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RESUMO

DOHANIK, Virginia Teles, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2020. Expressao
e funcao do receptor de vitelogenina nas glandulas hipofaringeas de Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae). Orientador: José Eduardo Serrdo. Coorientadoras: Luanda
Medeiros Santana e Carolina Gongalves Santos.

O receptor de vitelogenina (VgR) pertence a superfamilia de receptores de lipoproteinas de
baixa densidade (LDLR) e € um componente essencial na captagcdo e transporte da proteina
precursora de vitelo, a vitelogenina, que ¢ uma fosfoglicoproteina, sintetizada no corpo
gorduroso e liberada na hemolinfa, na qual circula até ser absorvida por diversos 6rgaos,
especialmente pelos ovérios, via endocitose mediada por receptor. A importancia da
vitelogenina vai além das vias reprodutivas, pois estd presente em abelhas operarias ndo
reprodutoras, sendo sugerida como envolvida na produgdo da geleia real pelas glandulas
hipofaringeas como uma possivel adaptacdo desta proteina na evolucdo das abelhas eussociais
que pode ter permitido um cuidado com a cria mais eficiente. O objetivo foi verificar se o
receptor de vitelogenina estd presesente nas glandulas hipofaringeas de operarias da abelha
Apis mellifera. Para tal, foi avaliada a expressdo génica de AmVgR (gene para receptor de
vitelogenina em A. mellifera) em operarias com diferentes funcdes, na presenca e auséncia de
rainhas no ninho, a presenca desse receptor nas glandulas hipofaringeas por
imunohistoquimica, e a importancia funcional para o desenvolvimento glandular com o
silenciamento do gene por dsSRNA-VgR. AmVgR é expresso nas glandulas hipofaringeas de
operdrias, apresentando maior expressao nas operarias nutridoras do que nas recém-emergidas
ou forrageiras. AmVgR apresenta maior expressdo em operdrias com 11 dias de idade em
coldnias que possuem rainha do que em coldnias 6rfas. Operdrias nutridoras com glandulas
hipofaringeas desenvolvidas apresentam maior expressdo de AmVgR do que aquelas com
glandulas pouco desenvolvidas. A imunohistoquimica evidencia a colocalizacdo da
vitelogenina, do VgR e da clatrina nos &cinos glandulares das glandulas hipofaringeas
indicando endocitose mediada para receptor. Os ensaios com dsRNA mostram que ndo ha
mudanga na expressdo dos transcritos de AmVgR nas glandulas hipofaringeas de operarias
injetadas com dsRNA-VgR. Os resultados obtidos mostram que o VgR é responsdvel pelo
transporte da vitelogenina da hemolinfa para as glandulas hipofaringeas, contribuindo para a
compreensdo do desenvolvimento desta glandula e sua participacdo no contexto social das
abelhas meliferas.

Palavras-chave: Abelhas. Expressdo génica. Geleia real. Operdrias.



ABSTRACT

DOHANIK, Virginia Teles, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May 2020. Expression
and function of the vitellogenin receptor in the hypopharyngeal glands of Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae). Advisor: José Eduardo Serrdo. Co-advisors: Luanda Medeiros
Santana and Carolina Gongalves Santos.

