Capitulo Il

INSECT BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY

Identificacdo de genes e proteinas do sistema olfatério em larva
da abelha sem ferrao Melipona scutellaris e seu possivel papel na
diferenciacao de casta.

Resumo

As abelhas do género Melipona apresentam um complexo mecanismo de diferenciagao de
castas, diferente de todas as outras abelhas. Dois genes com dois alelos cada seriam
responsaveis pela diferenciagdo de casta. Larvas duplo heterozigotas produzem
significativamente mais hormaonio juvenil do que homozigotas para um ou ambos os genes,
resultando em fendtipo de rainha. O alimento € um fator limitante para diferenciagao de
castas. N&o existe alimentagao diferenciada (tanto em qualidade quanto em quantidade).
No entanto, alimentacédo larval abaixo de um limiar, diminui significativamente a produgao
de rainhas. O polifenismo presente neste género representa uma nova ferramenta para o
entendimento de como as condigcbes ambientais interagem com o genoma levando a
diferentes trajetérias desenvolvimentais. Neste trabalho, clonamos, sequenciamos e
detectamos transcritos dos genes MscuCSP2, MscuCSP6, MscuOBP4 e MscuOBPS. A
expressado da proteina recombinante MscuOBP8 e o desenvolvimento de um anticorpo
monoclonal permitiu detectar a proteina MscuOBP8 nativa nos estagios larvais do
desenvolvimento L2, L3 (L3-1, L3-2, L3-3), LPD e LD de M. scutellaris. A predicdo de um
modelo 3D da MscuOBP8 permitiu verificar sua caracteristica anfipatica, corroborando
para a fungdo carreadora de moléculas hidrofébicas tais como substancias volateis,
caracteristica dessa classe de proteinas. Uma vez que compostos volateis estao
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associados a ativagdo do sistema enddcrino e, subsequente, efeito fisioldgico e
comportamental em individuos adultos de abelhas, nds hipotetizamos que genes do
sistema olfatério, como o MscuOBP8, podem estar envolvidos no transporte moléculas
volateis provenientes do alimento larval e, através de segundos mensageiros, em estagios
larvais especificas, controlando os titulos de horménio juvenil e levando ao
desenvolvimento do fendtipo de rainha em M. scutellaris, em individuos duplo-
heterozigotos para os genes determinantes de casta, quando bem alimentados.

Palavras-chave: Melipona scutellaris, odorant binding protein , chemosensory protein,
diferenciagao de casta.
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1 Introducgao

Ha muito tempo a humanidade ja conhece a devida importancia das abelhas no meio
ambiente, uma vez que a polinizagdo € uma atividade critica do ecossistema para a
producdo de comida e subsisténcia humana (Klein et al., 2007). Contudo, a polinizagao é
de longe importante n&o apenas para a produgédo de comida, ela é essencial também para
reprodugdo sexual das plantas, garantindo a transferéncia da informagédo genética e
promocé&o da diversidade genética (Hein, 2009).

Uma caracteristica importante dos insetos sociais € a comunicagdo. As abelhas se
utilizam de varias maneiras para se comunicar tais como: recursos sonoros, visuais,
quimicos ou contato fisico. Apis mellifera informa a localizagdo da fonte de alimento por
meio de dangas e recursos sonoros e quimicos (contato pela antena)(von Frisch and
Lindauer, 1956; Wenner, 1962a, 1962b). Nos meliponineos ha varios meios de
comunicagdo dentre eles: recursos sonoros (frequéncia do bater das asas), visuais
(movimento de zigue-zague durante o v60), contato fisico (campeiras comem parte do
polen que esta na corbicula da coletora), quimico (odor - trilhas de cheiro), muito comum
em Melipona (Kerr et al., 1963; Michener, 1974). Sendo que, a mensagem quimica
representa cerca de 90% dos mecanismos de comunicagdo nos insetos sociais (Wilson,
1990).

Em Apis mellifera os ferombénios desempenham um papel fundamental na
comunicagdo, sendo que o queen retinue pheromone (QRP) e o queen mandibular
pheromone (QMP) s&o feroménios constituidos por uma mistura de varios outros
componentes com atividades especificas. Esses feroménios produzidos principalmente
pelas glandulas mandibulares da rainha modulam muitos aspectos fisioldgicos e
comportamentais criticos para a organizagéo social da colbnia, tais como, atrair operarias
a rainha, inibir o desenvolvimento ovariano em operarias, promover a transicdo de
nutridora para forrageira. A glandula de Dufour sintetiza compostos de acordo com a
casta; enquanto ésteres com 28 a 38 carbonos estdo associados as rainhas, o alcool
ecoseindico esta associado as operarias que nao estdao em atividade de postura de ovos;

portanto, estes compostos se apresentam, aparentemente, como um sinal de controle da

68



fertilidade (Abdalla and Cruz-Landim, 2001; Martin and Jones, 2004; Trhlin and Rajchard,
2011).

Enquanto a diferenciagéo de castas em Apis e nos Meliponini (exceto Melipona) é dada
pela quantidade e qualidade do alimento (Hartfelder et al., 2006), em Melipona o alimento
esta associado ao fator genético no que se refere a produgéo de rainhas e operarias (Kerr,
1950). Caracteristicas morfologicas e comportamentais nas diferentes castas em Melipona
pode ser resultado de estimulos ambientais que atuam no sistema enddcrino ativando vias
alternativas de expressdo de determinados genes durante estagios especificas do
processo de desenvolvimento (Hartfelder and Emlen, 2012).

