvolvimento inicial.

e

I Nanos

SRE

Figura 3: Ligagcdo de Smaug ao mRNA materno nanos, na regido de elementos de
reconhecimento de Smaug (SRE), localizado na regiao 3’UTR. Além de Smaug, a proteina
CUP também é recrutada, e essa se liga a elF4AE impedindo a ligacdo com elF4G. Esse
mecanismo leva a repressadoda traducdo do transcrito (modificado de: Vardy & Orr-Weaver,
2007).

4x C2H2
j \ !L‘ ZnF2- 1Az WGETARTERES
‘_ '

naterncs mRNAs zigéticos

NINAS

Figura 4: O fator de transcricdo Zelda modula a transcricdo dos RNAs zig6ticos. O motivo
ZnF2 — JAZ atua inibindo a transcricdo zigoética, enquanto que os motivos C2H2, estimulam a
transcricdo de novos genes (modificado de: Fonseca & Venéancio, 2018).
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1.4- Genes expressos precocemente nos embrides

Os estudos iniciais que apontavam para um genoma zigotico quiescente
nos insetos eram resultados de conclusbes geradas por técnicas pouco
sensiveis a detec¢ao dos transcritos zigoticos. A medida que métodos com maior
sensibilidade se tornam disponiveis, tais como RNAseq e microarranjos de DNA
(RNA), possibilitou identificar transcritos sintetizados pelo zigoto, sendo possivel
concluir que ja nas primeiras horas do desenvolvimento embrionario dos

metazoarios a expressao génica é variavel e dinamica (Arbeitman, 2002).

Cada vez mais, varias evidéncias tém apontado para a expressao de genes
na fase de pré-blastoderme em D. melanogaster. No ciclo 7, quando o embrido
possui aproximadamente 32 nucleos, foi possivel verificar a presenca dos genes
zigoticos engrailed (en), hairy (h), odd skipped (odd), Kruppel (Kr) e even skipped
(eve) (Ali-Murthy et al., 2013). Além disso, foi possivel verificar que o gene
engrailed é expresso pela primeira vez no ciclo 2 e que as mutacdes zigoticas
nesse gene dao origem a diferentes fenétipos antes da formacao da blastoderme

(Ali-Murthy et al., 2013).

Também foi visto em A. mellifera que a expressao zig6tica pode ter inicio
precocemente, com a expressdo de miRNAs e mRNAs, como zld e smg ja nas
primeiras horas ap0s a postura, tanto nos ovos haploides quanto nos diploides
(Pires et al., 2016). A anotacdo do genoma de A. mellifera (Honeybee Genome
Sequencing Consortium 2006) também contribuiu para que comparacdes entre
os genomas de A. mellifera e D. melanogaster pudessem ser feitas nas fases
embrionarias iniciais, porém, nao foram identificados ortélogos para muitos dos

genes de D. melanogaster ativos nesta fase da vida.
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Essas variacbes nos dois genomas poderiam indicar que diferentes
mecanismos estariam atuando na embriogénese inicial dessas duas espécies.
Porém, é possivel encontrar similaridades na expressao de genes e vias que sao
essenciais para a formacédo e manutencdo do padrdo e estrutura corporea do
embrido. Isso ocorre com os genes Hox (homeobox), principais responsaveis
pelo controle do posicionamento e diferenciacdo das células nos embrides
(Campos- Ortega & Hastenstein 1997), sendo que tanto em A. mellifera, quanto
em D. melanogaster, se mostram bem conservados (Dearden et al. 2006). Além
desses, podemos citar também genes envolvidos em na formacdo do eixo
antero-posterior embrionario, como o eve e o paired (prd) (Osborne & Dearden,

2005).

1.5- Resultados preliminares

Com dados prévios obtidos por Pires, 2016 e por Oliveira, 2017, foi possivel
observar que zelda e smaug possuem picos de expressdo em embrides diploides
de A. mellifera. Para zelda, esse pico foi visto em idades entre zero e uma hora
apos a postura, quando comparado com outros pontos da embriogénese (Figura
5). Ja para smaug, foi observado uma maior expresséao no intervalo de 0-2 horas
apos a postura, tanto em embrides diploides quanto em haploides (Pires et al.,
2016) (Figura 6). Como em D. melanogaster a transcricdo zigoética € prematura
e foi detectada ja na segunda divisdo nuclear (Arsala & Linch, 2017) e em A.
mellifera também h& fortes evidéncias de transcricdo nos primeiros ciclos
mitéticos (Pires et al., 2016), acredita-se que zelda e smaug, essenciais para a
o0 inicio da transcricéo, estejam sendo expressos pelo embrido ja nos primeiros

ciclos de clivagem sincicial.
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Figura 5: Perfil de expressao obtido por gPCR dos transcritos de zelda em ovécito maduro
e embrides na fase de clivagem de A. mellifera. H4 uma marcante varia¢éo na fase inicial do
desenvolvimento, seguido de uma queda em E2, estabilizando em seguida (E3, E4, E5) e
voltando a niveis altos em E6. Oh, Ovécito maduro (EQ), 0-1h (E1), de 1- 2h (E2), de 2- 3h (E3),
de 3- 4h (E4), de 4- 5h (E5), de 5- 6h (E6), apds a postura. Cada ponto é a média de trés réplicas
biolégicas e cada uma, um pool de 35 ovos. Barra corresponde a desvio padrdo das réplicas
biolégicas (retirado de: Oliveira, 2017).
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Figura 6: Perfil de expressdo de smaug em ovocitos maduros e embrides haploides e
diploides em bibliotecas de mRNA. Tanto no embrido haploide, quanto no diploide, os niveis
de expressdo do gene smaug aumenta no intervalo de 0-2h, em relacdo ao ponto anterior de
ovocito maduro. Dados retirados da biblioteca de RNA-seq de embrides de A. mellifera
(accession numbers: SRR1538449; SRR1538849; SRR1538934; SRR1538877) (modificado de:
Pires, 2014).

Entretanto, ha fortes evidéncias de que ndo somente esses genes estejam
sendo expressos nas primeiras horas de desenvolvimento embrionario de A.
mellifera. Outros genes como eve, en, h, Kr e odd podem estar sendo transcritos

ja nos primeiros ciclos mitéticos. Além disso, outros genes, sem ort6logos
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conhecidos para D. melanogaster ou com pouca participacdo nas primeiras
fases embrionarias, também foram identificados como sendo expressos na
biblioteca RNAseq de embrides haploides e diploides (accession numbers:
SRR1538449; SRR1538849; SRR1538934; SRR1538877) (Pires et al., 2016).
Neste estudo, foram analisados os genes troponin C type Ilb (TpnClib), protein

takeout (to), smaug (smg) presentes na biblioteca RNAseq.

Dessa forma, uma abordagem mais aprofundada pode ser util na
elucidacdo de questdes como: estariam 0s genes zigotos de D. melanogaster
expressos em fases iniciais também expressos nas fases iniciais de A. mellifera?
Os genes presentes nas bibliotecas de RNA indicados como expressos em
embrides de A. mellifera podem ser validados por analises por gPCR, e se sim,
qual a possivel funcao deles na embriogénese inicial? A analise da estrutura e
das homologias do gene zelda, a fim de confirmar sua identidade em A. melifera,
também sdo importantes. Além disso, informacdes sobre as iferencas quanto as
expressdes zigoticas iniciais nos embrides haploides e diploides em A. mellifera
para os genes selecionados podem elucidar questdes importantes. A reunido de
todas estas informacdes em um Unico grafico de interacdo um estudo
exploratério sobre redes topoldgicas foi iniciado visando abrir novas
possibilidades de estudos que envolvam interacdes entre genes e proteinas.
Esses dados em conjunto podem ser Uteis para melhorar e aprimorar nosso
entendimento sobre os processos de ativagdo do genoma do zigoto em
organismos em que esses processos sao menos estudados, como é o caso de
A. mellifera e, assim, contribuir para abertura de novos caminhos nesta area do

conhecimento.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo analisar a expressao de genes reguladores

nos embrides haploides e diploides de A. mellifera, durante as primeiras divisdes

mitéticas nucleares, que caracterizam a fase de clivagem.

2.2- Objetivos especificos

Analise comparativa da estrutura, dominios funcionais, sequéncia e
relagOes filogenéticas do gene zelda, a fim de validar sua identidade em
A. mellifera.

Andlise do perfil de expressdo dos pré-RNAs e mRNAs de TpnCllb, to e
smg durante fases iniciais (pré-bastodérmicas) de embrides haploides e
diploides de A. mellifera, no intervalo de 0-6h, usando gPCR, para
investigagdo da transcricdo inicial em embrides. Estes genes foram
selecionados de bibliotecas RNA-seq de embrides de A. mellifera,
utilizando como parametro seus niveis de expressao.

Andlise do perfil de expressao dos pré-RNAs e mRNAs de em, eve, h, kr
e odd durante fases iniciais (pré-bastodérmicas) de embrides haploides e
diploides de A. mellifera, no intervalo de 0-6h, usando gPCR, para
investigacdo da transcricdo inicial em embrides. Estes genes foram
selecionados com base em estudos anteriores em embrides de D.
melanogaster.

Contagem de nucleos em embrides diploides de A. mellifera no intervalo
de 0-1h apds a postura, para estimativa das divisdes mitéticas neste

intervalo.
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e Reconstrucdo de redes de interacdo gene — proteinas em fases iniciais do

desenvolvimento embrionario.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Descricao geral do gene zelda

O objetivo inicial deste projeto foi motivado por resultados preliminares
obtidos em experimentos piloto e analise da expressao génica diferencial em
bibliotecas de mMRNA embrionario construidas por sequenciamento de ultima
geracdo, que apontaram O gene zelda como expresso precocemente no

desenvolvimento embrionario de A. melifera.

Para conhecer melhor a estrutura do gene zelda, foi feita uma descricao geral
da estrutura do gene com base nas informacgdes disponibilizadas pelos bancos
de dados de A. mellifera, bem como, uma busca pelos motivos funcionais usando
ferramentas disponiveis no NCBI (National Center for Biotechonology
Information) e anotagdo manual, usando o programa Artemis. Em seguida, foi
feita uma busca por ortélogos de zelda em uma ampla gama de espécies e a
partir da sequéncia de aminoacidos presentes em A. mellifera e foi feito um
Blastp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Johnson et al., 2008). Foram
selecionadas sequéncias de espécies de insetos que apresentaram uma
identidade = 50%, com a sequéncia de A. mellifera. Com essas sequéncias, foi
feito um alinhamento pelo software MEGA® for Windows, Vv.7.0.26
(https://lwww.megasoftware.net) (Kumar et al., 2016), utilizando a ferramenta de
alinhamento MUSCLE (Edgar, 2004). Em seguida, a historia evolutiva foi inferida
usando o método de Neighbor-Joining (Saito & Nei, 1987). As distancias
evolutivas foram calculadas usando o método de correcdo de Poisson
(Zuckerkandl & Pauling, 1965). Os dominios funcionais foram identificados
através de buscas no Banco de dados Pfam v. 32.0 (http://pfam.sanger.ac.uk/)

(Finn et al., 2014) e também em Ribeiro, 2017.
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3.2- Material biologico

Para a realizacao deste experimento foram utilizadas abelhas A. mellifera
provenientes do apiario experimental do Departamento de Genética da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) da Universidade de Sao

Paulo.

3.2.1 - Obtencdo de ovoécitos maduros e de embribes com idades

controladas

Para a obtencdo de ovdcitos maduros, equivalentes a embrides de hora
0, uma rainha fecundada foi dissecada e os ovdcitos localizados mais proximos
ao oviduto foram coletados e armazenados em TRIzol® (Invitrogen) para as

analises posteriores.

Para a obtencdo de embrides com idades controladas, é coletada uma
postura na qual uma rainha é confinada, por 30 e 60 minutos, sobre favos
especificos para postura de zangfes, para coleta de embrides haploides, ou
sobre favos especificos para operarias, para coleta de embriées diploides. Apés
esse periodo, os embrides de 30 e 60 minutos sdo coletados e armazenados.
Para obtencédo de embribes mais velhos, os favos com embriées de 60 minutos
foram colocados em estufa a 34°C, envoltos em pano levemente umedecido, até
completar o nimero de horas desejadas. As amostras com idades que variavam
de 30 minutos a 6 horas foram utilizadas no procedimento de extracdo de RNA
para gqPCR (Tabela 1). Amostras com idade de 1 hora foram utilizadas no
experimento de marcacdo dos nucleos com 4’,6-Diamidine-2’phenylindole

dihydrochloride (DAPI) (Sigma-Aldrich ®).
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Tabela 1: Material biolégico utilizado para os experimentos de qPCR e marcagdo com
DAPI. Os embribes coletados foram separados conforme o niumero de horas apds a postura,
com intervalos variando de 30 minutos a 6h30 minutos. N/A (n&o aplicavel).