The vitellogenin receptor (VgR) belongs to the of low density lipoprotein receptors (LDLR)
superfamily, essential for the uptake and transport of the yolk precursor, vitellogenin, that is a
phosphoglycoprotein, synthesized in the fatty body and released in the hemolymph, following
absorption in different organs, mainly in the ovaries, via receptor-mediated endocytosis.
Besides, its importance for the reproductive pathway, the vitellogenin occurs in non-
reproductive honeybee workers, suggesting a possible role in the production of royal jelly by
the hypopharyngeal glands. The objective was to verify if the vitelogenin receptor occurs in
the hypopharyngeal glands of Apis mellifera workers. Its occurrence in the hypopharyngeal
glands was for this purpose, its presence in the hypopharyngeal glands was evaluated by the
gene expression of AmVgR (VgR gene for A. mellifera) in workers with different functions, in
the presence and absence of queens, immunohistochemistry, and the functional importance for
glandular development with gene silencing by dsRNA-VgR. AmVgR is express in the
hypopharyngeal glands of workers, showing higher expression in nurse than in newly-
emerged and forager workers. AmVgR is more expressed in 11-day-old workers from
queenright colonies than in queenless ones. Nurse workers with developed hypopharyngeal
glands show higher AmVgR expression than those with poorly developed glands. The
immunohistochemistry show the colocalization of vitellogenin, VgR, and clathrin in the acini
of the hypopharyngeal glands, suggesting receptor-mediated endocytosis. The dsRNA
analysis show that the transcript expression is not downregulated in the hypopharyngeal
glands of workers injected with dsSRNA-VgR. The results obtained show that the vitellogenin
receptor is responsible for the transport of vitellogenin from the hemolymph to the
hypopharyngeal glands, contributing to the comprehension of the role this gland in the social
context of honeybees.

Keywords: Bees. Gene expression. Royal jelly. Workers.
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INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Apis mellifera: consideragoes gerais

Os insetos eussociais incluem abelhas, formigas, vespas e todos os cupins. Existem trés
principais critérios que distinguem este grupo dos demais insetos: i) individuos da mesma
espécie sdo responsdveis pelo cuidado com a prole, ii) existe uma divisdo do trabalho
reprodutivo e iii) hd uma sobreposi¢cdo de pelo menos, duas geracdes em estdgios de vida
capazes de contribuir para o trabalho na colonia (Wilson 1971). A integracdo é complexa
entre estes insetos envolvendo uma variedade de padrdes comportamentais, feromonios e
adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas (Michener 1974).

Estas abelhas sdo classificadas como insetos holometdbolos, por apresentarem
metamorfose completa, com padrdes de desenvolvimento corporais distintos (embrido, larva,
pupa e adulto) (Winston e Fergusson 1985). Nestes insetos, poucas divisdes celulares ocorrem
apos o fim da fase larval, ou seja, o fim da fase de crescimento do inseto, sendo a pupa ou fase
de metamorfose, na qual o inseto nao se alimenta, onde ocorrem os processos morfogenéticos
que envolvem mais mudancas de forma e tamanho das células do que aumento de seu nimero
(Cruz-Landim 2009). Apés a emergéncia, os adultos desempenham fungdes especificas dentro
da colonia, apresentando uma sociedade altamente organizada (Winston e Fergusson 1985).

Nos insetos sociais, individuos da mesma espécie e do mesmo sexo podem apresentar-se
com morfologias corporais diversas e desempenhando funcdes especificas nas colonias (Cruz-
Landim 2009). Em A. mellifera Linneaus, 1758 (Hymenoptera, Apidae, Apinae, Apini), é
composta por trés tipos de membros: a rainha, o zangdo e as operéarias, cada um dos membros
possuindo tarefas especializadas dentro da colonia (Michener 1974). A determinagdo de sexo
€ haplodiploide, onde fé€meas originam-se de ovdcitos fertilizados, portando diploides

(2n=32), e os machos se originam de ovdcitos ndo fertilizados, haploides (n=16) (Michener
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1974). Nas fémeas, hd dois fendtipos distintos chamados de castas: uma Unica rainha e
milhares de operdrias (Winston 1987).

Em A. mellifera, a larva recém-eclodida tem potencial para ser uma operdria ou uma
rainha, o destino fenotipico das larvas diploides depende da qualidade e da quantidade do
alimento recebido, a qual afeta a atividade dos corpora allata e das glandulas protoricicas,
levando a perfis hormonais especificos das castas (Ribbands 1953; Rachinsky et al. 1990;
Hartfelder e Rembold 1991). Esse fendmeno € chamado polifenismo, pois as variagdes
morfoldgicas sdo determinadas pelas condicdes ambientais, nas quais o inseto se desenvolveu
(Cruz-Landim 2009). A determinag¢do de casta € iniciada pelo estimulo trofogénico que
estimula respostas diferenciais do sistema enddcrino, que secreta os principais hormonios
morfogenéticos, a saber, hormonio juvenil e ecdisteroides (Page e Peng 2001; Page e Erber
2002; Page et al. 2002; Cruz-Landim 2009).

