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Apresentacéo

O Horménio Juvenil (HJ) pertence a um grupo de hormdnios
sesquiterpendides aciclicos, com um grupo epoxi em uma extremidade da
molécula e um metil ester na outra. E um fator regulador da embriogénese, do
desenvolvimento larval e adulto, da determinacdo de castas em insetos sociais,
da metamorfose e do metabolismo em todos os insetos, inclusive em Melipona
scutellaris, objeto do presente estudo. Os niveis de HJ s&o controlados, dentre
outros fatores, por processos de sintese, degradagdo e ligacdo a proteinas
especificas na hemolinfa.

O presente trabalho foi desenvolvido em dois capitulos. O primeiro trata-se
de uma revisao da literatura sobre os aspectos gerais da abelha sem ferrdo M.
scutellaris, o papel do horménio juvenil em insetos, finalizando com enfoque na
via de sintese desse hormdnio. No segundo capitulo descrevemos a analise, em
estagios do desenvolvimento e diferentes tecidos de M. scutellaris, da expressao
dos genes codificadores das enzimas 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductase
(HMGR) e metil-farnesoate epoxidase do horménio juvenil (MFE), enzimas da via
de sintese do HJ. Analisamos, ainda, a expressdo de transcritos do gene
codificador da enzima O-metil transferase do acido farnesoico (FAMeT), também

da via de sintese do HJ, em larvas e adultos de M. scutellaris.



Capitulo 1

Fundamentacao Tedrica



1. Abelhas sem ferrao

Dentre os insetos da Ordem Hymenoptera destacam-se as abelhas com alta
complexidade na organizagao social. As abelhas sem ferrdo pertencem a
Subordem Apocrita, Superfamilia Apoidae, Familia Apidae, Subfamilia Apinae e
Tribo Meliponini, que inclui todas as abelhas indigenas sem ferrao (Michener,
2000). Segundo Camargo & Pedro (2008) foram descritos, para Meliponini, 33
géneros, incluindo um extinto. Dentre os Meliponini, Melipona apresenta o maior
numero de espécies, distribuindo-se desde o México até a Argentina, com ampla
diversificagdo na bacia amazoénica.

As abelhas do género Melipona constroem células de cria (alvéolos) para a
postura dos ovos e potes de cera, para armazenamento de pdélen e mel. O
aprovisionamento de alimento nas células de cria € massal. O alimento, que
consiste de pdlen, secrecdo glandular e mel, é semi-liquido e sobre ele o0 ovo é
posicionado verticalmente. Em seguida, a célula é fechada e aberta apenas para
a eclosdo do imago.

Todas as espécies da Tribo Meliponini sdo eussociais, com castas e sistema
de divisdo de trabalho bem definidos. As abelhas sem ferrdo, assim como as
demais eussociais, apresentam duas castas: rainha e operaria. As rainhas sao
fémeas férteis e possuem como fungdes, dentro da coldnia, a reproducido e a
manutencdo da coesdo da colénia por meio de producdo de feroménios. As
operarias sao fémeas estéreis ou semi-estéreis, responsaveis pelas tarefas de
manutengao da colbnia e, eventualmente, postura de ovdcitos que dardo origem a
machos (ovos reprodutivos) ou alimentarao a rainha (ovos troficos) (Velthuis et al.,
2001).

Nos meliponideos os machos tém como fungdo copular com as rainhas
jovens. Em Melipona, eles permanecem na colméia durante o primeiro terco da
vida e ja foram vistos trabalhando no aquecimento de cria, produgdo e
manipulacao de cera e coleta de podlen nas flores (Kerr et al., 1996).

A determinagdo de castas nos Hymenoptera, de forma geral, é via
alimentacéao diferencial da larva (Kerr & Nielsen, 1966). Nas abelhas da espécie
Apis mellifera (Apini) as larvas se tornam rainhas ou operarias de acordo com a

quantidade e a qualidade do alimento que recebem durante o estagio larval



(Beetsma, 1979). No género Trigona (Meliponini) a quantidade de alimento
recebida pela larva é o fator critico para a diferenciagdo das castas (Camargo,
1972; Campos, 1979). Em Scaptotrigona postica existem grandes células de cria,
conhecidas como realeiras, que possuem o dobro ou triplo do alimento larval em
relacdo a uma célula normal e delas emergem as rainhas (Hartfelder & Engels,
1998).

Em Frieseomelita varia (Meliponini) o estimulo alimentar, também, é o
desencadeador da produgdo de rainhas. Uma larva pré-defecante que ingere
além das provisdes de sua proépria célula, o alimento de célula vizinha, diferencia-
se em rainha (Terada, 1974; Faustino et al., 2002).

Nas abelhas do género Melipona as nutridoras nao fornecem alimento para
as larvas de modo progressivo. O aprovisionamento dos alvéolos de cria é
massal. As operdrias constroem as células de cria e armazenam, sem distingao,
uma massa alimentar onde ocorre a postura dos ovos pela rainha fisogastrica
(Zucchi et al., 1999). Assim, diferentemente, dos outros géneros dos Meliponini,
as operarias e as rainhas emergem de células de cria do mesmo tamanho, com a
mesma quantidade e qualidade de alimento. Em Melipona, a quantidade e
qualidade do alimento larval ndo sao suficientes para a diferenciacdo da larva em
rainha ou operaria (Kerr et al., 1996) porém, Jarau et al. (2010) descrevem que a
adicdo no alimento larval de um componente da glandula labial, o geraniol, é
capaz de aumentar o numero de larvas que se desenvolve em rainha.

Em 1948, Kerr sugeriu um controle genético-alimentar para a determinacao
de castas em Melipona. Nesse modelo, as divergéncias de morfologia, fisiologia e
comportamento entre rainhas e operarias seriam devidas a dois genes, x° e Xx°,
com dois alelos cada um, x%, x% e xb1, xbz. Esses genes teriam expressao desde
o tergo final de L3 (Larva 3) até metade de LPD (Larva Pré - Defecante). A dupla
heterozigose (x%1, x%, xb1, xbz) leva a diferenciagao da larva em rainha, desde que
a quantidade de alimento recebida pela larva seja suficiente (Kerr, 1948; Kerr,
1950; kerr & Nielsen, 1966; Kerr, 1974) (Figura 1). Homozigose para um ou
ambos os genes resultaria no desenvolvimento de operaria, independentemente
da quantidade de alimento ingerida. Na situacdo de dupla heterozigose, mas sem

a quantidade de alimento suficiente, surgiriam fenocdpias, fémeas com fenétipo



de operarias e caracteristicas morfologicas internas de rainha (Cruz-Landim et al.,
1980).

Controle Genético-Alimentar (Kerr, 1948)

Fator genético Alimento
Dupla a Alimento - RAINHA
heterozigose suficiente
Homozigose para um ou + Alimento i OPERARlA
ambos os genes suficiente
Dupla + Alimento " OPERARIA
heterozigose insuficiente (Fenocc’)pia)

Figura 1: Controle genético-alimentar para determinagcao de castas em Melipona,

proposto por Kerr em 1948.

A abelha sem ferrdo, que constitui objeto de estudo desse trabalho é
popularmente conhecida como Urugu do Nordeste, com nome cientifico Melipona
scutellaris. No Brasil, M. scutellaris ocorre nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe (Camargo & Pedro, 2008)
(Figura 2).



Figura 2: Ocorréncia natural de Melipona scutellaris no Brasil. Em destaque
Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe.
Fonte: Catalogue of Bees (Hymenoptera, Apoidea) in the Neotropical Region.