O sistema olfatorio pode representar um importante mediador entre o estimulo
ambiental e genes envolvidos na diferenciacdo de casta em M. scutellaris, uma vez que
esta presente na maioria dos aspectos fisioldgicos dos insetos. Em insetos sociais, como
em Apis, o sistema olfatério € responsavel por captar, ndo somente feroménios, mas
também moléculas de odor presentes no ar e traduzir esse sinal quimica em uma resposta
fisioloégica capaz de manter a coeséo interna da colbnia (Foret and Maleszka, 2006). Neste
aspecto a capacidade de detectar, processar e responder a feromonios e outras moléculas
sinalizadoras emitidas por outros individuos da colénia se torna muito importante.

Nos insetos, o reconhecimento e discriminagdo de milhares de odorantes séao
mediados pelos neurbnios olfatérios (ORNs) que estdo envolvidos por um ambiente
aquoso (linfa) que atua como uma barreira para moléculas volateis e lipofilicas. Odorant-
binding proteins (OBPs) e Chemosensory proteins (CSPs) s&o proteinas do sistema
olfatério dos insetos que atuam como carreadoras responsaveis pelo reconhecimento,
transporte através linfa da sensila e entrega de moléculas hidrofébicas, feromoénios,
semioquimicos e volateis, aos receptores (ORs) presentes nos neurdnios olfatorios. Elas
atuam fazendo a ligacdo do meio externo aos ORs, solubilizando os ligantes e
contribuindo para a sensibilidade do sistema olfatorio dos insetos (Briand et al., 2002;
Foret and Maleszka, 2006; Leal, 2013; Pelosi et al., 2005; Tegoni et al., 2004).

Embora o papel fisiologico dos OBPs e CSPs ainda n&o seja bem definido, a
expressdo desses genes em tecidos nao-olfatéorios e em diferentes estagios do
desenvolvimento, tais como em ovo, periodo embrionario e estagios pupais em Apis,

ressalta seu importante papel como proteinas carreadoras (Foret and Maleszka, 2006;

69



Wanner et al., 2005). Na formiga cortadora-de-folhas, Atta vollenweideri, uma espécie de
inseto social da ordem Hymenoptera, foi encontrado um padrdo de expresséo de genes do
sistema olfatorio especifico de acordo com a casta (Koch et al., 2013).

A biologia, aspectos da diferenciacdo de casta em M. scutellaris e genes do sistema
olfatério, diferencialmente expressos, selecionados com base em dados de transcriptoma
da glandula corpora allata de larvas L3 de M. scutellaris (dados ainda ndo publicados),
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, motivaram a realizagao deste trabalho. O objetivo
deste trabalho foi detectar, amplicar, clonar, caracterizar genes do sitema olfatério de M.
scutellaris, expressar a proteina recombinante MscuOBP8, selecionar um anticorpo
especifico para essa proteina e detectar avaliar a expressao da proteina nativa em
diferentes fases do desenvolvimento. Nos apresentamos neste trabalho os primeiros
genes do sistema olfatorio descritos para esta espécies de abelha, que ainda ndo possui
genoma anotado, sugerindo envolvimento destes genes como possiveis mediadores na

cascata de ativacédo de genes responsaveis pela diferenciacéo de castas.
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2 Material e Métodos
2.1 Amostra biolégica e extragdo do RNA total

Larvas nos estagios de desenvolvimento, primeiro estagio (L1), segundo estagio
(L2), terceiro estagio (L3), pré-defecante (LPD) e defecante (LD) de M. scutellaris foram
coletadas no Meliponario da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG (S 180
55’/ W 450 17°). O RNA total foi extraido de até 3 individuos para os estagios L1 e L3, e de
um individuo para os estagios L3, LPD e LD utilizando o kit SV Total RNA Isolation System
(Promega, USA) para cada extragdo. Os experimentos foram conduzidos no Laboratoério
de Ecologia Quimica Honorary-Maeda Duffey na Universidade da Califérnia (UC, Davis) e
no Laboratorio de Genética da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

2.2 Trancricao reversa e PCR das sequéncias codificantes (CDS)

As reagdes de transcrigdo reversa foram realizadas a partir de um pool de 1 ug de
RNA total (Larvas L3, LPD) , primer Oligo dT¢s (IDT Technologies, USA), inibidor de
RNase RNase out (Invitrogen, USA) e transcriptase reversa GoScript (Promega, USA),
segundo as instru¢gdes do fabricante. A reagao foi incubada a 42 °C por 60 minutos,
seguido de 15 minutos a 70 °C.

As reacdes de PCR foram padronizadas em gradiente com temperatura de
anelamento (TA) variando de 72 °C & 50 °C, 1U Taq DNA polimerase high fidelity Pfu
Ultra™ Il Fusion HS (Agilent Technologies, USA), 10 pmoles de primers especificos para
os genes MscuCSP2, MscuCSP6, MscuOBP4 e MscuOBPS8. O padréo de ciclagem da
reagdo de PCR foi: 95 °C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos a 95 °C por 1 minuto, TA
por 50 segundos, 72 °C por 40 segundos e um ciclo a 72 °C por 5 minutos ao final da
reacdo. Os primers para amplificagdo das CDS completas (do codon iniciador ao codon
terminador) foram desenhados com base na sequéncia do RNA mensageiro de Apis
melifera (Tabela 1). Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,2% por 40 minutos a 120 V. Em seguida, as bandas correspondes aos tamanho
preditos das sequéncias alvo foram recortadas do gel de agarose e purificadas utilizando o

kit Q/Aquick Gel Extraction (Qiagen, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante.
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2.3 Clonagem e sequenciamento das sequéncias codificantes (CDS) dos genes do

sistema olfatorio

Os produtos de PCR dos genes CSPs e OBPs acima, foram ligados em vetor
pGEM®-T utilizando o kit pGEM®-T Easy vector Systems (Promega, USA), segundo as
condigbes do fabricante. O produto da ligagéo foi usado para transformagao de células E.
coli Top10 quimiocompetentes (Invitrogen, USA) de acordo com as instru¢gdes do
fabricante.