A dieta das larvas que originardo rainhas é constituida pela geleia real, rica em
carboidratos, lipidios e proteinas, produzida a partir de secre¢des das glandulas hipofaringeas
e das glandulas mandibulares das operarias (Rembold and Dietz 1966; Cruz-Landim 2009,
Kamakura et al. 2011), enquanto as larvas que originam operdrias sao alimentadas com geleia
real até o segundo estdgio larval, apds este periodo sendo entdo alimentadas com uma mistura
de geleia real, mel e plen (Winston 1987).

Os titulos hormonais diferentes levam a mudancas no desenvolvimento dos O6rgaos
internos, bem como de estruturas corporais externas, relacionadas com as funcdes especificas
das castas na colonia (Michener 1974; Cruz-Landim 2000). Assim, sdo afetados os ovarios
que sdo maiores nas rainhas, o abddmen, o sistema glandular exdcrino, a estrutura das
mandibulas, o aparelho do ferrdo, o sistema de coleta de alimento, além de aspectos da

fisiologia e comportamento (Snodgrass 1956; Winston 1987; Cruz-Landim 2009). Todas estas
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diferencas estdo associadas a especializacdo da rainha em produzir ovos, e das operdrias para
a manuten¢do da coldnia e coleta de alimentos e dos machos que sdo responsdveis por
fecundar a rainha (Snodgrass 1956; Michener 1974).

Os machos, chamados zangdes, possuem uma Unica funcdo significativa, o acasalamento.
Ele ndo executa nenhum trabalho para a coldnia e sdo alimentados pelas operarias, assim
estruturas relacionadas ao trabalho sdo reduzidas ou ausentes (Snodgrass 1956). Por outro
lado, as estruturas envolvidas na orientacdo, voo e acasalamento sdo altamente desenvolvidas
(Snodgrass 1956). Seus olhos compostos sdo maiores que os das operdrias, ocupando quase
toda cabeca, o 16bulo 6tico cerebral é maior e as antenas t€ém até 10 vezes mais estruturas
olfativas que nas operdrias, além de misculos de voo maiores e asas mais largas,
caracteristicas estas importantes na orientacdo para encontrar a rainha virgem durante o voo
nupcial e com ela acasalar (Snodgrass 1956). Seu sistema reprodutivo € projetado para everter
0 Orgdo genital dentro da rainha durante o acasalamento, desta forma o zangdo acasala
somente uma vez e morre em seguida, uma vez que o endofalo do pénis é arrancado, pois
permanece preso na genitdlia da rainha apds a cépula (Snodgrass 1956).

As rainhas sdo maiores que as operdrias, possuem uma taxa metabdlica mais alta que a
permite produzir muitos ovos ao dia e apresentam maior longevidade (Free 1980). Entretanto,
elas possuem repertério comportamental menos elaborado e um cérebro menor que as
operdrias, nao possuindo estruturas para a coleta e manipula¢do de pdlen, comportamento de
forrageamento e de defesa contra inimigos, sendo incapazes de sobreviver por um longo
periodo fora da col6nia, ndao possuem glandulas de cera e glandulas hipofaringeas, porém suas
glandulas mandibulares sdo maiores (Snodgrass 1956; Michener 1974; Free 1980). As rainhas
possuem anatomia especializada para reproducdo, geralmente sendo a unica fémea fértil da

colonia (Michener 1974). O status reprodutivo da rainha permite que ela armazene



13
espermatozoides em um O6rgdo especializado, chamado espermateca, que serdo utilizados
durante toda a vida (Snodgrass 1956). Possuem um par de ovarios bem desenvolvidos, com
cerca de 180 ovariolos cada, dando a elas capacidade de ovopositar até 2000 ovos por dia
(Page e Peng 2001; Page e Erber 2002; Page et al. 2002).