Disponivel em: http://www.moure.cria.org.br/catalogue

2. Hormoénio Juvenil

O Hormbnio Juvenil (HJ) pertence a um grupo de hormébnios
sesquiterpendides aciclicos, com um grupo epoxi em uma extremidade da
molécula e um metil ester na outra (Roller et al., 1967). Ja foram descritas varias
formas de HJ: HJ-I e o HJ-Il foram identificados em Lepiddptera. HJ-0 e 4-metil-
HJ-l parecem ser exclusivos de Lepidéptera. Nos dipteros foi encontrada outra
forma de HJ: o 6,7-epoxido-HJ-III (Baker et al., 1990), também chamado de HJB3
ou HJ-III bisepoxy (Bellés et al., 2005). O HJ-Ill € o encontrado na maioria das
espécies de insetos (Bowers et al., 1965).

O HJ é um importante fator regulador da embriogénese, do desenvolvimento
larval e pupal, da metamorfose e do metabolismo em todos os insetos, da
reproducio e, nos insetos sociais, também da determinagcédo de castas, o que o
torna importante para o entendimento dos processos bioldgicos em insetos
(Bonetti, 1983 Bonetti et al., 1984; Hammock, 1985; Roe & Venkatesh, 1990;
Nijhout, 1994; Hartfelder & Engels, 1998; Barchuk et al., 2002).

Os niveis de HJ sao controlados por processos de sintese, degradacgao e
ligacao a proteinas especificas na hemolinfa. Neuropeptideos que controlam a

sintese de HJ foram identificados em insetos. As alatotropinas estimulam a



producdo de HJ e as alatostatinas inibem a produgdo desse horménio (Taylor
et al., 1996). Esses neuropeptideos atuam no sistema nervoso sobre os corpora
allata (CA), um par de glandulas responsaveis pela sintese de HJ, localizadas no
complexo retrocerebral (Gilbert et al., 2000; Hartfelder, 2000).

A divergéncia fenotipica entre castas (rainhas e operarias) pode ser
resultado de modulacao casta-especifica dos titulos de HJ e ecdisterdides durante
o desenvolvimento larval (Hepperle & Hartfelder, 2001). Além disso, ha diferencas
fisiologicas, especialmente em relagcdo a producdo de proteinas vitelogénicas.
Todas essas diferengas distinguem as duas castas em relacdo a capacidade de
ovopositar (Bonetti, 1982; Engels et al., 1990; Barchuk et al., 2002).

A administragdo de HJ ou analogos induz diferencgas fenotipicas em larvas
de varias espécies do género Melipona, sendo que larvas de Melipona tratadas
com HJ tornam-se rainhas (Campos, 1978; Bonetti, 1983; Bonetti, 1984; Bonetti et
al., 1994; Bonetti et al., 1995). Larvas de meliponideos respondem a aplicagédo de
HJ desde que sejam tratadas no final do instar Larva 3, de L3-3 até o estagio de
larva pré-defecante (LPD). O tratamento com HJ antes de L3-3 provoca alta
mortalidade e apdés LPD nao promove a diferenciagdo da larva em rainha (Bonetti
et al., 1994; Bonetti et al., 1995).

As rainhas induzidas pelo tratamento com HJ e as rainhas naturais sao
idénticas em relacédo a morfologia e peso dos ovarios, volume de espermateca,
capacidade de fecundagédo e presenga de vitelogenina na hemolinfa (Bonetti,
1982; Bonetti, 1984; Bonetti et al., 1994; Bonetti et al., 1995) entretanto, até o
momento, rainhas induzidas pelo tratamento com HJ, em Melipona, ndo foram
capazes de estabelecer colénias estaveis (Kerr; Campos; Bonetti; comunicagao
pessoal).

Além de papel fundamental na determinacgao de castas, os niveis de HJ sao,
também, responsaveis pelo polietismo etario em abelhas eussociais. Aumento
progressivo nos niveis de HJ na hemolinfa de operarias de A. mellifera esta
relacionado com o desenvolvimento de comportamentos associados a idade
nessas abelhas, que iniciam as atividades com as tarefas internas da colméia e
terminam realizando atividades de forrageamento (Jaycox et al., 1974; Fluri et al.,
1982; Robinson & Vargo, 1997).



Nos meliponideos, a divisao de trabalho nas operarias se modifica, também,
de acordo com a idade. Nas primeiras horas do nascimento as abelhas realizam a
limpeza corporal e permanecem sobre os favos de cria. No 9° dia de vida as
operarias comecam a manipular cera, construir células de cria e participar do
processo de postura e aprovisionamento das células (nutridoras). A partir do 14°
dia sdo lixeiras internas e apdés o 25° dia sdo guardas, receptoras de néctar,
desidratadoras de néctar, ventilam a colméia e saem para o campo (forrageiras)
em busca de pdlen, néctar, barro, resina e agua (forrageiras) (Kerr et al., 1996).
Em A. mellifera, a relacdo do HJ com o desenvolvimento do comportamento esta
ligada a mudanga de funcdo desse horménio, que passa de regulador de
processos reprodutivos para integrador da vida social (Hartfelder, 2000).

A maioria dos estudos de polietismo etario foi realizado com a abelha A.
mellifera, nas quais a aplicagdo de HJ em operarias recém-emergidas provoca
transicdo mais rapida das tarefas internas na colméia para as tarefas externas
(Robinson, 1992). O tratamento com HJ promove degeneragdo prematura das
glandulas hipofaringeas em operarias. Essas glandulas secretam substancias que
fazem parte da composi¢cdo do alimento larval. Esse processo acompanha a
mudanca de atividade das operarias, que passam da atividade no ninho
(nutridoras) para atividades em campo (forrageamento) (Beetsma & Houten,
1974; Jaycox et al., 1974; Rutz et al., 1974; Sakagawa et al., 1986). A caréncia de
forrageiras em col6nias com abelhas de mesma idade causa um aumento nos
niveis de HJ nas operarias jovens, induzindo-as a uma atividade de
forrageamento precoce (Robinson et al., 1989) o que demonstra a plasticidade

comportamental dessas abelhas.



3. Aviade sintese do Horménio Juvenil (HJ)

A sintese do HJ é regulada por neuropeptideos (alatropinas e alatostatinas)
e neurotransmissores (octopamina, glutamato e dopamina) (Gilbert, 2005). O
primeiro passo para a formagdao do HJ é a transformacdo de acetil-CoA em
farnesil-pirofosfato, passo comum para vertebrados e invertebrados. Essa via é

chamada de via do mevalonato (Bellés, 2005) (Figura 3).

Acetyl-CoA
Acetoacetyl-CoA thiolase
Acetoacetyl-CoA
' 3-Hydroxy-3-methylglutaryi-Cod synthase (HMG-S)
Hydroxymethylglutharyl-CoA
' 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (HMG-R)
Mevalonate
Mevalonate kinase
Mevalonate-5-P
Fhosphomevalonate kinase
Mevalonate-5-PP
‘ Diphosphomevalonate decarboxylase

Isopentenyl Adenine == Isopentenyl -PP - D1methylally]-PP

(tRNA)
Geranyl-PP
' Farnesyl diphosphate synthase (FPPS)
Dolichol
—=— Farnesyl-PP
Heme A ~/ ~
Ubiquinone 4 Farnesyl di ;{)ho sphare Squalene synthase
Prenylated proteins Farnesol 2Yrophosphatase
Squalene
Farnesol oxidase Squalene monooxigenase
Famnesal Squalene epoxide
l Farnesal dehydrogenase Lanosterol synthase
Farnesoic acid Lanosterol
' JH methyl transferase '
Methyl farnesoate '
| st eporidase \_ Cholesterol )
Juvenile hormone
\ y, STEROL BRANCH

LOST IN INSECTS

JUVENILE HORMONE BRANCH

Figura 3: Diagrama da via do mevalonato e sintese de HJ em insetos e passos

finais na sintese de colesterol em vertebrados. Fonte: Bellés et al., (2005).