Os plasmideos dos clones positivos, confirmados por PCR, foram purificados de
acordo com o kit QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, USA) e no minimo 3 diferentes clones
foram sequenciados por 3 vezes nos sentidos sense e antisense. As sequéncias obtidas
foram alinhadas contra as sequéncias depositadas no NCBI (Nacional Center for
Biotechnology Information) utilizando a ferramenta BLASTn. O sequenciamento de todas
as amostras foi realizado em sequenciador automatico ABI 3730 por Davis Sequencing
Facility (Universidade da Califérnia, Davis).

A partir dessas sequéncias dos genes MscuOBP4, MscuOBP8, MscuCSP2 e
MscuCSP6, o peptideo sinal (quando presente) foi predito pelo software online SignalP 4.1

Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e novos primers foram desenhados para

amplificar sequéncia sem o peptideo sinal e com a adi¢do de sitios especificos para as
enzimas de restrigdo abaixo. Os produtos de PCR foram novamente clonados em vetor
pGEM®-T, sequenciados e subclonados em pET32a (Novagen, USA) utilizando as
enzimas de restricdo Notl (NEB, USA) e Ncol (NEB, USA). Em seguida foram
transformados em bactéria E. coli BL21 (DE3) (Biomol, USA).

A sequéncia de aminoacidos das proteinas MscuCSP2, MscuCSP6, MscuOBP4 e
MscuOBP8 de Melipona scutellaris foram alinhadas com as de Apis mellifera, Apis florea,
Apis cerana, Bombus terrestris, Bombus impatiens e Megachile rotundata utilizando a

ferramento online ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

2.4 Analises de bioinformatica
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O alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos genes MscuCSP2, MscuCSP6,
MscuOBP4 e MscuOBP8 de M. scutellaris foi realizado pela ferramenta Blastn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). A predigdo da sequéncia de aminoacidos destas

proteinas foi realizado pela ferramenta online Expasy Translate  Tool
(http://web.expasy.org/translate/) e o peptideo sinal foi identificado através do servidor
Signal Peptide 4.1 (Petersen et al., 2011)

Os modelos tridimensionais das proteinas MscuCSP2, MscuCSP6, MscuOBP4 e

MscuOBP8 foram preditas pelo programa RaptorX (Kallberg et al., 2012) tomando como
base a modelagem por homologia, de acordo com modelos ja depositados no Protein Data
Bank (PDB).

Apds o modelo validado, o sitio de ligagdo da proteina MscuOBP8 foi predito pela
ferramenta online COACH protein-ligand binding site prediction (Yang et al., 2013). O
docking entre os ligantes e a proteina MscuOBP8 foi feito utilizando as ferramentas online
Patchdock (Schneidman-Duhovny et al., 2005).

2.5 Expressao e purificagao da proteina MscuOBP8 recombinante de M. scutellaris

A expressao da proteina recombinante MscuOBP8 foi realizada em bactéria E. coli
BL 21 (DES3), utilizando o plasmideo pET32a. O clone foi amplificado em meio Lauria
Bertain (LB) suplementado com 50 pg/mL de carbenicilina e incubado & 37 °C até atingir
absorbancia de ODgoo 0,6 - 0,8 nm. Foram testadas as concentracées de 0,2; 0,4; 0,8; 1,0
e 2,0 mM de isopropyl B-D-1-thigalactopyranoside (IPTG) e a expresséo da proteina foi
acompanhada a cada duas horas por 6 horas em diferentes temperaturas, 22 °C, 25 °C, 30
°Ce37°C.

A cultura foi centrifugada a 4500 X g por 15 minutos, em seguida o pellet foi
congelado em nitrogénio liquido por 3 minutos e descongelado a 37 °C por
aproximadamente 12 minutos. Esse procedimento foi realizado por trés vezes. Em seguida
o pellet foi ressuspendido em 40 mL de Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; incubado no gelo por 1
hora; centrifugado a 7400 X g por 50 minutos e o sobrenadante foi coletado e centrifugado
novamente & 14000 X rpm por 40 minutos, 4 °C em ultracentrifuga. O sobrenadante do
passo anterior foi coletado, tratado com DNAse (Promega, USA) de acordo com as
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instrugcdes do fabricante e filtrado a vacuo em membrana 0.22 mm (EMD Millipore, USA). A
expresséo foi avaliada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, Mini-PROTEAN TGX Gel Any
kD™ (BIO-RAD, USA) submetido a 100 V por 40 minutos e corado com Comassie Blue R-
250 (BIO-RAD, USA). Em seguida a proteina recombinante MscuOBP8 foi purificada em
coluna de niquel HisTrap HP utilizando sistema Akta Purifier (GE Healthcare, USA).