Temoo de NuUmero de NuUmero de
Tipo de material Tempo de . PO embrides que amostras
Grupo incubacao na ~ 1A
Postura compdem cada biolégicas
estufa e
amostra (pool) utilizadas
Ovécito maduro EO N/A N/A 10-15 5
Embrido com 30 E 30 min. 0 10-15 S)
minutos
Embrido com 1 E1 1 hora 0 10-15 5
hora
Embrrllao com 2 E?2 1 hora 1 hora 10-15 5
oras
Embrido com 3 E3 1 hora 2 horas 10-15 S)
horas
Embrido com 4 E4 1 hora 3 horas 10-15 5
horas
Embrigdo com 5 ES 1 hora 4 horas 10-15 5
horas
Embrido com 6 E6 1 hora 5 horas 10-15 5
horas

3.3- Analise de expresséao génica por qPCR

3.3.1- Desenho de primers

Os primers para amplificar os transcritos dos genes smaug (smg), troponin

C type llb (TpnClib), protein takeout (to), engrailed (en), hairy (h), odd skipped
(odd), Kruppel (Kr) e even skipped (eve), além do gene normalizador ribosomal
protein L32 (RPL32), foram desenvolvidos pelo programa Primer3

(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm) (Tabela 2).

31


http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm

Tabela 2: Primers propostos construidos pelo programa Primer3. Foram desenhados dois
tipos de primers: os primers POS, que amplificam transcritos ap6s o processo de splicing e
primers PRS, que amplificam transcritos que possuem intron, ou seja, antes do splicing. O primer
reverse foi mantido o mesmo para ambos os tipos de primers (POS e PRS), sendo sempre
desenhado em uma regido de éxon.

Regiao
Gene Sequéncia dos Primers QO T'PO de .P.b
primer | primers | amplificados
Forward
F-5 GGTATGAGAGACGTTCCATC 3' .
smG | R 5 CCCTTTTGTCACACCCTGTT & =en | FeE 135
F- 5 CACGGAAAAGAAGAAAAGTTCG 3 iron | PRS 160
R- 5 CCCTTTTGTCACACCCTGTT 3'
F- 5 TACCCAATACACATAGACTGGGAT 3 .
o R- 5 CCGCTCCTCTGACAGGTAAA 3' Ben | Bk 12
F-5CAGAAAACGTTCAGTCAATAATAATAA 3 inron | PRS 160
R- 5 CCGCTCCTCTGACAGGTAAA 3’
F- 5 GAGGAAGGAAGCGGCAAAT 3 -
Toncllp | R-5 GTTCCCCTCCTTGTCGTAAA 3 Exon™ S FOS 129
P F-5 TCTTCTTAAATCGTGCCTTTCA 3 iron | PRS 145
R- 5 GTTCCCCTCCTTGTCGTAAA 3
F- 5 ACATAATGTCAAGGAACTGGAAGT 3 3
~pL3p | R-5 TTGAGCACGTTCAACAATGG 3 Exon™ S FOS 112
F-5 TGAAATTTATTTTCTTTGATTTACAGG 3 inron | PRS 125
R- 5 TTGAGCACGTTCAACAATGG 3’
F-5 ACGATAGTGGTGGACCTCGT 3 )
fve | R-5 GGTCCATTGAGGACAACGAT 3 Ben | Pes 150
F-5 CCGTTTGCATCATCATTTIGTTCA 3 iron | PRS 167
R- 5 GGTCCATTGAGGACAACGAT 3’
F-5 TACTCGGACAGGCCATCTTC 3 3
- R- 5 CCCTCTTCAATCTTGCCAGT 3’ Exon' S ROS 133
F-5 CGAGGGATTAATGCGATGAT 3' iron | PRS 137
R- 5 CCCTCTTCAATCTTGCCAGT 3
F- 5 GACCACGACCACGAGAAGAT 3 )
A R- 5 GGGTCTTCAGATCGTTTAAGCA 3’ e Lo
F- 5 CCAAAACCTGTGCCAACTCT 3 ion | PRS 158
R- 5 GGGTCTTCAGATCGTTTAAGCA 3’
F-5 TTCACCTGTGGAGTGTGCTC 3 )
“r R- 5 ATGTGGGTCTTGAGGTGGTG 3’ Exon | POS 143
F- 5 ACGGATAATGCACAACATCTCCC 3 ion | PRS 189
R- 5 ATGTGGGTCTTGAGGTGGTG 3’
F- 5 CCACACGGATGAGAGACCTT 3 )
odd | R 5 AGGCTTCTCCTTGCTGTGAA 3 Ben | Fos 103
F-5 CCCTCTCCTCCCAAAAATCTCTGT 3 inron | PRS 150

R- 5" AGGCTTCTCCTTGCTGTGAA 3’
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Foram desenhados dois tipos de pares de primers para cada gene. O
primeiro par foi desenhado em dois éxons diferentes e detecta transcritos de
MRNA que j& passaram pelo processamento de RNA (Pds-processamento-
POS), e 0 segundo par foi desenhado com um dos primers no éxon e 0 outro no
intron, cujo objetivo € amplificar pré-mRNAs que foram transcritos recentemente,
antes do processo de splicing alternativo, com a retirada dos introns (Preé-
processamento- PRS) (Figura 7). Dessa forma, esperamos identificar e avaliar

0s niveis de transcricdo dos produtos maternos e os sintetizados pelo zigoto.

Para o gene zelda, ndo foi possivel utilizar essa abordagem, pois o gene

€ composto por um unico éxon (Figura 8).

8 Exons, 1839pb

77 pb 66 pb 106 pb 96 pb 90 pb 110 pb 72 pb

ATG 214 pb 319 pb | 245 pb | |111 p‘s | 372 pb | |160 pb | | 253 pb | |l65 pb| TAA

Par de Primers- P6s Par de Primers- Pré
processamento- POS processamento- PRS

Figura 7: Esquema do gene smaug, que é composto por 8 éxons, num total 1839 pb. ATG-
cbédon de inicio; TAA- cédon de parada. Modelo dos dois tipos de primers (POS e PRS)
desenhados para esse experimento estdo destacados no esquema acima.
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1 éxon, 1093 pb

ATG TGA
1093 pb

Par de Primers

Figura 8: Esquema do gene zelda, que é composto por um Unico éxon de 1093 pb. ATG-
cbdon de inicio; TGA- codon de parada. Em destaque, a regido utilizada para desenhos do part
de primers.

3.3.2- Extragao do RNA total

Depois de coletados, os materiais biologicos foram colocados em 300 pL
de TRIzol® (Invitrogen) e, em seguida, as amostras foram congeladas a -80°C
até a extracdo do RNA total. As amostras em TRIzol® foram descongeladas a
temperatura ambiente. A cada amostra, foram adicionados 100 pL de cloroférmio
e os tubos foram agitados vigorosamente por 15 segundos e levados a uma
centrifugacdo a 12.000 rpm (centrifuga com raio de 5,5 cm), a 4°C por 20
minutos. Ao final da centrifugacdo, as amostras apresentaram duas fases: uma
fase branca aquosa (onde estava 0 RNA) e outra vermelha (contendo proteinas
e o restante do TRIzol®). A fase branca foi transferida para outro tubo onde foram
adicionados 250 pL de alcool isopropilico e 1L de glicogénio (concentracdo de
10 pg/uL). As amostras foram entdo, armazenadas no freezer -20°C por 48 horas

para que o glicogénio potencializasse a precipitacao.

Apés essa etapa de precipitagdo, as amostras foram retiradas do freezer
e deixadas em temperatura ambiente por 40 minutos. Em seguida o material foi
submetido a uma segunda centrifugacdo a 14.000 g a 4°C por 30 minutos. Apés

a centrifugacédo o sobrenadante foi descartado e-500 pL de etanol 75% foram
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adicionados. Uma nova centrifugacao foi realizada a 10.000 rpm (centrifuga com
raio de 55 cm), a 4°C por 10 minutos para separacdo do RNA total. O
sobrenadante foi descartado com cuidado e os tubos abertos foram colocados
em um termobloco (Digital Dry Bath Incubator) a 55°C por 10 minutos para
evaporacao do alcool remanescente. O RNA foi, entdo, ressuspendido em 15-30
ML de agua ultrapura tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e autoclavada.
Para completa dissolugcdo do RNA precipitado, as amostras foram deixadas em

um termobloco a 55 °C por 5 minutos.

A pureza (estimada por meio da razado 260/280 nm entre os valores da
leitura) e concentracéo (dada em ug/uL) da solucgéao final de cada amostra foram
obtidas por absorbancia éptica a 280 nm, em espectrofotbmetro (NanoDrop®

ND-1000, NanoDrop Technologies).

3.3.3- Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o protocolo SuperScript™ Reverse
Transcriptase Il (200U/ul, Invitrogen). A cada amostra, composta de 1 a 3 pL do
RNA total, foram adicionados: 1 uL de oligo (dt)12-18, 1 L de dNTP Mix e 12 pL
de 4gua estéril e destilada. A mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos, seguido
de rapido resfriamento em gelo. Apos breve centrifugacéo, foram adicionados 5
pL de tampdao First-Strand (5x) (250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI; 15 mM MgCI2),
e 2 uL de DTT (0,1 M). O conteudo dos tubos foi misturado suavemente e
incubado por 2 minutos a uma temperatura de 42°C. Em seguida, foi adicionado
1 pL de SuperScript® Il e a mistura foi incubada por 50 minutos a 42°C. A reagéo

foi interrompida por aquecimento a 70°C durante 15 minutos.

3.3.4- Reacao em cadeia da polimerase (PCR)
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A amplificacdo do cDNA pela técnica de PCR foi feita utilizando-se 10 pL
de Master Mix (Promega), 8 yL de agua autoclavada, 0,5 puL de cada primer
especifico (10 pmol/uL) e 1uL de cDNA. Para a separacao das fitas de cDNA foi
utilizada uma temperatura de 94 °C por 30 segundos, seguido da temperatura
ideal de pareamento especifica de cada primer por 45 segundos e 72 °C por 45
segundos. A temperatura de pareamento utilizada nas amplificagdes por PCR
variou conforme as caracteristicas de cada par de primers. A visualizacdo dos
fragmentos amplificados ocorreu em géis de agarose 1% corados com SYBR®

Safe (Invitrogen) e submetidos a luz ultravioleta.
3.3.5- PCR guantitativa (QPCR)

Primers especificos foram usados para amplificar o cDNA das amostras
de A. mellifera, usando gPCR. As amplificacdes foram realizadas utilizando a
solucdo SyBr Green® (Thermo Fisher Scientific) em termociclador (Step One
Plus™ Real Time PCR System- Applied Biosystem). A mistura da reacao foi
constituida de: 4,8 pL de agua destilada, 7,5 yL de SyBr Green®, 0,6 pyL de

forward primer, 0,6 uL de reverse primer e 1,5 uL de cDNA.

As condi¢cdes de PCR foram iguais para todos os genes testados e foi
adicionado também uma curva de dissociacdo. Para analisar os dados de

expressdo génica foi usado o método 222°T (Livak & Schmittgen, 2001).

Todos os primers utilizados foram checados quanto a sua eficiéncia e,
para tanto, foi construida uma curva padrdo utilizando diluicbes seriadas de
cDNA (sem dilui¢do; 1:10; 1:100; 1:1000 e 1:10000). Os valores de eficiéncia da

PCR (E) foram calculados a partir do valor obtido de slope (obtido para a curva
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padréo) apos as reacdes de curva padrao e utilizando a férmula: E= (10-1)/slope

(Bulletin # 2, Applied Biosystems, 1997).

3.3.6- Anadlise estatistica dos dados de expressao quantitativa

Para o presente estudo, foi utilizada a analise de varidncia one-way
ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, quando foi comparado apenas um fator.
Essas analises foram feitas pelo software BioEstat 5.3 e foi considerada

diferenca significativa valores de p< 0,05 entre cada amostra.