As operdrias de abelha apresentam estruturas para coleta e manipulacdo de podlen,
comportamento de forrageamento e de defesa na presenga de inimigos (Michener 1974). Elas
apresentam uma progressdo caracteristica no desempenho de suas atividades dentro da
colonia, inicialmente como operdrias nutridoras, depois de 2-3 semanas fazem a transicao
para o estdgio de forrageadoras e por fim, em situagdes adversas, podem possuir um terceiro
estdgio, no qual as operdrias podem sobreviver por longos periodos de tempo até que as
condi¢des ambientais melhorem, estas sdo referidas como abelhas de inverno nas regides
temperadas (Sekiguchi e Sakagami 1966; Omholt e Amdam 2004; Seehuus et al. 2007). Os
ovdrios das operdrias geralmente nio estdo ativados, possuindo cada um deles entre 2-10
ovariolos. As operdrias de A. mellifera podem ativar seus ovérios em colmeias 6rfas ou
quando a populacdo da coldnia estd muito grande (Groot e Voogd 1954; Michener 1974).

E importante salientar que as operarias desempenham uma diversidade de tarefas dentro da
coldnia, geralmente em ordem cronoldgica, conhecido por polietismo etdrio (Deseyn e Billen
2005; Free 1980). Estas mudancas de tarefas sio acompanhadas por mudangas morfoldgicas,
fisiologicas e comportamentais (Free 1980). Em estudos em que abelhas operdrias foram
observadas realizando tarefas em diferentes idades, foi verificado que os individuos ndo se
especializam em tarefas particulares, mas que cada individuo pode realizar uma variedade de
tarefas, muitas vezes superpostas; observou-se também que, a tarefa preferida tende a mudar a
medida que a abelha se torna mais velha (Free 1980). Em geral, com o aumento da idade, as

abelhas empreendem quatro séries superpostas de tarefas, sendo elas: a) limpeza de células; b)
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alimentacdo de larvas e construcdo de favos; c¢) constru¢do de favos, recepcdo de néctar,
acondicionamento de pdlen, limpeza de células, remog¢ao de entulhos e guarda; d) coleta de
recuros fora do ninho (Free 1980).

Aquelas operdrias alimentando as larvas s@o denomindas nutridoras, enquanto aquelas
coletando recuros fora do ninho s@o as forrageiras. A transi¢cdo de abelhas nutridoras para
forrageiras é regulada pelo hormonio juvenil, onde aumentos nos titulos de hormonio juvenil
reprimem a sintese de vitelogenina, proteina precursora do vielto nos ovos, ativando a via de
diferenciagdo através do hormonio juvenil (Amdam e Ombholt 2003).

Durante o curso de vida das operdrias, os niveis de vitelogenina no corpo gorduroso, onde
ela sintetizada, e na hemolinfa caem, e essas concentracdes reduzidas influenciam em varios
aspectos do ciclo de vida das abelhas (Miinch e Amdam 2010). Os niveis de vitelogenina no
corpo gorduroso e na hemolinfa sdo mais altos em abelhas nutridoras e abelhas de inverno e
baixos em forrageiras (Seehuus et al. 2006b), sendo que os sistemas glandulares da abelha,
que estdo associados a producdo de alimento larval e de cera, se desenvolvem e regridem de
acordo com as varias tarefas dentro do ninho (Free 1980).

Pelo fato de viverem em colonias numerosas e estocarem grande quantidade de alimento
(mel e graos de pdlen) obtidos das plantas, as abelhas possuem grande valor em servigos
ecossistémicos, responsdveis pela manutencido de diferentes habitats e ganhos econdmicos,
relacionados a poliniza¢do de culturas, bem como uso dos produtos secundarios produzidos,
como mel e prépolis. Elas fornecem um servico de polinizacao altamente valorizado para uma
gama de culturas agricolas (Calderone 2012; Garibaldi et al. 2013).