2.6 Western Blot para detec¢ao da proteina recombinante MscuOBP8

As fragcdes provenientes da purificagcdo da proteina MscuOBP8 foram submetidas a
corrida eletroforética em gel SDS-PAGE 12% em condigbes desnaturantes. A corrida foi
realizada em duplicata, em que um dos géis foi corado com Comassie Blue R-250 (Bio-
Rad, USA) e outro gel, sem corar, foi transferido para membrana de nitrocelulose (GE,
USA) por 16 horas a 35 mA. Em seguida a membrana foi incubada com Ponceau S
(Sigma Aldrich, USA) por 2 minutos e lavada rapidamente com agua destilada. Logo apos
a membrana foi bloqueada com BSA 3% por uma hora a 37 °C e lavada com PBS-T
0,05% por trés vezes. Logo apos a membrana foi incubada com anticorpo anti-His na
concentragdo de 1:2500 (v/v) por uma hora & 37 °C. Em seguida a membrana foi lavada
com PBS-T 0,05% por trés vezes e incubada com anticorpo anti-mouse conjugado com
peroxidase na concentracdo de 1:1500 (v/v) por uma hora a 37 °C. A membrana foi
revelada com ECL Western Blotting Detection (GE, USA) e a luminescéncia foi capturada
no equipamento Molecular Imaging in vivo FX PRO (carestream healthy, INC, USA).

2.7 Selegao de anticorpos monoclonais ligantes a proteina MscuOBP8 purificada

Anticorpo monoclonal contra a proteina MscuOBP8 foi selecionado por phage
display através de um ciclo de selecdo a partir de uma biblioteca de anticorpos scFv
apresentados em bacteriofago VCSM13. Os procedimentos de constru¢do da biblioteca
fordo descritos por Barbas e colaboradores (2001). Entretanto, nos utilizamos uma
biblioteca previamente construida no laboratério de Nanobiotecnologia (UFU) e com a

variabilidade avaliada.
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2.7.1 Biopanning scFv

Para a selegao de anticorpos ligantes a proteina MscuOBP8, uma biblioteca de
scFv com peptideos fusionados a proteina plll foi utilizada. Todo o biopanning foi realizado
de acordo com o protocolos de Barbas e colaboradores (2001), com algumas
modificagdes.

Sensibilizou-se dois pogos de uma placa com 10 pg MscuOBP8 durante 16 horas a
4 °C. Posteriormente, a placa foi bloqueada com TBS-BSA 3%. Os pogos foram incubadas
por 2 horas a 37 °C com a biblioteca amplificada (100 uL/pog¢o) de anticorpos. Em seguida,
os pogos foram lavados 10 vezes com TBS 0.05% de Tween-20 (PBS-T). Os clones foram
eluidos com glicina 1 M pH= 2.5 por 10 minutos. Os clones eluidos foram titulados e
amplificados em meio SB como descrito anteriormente para a realizagdo até o segundo
ciclo.

Apds o segundo ciclos os fagos foram amplificados em bactéria XL1-Blue (Agilent
Technologies, USA) overnight sem a adigdo do fago helper, com intuito de aumentar a
quantidade do plasmideo que contem os insertos de scFv. Realizou-se a extragdo do
DNA plasmidial da bactéria infectada com os fagos do segundo ciclo pelo kit de Miniprep
(Qiagen, USA), seguido da eletroporacdo do DNA plasmidial em bactéria TOP-10 F°
(Invitrogen, USA) eletrocompetentes. As bactérias transformadas foram plaqueadas em
meio LB agar contendo acrescido de 2% (v/v) de glicose 2 M e carbenicilina a 50 pyg/mL e
incubadas a 37 °C por 16 horas.

2.7.2 Expressao do scFv na forma soluvel
Em uma placa do tipo deep well de 96 pogos foi adicionado, a cada pogo, 1 mL de
meio SB contendo carbenicilina a 50 pg/mL e 2% (v/v) de glicose 2 M, seguido pela

inoculagdo de coldnia de bactérias TOP10 (Invitrogen, USA) transformadas com a

biblioteca de scFv advinda do biopanning. A placa foi selada com filme plastico, sendo o
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mesmo perfurado para permitir a aeragéo, seguido pela incubagao por 14 horas a 37°C e
300 rpm.

No dia seguinte, 50 yL de cultura de cada pogo contendo clone de scFv foram
transferidos para outra placa contendo, novamente, 1 mL por poco de meio SB acrescido
de carbenicilina a 50 pg/mL e 2% (v/v) de glicose 2 M. A placa foi selada, perfurada e
incubadas por 4 horas a 37 °C e 300 rpm. Apds incubagao por 4 horas, a placa foi
centrifugada a 3.700 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. O pellet de
bactérias foi entdo ressuspendido em 1 mL de meio SB contendo 50 pg/mL de
carbenicilina e 2,5 mM de IPTG.

A placa foi, novamente, incubada por 18 horas a 30 °C e 300 rpm, e no dia
seguinte foi submetida a centrifugagéo a 3.700 rpm durante 15 minutos a 4 °C, o pellet foi
estocado com glicerol 25% a -20 °C e o sobrenadante contendo as moléculas scFv na
forma soluvel foi transferido para outra placa e armazenado a 4 °C por até ser utilizado nos

ensaios de ELISA contra a proteina MscuOBPS8.

2.7.3 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para selegdo dos clones mais reativos

Para selecionar os fagos mais reativos ligantes a proteina MscuOBPS8, foi feito
ensaio de imuno-adsor¢cdo por ligacdo enzimatica (ELISA). Uma placa de 96 pogos,
carregada, do tipo Maxsorp (NUNC, USA) foi sensibilizada com a proteina recombinante
MscuOBP8 na propor¢gdo de 1 uL para cada 10 pyL do tampado de sensibilizagcido
Bicarbonato carbonato 0.1 M pH 9.6. Em seguida, bloqueou-se a placa com o tampao de
PBS-BSA3% por 2 horas a temperatura ambiente.