Os insetos néo sintetizam colesterol de novo por ndo possuirem genes
codificadores da enzima esqualeno sintase, assim, neles a via mevalonato segue
para a producao de HJ.

As enzimas que participam dos passos da via metabdlica desde acetil-CoA
até farnesil-pirofosfato apresentam, entre insetos e vertebrados, identidade entre
40 a 60% nas sequéncias de nucleotideos. Nos insetos, as enzimas que atuam
nessa via metabdlica s6 se tornam diferentes apés a formacdo do farnesil-
pirofosfato (Bellés, 2005).

Em Bombyx mori, todas as enzimas da via mevalonato, envolvidas na
sintese de HJ, foram clonadas e sequenciadas a partir dos corpora allata (Kinjoh
et al., 2007). Em A. mellifera a investigacdo dos genes codificadores das enzimas
da via do mevalonato mostrou que eles sdo conservados em relagdo a outros
insetos (Santos, 2008).
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Capitulo 2

Expresséo de genes da via de biossintese do
Hormoénio Juvenil em Melipona scutellaris

(Hymenoptera, Apidae, Meliponini)
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1. Resumo

Em abelhas sem ferrdo do género Melipona, nas quais a diferenciacao de castas
nao depende somente da quantidade e/ou qualidade do alimento larval, o
Hormoénio Juvenil (HJ) tem sido apresentado como agente responsavel,
juntamente com fatores ambientais, por mecanismos genéticos que promovem as
diferencas casta — especificas. Na via de biossintese do HJ as enzimas 3-Hidroxi-
3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR), O-metil transferase do acido farnesodico
(FAMeT) e metil-farnesoate epoxidase do horménio juvenil (MFE) catalisam
reacdes que culminam na producao do HJ-lll. Nesse trabalho, foi analisada a
expressao dos transcritos dos genes hmgr e mfe em diferentes tecidos, fases de
desenvolvimento e castas de M. scutellaris, além da expressao dos transcritos do
gene famet em larvas e adultos da mesma espécie. Nossos resultados indicam
que as enzimas HMGR e MFE, em Melipona scutellaris estdo envolvidas na
sintese de HJ, sendo a MFE candidata a enzima limitante dessa via. A enzima
FAMeT parece n&o ser enzima chave na via de sintese do HJ, pela analise dos
transcritos génicos aqui realizada.

Palavras-chave: abelha sem ferrdo, Horménio Juvenil, expressdo génica, Melipona,
FAMeT, MFE, HMGR.

2. Abstract

In bees, juvenile hormone (JH) is a important factor in determining castes and also
has a role in age polyethism. The first steps in the synthesis of JH are known as
mevalonate pathway. In this pathway are present, among others, the 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase (HMGR) and farnesoic acid O-methyltransferase
(FAMeT) enzymes. Thereafter, in insects occur successive reactions that
culminate in JH-III production, in which the last reaction is catalyzed by the methyl-
farnesoate epoxidase (MFE). There is evidence that JH production is related both
to the expression profile of these enzymes - in terms of mMRNA production - and
enzymatic activities. In this study, we analyzed the hmgr and mfe genes in
different tissues, stages and castes of Melipona scutellaris. We also analyzed
famet gene in larvae and adults of this species. Our results indicate that HMGR
and MFE enzymes, in M. scutellaris, are probably involved in the synthesis of JH.
Moreover, the MFE is a candidate for the rate limiting enzyme of this pathway. The
FAMeT enzyme shows no evidence of relation to the synthesis of JH. Our results
also suggest an inter-regulation between JH and ecdysteroids in M. scutellaris.

Keywords: stingless bee, juvenile hormone, gene expression, Melipona, FAMeT, MFE,
HMGR.
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3. Introducgéo

O Horménio Juvenil (HJ) é fator regulador da embriogénese, do
desenvolvimento larval e pupal, da determinacio de castas em insetos sociais, da
metamorfose e do metabolismo em todos os insetos (Bonetti, 1983; Hammaock,
1985; Roe & Venkatesh, 1990; Nijhout, 1994; Hartfelder & Engels, 1998; Barchuk
et al., 2007). Os niveis de HJ sao controlados por processos de sintese,
degradacéo e ligagao a proteinas especificas na hemolinfa (Taylor et al., 1996).

A sintese do HJ é regulada por neuropeptideos (alatropinas e alatostatinas)
e neurotransmissores (octopamina, glutamato e dopamina) (Gilbert, 2005). Na
primeira etapa de sintese do HJ, conhecida como via do mevalonato, ocorre a
transformacéo de acetil-CoA em farnesil-pirofosfato (Bellés et al., 2005), seguida
por reacao de hidrélise e sucessivas oxidagdes até a formacao do acido
farnesoico. Os passos finais na produgao de HJ-Ill envolvem a metilagao do acido
farnesdico com produgdo de metil farnesoato e uma epoxidagdo do metil
farnesoato para HJ-IIl (Tobe & Stay, 1985; Belles et al, 2005).

A via do mevalonato também esta presente nos vertebrados, nos quais é
responsavel pela sintese do colesterol. Uma das enzimas dessa via, a 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA redutase (HMGR) catalisa a transformacdo do HMG-CoA em
mevalonato (Brown & Goldstein, 1980; Goldstein & Brown, 1990). Nos
vertebrados, a HMGR é uma enzima regulatéria chave no processo de sintese de
colesterol (Brown & Goldstein, 1980) e em insetos tem sido sugerido que a HMGR
seja uma enzima limitante no processo de sintese do HJ (Feyereisen, 1985).

Ja foi demonstrado que, em insetos, a sintese de HJ nos corpora allata pode
ser bloqueada por inibidores da HMGR (Feyereisen, 1985). Em Blatella
germanica, a sintese de HJ foi bloqueada nos corpora allata incubados in vitro
com inibidor da HMGR. Estudos moleculares da HMGR tém sido realizados em
Drosophila melanogaster (Gertler et al., 1988), B. germanica (Martinez-Gonzalez
et al., 1993; Casals et al., 1996), Ips paraconfusus (Tittiger et al., 1999) e Agrotis
ipsilon (Duportets et al., 2000).

Em um dos passos finais de sintese do HJ, a enzima O-methil transferase
do acido farnesdico (FAMeT) converte o acido farneséico em metil farnesoato. Em

crustaceos, a expressdo de mRNA da FAMeT é, algumas vezes, constitutiva, e
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pode ser diferencial ao longo do desenvolvimento de machos e fémeas jovens e
adultos (Silva Gunawardene et al., 2001, 2003; Ruddell et al., 2003; Holford et al.,
2004).

Desde que a reacédo catalisada pela FAMeT foi estabelecida como passo
limitante na sintese de HJ em Diploptera punctata essa enzima tem sido alvo de
estudos, ja que pode ser um importante regulador da produgdo de metil
farnesoato em outros insetos (Yagi et al., 1991). O metil farnesoato é precursor e
analogo do HJ e esta envolvido em processos de crescimento, muda e
reproducéo.

A ultima reacao da via de sintese do HJ, em insetos, é catalisada pela metil-
farnesoate HJ epoxidase (MFE). Pouco se conhece sobre essa enzima, que é
codificada por uma familia de genes que pode variar consideravelmente em
relacdo a sequéncia, permitindo que participe de inuUmeras vias metabdlicas,
como a sintese de hormdnios esterdides em vertebrados e insetos (Werck-
Reichhart & Feyereisen, 2000)

O primeiro estudo da MFE em insetos foi realizado em glandulas endocrinas
de Blaberus giganteus (Hammock, 1975). O gene codificador da MFE foi
inicialmente clonado e sequenciado por Helvig et al., (2004) em D. punctata. Em
seguida, as MFEs de Anopheles gambie, D. melanogaster e varias outras
espécies foram preditas com base na sequéncia de D. punctata.