3.3.7- Sequenciamento das regides amplificadas

ApoOs a extracdo do RNA total e sintese de cDNA e PCR, foi realizada uma
purificacdo dos produtos de PCR, antes da reacdo de sequenciamento. Para a
purificacdo da PCR, foi utilizado o PCR purification Kit (Cellco). Inicialmente,
foram adicionados 20 pl DNA, 150 ul de binding buffer, 100 ul de Isopropanol.
Essa solucao foi transferida para uma coluna de separacao dentro de um tubo
de 2 ml e este conjunto foi centrifugado a 10.000 g por 30 segundos. O filtrado
resultante foi descartado e foi adicionado 700 ul de washing buffer, seguido de
centrifugacéo a 10.000 g por 30 segundos. Para a eluicdo foi utilizado 30 ul de
elution buffer, com incubacdo de 1 minuto a temperatura ambiente, seguido de

centrifugacéo a 10.000 g por 1 minuto.

Os fragmentos purificados foram sequenciados nas dire¢cdes forward (F)
e reverse (R) utilizando o kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems) em
sequenciador automatico modelo ABI 3500xL Genetic Analyzer, disponivel no
Laboratério de Genética Molecular e Bioinformatica (LGMB), do hemocentro

FMRP/USP-RP.
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Os eletroferogramas emitidos pelo sequenciador foram interpretados pelo
programa Sequencing Analysis versao5.4 (Applied Biosystems) e analisados no
programa CodonCode Aligner 8.0.2 for Windows. A sequéncia consenso
resultante foi confrontada com o banco de dados GenBank (National Center for

Biotechnology Information - NCBI) utilizando-se BLAST (Altschul et al., 1990).
3.4 - Marcacéao de embrides diploides com DAPI

EmbriGes diploides com 1 hora apds a postura foram coletados e fixados
conforme os procedimentos de fixacdo propostos por Dearden et al. (2009a,
2009b). Apos a fixacao, o corio foi retirado e os embrides foram encubados em
uma solugéo de diamidino-2-fenilindole (DAPI) e PTw (PBS 1x contendo 0,1%
de Tween 20) (1:1) por 50 minutos. Em seguida, os embrides foram lavados 5
vezes por 5 minutos com tampéao PBS. Por fim, os embrides foram transferidos
para uma solucao de glicerol 70% em PTw e montados em laminas histolégicas
com Slow Fade® Gold, observados e fotografados em microscopio confocal

(TCS SP5, Leica).
3.5- Construcao de Redes Génicas
3.5.1- Construcao darede inicial

Primeiramente, foi construida uma rede que mostra as interacdes proteina
-proteina dos genes eve e Kr que estdo relacionados com o0s processos do
desenvolvimento inicial do embrido. As redes foram construidas por meio do
software STRING 11.0 (https://string-db.org/cgi/input.pl), sendo utilizado D.
melanogaster como organismo modelo para realizar as buscas, pois para A.

mellifera, as informacBes genéticas sdo mais escassas. Com 0 objetivo de

38



produzir uma rede com pelo menos 150 n@s, foram utilizadas 200 interagdes e

um valor médio de confianc¢a, correspondente a 0,400.
3.5.2- Andélise topoldgica darede pelo software Cytoscape

Os resultados obtidos no STRING foram analisados fazendo uso do

software Cytoscape 3.7.1 for Windows (Shannon et al., 2003).

A andlise de ontologia génica foi realizada através do banco de dados
Flybase. Com essa analise, € possivel recuperar 0s processos biolégicos que

estdo relacionados com as proteinas que fazem parte das redes.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- Descricéao geral do gene zelda

4.1.1- Comparagédo da sequéncia proteica de Zelda de A. mellifera com as

demais espécies

Durante o desenvolvimento inicial dos metazoarios, os mRNAs maternos sao
gradualmente degradados e sdo substituidos por transcritos embrionarios,
durante a MZT (Tadros & Lipshitz, 2009). Um componente-chave nesse
processo é o fator de transcricao Zelda (zld). Em D. melenogaster, zld apresenta
6 dominios zinc-finger (ZnF) bem caracterizados (Liang et al., 2008). Estudos
recentes mostraram que zld é conservado no grupo Pancrustacea e possui
regides especificas conservadas, como um acidic patch (que esta relacionado
com o recrutamento de proteinas remodeladoras de cromatina) e dois ZnF N-
terminal (ZnF-Novel e ZnF1) (Ribeiro et al., 2017). Porém, o ZnF-Novel aparece
erodido em Diptera (Ribeiro et al., 2017). Quando comparamos o alinhamento
de 19 espécies de insetos (Apis dorsata, Apis florea, Apis mellifera, Blatella
germanica, Bombus impatiens, Bombus terrestris, Ceratina calcarata, Cephus
cinctus, Dufourea novaeangliae, Drosophila melanogaster, Eufriesea mexicana,
Habropoda laboriosa, Helicoverpa armigera, Megachile rotundata, Melipona
guadrifasciata, Nasonia vitripennis, Osmia bicornis bicornis,Orussus abietinus,
Tribolium castaneum), sendo a maioria pertencente ao grupo Hymenoptera, é
possivel perceber que varias regiées sao bem conservadas em quase todas as
espécies (Figura 9). Contudo, algumas regifes relacionadas a dominios de ZnF
nao sdo conservadas em todas as espécies analisadas. Nas regides do ZnF-

Novel e do ZnF-1, esse dominio ndo estd conservado em H. armigera, B.
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germanica e em D. melanogaster. Na regido acidic patch, essas mesmas 3
espécies e T. castaneum, aparentemente, estdo em dissonancia com as demais.
Em relacdo ao ZnF 2, em H. laboriosa, uma parte do dominio néo foi detectada.
Essa falha provavelmente se deve a algum erro de sequenciamento e montagem
do genoma, embora ndo possamos excluir uma alteracéo bioldgica. Os ZnF 3-6,
estdo presentes em todas as espécies do alinhamento, porém as espécies H.
armigera, B. germanica e D. melanogaster novamente apresentam as maiores
diferencas em relacdo as demais espécies do alinhamento. Nas regides
conservadas, é possivel perceber que entre as espécies pertencentes ao grupo
Hymenoptera, de forma geral, observa-se um melhor alinhamento das

sequéncias, quando comparado com os demais.

Pelo alinhamento, foi possivel verificar regides e dominios que estédo
conservados em varias partes do genoma das espécies selecionadas, dando
maior confianga sobre a homologia e conservacdo do gene zld em outras
espécies de insetos. Para dar ainda mais suporte a homologia do gene zld entre
essas espécies, foi construido uma arvore filogenética utilizando apenas a

sequéncia desse gene.
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Species/Abbrv

1. Apis mellifera

2. Apis cerana

3. Apis florea

4. Eufriesea mexicana

5. Ceratina calcarata

6. Megachile rotundata

7. Dufourea novaeangliae
8. Osmia bicomis bicornis
9. Habropoda laboriosa

10. Bombus impatiens

11. Bombus terrestris

12. Melipona quadrifasciata
13. Helicoverpa armigera
14. Blattella germanica

15. Drosophila melanogaster
16. Cephus cinclus

17. Orussus abietinus

18. Nasonia vitripennis

19. Tribolium castaneum
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6. Megachile rotundata LP-8F =lrn|c|= KVENKACY Ll.H.I.FH...IIF Icl. BKRFPLEYLHAEHLEKH - A|
7. Dufourea novaeangliae Lp-NF @ogrHKCc I EcBKVFNKACY LEAHNKSFHEEDKPF KCNACEKRFPLEYLHAEHLEKH - A
8. Osmia bicomnis bicomis Lp - 8F @PErHKCc I EcBKVFNKACY LHEHNKEF HEEDKP F KCNOCEKRFPLEYLHABHLEKH - A
9. Habropoda laboriosa Lp-8F @bErHKC I EcBKVFNKACYLHAHNKEFHEEBKP F ﬂcll BKRFPLEYLHABHLEKH - A
10. Bombus impatiens Lp-8F @DErHKC I EcBK I FNKACY LHBHNKEF HEEBKP Y KCNECEKRFELEYLHABHLLKH - A
11. Bombus terrestris Li_.F @GBErHKCcI EcPKI FNKACYLTBHNKEFHEBBKP Y .cl CEKRFELEYLHABHLEKH - A
12. Melipona quadrifasciata Lp-CF ENErFHKC I EcPKI FNKECY LHAHNKEFHEBDKPF KCNBCEKRFRFBYVHABHLEKH - A
13. Helicoverpa armigera R [ DEEE L@ LKIEBIMBYA------ NKENYEF@nm llIBAIIIIAIAIIIIEIIﬂA VEEE- v
14. Blattella germanica TR KNMBE 1 c 1 BcBKYFNKACY L HEHNKEFHABHKP Y KCBRCEKRFEMECH Y BEHLBKH - A
15. Drosophila melanogaster l“i'-'c'v PBERI KCLECOKEFHKNCY HAHNKErHEBEYPr RCOKCGKRFASEDY Y IWH L ERHRE
16. Cephus cinctus [LI-.F BBEFHKC I BcBKVFNKACY LF@HNKEF HEBDKP F KCNECEKRFPLEYLHAEHLEKH - A
17. Orussus abietinus LB - 3 @BEFHKC I ECPKVFNKACY L@HNKErHEEDKPF KCNACBKRFPLEY LHABEHLEKH - A
18. Nasonia vitripennis ILE- gr ENELHKCIECDKVFNKACYLTEHNKSFHEBBKPF FKCNMCEBKRFPHEYLHAEHLEKH - A
19, Tribolium castaneum el | KPBLYKC I BCBKMFNKACY LH@HNKEFHCEBKP F KCHRCEKR F SNEERHEEH ABKH - 4
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ZnF 5-1682a 1709 ZnF 6-1713a 1734

1734 a 1990

Species/Abbrv .

1. Apis mellifera |||v|c||c||| luﬂ.ll.ﬂlul. CLHEEERRHL -cLHFBEKPYACH - .cll.s IRKBHMMKHLE
2. Apis cerana KPYKCE I CPKAFNHKEDLRRHL -CLHIBERRHL - CLHEBEKP Y ACH - | RKBHMMKHLER
3. Apis florea KPYKCE! cPKAFNHKEBLRRHL - CLHEBERRHL - CLHEBEKPYACH IRKBHMMKHLER
4. Eufriesea mexicana [KPYKCEI CPKAFNHKTDLRRHM - CLHEEERRHM - ct.nll.lﬂnu:. lc KBF I RKPHMMKHLER
5. Ceratina calcarata [KPYKCEI CPKEFNHKEDLRRHL -CLHWBERRHL -CLHEBEKPYACH - lcll.rnll.ﬁ'unl'ﬂvl
5. Megachile rotundata [KPYKCEI cPKAFNHKEDLRRHM - CLHTBERRHM -CLH ,,_l IRKBHMMKHLE

I} :

7. Dufourea novaeangliae [KPYKCE! I.F.HII.LHHHM CLHEBERRHM - CLHEBEKP YA IRKBHMMKHLER
8. Osmia bicomnis bicomis [KPYKCEI CPKAFNHKTBLRRHM - CLHTBERRHM -CLHEBEKP Y A cl NCBKEF I RKPHMMKHLE
-He

9. Habropoda laboriosa ||Iv|c||cﬂ||F|H||=LﬂﬂHL CLHEBERRHL -cLHEBEKPYAC IRKBHMMKHLER
10. Bombus impatiens [KPYKCEI CPKAFNHKEDLRRHM - CLHTEERRHM -CLHTBEKPYAC IRKBHMMKHLE
11. Bombus terrestris [KPYKCEI cCPKAFNHKTEBLRRHM -CLHTBERRHM -CLHTIBEKP Y AC IRKDHMMKHLE
12. Melipona quadrifasciata [KPYKCEI CPKAFNHKTBLRRHM -CLHTBERRHM -CLHTE |vAc| CEKEF I RKBHMMKHL
13. Helicoverpa armigera PLAERNEMKNLESAVPLLLAR- vVEEBARLLAR - vEEEAR .lv.llA.lAHAFll.lVFcc

14, Blattella germanica [KPHKCBACPKAFNHKEBLRRHM - CLHMBERRHM - CLHTEBEKPFECH - | CKKBF | RKBHMLKH

15. Drosophila melanogaster [KPHKCELCPKAFHHKEBLRRHVEA I HEBLRRHVEA | HEELK@HMCD - | CEKEFCRKBHLRKHLER
16. Cephus cinctus [KPYKCE I cCPKAFNHKEBLRRHM -CLHTBERRHM -cLHEEEKPYACH -NCc@

17. Orussus abietinus [KPYKCE!I CPKAFNHKEBLRRHM - CLHTBERRHM - CLHEBEKP Y AC

Ncg
18. Nasonia vitripennis [KPYKCEI CPKAFNHKTDLRRHM -CLHTBERRHM -CLHTEBEKPYACH - KCB
19, Tribolium castaneum [KPHKCBRCPKAFNHKTBLRRHM -cLHEBERRHM -CLHEBEKPFVCE -HcE

Figura 9: Alinhamento de 19 sequéncias de espécies de insetos. As sequéncias foram eleitas de acordo com a porcentagem de identidade no Blast P
(NCBI), em relagdo a sequéncia de zld presente em A. mellifera. Todas as sequéncias analisadas no estudo possuem no minimo 50% de identidade com a
sequéncia de A. mellifera. O alinhamento foi realizado pelo software MEGA®, por meio da ferramenta MUSCLE.
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4.1.2- Arvore filogenética de Zelda

A regido codificadora do gene zelda possui um unico éxon de 1093 pares
de bases (pb), iniciando no start codon ATG (metionina) e terminando no stop
codon TGA e esta localizado no LG 12 - Bee Genome, versédo 4.5. A busca pelos
ortélogos de zelda recuperou 18 insetos com, no minimo, 50% de identidade
com a sequéncia de A. mellifera. Com esses dados, uma arvore filogenética

enraizada foi construida pelo software MEGA® (Figura 10).