A placa foi lavada por 3 vezes com PBST-Tween 0.05% e 50 pyL do sobrenadante
contendo o scFv soluvel foi adicionado, a placa foi incubada por mais 2 horas a 37 °C. Em
seguida, a placa foi lavada com PBST-Tween 0.05% e, posteriormente, foi adicionado o
anticorpo anti-HA (Roche, USA) marcado com peroxidase na diluigao 1:2500 por 1 hora a
37 °C.

A placa foi, novamente, lavada por 5 vezes com PBST-Tween 0.05%. A detecgao
foi feita com SigmaFastTM OPD (Sigma-Aldrich, USA). A reagao foi parada utilizando-se
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20 pL/pocgo de acido sulfurico 4 N. A leitura foi feita em leitor de microplaca (ThermoPlate)
a 492 nm.

2.8 Extracao de proteinas totais de larva de M. scutellaris

Proteinas totais de larvas L2, L3-1, L3-2, L3-3, LPD e LD foram extraidas utilizando
TRizol Reagent (Invitrogen, USA) de acordo com instru¢des do fabricante. O extrato
protéico foi quantificado por Bradford e submetido a eletroforese em gel de acrilamida 12%
para avaliar a extragcdo. O gel de acrilamida foi corado com Comassie Blue R-250 (Bio-
Rad, USA).

2.9 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para detecgao da proteina MscuOBP8 nativa

O ensaio de ELISA foi realizado em placa de 96 pogos MaxSorp (NUNC, USA). A
placa foi sensibilizada overnight a 4 °C com aproximadamente 10 ug proteinas totais de
larvas L2, L3-1, L3-2, L3-3, LPD, LD diluidas em tampao carbonato (0,1 M, pH 9,6).

No dia seguinte foi feito bloqueio utilizando albumina sérica bovina (BSA) 3% a 37
°C por uma hora. A placa foi lavada com tampdo PBS suplementado com 0.05% de
detergente Tween-20. Em seguida, o anticorpo anti-MscuOBP8 foi utilizado para detecgao,
foi utilizado a proporgdo de anticorpo/tampé&o de 1:1 (v/v), incubado a 37 °C por duas
horas. A placa foi novamente lavada com PBS-T 0.05% e incubada a 37 °C por uma hora
com o anticorpo anti-HA-Peroxidase (Roche, USA) na proporgao 1:2000 (v/v) para
deteccdo. A placa foi novamente lavada com PBS-T 0.05% e revelada com 3,3',5,5" -
tetramethylbenzidine (TMB) (BD Biosciences, USA) e em seguida a absorbancia foi
capturada em leitora de ELISA (ThermoPlate) a 450 nm.
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3. Resultados e discussao

3.1 Biologia e diferenciacao de casta em abelhas

A abelha M. scutellaris apresenta pecualiar sistema de diferenciagdo de castas,
diferindo de Apis e das outras abelhas sem ferrdo. Enquanto em abelhas do género Apis e
dos Meliponini (exceto o género Melipona) a diferenciacdo de castas ocorre pela
quantidade de alimento (Barchuk et al., 2007; Hartfelder et al., 2006), em Melipona o fator
alimentar esta associado ao fator genético (Kerr, 1950).

Apis mellifera € o modelo biolégico mais estudado para diferenciagdo de casta e
divisdo de trabalho em himenopteras sociais. Em A. mellifera, as células de cria
permanecem abertas durante todo o desenvolvimento, permitindo, assim, o controle sobre
a quantidade e qualidade do alimento ofertado as larvas. As larvas jovens de rainhas sao
alimentadas com geléia real durante todo o seu desenvolvimento, ja as larvas de operarias
s&o alimentadas com geléia real até o terceiro dia de vida quando o alimento larval (geléia
real) é substituido por um mix de mel, polen, e secre¢cdo glandular (Beetsma, 1979;
Haydak, 1970; Weiss, 1975). Além disso, as larvas de rainhas sdo criadas em células de
cria maiores e recebem 10 vezes mais alimento do que as larvas de operarias (Jung-
Hoffmann, 1966; Kerr, 1950).

Nas abelhas do género Melipona o alimento € aprovisionado nas células de cria e
apos ovoposi¢ao, os alvéolos sédo rapidamente fechados (Sakagami, 1982), eliminando
qualquer possibilidade de receber outro tipo de alimento .

Em 1950, Kerr propds um modelo para explicar a diferenciacdo de casta em
Melipona. Dois genes principais, X° e X°, com dois alelos cada um, seriam os
responsaveis pela ativacdo de genes feminizantes via horménio juvenil, de modo que
larvas duplo heterozigotas, quando bem alimentadas, desenvolvem-se em rainhas e larvas
mal alimentadas ou homozigotas para esses genes, tornam-se operarias, em

consequéncia de baixa produ¢ao de Hormonio Juvenil (HJ) pela glandula corpora allata.
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Entretanto, as corpora allata somente terdo bom desenvolvimento e produzirdo HJ
em niveis adequados se as larvas forem alimentadas suficientemente (Kerr, 1950). A
quantidade minima de alimento para uma larva se desenvolver em rainha ja foi
determinado para varias espécies de meliponineos (Melipona quadrifasciata - 155 mg,
Melipona rufiventris - 137 mg, Melipona marginata - 40,5 mg, e Melipona scutellaris - 222
mg) (Camargo et al., 1976).