Nesse estudo, analisamos nas fases de desenvolvimento e em tecidos
especificos de Melipona scutellaris, a expressao dos transcritos dos genes
codificadores das enzimas 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR), metil-
farnesoato epoxidase do Horménio Juvenil (MFE) e O-metil transferase do acido
farnesoico (FAMeT).
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4. Objetivos

e Analisar a expressdo dos transcritos dos genes hmgr e mfe em
diferentes tecidos, fases do desenvolvimento e castas de Melipona

scutellaris.

¢ Analisar a expressao dos transcritos do gene famet em larvas e adultos

de M. scutellaris.
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5. Material e Métodos

5.1. Material Biologico

Nos experimentos foram utilizadas abelhas sem ferrdo, Melipona scutellaris,
mantidas no Meliponario UFU da Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia-MG (S 180 55/ W 450 17’). Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Genética do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade
Federal de Uberlandia.

Para as analises, os tecidos foram dissecados em Ringer para insetos (0,1%
- CaCl2.2H20 3 mM, KCI 182 mM, NaCl 46 mM, Tris base 10 mM, HCI 1N),
sendo 25 pares de corpora allata e pool de 10 abelhas forrageiras para os demais
tecidos.

As fases de desenvolvimento das abelhas M. scutellaris sdo apresentadas

na Tabela 1.

Tabela 1: Fases de desenvolvimento de Melipona scutellaris.

Fases do L
) Caracterizagao
desenvolvimento

L1 Larva 1
L2 Larva 2
L3 Larva 3
Pw Pupa de corpo branco, olho branco
Pp Pupa de corpo branco, olho rosa
Pb Pupa de corpo branco, olho marrom
Pbl Pupa com pigmentacéao leve (alaranjada), olho marrom
Pbd Pupa com pigmentacgéo forte, olho marrom escuro
NE Adulto recém emergido (0 a 10 horas)
N Nurse (Abelha Nutridora)
F Forrageira (Abelha Campeira)
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Os estagios larvais, referidos na Tabela 1, foram identificados segundo
Rossini (1989) e Dias et al. (2001) e os de pupa, segundo Dallacqua (2007) de
acordo com a cor do corpo e pigmentagdo do olho. Em M. scutellaris, o 3° instar
larval é subdividido nos estagios: L3-1: alimento liquido na célula de cria, as
larvas estdo sobre o0 alimento e tem cor perolada; L3-2: alimento com consisténcia
pastosa, as larvas continuam curvadas e sua cor é perolada; L3-3: alimento seco,
consisténcia solida, as larvas comegam a mudar de posicdo e tem cor perolado
brilhante; LPD (Larva Pré — Defecante): célula de cria sem alimento e, ainda, n&o
teve inicio o processo de defecagao, as larvas estdo em forma de virgula, dentro
do alvéolo, tem cor perolada e continuam brilhantes; LD ( Larva Defecante): célula
de cria sem alimento e teve inicio o processo de defecacdo, as larvas sao
esbranquicadas e opacas, estdo eretas e com a cabeca voltada para cima (Figura
4).
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Figura 4: Esquema representando o desenvolvimento larval e os cinco estagios

do 3° instar larval de Melipona scutellaris. Fonte: Amaral et al. (2010)

5.2. Extracdo de RNA Total e sintese da 12 fita de cDNA

A extracao de RNA total foi feita pelo método do TRIZOL (SIGMA-ALDRICH)
segundo recomendacgdes do fabricante. A abelha, apos retirada do intestino, foi
macerada em 1 ml de Trizol para cada 100 mg de tecido, agitado em vortex e
incubado por 5 min a 30°C. Foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio para cada ml
de Trizol, agitando-se por 15 s e incubando-se a 30°C por 2 min, seguido de

centrifugacdo a 12000 g por 15 min a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para
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microtubo de 1,5 ml ao qual foram adicionados 500 uL de isopropanol para cada
mL. A amostra foi centrifugada a 12000 g por 30 min a 4 °C. O sedimento foi
lavado com etanol 75% e centrifugado a 7500 g por 5 min a 4°C. Depois da
secagem a 55°C, em TermoBloco (Nova Etica), o material foi ressuspendido em
agua DEPC (0,1%) e quantificado em NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer).
Valores entre 1,8 — 2,0 para a relacao 260/280 foram considerados adequados.

O DNA gendmico contaminante foi removido utilizando-se 10 U de DNAse |
RNAse Free (Sigma) para cada 10 uyg de RNA. A reacéo foi incubada a 37 °C por
40 min, seguida de 70°C por 10 min para inativagao da enzima.

Para a sintese da 1° fita de cDNA (RT) foram utilizados 1ug de RNA total,
500 uM de dNTP, 10 pmol de Oligo dT (INVITROGEN), 10 uM de DTT, 1U de
RNAse out (INVITROGEN) e 200 U da enzima M-MLV Transcriptase Reversa
(PROMEGA) e tampéo 1X, 5mM de MgCl,, completando-se o volume para 20 yL
com H,O DEPC (0,1%).0 cDNA foi testado, quanto a qualidade, com o gene
codificador da proteina ribossomal 49, RP49 (GenBank number AF441189) que
além de um fragmento de 150 bp, amplifica um de 240 bp no caso de

contaminag&o gendmica (Lourenco et al., 2008).

5.3. RT-PCR Semiquantitativo

Um microlitro da reacdo de RT (cDNA) foi utilizado para amplificar os
fragmentos génicos utilizando 200 uM de dNTP, 2 mM de MgCl,, Tampao 1X, 6
pmol de cada primer especifico, 1,5 U de Taqg DNA Polimerase (Real-Biotech) em
volume final de 20 ul, completado com agua ultrapura. No controle negativo nao
foi adicionado cDNA.

A amplificacao foi realizada em um ciclo inicial de 95°C por 5 min, seguido
de n ciclos de 95 °C por 30s, T °C por 40s, 72 °C por 30s e extensao final a 72°C
por 5 min, onde n e T variaram de acordo com o primer utilizado. Os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao TBE
(TRIS base 89 mM, Acido Bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) corado com
Brometo de Etideo (0,5 upg/ml). A migracdo dos fragmentos no gel foi
acompanhada por marcador de peso molecular de 100 bp (Invitrogen) como

referéncia para determinacao do tamanh o dos fragmentos.
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Os primers utilizados (Tabela 2) foram desenhados com base nas
sequéncias dos genes preditos de A. mellifera. Os primers para os genes hmgr e
mfe foram desenhados pela Dra. Aline Mackert dos Santos, da Universidade
Federal do Mato Grosso, utilizando o programa Primer3. O gene codificador da
proteina ribossomal 49 (RP49) foi utilizado como gene de controle enddgeno para
normalizacédo da reagdo. O fragmento produzido por esse primer, em M.
scutellaris, foi sequenciado por Amaral (2009) e os fragmentos produzidos pelo

primer do gene famet, por Vieira et al. (2008).

Tabela 2: Sequéncias dos primers dos genes codificadores das enzimas da via de
biossintese do Horménio Juvenil. Id: Abreviagao arbitraria dos nomes dos genes.
Genbank: Numero de acesso dos genes no Genbank Tamanho (bp): Tamanho
dos fragmentos produzidos pelos primers, em pares de base (bp). Tm utilizada

(°C): Temperatura de anelamento utilizada, em graus Celsius.