Figura 10: Arvore filogenética do gene zelda. Para a construcéo da arvore filogenética foram

og — Megachile rotundata

46 L Oismia bicaornis bicarnis
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Habropoda laboriosa
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Dufourea novaeangliae

36 Eufriesea mexicana

Apis florea

6 100 — Apis mellifera
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Melipona guadrifasciata
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- Bombus impatiens

100 Bombus terrestris
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—a 84 L—— Orussus abietinus
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85 Triboliur castaneum

Helicoverpa armigera

consideradas as seguintes espécies: Apis dorsata, Apis florea, Apis mellifera, Blatella germanica,
Bombus impatiens, Bombus terrestris, Ceratina calcarata, Cephus cinctus, Dufourea
novaeangliae, Drosophila melanogaster, Eufriesea mexicana, Habropoda laboriosa, Helicoverpa
armigera, Megachile rotundata, Melipona quadrifasciata, Nasonia vitripennis, Osmia bicornis
bicornis,Orussus abietinus, Tribolium castaneum. Os clados formados estdo de acordo com o
encontrado com outros trabalhos (Kapheim et al., 2015, Romiguier et al., 2016, Rehan et al.,
2016, Ribeiro et al., 2017, Wheeler et al., 2001). A andlise filogenética foi feita utilizando o
software MEGA®, utilizando o método de Neighbor-Joining.
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A reconstrucdo da historia filogenética do gene zelda nas espécies
selecionadas é um grande desafio, pois apenas uma pequena amostra de
espécies foi selecionada, sendo a maioria pertencente aos Hymenoptera.
Contudo, mesmo que possua alguns nds controversos, uma arvore filogenética
de um gene nos permite enxergar as relacdes entre a sequéncia estudada e

compara-la a filogenias presentes em outros estudos.

Alguns representantes do grupo das abelhas Corbiculata foram incluidos
na analise do gene zelda (M. rotundata, H. laboriosa, E. mexicana, A. florea, A.
mellifera, A. cerana, M. quadrifasciata, B. impatiens, B. terrestris, C. calcarata).
Os Corbiculata incluem as abelhas que apresentam uma eussocialidade
complexa, que é caracterizado por colbnias grandes e perenes e castas
diferenciadas morfologicamente, com comportamentos especializados, como
ocorre nas castas de operaria e rainha. Esse grupo € amplamente estudado para
entender a evolucdo da eussocialidade, que é considerada uma das maiores
transicdes na evolucédo (Kapheim et al., 2015). Com o advento das técnicas de
sequenciamento de genomas, foi possivel obter uma maior confiabilidade entre

as relacdes filogenéticas das espécies.

As outras espécies de do grupo Hymenoptera foram representadas por
abelhas solitarias (O. bicornis, D. novaeangliae, C. cinctus) ou por vespas
(N.vitriennis O. abietinus). Estudos anteriores que tinham como objetivo
estabelecer as relacdes filogenéticas de abelhas corbiculadas (Romiguier et al.,
2016) ou elucidar a transicdo do comportamento social (Kapheim et al., 2015)
fizeram uso dos genomas das abelhas sequenciadas para estabelecer as

relacOes filogenéticas entre as espécies. Os resultados produzidos por esses
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estudos foram utilizados para comparativo com a arvore do gene zelda e foram

aqui trazidos com o intuito de facilitar as comparacdes (Figura 11 e 12).

Megachile rotundata

Exoneura robusta
e Eulaema nigrita

S E
—— Euglossa cordata 3 E v.‘i

— Apis mellifera 1 N

e Apis florea A

Bombus terrestris a B
Bombus impatiens
Frieseomelitta varia ’

Melipona quadrifasciata tl !

Figura 11: Arvore filogenética de 10 espécies de abelhas corbiculadas. As relagdes entre
os clados Apini, Bombini e Meliponini foram utilizados como comparativo com a filogenia do gene
zelda (modificado de Romiguier et al., 2016).
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Arvore filogenética de 10 espécies de abelhas. Com excecdo da espécie L. albipes, todas as
demais espécies de abelhas encontram-se na filogenia do gene zelda (modificado de Kapheim

et al., 2015).
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Além dos Hymenoptera, foram incluidos representantes dos grupos
Blattaria (B. germanica), Coleoptera (T. castaneum), Diptera (D. melanogaster),
Lepdoptera (H. armigera). Para as relacdes de parentesco entre essas espécies,
foram consideradas as ordens das respectivas espécies incluidas na analise

(Figura 13).

-~ - Crustacea
—— Odonata
—— Orthoptera

—— Phasmida

Blattaria

— Heteroptera

— Homoptera

— Coleoptera

—— Hymenoptera
— Lepidoptera
Diptera

Figura 13: Arvore filogenética das principais ordens de insetos. As espécies B. germanica
(Blattaria), T. castaneum (Coleoptera), D. melanogaster (Coleoptera), H. armigera (Lepidoptera)
foram utilizadas na construcdo da filogenia de zelda. Embora seja uma forma generalista e
imprecisa, as ordens representativas de cada espécie foram utilizadas para a comparacao das
arvores aqui apresentadas (modificado de Wheeler et al., 2001).

Na filogenia obtida para o gene zelda, € possivel ver muitas semelhancas
entre as filogenias das figuras 11, 12 e 13. O grupo Apini, Meliponini e Bombini
na filogenia de zelda apresenta a mesma disposicéo dos clados das filogenias
construidas por Kapheim e Romiguier. As espécies M. rotundata, O. bicornis, H.

laboriosa e E. mexicana também apresentam distribuicdo cladistica semelhante
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ao estudo de Kapheim (Figura 12). Uma excecdo € D. novaeangliae, cuja
localizacédo é diferente da proposta por Kapheim. A espécie C. calcarata, C.
cinctus e O. abietinus possuem localizacdo semelhante a filogenia proposta por

Rehan e colaboradores (2016).

Quando tentamos analisar os grupos formados na arvore de zelda,
fazendo uso da ordem de cada espécie, algumas diferencas puderam ser
facilmente notadas. Com base na filogenia proposta por Wheeler (Figura 13),
Lepidoptera e Diptera sdo grupos irmdos. Contudo, na arvore de zelda, as
espécies H. armigera (Lepidoptera) e D. melanogaster (Diptera) ndo sao
espécies irmas, sendo a sequéncia do gene de D. melanogaster mais
semelhante as sequéncias de Hymenoptera. Ja a espécie H. armigera ficou na
condicdo de grupo externo. Isso provavelmente se deve a pouca
representatividade de espécies da mesma ordem, enviesando o resultado da
filogenia. As espécies representantes das ordens Blattaria (B. germanica) e
Coleoptera (T. castaneum) também ndo seguem a distribuicdo de grupos

proposta por Wheeler.

As relacbes filogenéticas se encontram préximas ao proposto pelos
estudos citados, mostrando uma alta conservacdo na sequéncia e estrutura
deste gene, ao menos nas espécies estudadas. Os resultados da busca por
ortélogos para o gene zelda, principalmente em insetos nos quais ja esta bem
caracterizado, podem ser muito Uteis para concluir sobre as funcdes deste gene

no inicio do desenvolvimento de A. mellifera.
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4.2- Escolha de genes candidatos para analise por gqPCR

A analise por gPCR teve por objetivo validar a expressdo de genes
candidatos durante as primeiras horas da embriogénese, no intervalo de 30
minutos a 6 horas, comparando com dados das bibliotecas de RNA. Os genes
propostos inicialmente para essa investigacao foram o fator de transcricado zelda
e o ligante de RNA smaug, que além de estarem relacionados a esse periodo do
desenvolvimento, também apresentaram resultados estimulantes em estudos

anteriores.

Para verificar se outros genes possuiam 0 mesmo comportamento de
zelda e smaug, foram analisadas bibliotecas de RNAseq (mMRNA) de embrides
haploides e diploides de A. mellifera presentes no banco de bibliotecas do
Laboratorio de Biologia do Desenvolvimento de Abelhas (LBDA). Essas
bibliotecas revelaram que alguns genes ndo apresentam expressao em ovocitos
maduros, 0 horas, ou seja, antes que seja feita a postura. Porém, 1 hora apos a
postura ja apresentam algum nivel de expressao, suficiente para ser detectado
pela andlise de transcriptoma. Casos inversos, no qual determinados genes que
se expressam no tempo 0 e, posteriormente, com 1 hora apresentam expressao
nula ou muito baixa também foram selecionados para o estudo. Como excecao,
foi mantido o gene smaug, que apresenta expressdo em ambos os periodos de
desenvolvimento (0 e 1 hora) (Tabela 3). Além desses genes, também foi
incluido na analise o gene normalizador ribosomal protein L32 (RPL32)

(Lourenco, 2008).

Assim, seria esperado que 0s genes que estado expressos 1 hora apos a

postura e ndo sao detectados no tempo O foram transcritos pelo genoma do
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embrido e ndo foram depositados, no ovdcito, pela mée. Para analise dos genes
candidatos, ou seja, transcritos em uma fase inicial da embriogénese, foram
usados os primers PRS, que se ligam na regido intrénica dos mRNAs, o que
significa a amplificacdo de transcritos recém-sintetizados. Dessa forma, se
houver expressdo desses genes acredita-se que eles foram produzidos pelo

genoma zigotico e nao foram depositados no ovocito durante a ovogénese.

Tabela 3: Niveis de expressdo (RPKM) dos genes selecionados de bibliotecas de mRNA,
para validacdo por qPCR. Os genes listados sdo: cuticular protein 21 (CPR21), take-out-like
carrier protein (JHBP-1B), troponin C type Ilb (TpnCllb), protein takeout (to), UDP-
glucuronosyltranferase 1-8 (UDP), matrix-metalloproteinase-14 (Mmp14), calcium-dependent
protein Kinase 4 (PDCALCIUM), smaug (smg) e Ribosomal protein L32 (RpL32). 1H_dipl
(embrides diploides 1 hora ap6s a postura), 1H_hapl (embriGes haploides 1 hora ap6s a postura).

GB_Amel Genes OH 1H_dipl 6H_dipl 1H_hapl 6H_hapl
GB46311 | CPR2L 0 22640421156 0 303.771482608 | 0.3229665836
GBa8492 | JHBP-1B 0 0.7405481077 0 158.342521318 | 0.1584592601
GB48216 | TpnCllb 0 1.5586536186 0 11.3212131498 0
GB42799 o 952.0378315 0 0 0.3520041063 0
GB55864 UDP 9.596366316 0 0.071657904 | 0.2854995137 | 0.0538277639
GB55889 | MmP14 | 83.82544897 0 0 6.6084944834 | 0.1962139012
GB48539 | PDCALCIUM | 8.244200374 0 0 2.0792666184 | 0.0802439496
GB48452 smg 109.14251256 | 307.663912743 | 360.6026778 | 320582141088 | 430.149164699
GB47227 RpL32 438.3421956 | 427.177438869 | 177.8427958 | 1309.35019973 | 143.344138737

Além dos genes escolhidos pelo critério da quantidade de transcritos no
ovocito maduro e no embrido, selecionados de bibliotecas de RNA-seq, também

foram eleitos outros genes para a analise, com base em dados de literatura.