3.2 Clonagem e sequenciamento das CDS completas

Com base nos dados do transcriptoma de corpora allata de larva do estagio de
desenvolvimento L3 feito previamente em nosso laboratério, foram selecionados 5 genes
OBPs, 3 genes odorant receptors (ORs), 2 gustatory receptors (GRs) e 4 CSPs
encontrados diferentemente expressos na corpora allata. Na auséncia de genoma para a
espécie M. scutellaris, o genoma de A. mellifera foi utilizado como referéncia para
amplificagcdo das coding sequences (CDS) completas. Entretanto, apenas os genes
MscuCSP2, MscuCSP6, MscuOBP4 e MscuOBP8 foram amplificados a partir do RNA
mensageiro (RNAm) de M. scutellaris (Figura 1-4). O numero de acesso de cada
sequéncia para os CSPs e OBPs de A. mellifera encontra-se na tabela 1.

As sequéncias de nucleotideos resultante do sequenciamento das bandas
correspondentes aos alvos amplificados por PCR foram tratadas por ferramentas de

bioinformatica disponiveis online, tais como VecScreen

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/vecscreen/), utilizada para identificar a sequéncia dos
vetores e a ferramenta Blastn, utilizada para alinhamento das sequéncias provenientes do
sequenciamento comparativamente as sequéncias gendmicas depositadas nos bancos de
dados (NCBI/GenBank). Os melhores scores foram obtidos no alinhamento contra o
genoma de Apis mellifera, apresentando alto indice de identidade, tanto em tamanho
quanto em composigao das sequéncias, com seus respectivos homologos (Figuras 1-4):

> AmelCSP2 (87% de identidade; e-value = 1e™'")
» AmelCSP6 (99% de identidade; e-value = 0.0)
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» AmelOBP4 (100% de identidade; e-value = 0.0)
» AmelOBP8 (99% de identidade; e-value = 0.0)

As sequéncias de nucleotideos dos genes MscuCSP2, MscuCSP6, MscuOBP4 e
MscuOBP8 amplificados de M. scutellaris apresentaram, respectivamente, 351, 375, 408 e
360 pares de bases, desde o cddon de inico até o cddon de parada, incluindo a sequéncia
do peptideo sinal (Figuras 1-4), exceto para o gene MscuOBP8, que foi amplificado sem o
peptideo sinal, corroborando com a literatura (Foret and Maleszka, 2006).

Assim como as sequéncias de nucleotideos, as sequéncias preditas de
aminoacidos apresentaram-se altamente conservadas entre as espécies de abelhas que
as quais possuem esses genes anotados em bancos de dados. Os CSPs apresentaram
um padréo tipico com 4 residuos de cisteinas e os OBPs com 6 residuos de cisteinas.
Além disso, foi observado que o tamanho das sequéncias de aminoacidos e a distancia
entre as cisteinas também foram conservados (Figura 5), permitindo inferir que estas
proteinas descritas pela primeira vez em M. scutellaris fazem parte do grupo “classico” de
CSPs e OBPs (Foret and Maleszka, 2006; Wanner et al., 2005).

Em geral OBPs possuem um padrdo de seis residuos de cisteinas bem
conservados entre os diferentes grupos de insetos, apresentando trés pontes dissulfeto e
dois pequenos /loops de 8 e 4 residuos de aminoacidos, e uma sequéncia protéica com
aproximadamente 140 aminoacidos. Os CSPs apresentam aproximadamente de 100 a
120 aminoacidos com quatro conservados residuos de cisteinas ligadas por duas pontes
dissulfeto entre os residuos vizinhos (Pelosi et al., 2006).

3.3 Expressao da MscuOBP8 recombinante e produgao de anticorpo scFv

A expressao da proteina recombinante MscuOBPS8 foi induzida utilizando 1mM
IPTG, sendo que ndo foi observado aumento significativo da expressdo para
concentracbes maiores. Diferentes tempos de expressdo também foram avaliados e foi
verificado que apos 6 horas ndo houve um aumento significativo na expressao, bem como
para temperaturas diferentes de 37 °C quando comparado ao controle sem indugao por
IPTG (Figura 6).
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Pela ferramenta Compute pl/Mw (http://web.expasy.org/compute pi/) a massa

molecular predita da proteina foi 16,5 kDa, caracteristico de OBP, e o pl de 6,36. Na figura
6 pode ser observado também que a expresséao foi induzida para uma proteina em torno
de 18 kDa, peso molecular diferente do predito. Este fato pode ocorrer devido a
incorporacgao de outras sequéncias de aminoacidos, como as caudas para purificagcio.

Os demais clones (MscuOBP4, MscuCSP2 e MscuCSP6) nao tiveram suas
proteinas expressas em nenhuma das condi¢gbes testadas, conforme descrito acima,
mesmo com o resultado do sequenciamento dos clones confirmar a correta frame de
transcrigdo (insergcéo e a posi¢cao correta do inserto dentro do vetor).

A purificagdo pela cauda de histidina em membrana de niquel revelou a presenga
de trés bandas principais com similar intensidade e massas moleculares aproximadamente
de 15, 18 e 20 kDa (Figura 7A). Entretanto, o ensaio de Western blot utilizando o anticorpo
anti-His detectou apenas a banda especifica de aproximadamente 18 kDa (Figura 7B).
Esse resultado pode ser possivelmente por interagdo proteina-proteina durante o processo
de purificagao.