Tamanho m

Gene/ Enzima Id Genbank Primers
(bp) (°C)

F: CCTGCACAGAATGTTGGAAG
Hidroximetilglutaril- hmgr GB18242 178 58
R: GTGCAGGAAGAATAGTTCCG
CoA redutase

F: GGAATCATTTCTTGCGGAGA
Metil-farnesoato mfe GB15634 145 58
R: GTTATGCGCGCTATGGAAAT

epoxidase

F:

O-Metil transferase ATGCGTGGATTTTGGATAAGAT
famet GB20002 400 55

do acido farnesoico R:
CCACCCCAAGCTACATAACAAA

F:

Proteina

rp49 AF441189 GCTGGAGAATGGATACCAACACA 150 58
ribossomal 49
R: CGTCCCCAAACACTTTCCAA
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Foi analisada a cinética da reacdo (curva de saturagcdo) para verificar o
numero de ciclos ideais para cada gene. A densitometria 6ptica (OD) foi analisada
em programa IMVDS (Image Master'™™ VDS Software, versdo 2.0-Pharmacia
Bioscience). Os valores obtidos foram submetidos a razdo mRNA gene analisado/
MRNA rp49, para obtencdo da expressao relativa de cada gene nos individuos

analisados.
5.4. Anélise por RT-PCR em Tempo Real

A quantificagao relativa do mRNA dos genes de interesse foi realizado por
RT-PCR Tempo Real (QRT-PCR).

As reagdes de qRT-PCR foram realizadas simultaneamente para os genes
alvo e gene normalizador (rp49) em placas de leitura Optica de 96-well, em
triplicata. Cada reacao continha 1X SYBR Green PCR Master Mix 2x (Applied
Biosystem), 5.0 pmol de cada primer especifico, 1 yL cDNA em um volume final
de 10 pL (completado com agua MiliQ).

As reagdes de PCR foram realizadas em 40 ciclos em ABI 7700 Sequencer
Detector (Applied Biosystems) nas seguintes condi¢des: 50°C por 1 min, 95°C por
10 min, seguidos por 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min.

O C; foi definido como o primeiro ciclo no qual ocorre um aumento
significativo na magnitude do sinal gerado, detectado na reacdo de qRT-PCR. Os
valores do Cr; foram calculados pelo Real-time sequencer detection software
(Applied Biosystems) e foram usados para calcular a expressdo do gene de
interesse relativo ao mMRNA do gene normalizador (rp49). Os niveis de expressao
foram calculados usando a equacdo 27*2°T (Livak & Schimttgen, 2001).

Para padronizagédo e analise de eficiéncia dos primers foram feitas reagdes
com diluicdes seriadas de cDNA: sem diluicdo; 1:10; 1:100; 1:1000 e construcao
de curvas de regressao linear para cada par de primers. A eficiéncia da reagéao foi
avaliada pelo valor slope, dado pela curva, aplicado & formula E=107"5""® (o valor
“E” deve ser proximo a 2).

O treshold (limiar) e a base line (nivel basal) foram ajustados
automaticamente pelo sistema. Os valores de Ct foram transformados em valores

de quantificagdo de acordo com User Bulletin n°. 2 Applied Biosystems.
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A especificidade dos produtos de PCR foi verificada por meio da analise da
curva de dissociagédo de todos os genes, inclusive do gene de controle endégeno
rp49, garantindo que a amostra ndo estava contaminada com DNA, pois os

primers do rp49 flanqueiam um Intron (Lourenco et al., 2008).

5.5. Anédlise estatistica

As anadlises estatisticas foram feitas pelo programa estatistico GraphPad
Prism (Version 5.00) utilizando analise de variancia (ANOVA). Para verificacdo de

possiveis diferencas entre as médias de cada fator a ser estudado, foi utilizado o
Teste t-Student.
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6. Resultados

6.1.Cinética de Reacdo RT-PCR semiquantitativo para transcritos do
gene hmgr

As reagdes de RT-PCR foram feitas em tubos separados, mantendo a
mesma proporc¢ao de todos os reagentes. Para os genes rp49 e hmgr, o numero
ideal de ciclos da PCR, para que ndo houvesse saturacido, foi de 27 e 35,
respectivamente (Figura 1). Para o gene famet, 35 foi o numero ideal de reacdes,
de acordo com Vieira et al. (2008). Para o mfe nao foi feita a cinética de reagao, ja

que a quantificagao da expressao desse gene foi obtida apenas por qRT-PCR.

rp49 hmgr
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Figura 5: Cinética da amplificagdo dos genes rp49 e hmgr. (A) Eletroforese em
gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio. (B) Representagao grafica da
cinética da reacao para rp49. (C) Representacao grafica da cinética da reacao

para hmgr. OD: Densidade 6ptica.
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6.2. Niveis de transcritos do gene hmgr durante o desenvolvimento de

Melipona scutellaris

Para o célculo dos niveis relativos de mRNA de hmgr foram feitos cinco
experimentos independentes de RT-PCR semiquantitativo. O rp49 foi utilizado
como gene de controle enddégeno. As mesmas amostras foram submetidas a
analises por qRT-PCR.

Verificou-se a expressdo de transcritos de hmgr em varios estagios
analisados ao longo do desenvolvimento de M. scutellaris, com flutuagées entre
as fases e castas, segundo analises por gRT-PCR.

Em larvas (Figura 6) houve diferenca estatistica significativa da média da
expressao de hmgr entre as larvas L2 e larvas dos estagios L3-3, LPD e LD,

mostrando diminuigdo da expressao desse gene no ultimo instar larval.
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Figura 6: Quantificacdo dos niveis de transcritos do gene hmgr em larvas de M.

scutellaris. (A) Representacao grafica (média e desvio padrdo) da quantificagéo
relativa do gene obtida por gRT-PCR. (B) RT-PCR semiquantitativo do transcrito
do gene hmgr e do gene de controle enddgeno rp49. (C) Fases do
desenvolvimento analisadas: L2 (Larva 2), L3-1 (Larva 3 estagio 1), L3-2 (Larva 3
estagio 2), L3-3 (Larva 3 estagio 3), LPD (Larva Pré-Defecante) e LD (Larva
Defecante). Asterisco (*) indica diferenca estatistica significativa (t-Student;
p<0,05).

Pupas de rainhas (Figura 7) também mostraram transcritos do gene hmagr.
Por meio de analises de RT-PCR semiquantitativo e qRT-PCR, verificamos que a
expressao desse gene diminui ao longo do desenvolvimento de pupa de rainhas.

Em pupas de operarias nao se verificou a presenca de transcritos de hmgr.
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Figura 7: Quantificagdo dos niveis de transcritos do gene hmgr durante o estagio
de pupa de rainhas e operarias de M. scutellaris. (A) Representagdo grafica
(média e desvio padrao) da quantificagédo relativa do gene obtida qRT-PCR. (B)
RT-PCR semiquantitativo do transcrito do gene hmgr e do gene de controle
endogeno rp49. (C) Fases do desenvolvimento analisadas: Pw (Pupa de olho
branco), Pp (Pupa de olho rosa), Pb (Pupa de olho marrom), Pbl (Pupa de olho
marrom pigmentacao leve), Ppd (Pupa de olho marrom pigmentagao forte). As
médias encontradas para as pupas de rainha apresentaram diferenca estatistica

significativa, exceto entre Pw e Pp (t-Student; p<0,05).