Entretanto, dados preocupantes relatam um declinio na populacdo de abelhas, devido a
perda e degradacdo de seu habitat, ao uso exacerbado de pesticidas em grandes culturas

agricolas, como também presenca de patdgenos, parasitas, além das mudancas climadticas
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(Winfree et al. 2009; Potts et al. 2010; Goulson et al. 2015; Hung et al. 2018). Assim, estudos
que visam buscar informagdes sobre a biologia das abelhas bem como suas fungdes
ecoldgicas sdo necessdrios para manutengdo e conservacdo das espécies como também a

manutencao da vida terrestre.

Gléandulas hipofaringeas

As operdarias de A. mellifera alimentam as larvas com nutrientes proveniente
principalmente das glandulas hipofaringeas e glandulas mandibulares (Free 1980). As
glandulas hipofaringeas, também conhecidas como glandulas de geleia real, estdo presentes
em todos os himendpteros, apresentando variados graus de desenvolvimento e sdo
consideradas como exclusivas dessa Ordem (Snodgrass 1956; Cruz-Landim e Abdalla 2002;
Cruz-Landim 2009).

Essas glandulas fazem parte do sistema salivar, também conhecido como glandulas anexas
ao tubo digestivo, por terem desembocadura na regido oral (Cruz-Landim e Abdalla 2002;
Cruz-Landim 2009). Sao formadas por estruturas pares que se originam da diferenciacdo do
epitélio da regido anterior ventral da faringe no estdgio de pré-pupa (Cruz-Landim e Mello
1967; Cruz-Landim e Costa 1998; Cruz-Landim 2000; Cruz-Landim e Abdalla 2002).

As glandulas hipofaringeas sdo formadas por células glandulares de classe III (Noirot e
Quennedey 1974) que sdo caracterizadas segundo o grau de desenvolvimento e podem ser
classificadas em quatro tipos principais (Cruz-Landim e Costa 1998). A abelha A. mellifera se
enquadra como glandulas de classe III do tipo 4a, as quais se caracterizam por apresentarem
cachos muito longos, podendo alcancar um centimetro de comprimento e enrolam-se sobre e

sob o cérebro (Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009). Os cachos sendo muito
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longos permitem a ligacdo de muitas células secretoras as quais podem se conectar agrupadas

ao ducto axial (Figura 1.1) (Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009).

Ducto coletor

Canaliculo

Figura 1: Glandula hipofaringea de abelha operarias adulta. a e b: Imagens de microscopia de
varredura das glandulas hipofaringeas. A glandula consiste de dcinos pluricelulares dispostos
em torno de um ducto coletor (asteriscos brancos) e ligados a este por meio de canaliculos
dispostos em feixes (setas brancas).c: Apresentacdo esquemdtica dos dcinos. Cada 4cino é
comporto por varias células secretoras que tem sua membrana apical invaginada formando um
longo canaliculo (asteriscos pretos). Cada célula secretora € conectada através de um
complexo juncional (pontas de seta) a uma célula do canal que forma um microcanal para a

entrega de produtos secretores ao ducto coletor. Modificada de Klose et al. (2017).

As unidades secretoras possuem forma esférica, sendo chamados de acinos ou alvéolos.
Em A. mellifera estes acinos sao pluricelulares, sendo constituidos por uma média de cinco
células secretoras globulares ricas em reticulo endoplasmatico rugoso, sendo mantidas juntas
por uma membrana acelular, constituida de uma substancia amorfa, semelhante a uma lamina
basal, ou seja, sdo independentes, e contém em seu interior um canaliculo intracelular ou
coletor de secrecdo (formado por uma invaginacdo profunda da membrana plasmdtica da
célula), um canaliculo extracelular ou canal excretor, que conduz a secrecio para o local onde
serd secretada e, um canal excretor final ou canal axial, via de descarga da secre¢do na placa

hipofaringeana (Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009). Os canaliculos dos 4cinos
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com mais de uma célula formam feixes e dirigem-se agrupados para o local de
desembocadura, onde também terminam juntos. Tanto a glindula secretora como as células

que produzem os canais secretores tem origem ectodérmica (Figuras 1 e 2) (Cruz-Landim e