Estudos em D. melanogaster, que também abordavam os primeiros ciclos
mitoticos dos embribes, apontaram que 0 gene engrailed é sintetizado pelo
embrido antes do oitavo ciclo mitético, sendo essencial para a sincronia das

mitoses, funcionamento normal dos ciclos celulares e manutencédo da simetria
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das células polares com a linha média do embrido (Ali-Murthy et al., 2013). Este
mesmo estudo identificou que os genes even-skipped, hairy, Kruppel e odd-
skipped também sao transcritos nos ciclos mitoéticos inicias do embrido. Por esse

motivo, esses genes também se tornaram alvo dos nossos estudos de qPCR.

Os genes que sao transcricionalmente ativados no inicio do
desenvolvimento de D. melanogaster, geralmente, sdo pequenos e ndo possuem
introns. De Renzis et al. (2007) identificou que dos 59 primeiros genes expressos
pelo embrido, 70% ndo possuiam introns. O comprimento reduzido destas
unidades de transcricdo pode ser um requisito para a expressao precoce devido
as divisdes nucleares rapidas neste momento em desenvolvimento (Shermoen
& O'Farrell, 1991). Essa caracteristica dos primeiros genes zigdéticos séo
provavelmente compartilhadas entre organismos cujo desenvolvimento inicial &
caracterizado por divisfes rapidas. Um outro exemplo sdo os genes zigoéticos
iniciais no peixe paulistinha (Danio rerio), que também apresentam poucos ou
nenhum intron (Heyn et al., 2014). Além disso, foi visto que muitos destes genes
sdo fatores de transcricdo, enquanto que aqueles que sdo depositados
maternalmente sao, preferencialmente, genes de manutencao (De Renzis et al.,
2007). Assim como em D. melanogaster e D. rerio, nosso modelo experimental,
aparentemente, também possui essas caracteristicas, uma vez que, dos 30
genes selecionados incialmente na biblioteca de mMRNA de embrides, somente 8
apresentaram as condi¢cfes necessarias para que o desenho experimental fosse
aplicado, ou seja, a0 menos um ou mais introns separando os éxons. Os genes
en, eve, h, kr e odd que fazem parte dos ciclos iniciais da embriogénese de D.

melanogaster também sdo pequenos e apresentam poucos introns.
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Para verificar em quais processos bioldgicos os genes selecionados
estariam inseridos e em quais fases do desenvolvimento esses genes
apresentam pico de expresséo, foi feita uma busca no banco de dados de D.

melanogaster, FlyBase (Tabela 4).
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Tabela 4: Processos bioldgicos dos genes selecionados para as andlises. Os processos bioldgicos dos genes selecionados foram retirados do
banco de dados Flybase. Por essa tabela, é possivel ver que todos os genes participam do processo de desenvolvimento, sendo que a maioria possui pico de

expressdo no estagio embrionario.

Estagio do
Org. Desenvolvi- Resp. ao Ciclo cel./ Expressao Transporte/ Proc. Sist. Comporta- Metabolismo
Sinalizagao Reproducao pico de

cel./biogénese mento estimulo proliferagdo génica localizagéo nervoso mento de proteinas
Genes expressao

Embrionario-

Bl 0-6 horas

Embrionario-

B 0- 6 horas

Embrionario-
0- 6 horas e

18h- 24 horas

Embrionario-

kr 0- 12 horas

Embrionario-

2l 0- 6 horas
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Genes

Org.

cel./biogénese

CPR21

JHBP-1B

TpnCllb

to

UDP

MmP14

PDCALCIUM

smg

RpL32

Desenvolvi-

mento

Estagio do

Resp. ao Ciclo cel./ Expressao Transporte/ Proc. Sist. Comporta- Metabolismo
Sinalizagao Reproducao pico de
estimulo proliferagéo génica localizagéo nervoso mento de proteinas
expressao
Larval- final

Embrionario e

larval

Embrionario e

Larval

Embrionario e

larval

Embrionario e

larval

Embrionario-

0-6horas

Todas as

fases

56



Uma rapida analise da Tabela 4 mostra que os genes candidatos tem
participacdo durante os primeiros passos do desenvolvimento embrionario, o que

nao exclui a participacdo dos mesmos em outras fases do desenvolvimento.

4.3- Analise da expressao de takeout, troponin C e RpL32 em embrides

diploides e haploides no intervalo de 0- 6 horas ap0s a postura

Inicialmente, foi realizado um teste por PCR convencional para amplificar
todos os genes selecionados a partir de amostras do pool de embridbes de O e 1
hora, e a presenca ou auséncia da banda especifica foi analisada em
eletroforese em gel de agarose (Figura 14). Esse teste inicial foi importante para
verificar o tamanho dos transcritos amplificados, eliminando assim a suspeita de
contaminacdo por DNA genémico. Apds essa analise inicial, os primers foram
testados quanto a sua eficiéncia. Nesse teste, somente 0s genes smaug,
takeout, troponin C type llb e RpL32 apresentaram curvas de eficiéncia
satisfatorias para ambos os tipos de primers e, por conseguinte, foram utilizados
nas analises por gPCR. Para garantir que os primers desenhados amplificavam
0S seus respectivos genes, foi realizado o sequenciamento dos segmentos que
foram amplificados por cada primer (Anexo A). Os demais primers nao foram

utilizados a principio.
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Transcrito
POS

RplL32 JHBP-1B to Mmp14

CPR21  TpnCilb UDP PDCALCIUM

1002 180 ool S .‘”.'.m,_._.

smg

Transcrito

PRS

RplL32 JHBP-1B to Mmp14

2mg CPR21 TpnCitb  UDP

PDCALCIUM
100a 180 pb

Figura 14: Andlise em gel de agarose da amplificagcdo dos genes candidatos, por
PCR convencional, usando os primers POS (P6s-processamento) e PRS (Pré-
processamento). No primeiro front (de cima para baixo), estdo presentes as bandas geradas
pelos primers POS e no segundo, PRS. Todos os fragmentos dos genes amplificados possuem
um tamanho esperado (entre 100 e 180 pares de base). Da esquerda para a direita, estdo
presentes o0s seguintes genes: smaug (smg), Ribosomal protein L32 (RpL32), cuticular protein
21 (CPR21), take-out-like carrier protein (JHBP-1B), troponin C type Illb (TpnClib), protein takeout
(to), UDP-glucuronosyltranferase 1-8 (UDP), matrix-metalloproteinase-14 (Mmp14), calcium-
dependent protein Kinase 4 (PDCALCIUM). As amostras biolégicas foram compostas de pools
de embrides antes da postura (0 hora) e 1 hora apds a postura (1 hora). Marcador (M) de 100
pb.

Em virtude das carateristicas Unicas dessa fase de desenvolvimento, foi
visto, nos resultados de gPCR, que o0 gene smaug é melhor candidato a gene
endogeno do que o gene RpL32, tanto para o primer POS quanto para o PRS
em decorréncia da sua expressao estavel, pelo menos no periodo do
desenvolvimento testado. Assim, o0 gene RpL32 também foi analisado,

juntamente com os demais genes, porém nao mais como normalizador.

Os resultados prévios obtidos pela analise de bibliotecas de mRNA de A.

mellifera demonstraram que 0s genes selecionados apresentam expressao
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génica diferencial entre os periodos de 0 e 1 hora de desenvolvimento (Tabela
3). A Figura 15 mostra os resultados das andlises por gPCR, usando primers
POS (A) e os primers PRS (B) em embrides diploides com idades variando de
30 minutos a 6 horas ap0s a postura e também em ovocitos maduros. Na Figura
15 A, é possivel ver que a expressdo do mRNA ja processado de RpL32 se
mantém relativamente estavel até E4. A partir desse ponto, os valores de
expressdo diminuem consideravelmente. Quando observamos os resultados
relativos ao pré-processamento (Fig. 15 B), podemos ver um pico de expressao
em, embrido de 30 minutos (E1/2). Pequenos picos de expressdo também
podem ser identificados em E5 e E6. Essa expressdo em E1/2 pode indicar uma
ativacao precoce do genoma zigético, sendo que, nos préoximos 30 minutos (E1)
esta expressdo ja estd menor, ou seja, ele estd sendo pouco expresso.
Possivelmente, o transcrito produzido em E1/2 no zigoto (Fig. 15 B) passa pelo
processamento de mMRNAS e é detectado até 3 horas apés a postura (E1/2 a E3)
como mostra a Figura 15 A, que é referente aos transcritos de RNA ja

processados.

Os dados mostrados na Figura 15 C e D se referem a expresséo do gene
takeout, mMRNA e pré-RNA respectivamente. O gene takeout apresenta um claro
pico de expressao em ovocitos maduros (EO), seguido de uma grande reducéo
nas demais idades. Em D, um perfil semelhante € observado, embora a
magnitude entre os pontos seja menor. Esse dado sugere que a maior parte dos
transcritos desse gene sédo de origem materna. Entretanto meia hora apés a
postura(E1/2) foi detectado pré-mRNA, ainda que em quantidades pequenas,
indicando que este gene também esta sendo transcrito bem cedo pelo genoma

zigotico.

59



Na Figura 15 E e F temos a expressao do gene troponin C type Ilb, mMRNA
e pré-RNA respectivamente. Um nivel alto de expresséo € observado em ovécito
maduro (EO), sendo que nas demais idades a expresséao € baixa, sendo proximo
a 0, principalmente em E5 e E6. Possivelmente esses transcritos foram
depositados durante a ovogénese, atuando principalmente no ovécito maduro.
Esse transcrito materno, apresenta indicativos de degradacéo logo no inicio da
embriogénese, a0 mesmo tempo em que comeca a ser expresso pelo genoma

do embrido, em E1/2(Figura 15F), se mantendo relativamente estavel.

A Figura 16 mostra os resultados obtidos por gPCR, usando primers POS
(A) e os primers PRS (B), para os genes apresentados na Figura 15, contudo em
embrides haploides com idades variando de 30 minutos a 6 horas ap0és a postura

e também em ovodcitos maduros.

Na Figura 16 A, é possivel ver um pico de expressado de RpL32 uma hora
apos a postura (E1), que corresponde aos mMRNAS ja processados, enquanto
que quando observamos (Figura 16 B) os transcritos ndo processados, a
expressdo € alta em E1/2 e E1, indicando uma possivel expressao zigotica.
Assim, é possivel assumir que o pico em E1 da Figura 16 A seja de transcritos

processados e de origem zigaética.

Na Figura 16 C, relativa ao transcrito do gene takeout ja processado
observamos um pico de expressao ja em 30 minutos apés a postura (E1/2), bem
como em uma hora apos a postura (E1), sendo esse mRNA possivelmente de
origem materna. Isso pode ser afirmado, pois no grafico D n&o foi observado

niveis de transcritos pré-processados expressivos apos a postura.
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Os niveis de expresséo de Troponin C mostrados em E e F da Figura 16
indicam uma possivel atividade do genoma zigotico desde 30 minutos (E1/2),
sendo essa sintese inicial do embrido refletida em E1/2 e E1. Seis horas apos a
postura vemos uma significativa reducao dos niveis de expressdo, o que pode

indicar uma possivel degradacéo dos transcritos ja processados.

Quando comparamos, de forma geral, os perfis de expressdo mostrados
nos graficos dos embrides haploides e diploides, € possivel dizer que ha fortes
indicios de estar ocorrendo transcricdo zigotica nos primeiros ciclos nucleares
do embrido, nos dois tipos de desenvolvimento. Assim, pode ser afirmado que
tanto os embribes diploides, quanto os haploides de A. mellifera possuem
processos de ativacao do genoma zigético ja nas fases iniciais da embriogénese,
como descrito para outros insetos, inclusive D. melanogaster (Tadros et al.,

2007, Benoit et al., 2009, Ali-Murthy, et al., 2013).

Pelo menos para os genes analisados nao foi encontrada uma defasagem de
horério, como proposto por Sasaki & Obara 2002. O atraso no desenvolvimentho
dos embrides haploides, sugerido pelos autores, seria devido a uma espera pela
fertilizacdo, por pelo menos 30 minutos. Contudo, podemos observar uma
modulacao diferencial na expressdao de Troponin C, quando comparamos 0

desenvolvimento haploide e diploide.
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4.4- Andlise da expressdo génica de engrailed, even-skipped, hairy,
Kruppel e odd-skipped em embrides diploides e haploides no intervalo de

0- 6 horas ap0s a postura

Para testar a integridade do material genético, bem como a especificidade
dos primers, foram feitas PCRs convencionais, usando como amostra um pool
de ovécitos maduros e embriées de 1 hora tanto haploide, quanto diploide. Em
seguida, os fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1%
(Figura 17). Pela analise do gel, foi possivel observar que todos os transcritos
formam uma Unica banda e que o tamanho dos segmentos amplificados era o

esperado (entre 100- 150 pb, variando para cada para de primer).