Em adultos (Figura 8) houve aumento da expressao de transcritos de hmgr
ao longo da vida de operarias. A comparacdo de operarias recém-emergidas,
nutridoras e forrageiras mostra aumento progressivo da expressao dos transcritos
desse gene. Nao houve diferenga significativa na expressdo de hmgr entre

operarias recém-emergidas e rainhas recém-emergidas (Figura 9).
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Figura 8: Quantificagdo dos niveis de transcritos do gene hmgr em operarias
adultas de M. scutellaris. (A) Representagao grafica (média e desvio padréao) da
quantificacao relativa do gene obtida por gRT-PCR. (B) RT-PCR semiquantitativo
do transcrito do gene hmgr e do gene de controle endégeno rp49. (C) Fases do
desenvolvimento analisadas: Op. NE (Operéria recém-emergida), N (Nurse) e F
(Forrageira). Houve diferenca estatistica significativa entre todas as fases
analisadas (t-Student; p < 0,05).
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Figura 9: Quantificagdo dos niveis de transcritos do gene hmgr em rainha e
operaria recém-emergidas de M. scutellaris. (A) Representacao grafica (média e
desvio padrao) da quantificacao relativa do gene obtida por gqRT-PCR. (B) RT-
PCR semiquantitativo do transcrito do gene hmgr e do gene de controle endégeno
rp49. (C) Castas de Melipona: Operaria NE (Operaria recém-emergida), Rainha

NE (Rainha recém-emergida).

6.3. Niveis de transcritos do gene mfe em abelhas adultas de Melipona
scutellaris

Para o gene mfe foram feitas analises por qRT-PCR em individuos adultos.
Em operarias adultas (Figura 10A), houve aumento da expressao do gene mfe
durante o desenvolvimento dos individuos. A comparagao de operarias recém-

emergidas e rainhas recém-emergidas mostrou maior expressao do gene mfe em
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rainhas recém-emergidas (Figura 10B), diferente do que foi observado para

transcritos do gene hmgr, onde n&o se detectou diferenga significativa entre as
castas.
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Figura 10: Quantificacdo dos niveis de transcritos do gene mfe em abelhas
adultas de M. scutellaris. (A) Representagao grafica (média e desvio padrao) da
quantificacao relativa do gene obtida por gRT-PCR para Op. NE (operaria recém-
emergida), N. (Nurse) e F (Forrageira). (B) Representacdo grafica da
quantificacao relativa do gene obtida por qRT-PCR para Operaria NE (operaria
recém-emergida) e Rainha NE (rainha recém-emergida). Asteriscos (*) indicam

diferenca estatistica significativa (t-Student; p < 0,05).
6.4. [Expressao tecido - especifica dos genes hmgr e mfe
A andlise da expressao tecido-especifica de transcritos de hmgr e mfe foi
realizada em amostras de corpora allata, corpo gorduroso, ovario, cérebro e

intestino. Todos os tecidos foram coletados de operarias forrageiras, fase em que

se verificou mais alta expressdo de ambos os genes, na andlise anterior. O
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objetivo da analise tecido-especifica foi comparar a expressdo desses genes nos
corpora allata e outros tecidos, o que poderia indicar que realmente esses genes
estdo relacionados a sintese de horménio juvenil nos corpora allata.

O gene hmgr apresentou transcritos em trés tecidos, com expressao
significativamente maior em corpora allata (Figura 11A). Os transcritos do gene

mfe (Figura 11B) apresentaram express&o apenas nos corpora allata.
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Figura 11: Quantificagdo dos niveis de transcritos tecido - especificos dos genes
hmgr e mfe em operarias forrageiras de M. scutellaris. (A) Representagao grafica
(média e desvio padrao) da quantificagao relativa do gene hmgr obtida por qRT-
PCR. (B) Representacao grafica da quantificac&o relativa do gene mfe obtida por
gRT-PCR. Tecidos analisados: CA (corpora allata), CG (corpo gorduroso), Ov
(Ovario), Cb (Cérebro) e Int (Intestino) de forrageiras. Asteriscos (*) indicam

diferenca estatistica significativa (t-Student; p < 0,05).

6.5. Niveis de transcritos do gene famet em larvas e adultos de

Melipona scutellaris

A analise da expressao relativa do gene famet foi realizada em larvas e
operarias adultas de M. scutellaris, visto que nosso grupo de pesquisa ja possui
dados publicados para pupas de operarias e rainhas (Vieira et al., 2008).

No periodo larval (Figura 12), por meio de RT-PCR semiquantitativo,

observamos expressdo constitutiva das duas isoformas da FAMeT - FAMeT 1
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FAMeT 2 - em todos os estagios larvais, exceto em L2. Em operarias adultas

(Figura 13), ndo houve variacao detectavel na expressdo de ambas isoformas.
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Figura 12: Quantificagdo dos niveis de transcritos das isoformas 1 (FAMeT 1) e 2

(FAMeT 2) do gene famet durante o estagio larval de M. scutellaris por RT-PCR
semiquantitativo. (A) Representagdo grafica (média e desvio padrao) da
densidade optica (OD) das isoformas 1 e 2 do FAMeT. (B) RT-PCR
semiquantitativo dos transcritos do gene famet e do gene de controle endégeno
rp49. (C) Fases do desenvolvimento analisadas: L2 (Larva 2), L3-1 (Larva 3
estagio 1), L3-2 (Larva 3 estagio 2), L3-3 (Larva 3 estagio 3), LPD (Larva pré-
defecante) e LD (Larva defecante). Asteriscos (*) indicam diferenga estatistica. (t-
Student; p < 0,05).

36



FAMeT 1

3_
)
E— 21 ——
0=
©%
A 0 ;
Op. NE
FAMeT 2
2.0,
0 o L
g 1.51
o ;‘ 1.0
&
= 0.51
Ill] T L L]
Op. NE N F
FAMeT 1
HEEN FAMeT 2
B
rpd9
c

Figura 13: Quantificagdo dos niveis de transcritos das isoformas 1 (FAMeT 1) e 2
(FAMeT 2) do gene famet em operarias adultas de M. scutellaris por RT-PCR
semiquantitativo. (A) Representagdo grafica (média e desvio padrao) da
densidade oéptica (OD) das isoformas 1 e 2 do FAMeT. (B) RT-PCR
semiquantitativo dos transcritos do gene famet e do gene de controle endégeno
rp49. (C) Fases do desenvolvimento analisadas: Op. NE (Operaria recém-

emergida), N (Nutridora) e F (Forrageira).
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7. Discussao

A divergéncia entre as castas, rainhas e operarias de Melipona pode ser
resultado de modulagao casta — especifica dos titulos de hormdnio juvenil (HJ) e
ecdisteroides durante o desenvolvimento larval (Hepperle & Hartfelder, 2001).

A importancia do HJ na morfogénese, sintese protéica, reprodugao,
polietismo etario, diferenciacdo de castas em insetos tem sido demonstrada em
muitas investigagbes (Beetsma, 1979; Campos, 1979; Nijhout & Wheeler, 1982;
Bonetti, 1984; Bonetti et al., 1994, 1995, 2006; Hartfelder & Engels, 1998; Barchuk
et al., 2007)

Na via do mevalonato a biossintese do HJ apresenta similaridade para
insetos e vertebrados (Bellés et al., 2005) nos passos que vao de acetil-CoA até a
formacao de farnesil difosfato, diferindo apds isso, na producédo de colesterol nos
vertebrados e HJ nos insetos.

Fazem parte dessa via as enzimas 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase
(HMGR), metil-farnesoato epoxidase do Horménio Juvenil (MFE) e O-metil
transferase do acido farnesdico (FAMeT), que analisamos em Melipona
scutellaris, onde o HJ parece ser o principal agente desencadeador da expresséo
de genes casta — especificos.

Pesquisas tém mostrado que a HMGR pode nao ser enzima chave para
regulacéo da produgéo de HJ (Bellés et al., 2005). Entretanto, um estudo mostrou
que a HMGR pode ser alvo da via da insulina nos corpora allata em D.
melanogaster (Belgacem & Martim, 2007), abrindo novas possibilidades dessa
enzima ser um fator regulatério na via de sintese do HJ.