A proteina recombinante purificada foi utilizada para selegdo de um anticorpo
ligante a MscuOBP8 a partir de uma biblioteca de scFv naive. O anticorpo anti-MscuOBP8
isolado demonstrou ser especifico e foi utilizado nos ensaios de ELISA para quantificagao
de MscuOBP8 em larvas de M. scutellaris. Embora ndo tenha sido encontradas diferengas
significativas (teste Tukey, p>0,05) na expressdo de MscuOBP8, esta proteina esta
presente nos estagios larvais analisadas (Figura 8).

3.4 Modelagem das proteinas recombinantes

A modelagem da estrutura tridimensional das proteinas pelo programa Raptorx
revelou que as proteinas MscuCSPs e MscuOBPs possuem uma estrutura em a-hélice,
sendo que nas MscuCSPs foram encontrados a possuir 4 a-hélices (Figura 5 A,B) e nas
MscuOBPs 6 a-hélices (Figura 5 C,D) estabilizadas por ligagdes dissulfeto entre os
residuos de cisteinas nas posigbes 54, 61, 80, 83 (MscuCSP2); 46, 53, 72, 75
(MscuCSP6); 26, 54, 58, 99, 109, 118 (MscuOBP4); 17, 44, 48, 89, 99, 108 (MscuOBPS8).

As estruturas em a-hélice constituem o core de ligagdo, que pode ser mais ou menos
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hidrofébicos, ao qual feromdnios e outros compostos semioquimicos se ligardo (Tegoni et
al., 2004).

As estruturas tridimensionais foram preditas com base nos modelos disponiveis no
banco de dados Protein Data Bank PDB (2gvsA — MscuCSP2 e MscuCSP6; 3q8iA —
MscuOBP4; 3r72A — MscuOBP8). A proteina OBP8 de A. mellifera foi o melhor modelo
encontrado para gerar a estrutura 3D da proteina MscuOBPS8 de M. scutellaris. A acuracia
do modelo da proteina MscuOBP8 foi avaliada analisando o grafico de Ramachandran

pela ferramenta prochek (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/), o que confirmou a
qualidade do modelo com mais de 93,2% dos aminoacidos presentes em regides muito
favoraveis. Além disso, o yGDT(GDT), medida de qualidade do modelo 3D gerado,
fornecido pelo programa Raptorx foi de 108 (90) para os 120 residuos modelados.

Foram encontradas em Melipona scutellaris open reading frames (ORFs) que
traduzem 117 e 125 residuos de aminoacidos para MscuCSP2 e MscuCSP6,
respectivamente. O pequeno tamanho das sequéncias (massa molecular em torno de 14
kDa), presencga de putativo peptideo sinal na regido N-terminal (primeiros 18-21 residuos
de aminoacidos) e conservada distancia entre os quatros residuos de cisteinas ao longo
da sequéncia madura: C1-Xs-C2-X15-C3-X2-C4 (Figura 5 A-D), traduzem um padrao
classico dessas proteinas e é considerado hallmark da familia de proteinas CSPs (Wanner
et al., 2005).

Os genes OBPs e CSPs apresentam fisicamente proximos no genoma e
organizados em clusters como os 21 genes OBPs ja descritos em A. mellifera (Foret and
Maleszka, 2006); entretanto, suas sequéncias sdo divergentes entre as espécies de
himendpteros, com os OBPs sendo mais divergentes do que os CSPs, mas as sequéncias
de diferentes OBPs e CSPs tendem a ser conservadas dentro da mesma espécie (Vieira
and Rozas, 2011).

As proteinas OBPs tém sido classificadas em diferentes classes de acordo com
suas sequéncias motivos e analises filogenéticas (Vieira and Rozas, 2011; Xu et al., 2003).
Embora o padrao classico possua seis conservadas cisteinas, OBPs contendo mais que
seis residuos de cisteinas, chamadas de “Plus-C”, ja foram descritas. Essa classe de
OBPs possui residuos de cisteina adicionais na extremidade C-terminal que contribui para
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a formacgéo de adicionais pontes dissulfeto (Lagarde et al., 2011; Xu et al., 2003), porém
ainda ndo ha comprovagao da importancia funcional destes residuos adicionais.

A predigdo do pocket de ligagao a ligantes da proteina MscuOBP8 foi encontrado
estar presente na regido interna da proteina e ser constituido por aminoacidos anfipaticos,
enquanto que a regido externa € constituida por aminoacidos anfifilicos (Figura 9),
demonstrando caracteristica de molécula anfipatica dos OBPs e reforcando a funcéo de
transporte de moléculas hidrofébicas através do ambiente aquoso da sensila.

Os resultados do sequenciamento de nucleotideos e predicdo das estruturas
protéicas tridimensionais demonstraram todas as caracteristicas da familia classica de
CSPs e OBPs (Figura 5 A-D), corroborando com a perda da subclasse de OBP “Plus-C”
nos himenopteras (Vieira and Rozas, 2011). Além disso, o padrao classico essas proteinas
€ encontrado ser conservado dentro da familia Apidae, o que nos permite inferir que elas
podem desempenhar fungdes similares em M. scutellaris. A presenca destas proteinas em
todos os estagios larvais de M. scutellaris pode sugerir outras fungdes além de proteinas
carreadoras de odores, como por exemplo, ativadoras de receptores para cascatas de
ativagcédo de genes do sistema enddcrino.

Embora a forma como o ligante & entreqgue ao seu receptor ainda n&o seja
entendido, alteragdes na estrutura tridimensional devido a diferengas no pH levam a
mudangas conformacionais na regidao C-terminal que podem promover a liberagdo dos

ligantes do core ao receptor na membrana dos neurdnios sensoriais (Tegoni et al., 2004).