Hadek 1969; Cruz-Landim e Abdalla 2002; Deseyn e Billen 2005; Cruz-Landim 2009).
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Figura 2: Representacdo esquemadtica da organizacdo da glandula hipofaringea. du= ducto
axial cortado transversalmente; I= luz; c= cuticula; n= nudcleo; nu= nucléolo; G= Golgi; s=
secrecdo; esp= espago secretor; mt= microtubulos; m= mitocondrias; rb= ribossomos; re=
reticulo endoplasmético granular; ds= desmossomos septados; mb= membrana basal; mv

microvilosidades. Fonte: Cruz-Lamdim (2009).
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Em cada célula a secrecao acumula-se ao redor do canaliculo intracelular (canal coletor),
seja sob a forma de granulos ou vacuiolos, formando um espago secretor entre a membrana
plasmatica da célula secretora e a cuticula do canaliculo (reservatério de secre¢do intracelular)
(Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009). A cuticula que reveste o canal coletor
apresenta uma epicuticula com interrup¢cdes e uma pré-cuticula porosa. O canal excretor €
formado por células achatadas com epicuticula fina e uma pré-cuticula espessa e elétron-
densa, elas se ligam as células secretoras por juncdes septadas de tal forma que o canal coletor
e o secretor se tornam continuos (Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009). O canal
excretor axial, que leva a secrecdo para ser eliminada através da placa hipofaringea é formado
por uma camada de células achatadas e apresenta uma cuticula diferenciada em exo e
endocuticula (Cruz-Landim e Hadek 1969; Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009;
Smodis Skerl e Gregorc 2015).

As glandulas hipofaringeas podem apresentar variacdo entre as espécies, sexos € castas
entre os Hymenoptera, porém em A. mellifera, a glandula hipofaringea estd presente
exclusivamente nas operdrias, sendo ausente em machos e na rainha que se restringem a
funcdo reprodutiva, entretanto, nas operdrias a glandula se apresenta muito desenvolvida
(Cruz-Landim e Hadek 1969; Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009; Smodi$
Skerl e Gregorc 2015).

Quando emergem, as abelhas ndo apresentam glandulas hipofaringeas completamente
desenvolvidas e nao secretam ativamente (Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009).
As células glandulares nesta fase apresentam nucleo grande com cromatina descondensada,
reticulo endoplasmatico granular desenvolvido, mitocondrias e Golgi, contendo vacuolos
pequenos indicando absor¢do de material da hemolinfa (Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-

Landim 2009).
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Nas operdrias nutridoras a glandula hipofaringea tem o seu auge de desenvolvimento, com
citoplasma rico em granulos e vaciolos com acimulo de secrecdo de natureza proteica no
espaco subcuticular ao redor do canal coletor (Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim
2009). Quando a secrecdo € liberada, acumula-se primeiro no espago entre a membrana
plasmadtica e a cuticula, antes de passar para o limen, formando bolsdes de secre¢do (Cruz-
Landim e Abdalla 2002; Deseyn e Billen 2005; Cruz-Landim 2009).

Passada essa fase em que as operdrias estdo mais envolvidas com a nutricao da cria, as
abelhas mais velhas passam a forragear e o aspecto das células glandulares muda, aparentando
sinais de degeneracdo celular (Cruz-Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009). Ocorre um
colapso das microvilosidades ao redor do canal coletor devido ao esvaziamento do espago, o
reticulo endoplasmatico apresenta-se vesicular e com mitocondrias menores. Um novo tipo de
secrec¢do aparece em células nesta fase sob a forma de granulos de contetddo heterogéneos. Na
transicdo da fase de nutridora para forrageira a glandula hipofaringea € marcada por uma
mudanca de fun¢do, a qual pode ser morfolégica e/ou bioquimicamente demostrada (Cruz-
Landim e Abdalla 2002; Cruz-Landim 2009). As operdrias campeiras jovens ainda
apresentam suas glandulas hipofaringeas funcionais, enquanto nas mais idosas a glandula
apresenta sinais de degeneracdo (Cruz-Landim e Hadek 1969; Kubo et al. 1996; Cruz-Landim
e Abdalla 2002; Deseyn e Billen 2005; Cruz-Landim 2009).