Nossos resultados ndo mostraram diferenga significativa nos niveis dos
transcritos do gene codificador da enzima HMGR em rainhas e operarias recém-
emergidas, mas aponta um papel dessa enzima no polietismo etario com aumento
da expressao dos transcritos de operarias recém-emergidas até forrageiras. Nos
corpora allata de M. scutellaris, os transcritos do gene codificador da HMGR
foram significativamente expressos, seguido do corpo gorduroso, que mostrou
baixa expressdo. A expressao de altos niveis de transcritos da HMGR nos
corpora allata pode indicar papel dessa enzima na biossintese do HJ em M.

scutellaris.
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Em B. germanica, a atividade das enzimas HMG-CoA sintase (HMGS) e
HMGR variaram mais do que 10 vezes nos corpora allata e no corpo gorduroso,
sendo que o pico de atividade dessas enzimas foi correlacionado com niveis
maximos de HJ nos corpora allata e vitelogenina no corpo gorduroso (Casals
et al., 1996).

Em A. mellifera, Robinson (1992) mostrou que os titulos de HJ e polietismo
etario estdo intimamente ligados. Para A. mellifera, o aumento dos niveis de HJ
esta relacionado ao desenvolvimento das funcbes das operarias na colméia e o
titulo de HJ aumenta significativamente com a mudancga de fungdo de nutridora
(atividade interna) para a fungao de forrageira (atividade externa). Altos niveis de
HJ na hemolinfa estdo associados a periodos de atividade de v6o em rainhas,
operarias e zangbes, com a diferenga de que em rainhas e zangdes esse periodo
ocorre mais cedo e esta relacionado ao acasalamento, enquanto que em
operarias o vOo se inicia mais tarde e estd relacionado as atividades de
forrageamento (Tozetto et al., 1997).

Para M. quadrifasciata, também, ha aumento nos niveis de HJ com a
mudanga de fungdo das operarias. Diferencas estatisticas de titulos de HJ sao
observadas quando comparadas operarias recém-emergidas com nutridoras e
recém-emergidas com forrageiras. Esse aumento, entretanto, ndo é
estatisticamente significativo quando comparadas nutridoras e forrageiras
(Santana, 2002).

Santana (2007) sugere que os titulos de HJ néo estejam inteiramente
envolvidos na divisao do trabalho em M. quadrifasciata, como em operarias de A.
mellifera, sugerindo que o modulador do comportamento em M. quadrifasciata
seja o titulo de vitelogenina na hemolinfa, ja que titulos maiores dessa proteina na
hemolinfa estdo relacionados a ovarios ativos e tarefas de nutridoras, enquanto
titulos menores estao relacionados a ovarios inativos (forrageiras) ou em inicio de
ativacao (recém-emergidas).

Em A. mellifera, os niveis de HJ na hemolinfa aumentam concomitantemente
com o desenvolvimento das operarias adultas (Robinson & Vargo, 1997). Em M.
scutellaris, apesar de termos detectado aumento de expressao dos transcritos do

gene hmgr a medida que a idade das operarias aumenta, de recém-emergidas a
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forrageiras, ndo podemos concluir sobre sua correlagdao com titulos de HJ, pois,
ainda nao ha quantificacao dos titulos de HJ em M. scutellaris.

Em pupas de operarias de M. scutellaris ndo se detectou transcritos de
hmgr, o que corrobora com os niveis basais de HJ na hemolinfa de Apis mellifera
(10 ng/ml, Elekonich et al., 2003) e de Scaptotrigona postica (Hartfelder &
Rembold, 1991) nesse estagio de desenvolvimento. Em pupas de rainhas de M.
scutellaris foram observados niveis decrescentes da enzima HMGR desde pupa
de corpo branco, olho branco até pupa de corpo fortemente pigmentado. Segundo
Bellés et al., (2005) o declinio nos niveis de HJ antecede o declinio enzimatico da
HMGR e, se considerarmos isso, € possivel fazer a hipotese de atividade de
sintese de HJ em pupas de rainhas, onde se detecta, ainda, transcritos de hmgr.

Bonetti et al. (2006) encontraram sinais que podem indicar atividade sintética
de HJ nos corpora allata de pupas de ambas as castas de Melipona
guadrifasciata.

Outra enzima que analisamos, em abelhas adultas e tecidos diferentes, foi a
metil farnesoato epoxidase do horménio juvenil (MFE) que catalisa o ultimo passo
da via mevalonato, na reagdo de metil farnesoato a HJ. Os resultados mostraram
expressao significativamente maior da MFE em rainhas recém—emergidas do que
em operarias recém-nascidas. Nessas ultimas, ainda, os niveis dos transcritos do
mfe foram significativamente menores do que em operarias nutridoras e
forrageiras.

Transcritos do gene mfe foram encontrados apenas nos corpora allata de M.
scutellaris, ndo havendo expressao detectavel desse gene nos demais tecidos
analisados (corpo gorduroso, ovario, cérebro e intestino), fortalecendo a hipétese
de ser a MFE candidata a enzima limitante na via de sintese de HJ. Santos (2008)
também encontrou transcricao exclusiva do gene da MFE nos corpora allata de A.
mellifera. Helvig et al. (2004) sugerem, também, a expressao seletiva do gene mfe
nos corpora allata de D. punctata.

O fato do gene codificador da MFE ser significativamente mais expresso em
rainhas recém-emergidas do que em operarias recém-emergidas de M. scutellaris
reforca os resultados da analise tecido-especifica.

Esses resultados obtidos em M. scutellaris, para os transcritos do gene

codificador da MFE, permitem sugerir a hipétese de que essa enzima esteja
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relacionada a via de sintese do HJ nos corpora allata, podendo apresentar um
papel regulatério nessa via.

Nao podemos descartar, contudo, que os genes da via de sintese de HJ
sejam ligados ou desligados em momentos especificos, devido a resposta dos
corpora allata aos controles inibitérios e estimulatérios dos neuropeptideos
alatostatinas e alatotropinas, respectivamente. Nao sdo os passos enzimaticos
limitantes que regulam, por si sO, a producdo de HJ; esse controle vem sendo
estudado em insetos (Gilbert et al., 2000; Kelling et al., 2004). Em A. mellifera,
Rachinsky e Feldaufer (2000) mostraram que o peptideo sintético Manse-AT
estimula os corpora allata, in vitro.

Bonetti et al. (1995) verificaram a producao de rainhas a partir de larvas de
operarias de Melipona por meio da aplicagao tépica de HJ, sugerindo que o titulo
de HJ ativa uma cascata génica que regula processos de determinagdo e
diferenciacdo de castas, nos quais as enzimas HMGR e MFE parecem estar
envolvidas.

A expressao dos transcritos do gene hmgr para pupas de rainhas de M.
scutellaris mostra diminui¢gdo gradativa ao longo do estagio pupal. Nos insetos em
geral os titulos de HJ em pupas séo, frequentemente, basais.