3.5 Aspectos gerais da proteina MscuOBP8 e seu possivel papel na diferenciagao de
casta em Melipona scutellaris

O intrigante processo de diferenciacdo de castas no género Melipona que resultou
no modelo de dois alelos — dois locos proposto por Kerr (1950) estimulou estudos de
expressdo génica em abelhas sem ferrdo para analises funcionais de genes
diferencialmente expressos entre as castas (Judice et al., 2006; Siquieroli et al., 2009;
Vieira et al., 2008). Algum destes genes, por sua vez, podem estar fisiologicamente ligados
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aos altos titulos de HJ em estagios especificos do desenvolvimento levando ao
desenvolvimento do fendtipo de rainha nas abelhas, conforme o mecanismo de Kerr.

Os titulos de HJ e ecdisterdides tém sido determinados em varias espécies de
abelhas sem ferrdo e em diferentes estagios do desenvolvimento que entre rainhas e
operarias. Portanto, € suposto que o HJ esteja agindo de forma sinérgica com
ecdisterdides em estagios pupais onde apresentam um perfil antagbnico, mas essa
condigdo precisa se avaliada em estagios de desenvolvimento anteriores, como nos
estagios larvais de Melipona (Bonetti et al., 1995; de Oliveira Campos et al., 1975;
Hartfelder et al., 2006; Hartfelder and Rembold, 1991; Pinto et al., 2002).

Nas abelhas, a expressdo do gene AmelOBP8 foi encontrada, exclusivamente, na
antena de rainhas e operarias adultos de A. mellifera. A sequéncia de aminoacidos da
proteina MscuOBP8 é altamente similar a sequéncia de AmelOBP8 (99%), divergindo em
apenas um aminoacido. Alta identidade foi encontrada entre a CDS e sequéncia de
aminoacidos do gene AmelOBP8 e a CDS e a sequéncia de aminoacidos do gene
AmelOBP6 (98%), divergindo em apenas dois aminoacidos (Foret and Maleszka, 2006).

Entretanto, neste trabalho, apresentamos pela primeira vez a expressao do gene e
da proteina MscuOBP8 em lavas de M. scutellaris. O alinhamento por Blastp revelou
também consideravel similaridade entre a sequéncia de aminoacidos da proteina
MsculOBP8 e a sequéncia de aminoacidos da proteina AmelOBP5 (33%), usada como
referéncia para a modelagem da MsculOBP8. Embora n&o tenha sido alta similaridade
entre a sequéncia de nucleotideos dos genes MscuOBP8 e AmelOBPS5, o gene AmelOBP5
foi encontrado altamente expresso em antena de machos de A. mellifera (Foret and
Maleszka, 2006) e, possivelmente, esteja envolvido na formagdo do tegumento
embrionario em Apis (Maleszka et al., 2007).

O fato de néo ter sido encontrada diferengca na expressao da proteina MscuOBP8
nos estagios larvais do desenvolvimento (Figura 8) pode ser resultado da falta de
marcadores para distinguir rainhas de operarias nestes estagios. Uma relagdo mais
estreita entre o HJ e a MscuOBP8 pode ser encontrada em um experimento tratando com
HJ ou analogos, principalmente, larvas L3-3 e LPD e verificando a expressao desta
proteina em larvas tratadas e nao tratadas, uma vez que a aplicacio tépica de HJ | leva a
producéo de 100% de rainhas em M. scutellaris (Bonetti et al., 1995).
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Embora o padrao proteico, principalmente enzimatico, do alimento larval tenha sido
avaliado nas espécies de abelhas sem ferrdo (Hartfelder and Engels, 1989; Menezes et
al., 2007), ainda nao foi encontrado avaliagbes de compostos volateis. A constituicdo das
secregdes glandulares de operarias, rainhas fisiogastricas e virgens também tem sido
avaliada por GC-MS e tem estabelecido a composicdo quimica destas, sendo que a
maioria deles sao hidrocarbonetos de cadeia longa. O composto E)-3,7-dimethyl-2,6-
octadien-1- ol (também conhecido como geraniol) foi encontrado na secre¢&o glandular de
nutridoras de Melipona beecheii e em extratos do reto de rainhas recém-nascidas.
Interessantemente a adicdo de 10 pg de geraniol ao alimento larval resultou no
nascimento de 25% de rainhas, corroborando com o modelo genético de diferenciagao de
castas de Kerr (Cruz-Landim et al., 2012; Gracioli-Vitti et al., 2004; Jarau et al., 2010).

Neste trabalho nés sugerimos a atuagao da proteina MscuOBP8 como carreadora
de algum composto presente no alimento larval ingerido pela larva, possivelmente
terpenoide ou composto volatil, proveniente de secregdo glandular de nutridoras ou até
mesmo pelas rainhas, ou do meio ambiente, responsavel pela ativagdo de genes
envolvidos na sintese do HJ tais como, enzimas da via do melanovato, ou de
neuropeptideos através dos neurdnios secretérios (Belles et al.,, 2005). Dessa forma, o
sistema enddcrino sera ativado, no estagio de desenvolvimento correto e, em adequados
titulos, o HJ podera agir sobre genes feminizantes resultando no desenvolvimento
fenotipico de uma fémea completa (rainha). Entretanto, mais estudos sdo necessarios

para melhor entendimento do papel destas proteinas em larvas de M. scutellaris.
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