Transcrito POS Transcrito PRS

100a 150 pb-}

Figura 17: Gel de agarose 1% para analise dos fragmentos de RNA amplificados usando-
se primers POS (Pds-processamento) e PRS (Pré-processamento). As cinco primeiras
bandas, da esquerda para a direita, correspondem aos primers de transcritos pés-processados
(POS), e as cinco bandas posteriores correspondem aos primers de transcritos pré-processados
(PrS). Da esquerda para a direita estdo presente os genes: engrailed (en), even-skipped (eve),
hairy (h), kruppel (kr) e odd-skipped (odd). Marcador (M) de 100 pb.
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Apbs a verificagdo dos primers por meio da PCR convencional, foram
feitas as curvas de eficiéncia para cada primer e, em seguida, 0s experimentos
de gPCR. A figura 18 mostra o perfil de expressao dos genes en, eve, h, kr e odd
em embrides diploides. Na figura 18 A, que compreende os transcritos ja
processados, hd uma maior quantidade do gene en em embriées 1 hora apos a
postura (E1). O grafico 18 B é referente aos transcritos pré-processamento e
aponta para uma maior expressao de en a partir da quinta hora apds a postura.
Com isso, é possivel sugerir que os niveis de transcritos observados em E1 (18
A) é decorrente de transcritos de origem materna e os niveis observados em E5

e E6 sdo produtos de origem zigdtica.

A andlise do gene eve pos-processado (18 C) mostra um pico em ovécitos
(EO), e pequenos sinais de expressao de E1 a E4. Na Figura 18 D, referente ao
transcrito de eve pré-processado, observa-se niveis maiores de E1 a E3. Isso €
um forte sinal de que os transcritos vistos em E1 a E4, Figural8 C sejam de

MRNAs zigéticos, ja processados.

Na Figura 18 E, relativa ao gene h pds-processado, ha maior expressao
em ovocitos (EOQ) e 1 hora apds a postura (E1), estes ultimos, provavelmente,
zigoticos. Em 18 F, ocorre um aumento gradual dos transcritos até o ponto E4,

indicando um aumento da sintese zigotica gradualmente.

Nos graficos mostrados na Figura 18 G, observamos dois picos bem
proeminentes em E1/2 e E2 de kr. O primeiro, 30 minutos apoés a postura(E1/2)
€ provavel que os transcritos sejam de origem materna. No entanto, duas horas

apos a postura (E2) pode ser uma mistura de kr materno e produzido pelo
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embrido, pois na Figura 18 H é possivel identificar maior expressdo em E1. Em

E5 e EG6 ja sdo transcritos produzidos pelo embrido.

Os niveis de transcritos do gene odd apdés o processamento estdo
mostrados na Figura 18 |. E possivel observar um EO, de transcritos oriundos da
mae. Na Figura 18 J, a partir de uma hora (E1) ha transcricdo de odd proveniente
do embrido. Contudo, Na Figura 18 | (E1) observamos um pequeno pico,
provavelmente resultante do processamento dos transcritos detectados em E1
(Figura 18J), no entanto, ndo ha mais picos de expressao nas demais horas de
desenvolvimento embrionario, mas sim uma producdo constante, que
provavelmente ndo é processada, como mostra os gréaficos na Figura 18 |, cujos

niveis sdo muito baixos

Os gréficos da Figura 19 A-J correspondem ao perfil de expressédo de
embrides haploides. No grafico da figura 19 A, ha um pico de expresséo de en
em 1 hora ap6s a postura (E1), cujos transcritos podem ser de origem materna
ou zigética, pois no grafico 19 B ha um pico de expressao em E1/2. Também ha

um outro pico em E5 que provavelmente é advinda do embrido.

A figura 19 C, de transcritos pds-processados do gene eve, apresenta
somente um pico de expressao em ovoécito maduro (EO), de origem materna. Ja
na figura 19 D, tem dois picos de expressao nas idades E5 e E6 de transcritos
pré-processados, indicando uma transcricdo zigética do gene eve a partir da

quinta hora em embrides haploides.

O transcrito do gene h poés-processado possui seu maior pico de
expressao meia hora apos a postura (E1/2), e € provavel que seja depositado no

embrido durante a ovogénese, conforme pode ser visto em 19 E. Ja os
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transcritos pré-processados de h tém uma sutil expressdo em E1/2, E1 e E2,

podendo indicar o inicio da transcri¢cdo zigotica deste gene.

A figura 19 G relativo ao gene Kr pos-processado possui um pico elevado
em E1/2, que possivelmente foi depositado pela méde. Em embrides haploides,
ocorre aumento de expressao de transcritos pré-sintetizados em E5 e E6, como

pode ser visto em 19 H.

Na figura 19 |, é possivel identificar um pico de expressédo do gene odd
em ovoécito maduro EO, que é de origem materna. Em 19 J, h& indicios de
expressao zigotica de odd a partir do ponto E1, sendo detectado transcritos até

E6, porém, aparentemente, a quantidade de producéo ndo é constante.

Os dados obtidos para esses genes apontam para pequenas diferencas nos
tempos da ativacdo da transcricdo entre os embrides diploides e haploides,
porém, todos os genes analisados apresentam algum nivel de expressao
zig6tica em, pelo menos, alguma idade estudada. Estudos anteriores em D.
melanogaster mostraram que a ativacdo do genoma zigético € gradual, com
centenas de genes sendo ativados a cada ciclo mitético do embrido (Li et al.,
2014, Lott et al., 2011). Ao mesmo tempo que 0s transcritos zigdticos comecam
a ser produzidos, ocorre a degradacao dos transcritos maternos (Bushati et al.,
2008; Lund et al., 2009). A dinAmica de degradacgéo de transcritos maternos e
expressao de transcritos zigoticos € coordenada por mMRNAs e miRs (Aboobaker
et al., 2005; Biemar et al., 2005; Fu et al., 2014). O fator de transcricdo zelda
pode ativar a expressao de varios genes zigoticos (Kanodia et al., 2012), sendo
possivel que 0s genes analisados sejam regulados pelo proprio. Ja na

degradacdo dos fatores maternos, o gene smaug pode estar interferindo,
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ajudando a desestabilizar a estrutura dos mRNAs depositados durante a
ovogénese (Gotze & Whale, 2014). Porém, ainda assim é bem claro que a
ativacdo do genoma zigoético pode ocorrer nos ciclos iniciais de clivagem de

embrides de A. mellifera.
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(EO) e durante as primeiras fases do desenvolvimento embrionario diploide de A. mellifera (E1/2 a E6 horas). Expresséo relativa de engrailed,
even-skipped, hairy, kruppel, odd-skipped, usando primers especificos para mRNA e pré-RNA, quantificada por g°PCR e analisada usando o método
AACt. Os niveis de expressdo foram normalizados pela expressédo relativa de smaug. Cada barra representa a média e desvio padrao de trés
réplicas bioldgicas. Letras diferentes indicam diferencas significativas determinadas pelas analises por ANOVA one-way e Tukey post hoc, quando

aplicavel (p < 0,05).
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Figura 19: Analise da expressdo de mRNAs (POS, pos-processamento) e pré- mRNAs (PRS, pré-processamento) de ovocitos maduros (EO) e
durante as primeiras fases do desenvolvimento embrionario haploide de A. mellifera (E1/2 a E6 horas). Expresséao relativa de engrailed, even-
skipped, hairy, kruppel, odd-skipped, usando primers especificos para mRNA e pré-RNA, quantificada por qPCR e analisada usando o método AACH.
Os niveis de expressado foram normalizados pela expressao relativa de smaug. Cada barra representa a média e desvio padrao de trés réplicas
bioldgicas. Letras diferentes indicam diferencas significativas determinadas pelas anélises por ANOVA one-way e Tukey post hoc, quando aplicavel (p
<0,05).
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Em D. melanogaster, experimentos de micoarranjos de DNA e embribes
com dele¢cbes cromossdmicas especificas, identificaram no 14° ciclo
mitotico,1158 genes expressos pelo zigoto e 6485 transcritos que sao
maternalmente depositados (De Renzis et al.,, 2007). Outra estratégia para
identificar transcritos zigoticos foi realizada utilizando os polimorfismos em
diferentes linhagens de D. melanogaster, no qual foi possivel identificar 5598
genes exclusivamente maternos, 2210 genes exclusivamente zigoticos e 1195
genes gue tinham origem materna, mas que também estavam sendo expressos
pelo embrido até o 13° ciclo mitético (Lott et al., 2011). Além disso, andlise de
hibridizacao in situ de alto rendimento foi usado para determinar a expressao de
aproximadamente 7000 genes em quatro estagios distintos na embriogénese:
estagios 1 a 3, estagios 4 a 5, estagios 6 a 7 e estagios 8 a 9 (Lecuyer et al.,
2007), sendo que aproximadamente 5000 genes sédo expressos em embrides
nos estagios 1-3, quando o embrido tem até 2,5 horas apGs a postura. Esses
dados, assim como os resultados obtidos por gPCR de ovdcitos maduros e
embrides de A. mellifera indicam que a transcricdo zig6tica em insetos ndo é
comparavel, analogamente, a um degrau, mas sim a uma rampa, na qual aos
poucos vao sendo transcritos novos produtos pelo embrido. Porém, o mais

importante € que este processo se inicia muito antes do que pensava.
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4.5- Marcacdo com DAPI dos nucleos de embrifes diploides com 1 hora

Para a verificagdo do numero de nucleos de clivagem, e em
consequéncia, determinar em qual ciclo mitotico se encontram os embriées com
idade de 1 hora apds a postura, foram feitas marcacdes com DAPI. Foram
encontrados 3 nucleos de clivagens nos embrides diploides, indicando que ao
menos o embrido nessa idade ja sofreu duas divisdes mitéticas (Figura 20). Além
disso, a presenca de trés nlcleos indica que as divisbes podem ser

assincronicas.

Esses resultados nos permitem estimar que durante a primeira hora de
desenvolvimento, o embrido passou por duas mitoses nucleares. Estudos
anteriores que também tentaram estimar o ciclo das primeiras divisées nucleares
mostraram que apds 15 minutos de postura, ocorre a primeira clivagem em A.
mellifera (Sasaki & Obara, 2002). Assim, os embrifes das fotos provavelmente
possuem idade préximas de 30 a 40 minutos apos postura. Quando esses dados
sdo combinados com os resultados de gPCR, é possivel dizer que no intervalo
observado ocorreram pelo menos dois ciclos mitéticos e que genoma de A.

mellifera vai se tornando gradualmente ativo desde as primeiras clivagens.
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Figura 20: Marcacdo com DAPI de embrides diploides de A. mellifera com 1 hora de desenvolvimento apds a postura. As imagens A e B correspondem ao
mesmo embrido em planos de imagem diferentes. Em A é possivel ver dois ntcleos em um plano mais profundo do embrido. Em B é possivel ver um nicleo em um
plano mais superficial do embrido. As imagens C, D, E e F correspondem ao mesmo embrido em planos diferentes. Na imagem C é possivel ver um nico ndcleo em
um plano mais superficial. As imagens D, E e F é de um plano mais profundo do embriéo e nele é possivel ver 2 nlcleos bem proximo de um ao outro. As setas e
circulos brancos indicam a regiao dos nucleos de clivagem de cada embrido. As cabecas de setas laranjas apontam diretamente para os ndcleos de clivagem. Imagens
obtidas pelo microsconio confocal Leica® Sp5 - FMRP-USP.
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4.6- Andalise Topologica de Rede

Para a descricdo completa da funcdo de uma proteina é essencial o
conhecimento sobre seus parceiros de interacdo especificos. As redes de
proteinas sdo um resumo topologico das interacdes das proteinas e é de grande
auxilio para determinar suas fungdes, interagcdes com outras proteinas e também
pode auxiliar no entendimento dos genes e proteinas que estdo sendo,

potencialmente, transcritos e traduzidos.