Comparando-se a expressdao da HMGR em pupas de rainhas de M.
scutellaris com os titulos de ecdisterdéides na hemolinfa de pupas de rainhas de M.
quadrifasciata (Pinto et al., 2002) verifica-se que ha correlagéo, ocorrendo
simultaneamente aumento nos titulos de ecdisterdides e diminuigdo da expressao
de hmgr no inicio do desenvolvimento (Figura 14). Nossos resultados para os
niveis dos transcritos de hmgr em M. scutellaris corroboram com dados
encontrados em S. postica, na qual os titulos de ecdisteréides comegcam
aumentar apoés os titulos de HJ terem declinado a niveis minimos (Hartfelder &
Rembold, 1991) e isso pode apoiar a hipétese de que a expressao desse gene

esteja relacionada a producao de HJ em M. scutellaris.
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Figura 14: Comparacgédo dos titulos de ecdisterdides de pupas de rainhas de
Melpona quadrifasciata com a expressdo do gene hmgr de pupas de rainhas de
Melipona scutellaris por qRT-PCR . A titulagdo de ecdisteréides em Melipona
quadrifasciata foi feita por Pinto et al. (2002). Pw (Pupa de olho branco), Pp (Pupa
de olho rosa), Pb (Pupa de olho marrom), Pbl (Pupa de olho marrom pigmentacao

leve), Ppd (Pupa de olho marrom pigmentagéao forte).

Analisando-se a expressao dos genes hmgr e mfe em operarias adultas de
M. scutellaris, observamos aumento na expressao de ambos acompanhando o
aumento da idade das operarias e, provavelmente, isso esteja relacionado ao
aumento nos niveis de HJ. Se compararmos os niveis dos transcritos dos genes
hmgr e mfe em M. scutellaris (presente trabalho) com os titulos de ecdisterdides
de M. quadrifasciata (Hartfelder et al., 2002) e considerarmos que os titulos de HJ
estejam inversamente correlacionados com os de ecdisterdides, entdo, podemos
deduzir que em individuos adultos de Melipona, os niveis de HJ aumentam a

medida que os titulos de ecdisterdides diminuem (Figura 15).
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Figura 15: Comparagao dos titulos de ecdisterdides de operarias de Melipona
guadrifasciata com a expressao dos genes hmgr e mfe de operarias de Melipona
scutellaris por gqRT-PCR. A titulagdo de ecdisterdides em Melipona quadrifasciata
foi feita por Hartfelder et al. (2002). Operaria NE (operaria recém-emergida — 1 dia
de vida) e Nutridora (10 a 14 dias de vida).

Santana (2002) observou, para M. quadrifasciata, aumento nos titulos de HJ
em operarias com idades entre 5 e 9 dias acompanhado de um decréscimo nos
valores de ecdisteréides. Com base nisso, o autor propde uma inter-regulagéo
entre estes dois horménios na fase adulta de M. quadrifasciata.

Outra enzima alvo de estudo desse trabalho foi a O-metil transferase do
acido farnesodico (FAMeT), que catalisa a metilacdo do acido farnesodico,
produzindo metil farnesoato, o precursor do HJ. Evidéncias em outros insetos
sugerem que a FAMeT € uma enzima limitante no processo de sintese do HJ e é
regulada por neuropeptideos da familia alatostatina (Yagi et al., 1991). Essa
enzima parece participar ndo s6 da metilacdo do acido farnesdico, mas de
inumeros outros substratos (Burtenshaw et al., 2008).

Vieira et al. (2008) encontraram, em M. scutellaris, um splicing alternativo
para a FAMeT, no qual um micro-exon de 27 nucleotideos foi responsavel pela
formagdo de duas isoformas de FAMeT, a MsFAMeT 1 e a MsFAMeT 2. Os

autores sugerem que apenas a isoforma MsFAMeT 2 esteja associada a via de
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sintese do HJ, baseado no fato de que o tratamento topico de larvas dessa abelha
com HJ lll, inibe a expressdo dessa isoforma. Em pupas, Vieira et al. (2008)
detectaram a presenga de ambas as isoformas ao longo do desenvolvimento de
pupas de rainhas e operarias, com flutuagdes significativas de expressao, entre
as castas.

Em larvas dessa espécie, também observamos presenca da MsFAMeT 1 e
da MsFAMeT 2 em todos os estagios, com excecao da isoforma 1 no estagio L2.
N&o observamos variagdo na expressdo das isoformas nos outros estagios
larvais. Em adultos, a expressao das duas isoformas da FAMeT parece, também,
ser constitutiva, ndo variando significativamente entre operarias adultas de
diferentes idades.

Esses resultados encontrados para a FAMeT ndo nos permitem associar
essa enzima com a via de sintese de HJ em M. scutellaris. Isso corrobora com
Gunawardene et al. (2002) e Burtenshaw et al. (2008) que especulam a
possibilidade da FAMeT metilar varios outros substratos além do acido farneséico
da via de sintese do HJ.

Em D. melanogaster, Burtenshaw et al. (2008) sugeriram que a FAMeT tem
pouco ou nenhum papel na biossintese de sesquiterpendides. Em experimentos
envolvendo a mosca-das-frutas, os autores compararam cepas com deficiéncia ou
diminuicdo na producdo da enzima FAMeT com cepas normais para produgao
dessa enzima e n&do observaram diminuigdes significativas na sintese de metil
farnesoato e de HJ em cepas deficientes para a producdo da FAMeT. Com isso,
os autores levantaram a hipétese dessa enzima nao apresentar fungao direta na
via de sintese do HJ.

Diferente do que encontramos para a FAMeT, as enzimas HMGR e MFE em
M. scutellaris parecem estar, de fato, envolvidas com a via de sintese de HJ,

sendo a MFE a candidata a enzima limitante dessa via.
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8. Conclusdes

A analise da expressao dos transcritos dos genes codificadores das enzimas
3- hidroxi-3-metilglutaril CoA reductase (HMGR), metil-farnesoato epoxidase do
Hormonio Juvenil (MFE) e O-metil transferase do acido farnesoico (FAMeT) em

Melipona scutellaris mostrou que:

1. Emlarvas

« ocorre expressao de transcritos do gene codificador da enzima HMGR em
todos os estagios de Larva (L2, L3, L3-1, L3-2, L3-3, LPD e LD), com expressao

significativamente maior em L2; ndo foi analisado o estagio L1;

e sao detectados transcritos do gene codificador da FAMeT (isoformas
FAMeT 1 e FAMeT 2) em todos os estagios analisados, com excecgao da isoforma
FAMeT 2 em L2.

2. Em pupas

» observou-se transcritos de hmgr em todos os estagios de pupas (Pw, Pp,

Pb, Pbl e Pbd) de rainhas e ndo detecgdo em pupas de operarias.

3. Em adultos

e ocorre expressao de transcritos do gene codificador de HMGR em
operarias recém-emergidas, nutridoras (Nurse) e forrageiras, com niveis
diferentes entre elas e maior expressao em forrageiras. Entre rainhas e operarias

recém-emergidas nao ha diferenga para os transcritos da HMGR;
« 0s niveis dos transcritos do gene codificador de metil-farnesoato epoxidase

do horménio juvenil (MFE) s&o significativamente mais altos em rainhas do que

em operarias recém-emergidas;
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e 0s niveis de transcritos relativos a enzima FAMeT nao mostraram
diferengas entre operarias recém-emergidas, nutridoras e forrageiras, para ambas
isoformas da enzima (FAMeT 1 e FAMeT 2).

4. Em tecidos especificos

e a andlise da expressao tecido—especifica dos genes codificadores de
HMGR e MFE em M. scutellaris mostrou que o gene codificador de HMGR ¢é
expresso em corpora allata, corpo gorduroso e ovarios, apresentando niveis de
transcritos significativamente maiores nos corpora allata e o gene mfe apresenta

expressao exclusiva nos corpora allata.
9. Conclusdes gerais

« As caracteristicas de expressdo encontradas para o gene codificador da
MFE indicam que o passo metabdlico catalisado por essa enzima na via de
sintese do HJ pode exercer modulagéo dos niveis de HJ em M. scutellaris;

« O padrao de expressao dos transcritos dos genes mfe e hmgr mostra que

esses genes estdo relacionados ao polietismo etario em operarias adultas de M.

scutellaris.
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