As redes aqui analisadas sédo de Interacdo Proteina-Proteina (Protein-
Protein Interaction- PPIs) que sdo formadas por contatos fisicos de alta
especificidade, estabelecidos entre duas ou mais moléculas proteicas como um
resultado de eventos bioquimicos, tais como for¢as eletrostaticas (De Las Rivas
& Fontanillo, 2010). Essas redes foram primeiramente obtidas pelo banco de
dados STRING (Szklarczyk et al., 2014) e posteriormente, analisadas pelo

software Cytoscape (Shannon et al., 2003).

4.6.1- Redes das proteinas even skipped (eve) e Kruppel (Kr)

A segmentacdo em embrifes de D. melanogaster € controlada por interacfes de
varias classes de genes (Nuisslein-Volhard and Wieschaus 1980; Nusslein-
Volhard et al., 1985). As informagfes sdo transmitidas em uma progressao
temporal, que vai dos genes gap, para 0s genes pair-rule e, finalmente, para os
genes de polaridade de segmento (Ingham, 1988). O gene even-skipped (eve),
€ tradicionalmente classificado como um gene pair-rule, além de ser um
importante regulador transcricional. Ele é expresso ao longo de todo o embrido

(Frasch et al. 1987) e sua distribuicdo é do polo anterior para o posterior. Além
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disso, foi visto que eve realiza suas fun¢des de 2 a 3 horas apds a postura do

embrido (Goto et al., 1989).

Estudos mais recentes identificaram eve ja nos primeiros ciclos de
clivagem do embrido (Ali-Murthy et al., 2013). Pelo motivo de ser um importante
gene pair-rule, desempenhando um papel importante na segmentacdo dos
embrides, e também por estar sendo expresso nos primeiros ciclos mitéticos

embrionarios, eve foi escolhido para analises de redes topoldgicas.

Kruppel (Kr) € um gene gap, que se expressa no centro do embrido. Ele
€ um dos responsaveis por subdividir o embrido ao longo do eixo antero-
posterior, criando uma regido na qual futuramente irdo se expressar oS genes
pair-rule. Além disso, Kr é responséavel pelo destino das células nos Tubulos de

Malpighi (Hoch, 1994).

As evidéncias disponiveis tém mostrado que Kruppel pode funcionar
adicionalmente como um ativador da expressdo génica. Kruppel se liga a
sequéncia de consenso AAAAC / GGGGTTAA (Rosenberg et al.,, 1986). O
dominio de zinc finger da proteina é formado por dois dominios trans-repressores
evolutivamente conservados (TR1 N-terminal - dominio trans-repressor 1) e C64
(dominio repressor C-terminal) e um Unico dominio trans-ativador fraco (TAL).
Os dois dominios repressores de Kr demonstraram controlar a expressao do
gene pair-rule hairy (La Rosee-Borggreve et al., 1999). Estudos dos ciclos iniciais
de clivagem em D.melanogaster, reportam que Kr é expresso nos ciclos iniciais

de clivagem (Ali-Murthy et al., 2013).
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Rede inicial de eve (Figura 21) e Kr (Figura 22) recuperada do banco de

dados STRING.
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Figura 21: Rede topolégica da proteina even-skipped (eve). Rede criada pelo banco de dados
STRING mostra a interacdo fisica entre a proteina EVE (retdngulo vermelho) e as demais
proteinas que constituem a rede.
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Figura 22: Rede topoldgica da proteina Kruppel (Kr). Rede criada pelo banco de dados
STRING mostra a interacao fisica entre a proteina Kr (retangulo vermelho) e as demais proteinas

que constituem a rede.

Nessas redes, é possivel identificar centenas de ligacdes as proteinas eve
e Kr, sendo que muitas dessas relacdes ndo serdo utilizadas em nossas

analises. Para filtrar melhor as relacdes, foi utilizado o software Cytoscape.
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4.6.2- Andlise das interacdes diretas de eve e Kr.

O gene eve esta presente em varias fases da embriogénese, e por ser um
gene regulador, esta envolvido na regulacdo de varios genes. Na tentativa de
entender um pouco da complexidade das interacdes da proteina eve, uma rede
topologica de interacdes diretas (vizinhos diretos) foi criada pelo software

Cytoscape (figura 23).

Figura 23: Rede topoldgica dos vizinhos diretos de eve. As proteinas presentes na figura
possuem interacdo direta com a proteina eve. terribly reduced optic lobes (trol), shaggy (sgg),
diablo (dbo), egalitarian (egl), groucho (gro), grunge (gug), fruitless (fru), grain (grn), zinc finger
homeodomain 1(zfh1), unc-5 (unc-5), TATA binding protein (Tbp), fushi tarazu (ftz), beaten path
la (beat-la), ladybird early (Ibe).

As proteinas que possuem interacao direta com eve sdo: terribly reduced optic
lobes (trol), shaggy (sgg), diablo (dbo), egalitarian (egl), groucho (gro), grunge

(gug), fruitless (fru), grain (grn), zinc finger homeodomain 1(zfh1), unc-5 (unc-5),
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TATA binding protein (Tbp), fushi tarazu (ftz), beaten path la (beat-la), ladybird
early (Ibe). Essas proteinas foram identificadas para D. melanogaster. Os

homologos dessas proteinas em A. mellifera estdo presentes na tabela 5.

Tabela 5: Proteinas homdlogas as vizinhas de eve de D. melanogaster encontras em A.
mellifera. De todas as proteinas listadas que fazem contato fisico direto com eve, apenas zinc
finger homeodomain 1 (zth1) ndo possui homdélogo em A. mellifera. As buscas pelos homélogos
foi feita pela ferramenta Blastp, disponivel no National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

Organismo
D. BeeBase
FlyBase ID A. mellifera_XP
melanogaster XP ID
Genes

trol NP_001245494.2 | 100284408 | XP_006569679.1 | GB44798
sgg NP_001259193.1 | FBgn0003371 | XP_006567426.1 GB53394
dbo NP_001261892.1 | FBgn0040230 | XP_006558840.1 GB48469
egl NP_726360.3 FBgn0000562 | XP_026298567.1 GB44828
gro NP_001247309.1 | FBgn0001139 | XP_006565473.1 GB41521
gug NP_523973.2 FBgn0010825 | XP_016771698.1 GB54092
fru NP_524397.2 FBgn0004652 | XP_006560812.2 GB17617
grn NP_731211.1 FBgn0001138 XP_016769155 GB41785

zfhl NP_733401.3 FBgn0004606 - -
unc-5 NP_001286450.1 | FBgn0034013 | XP_006558291.2 GB47918
Tbp NP_523805.1 FBgn0003687 XP_623088.2 GB47180
ftz NP_477498.1 FBgn0001077 | XP_006557455.1 GB42142
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Organismo
D. BeeBase
FlyBase ID A. mellifera_XP
melanogaster_XP ID
Genes
Beat-la NP_001285975.1 | FBgn0013433 | XP_026299298.1 | GB53593
Ibe NP_524435.2 FBgn0011278 | XP_016773403.2 | GB47490

Com base nas buscas pelos homologos, foi possivel identificar homologos
de todas as proteinas de D. melanogaster em A. mellifera, com excecéao de zfhl,

para a qual ndo foi encontrado homologo.

Para saber as funcfes das proteinas relacionadas com eve foi feita uma
analise de GO pelo banco de dados FlyBase (Tabela 5). Com excec¢éo do gene
TATA binding protein (Tbp), todos os demais possuem funcfes importantes e
essenciais durante o desenvolvimento. Outra fungédo que se destacou por estar
presente na maioria dos genes analisados foi a de organizacdo celular e
biogénese, cujos processos estdo principalmente presentes durante a

embriogénese.
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Tabela 6: Processos bioldgicos darede de vizinhos diretos de eve. Os processos bioldgicos dos genes que se ligam diretamente a eve foram retirados do
banco de dados Flybase. Por essa tabela, é possivel ver que todos os genes participam do processo de desenvolvimento, com excecao da proteina tbp. O
processo de organizacao celular e biogénese também esta presente em quase todos as proteinas, com excecao de gro e ftz. Retadngulos roxos indicam os
processos biolégicos de genes que possuem homélogos em A. mellifera, retangulos cinzas representam aqueles que ndo possuem homélogos em A. mellifera.

Genes

Org.

cel./biogénese

Desenvol

vimento

Resp. ao

estimulo

Sinalizacéo

Ciclo cel./

proliferacéo

Expresséo

génica

Transporte/

localizacéo

Reproducao

Proc.

Sist.

nervoso

Comportamento

Metabolismo

de proteinas
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fru
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A proteina Kruppel (Kr) também teve seus vizinhos diretos selecionados
e analisados pelo software Cytoscape (Figura 24). As proteinas que possuem
interagcéo direta com Kr sédo: P-element induced wimpy testis (piwi), hopscotch
(hop), Acyl-CoA synthetase long-chain (Acsl), Transcription factor IIB (TflIB),
Transcription factor [IEbeta (TfllIEbeta), Bicoid interacting protein 1 (Binl), seven
up (svp), CG14073, Smrter (Smr), ovo (ovo), fruitless (fru), hunchback (hb),
ecdysone-induced protein 75B (Eip75B), serpent (srp), capricious (caps), Knirps

(kni), C-terminal binding protein (CtBP), Mi-2 (Mi-2).

Figura 24: Rede topolégica dos vizinhos diretos de Kr. As proteinas presentes na figura
possuem interagdo direta com a proteina Kr.

Com o proposito de encontrar os homélogos em A. mellifera das proteinas

listadas da rede de Kr, foi feita uma busca no banco de dados NCBI| e BeeBase
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(Tabela 7). Os resultados encontrados mostram que as proteinas Binl,

CG14073, srp e caps nao possuem homologos em A. mellifera.

Tabela 7: Proteinas homélogas as vizinhas de Kr de D. melanogaster encontras em A.
mellifera. De todas as proteinas listadas que fazem contato fisico direto com Kr, Bicoid
interacting protein 1 (Binl), CG14073, serpente (srp) e capricious (caps) ndo possuem
homélogos em A. mellifera. As buscas pelos homodlogos foi feita pela ferramenta Blastp,
disponivel no National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Organismo
D.
FlyBase ID A. mellifera_XP BeeBase ID
melanogaster XP
Genes

piwi NP_476875.1 FBgn0004872 XP_026300549.1 GB49909
hop NP_511119.2 FBgn0004864 XP_006567752.1 GB44594
Acsl NP_001014511.1 FBgn0263120 XP_006561670.1 GB42732
TflIB NP_001260349.1 FBgn0004915 XP_006569641.1 GB44780
TfllEbeta NP_001163346.1 FBgn0015829 XP_026297680.1 GB40984

Binl NP_001303441.1 FBgn0024491 - -
svp NP_731682.1 FBgn0003651 XP_026296916.1 GB17100

CG14073 NP_001262022.1 FBgn0036814 - -
Smr NP_727634.2 FBgn0265523 XP_026297043.1 GB53206
ovo NP_001162673.1 FBgn0003028 XP_026301718.1 GB51354
fru NP_524397.2 FBgn0004652 XP_006560812.2 GB17617
hb NP_731267.1 FBgn0001180 NP_001239355.1 GB50986
Eip758 NP_001246822.1 | FBgn0000568 | NP_001073579.1 | CB47224
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Organismo
D. BeeBase
FlyBase ID A. mellifera_XP
melanogaster XP ID
Genes

srp NP_001247128.1 | FBgn0003507 - -

caps NP_524056.3 FBgn0023095 - -
kni NP_524187.1 FBgn0001320 | XP_026298877.1 | GB51231
CtBP NP_001014617.1 | FBgn0020496 | XP_006557700.1 | GB43266
mi-2 NP_649154.2 FBgn0262519 | XP_016768938.1 | GB41803

Para saber as fun¢bes das proteinas relacionadas com Kr, foi feita uma
analise de GO pelo banco de dados FlyBase (Tabela 7). A maioria das proteinas
listadas estédo envolvidas nos processos de desenvolvimento, expressao génica

e organizacéao celular/biogénese.

Os dados coletados com as redes topoldgicas das proteinas eve e Kr sao
de carater exploratério, visando dar perspectivas para futuros estudos sobre o
que ocorre no cenario da embriogénese inicial de A. mellifera. Assim,
conhecimentos prévios sobre as interacdes entre proteinas, MRNAs e miRNAs
serdo muito Uteis para dar encaminhamento para as préoximas fases. Estes
resultados preliminares corroboram nossos achados ao analisar a expressao
destes genes durantes as fases iniciais do desenvolvimento embrionario de A.
melifera. Ou seja, as funcdes das proteinas associadas sédo essenciais para a
organizacdo e ritmo das divisbes celulares nos estagios iniciais do

desenvolvimento.
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Tabela 8: Processos hioldgicos da rede de vizinhos diretos de Kr. Os processos biolégicos dos genes que se ligam diretamente a Kr foram retirados do
banco de dados Flybase. Retangulos roxos indicam os processos biol6gicos de genes que possuem homélogos em A. mellifera, retangulos cinzas
representam aqueles que ndo possuem homélogos em A. mellifera.
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Org. Desenvol | Resp. ao Ciclo cel./ Expresséo | Transporte/ Metabolismo Sistema
Sinalizacéo Reproducao Sist. Comportamento
cel./biogénese | vimento | estimulo proliferacé@o génica localizacéo de proteinas imune
Genes nervoso
CG140
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5- CONCLUSAO

Até o presente momento, os dados obtidos indicam que a transcricdo
zigotica se inicia nos primeiros estagios do desenvolvimento embrionario de A.
mellifera, sendo detectado pré-mRNAs dos genes RPL32, Takeout, Troponin C
Type llb, Engrailed, Even-skipped, Hairy, Kruppel e Odd-skipped apds 30
minutos apos a postura. As imagens obtidas dos nucleos de embrides mostram
que, durante a primeira hora ap0s a postura, provavelmente ja ocorreram ao
menos 2 ciclos mitéticos, sendo possivel identificar até 3 nucleos nos embrides.
Além disso, as redes topologicas de proteinas cujos mRNAs se expressam muito
precocemente, justificam, ainda que sejam experimentos preliminares, 0s

achados deste trabalho.
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ANEXO A

RpL32 - Primer F POS RpL32 - Primer F PRS

PREDICTED: Apis mellifera ribosomal protein L32 (RpL32), transcript variant X3, mRNA PREDICTED: Apis mellifera ribosomal protein L32 (RpL32), transcript variant X3, mRNA
Sequence ID: XM_016914656.2 Length: 601 Number of Matches: 1
Sequence ID: XM_016914656.2 Length: 601 MNumber of Matches: 1

Range 1: 413 to 499 GenBank Graphics
Range 1: 397 to 428 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
Score Expect Identities Gaps Strand 120 bits(132) de-27 81/87(93%) 3/87(3%) Plus/Plus
41.0 bits(44) 0.003 26/32(88%) 0/32(0%) Plus/Minus Query &  TTTATGATGCAAA-CAGACA-TTTTGTGCTGAAATTGCTCATGGTGTGAGCAGTAAAAAA
ary 4 ToeTCTTMTICTCATcCre 7 o mnttttinnsinditini
Sbjet 428 'lhl.ulTH'é!l.“'éLlT{'Mé H:[:tl:iélnl éTlé 397 Query 64  CGT-TATCCATTGTTGAACGTGCTCAA 89

PUL UL LR EET LT
Sbjct 473 CGTAMATCCATTGTTGAACGTGCTCAA 499

RpL32 - Primer R

PREDICTED: Apis mellifera ribosomal protein L32 (RpL32), transcript variant X3, mRNA
Sequence ID: XM_016914656.2 Length: 601 Number of Matches: 1

Range 1: 387 to 457 GenBank Graphics

“Score Expect Identities Gaps Strand

109 bits{120) 7e-24 68/72(94%) 1/72(1%) Plus/Minus

Query 13  ACCATGAGCGCTTGTCAGCACAAAATGTTCTGTTTTGCATCATTAAMACTTCCAGTTCCT 72
[LITLELLL 1l I|I|II||II|| LLLELELLEERL PR i eneanetl

Sbjct 457 ACCATGAGCAATT-TCAGCACAAAATTTTCTETTTTGCATCATTAMACTTCCAGTTCCT 399

Query 73  TGACATTATGTA 84

LLLELLELLT
Sbjct 398 TGACATTATGTA 387
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TpnCllb - Primer F POS

PREDICTED: Apis mellifera troponin C type IlIb (TpnCllb), transcript variant X2, mRNA
Sequence ID: XM_026444560.1 Length: 745 Number of Matches: 1

Range 1: 256 to 333 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
121 bits(133) 4e-27 74/78(95%) 2/78(2%) Plus/Plus
Query 17  CACTTCCAAGAGGAGGACGACGAGGCTCTGCAGAAGGAGTTGAAAGAGG- - TACAGGC 7 74

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LLCCLCCLEREEEREEEELett 1 1t
Sbjct 256 CACTTCCAAGAGGAGGACGACGAGGCCCTGCAGAAGGAGTTGAAAGAGGCTTTCAGGCTT 315

ACGACAAGGAGGGGAAC

Query 75
IIIIIIIIIHIIIIIII

Sbjct 316

TpnClIb - Primer R

TpnCllb - Primer F PRS

PREDICTED: Apis mellifera troponin C type IIb (TpnClib), transcript variant X2, mRNA
Sequence ID: XM_026444560.1 Length: 745 Number of Matches: 1

Range 1: 230 to 333 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
159 bits(176) 6e-39 100/104(96%) 3/104(2%) Plus/Plus
Query 9 TCGACTCGTTCTATCGGGTTGCCTGC-ACTTCCAAGAGGAGG -CGACGAGTCCCTG-AGA 65

COCLLLOLERE L EELEEEEEt LR e eeeer Lt Leen il
Sbjct 230 TCGACTCGTTCTATCGGGTTGCCTGCCACTTCCAAGAGGAGGACGACGAGGCCCTGCAGA 289
Query 66  AGGAGTTGAAAGAGGCTTTCAGGCTTTACGACAAGGAGGGG 109
IIlIIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIllI|I

Sbjct 290 AGGAGTTGAAAGAGGCTTTCAGGCTTTACGACAAGGAGGGGAAC 333

PREDICTED: Apis mellifera troponin C type IIb (TpnClib), transcript variant X2, mRNA

Sequence ID: XM_026444560.1 Length: 745 Number of Matches: 1

Range 1: 205 to 291 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
153 bits(169) 8e-37 86/87(99%) 0/87(0%) Plus/Minus
Query 11  CTTCTGCAGAGCCTCGTCGTCCTCCTCTTGGAAGTGGCAGGCAACCCGATAGAACGAGTC 7@

CELLLEREE TREERREe et b e ettt e e ittt
Sbjct 291 CTTCTGCAGGGCCTCGTCGTCCTCCTCTTGGAAGTGGCAGGCAACCCGATAGAACGAGTC 232

GAAATTTAATTTGCCGCTTCCTTCCTC 97

EELLLERETLLELERRL i errnttl
GAAATTTAATTTGCCGCTTCCTTCCTC 205

Query 71
Sbjct 231
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Takeout - Primer F POS

Apis mellifera take-out-like carrier protein (JHBP-1), mRNA
Sequence ID: NM_001011640.1 Length: 991 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) ¥

Range 1: 391 to 481 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
152 bits(168) 7e-37 89/91(98%) 1/91(1%) Plus/Plus

Query 3 CTGTCATCGGA-TCGTACAATCCTCAAGTAGATTTTGTCGCCGATTACAAAATCGAAGGA 61

LOLLEEREREr T JCEEt e e e e e e e e e e e i

Sbjct 391 CTGTCATCGGAATCATACAATCCTCAAGTAGATTTTGTCGCCGATTACAAAATCGAAGGA 458

Query 62  AMAGTGTTGCTTTTACCTGTCAGAGGAGCGG 92

CLLLLCLLEELLLL L nttrniitl
Sbjct 451 AAAGTGTTGCTTTTACCTGTCAGAGGAGCGG 481

Takeout - Primer R

Takeout - Primer F PRS

Apis mellifera take-out-like carrier protein (JHBP-1), mRNA
Sequence ID: NM_001011640.1 Length: 991 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v

Range 1: 383 to 483 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
132 bits(145) 4e-30 91/102(89%) 1/102{0%) Plus/Plus

Query 27 AATCTATACTGTCATCGTGCATCGTACAATCCTCATGTAGATTTTGTCGLCCGATGACGAA

PELLLLLEREenr Connr Lt CERee ety 11l
Sbjct 383 AATGTATACTGTCATCG-GAATCATACAATCCTCAAGTAGATTTTGTCGCCGATTACAAA 441

Query 87  AACGAAGAAAAAGTGTTGCTTTTGCCTGTAAGAGGAGCGGGA 128

I IIIII IIIIIIIIIIIIIII LLLEE TLLEEELLELn
Sbjct 442 GTGTTGCTTTTACCTGTCAGAGGAGLGGGA 483

Apis mellifera take-out-like carrier protein (JHBP-1), mRNA
Sequence ID; NM_001011640.1 Length: 991 Number of Matches: 1

See 1 more title(s) v

Range 1: 368 to 441 GenBank Graphics

Score Expect Identities

113 bits(125)

Query
sbjct
Query
Sbjct

8
441
66
381

Gaps Strand
6e-25 71/74(96%) 2/74(2%) Plus/Minus

TTTGTA-TCGECGACAAAATCTACTTGAGG - TTGTACGATTCCGATGACAGTATACATTT 65
COLULE CRRRERE Tt e veer Leeet PEEeen e e e g

TTTGTAATCGGCGACAAAATCTACTTGAGGATTGTATGATTCCGATGACAGTATACATTT 382

ATCCCAGTCTATGT 79

[LLTETTLLLInTL
ATCCCAGTCTATGT 368
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Smaug - Primer F POS Smaug - Primer F PRS

PREDICTED: Apis mellifera protein Smaug homolog 1 (LOC409472), mRNA PREDICTED: Apis mellifera protein Smaug homolog 1 (LOC409472), mRNA
Sequence ID: XM_006562886.3 Length: 7433 Number of Matches: 1 Sequence ID: XM_006562886.3 Length: 7433 Number of Matches: 1

Range 1: 1202 to 1303 GenBank Graphics Range 1: 1204 to 1284 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand Score Expect Identities Gaps Strand

132 bits(145) 3e-30  96/105(91%) 5/105(4%) Plus/Plus 88.7 bits(97) de-17 71/82(87%) 3/82(3%) Plus/Plus
Query 4 TTGCG-CTTCATCAG-ATAGTTATTTATTTGTCACTCTTAGTTATGAAGAAATGCTGCAA 61 Query. 38 ?f“{(lﬂclﬂ‘l‘ﬁc}ﬂﬂ’{ﬂﬂﬂﬂﬂ?ﬁﬁ”ﬁ”ﬂ?ﬁ?‘m“ﬁcﬁ(T{ 96
oree 1202 Lt Ml AR soee 1200 dottHOAAMA HHAHAHAHI BARU bl e

97 TAACAGAAGAGC-ATAAGCAGL\ 117
Query 62  TTAACTCGAAGAACAATTGCGCCGAACAGGGTGTCGACAAAAGGG 106 Query MAmEEEI

1] IIIIIIIIIII CELLLEEEEnnty Ceeertinel Sbjct 1263 TAATGAAGAACAATTAGCAGA 1284
Sbjct 1262 TTAACT-GAAGAACAATT-AGCAGAACAGGGTGT-GACAAAAGGG 1303

Smaug - Primer R

PREDICTED: Apis mellifera protein Smaug homolog 1 (LOC409472), mRNA
Sequence ID: XM_006562886.3 Length: 7433 Number of Matches: 1

Range 1: 1168 to 1262 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
172 bits(190) Se-43 95/95(100%) 0/95(0%) Plus/Minus

Query 9 ATTGCAGCATTTCTTCATAACTAAGAGTGACAAATAAATAACTATATTTATGAAGACGCA 68

IIIIHIIIIIII|I||III|IIlIIIIIIII|HlIIII|I|I||III||IlIIIIIH
Sbjct 1262 ATTGCAGCATTTCTTCATAACTAAGAGTGACAAATAAATAACTATATTTATGAAGACGCA 1203

Query 89 AAGTTTTAAGCCACGATGGAACGTCTCTCATACCA 103

FOLLEECLEERLEEE L e e iiitirl
Sbjct 1202 AAGTTTTAAGCCACGATGGAACGTCTCTCATACCA 1168

Anexo A: Alinhamento das sequéncias obtidas pelo sequenciamento dos produtos de PCR dos genes candidatos, com sequéncias génicas
depositadas no banco de dados do NCBI. As sequéncias do fragmento obtido por sequenciamento dos genes RpL32, TpnCllb, To e smg foram alinhadas com
as sequéncias dos respectivos genes depositadas no banco de dados do NCBI.