As glandulas hipofaringeas em A. mellifera sdo consideradas glandulas produtoras de
alimento, o qual € servido a cria jovem, as rainhas, aos machos e as operdrias recém-
emergidas (Michener 1974; Crailsheim et al. 1992). Assim, esta glandula apresenta duas fases
funcionais: aquela que ocorre na operdria nutridora, na qual hd sintese da porcao proteica que
fard parte do alimento dado a larva e enzimas como a a-glicosidase e, a outra fase ¢ marcada

nas campeiras jovens, onde ocorrem mudangas nos aspectos morfolégicos e altas produgdes
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enzimdticas, sobretudo de glicosidases e amilases, auxiliando no processamento do néctar
para conversdo em mel (Cruz-Landim 2009). As secre¢Oes produzidas estdo ligadas
diretamente as necessidades da colOnia, portanto, a glandula exibe uma atividade secretora
flexivel em relacdo as necessidades de alimentacdo da cria (Free 1980).

As proteinas secretadas com a geleia sdo principalmente derivadas do pdlen, que € ingerido
em grande quantidade pelas abelhas (Crailsheim et al. 1992). A geleia real tem uma
composi¢do complexa de &dgua, agucares, proteinas, colesterol, aminodcidos e vitaminas
(Rembold e Dietz 1966), na qual 90% das proteinas pertencem ao mesmo grupo € contém
cinco tipos de proteinas com uma quantidade relativamente alta de aminoacidos essenciais
(Schmitzova et al. 1998). As glandulas hipofaringeas também produzem a-glicosidase,
glucosidase oxidase e outras enzimas como galactosidase, esterase, lipase e leucina
arilamidase, incluindo também a royalactina que tem sido discutida como potencial proteina
na diferenciacdo das rainhas (Knecht e Kaatz 1990; Ohashi et al. 1999; Kamakura 2011).

O ciclo funcional da glandula hipofaringea nas operarias sugere maior atividade enquanto
estdo exercendo func¢des dentro do ninho até quando ocorre a transi¢do para forrageiras
(Crailsheim et al. 1992; Hrassnigg e Crailsheim 1998). O tamanho da glandula tende a
aumentar de acordo com a idade, com maior desenvolvimento aos seis dias de idade,
apresentando tamanho duplicado em comparagdo com as recém-emergidas. Nesta idade a
glandula apresenta grande quantidade de secre¢do acumulada ao redor do aparato terminal,
sendo que, aos nove dias apresentam uma fase secretora assincronica, com algumas células
apresentando reticulo endoplasmatico rugoso vesicular e outras lamelares, permanecem assim
até 15 dias de idade, quando diminui a quantidade de secre¢do ao redor do aparato terminal.
Aos 18 dias ocorre grande quantidade de secrecdo perto do aparato terminal e o reticulo

endoplasmadtico rugoso é completamente reticular e apds 21 dias aparecem lisossomos que se
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acumulam, organelas se desintegram e o citoplasma se torna menos denso (Cruz-Landim e
Hadek 1969; Crailsheim et al. 1992; Hrassnigg e Crailsheim 1998) . Aos 27 dias de idade
adulta, o reticulo endoplasmadtico se torna elétron-denso e as demais organelas celulares sdao
de dificil distincao, indicando regressdo da glandula (Cruz-Landim e Hadek 1969; Crailsheim
et al. 1992; Hrassnigg e Crailsheim 1998). Diferentes modos de morte celular foram relatados
nas glandulas hipofaringeas em regressdo de abelhas operdrias (Silva de Moraes e Bowen
2000).

Entretanto, no estudo da atividade glandular € importante observar as fungdes
desempenhadas pelas abelhas que somente sua idade cronologica. Huang et al. (1994)
relataram que hd diferenca enddcrina na divisdo de trabalho em abelhas operdrias com a
mesma idade de acordo com a tarefa executada. As abelhas jovens apresentam baixo titulo de
hormdnio juvenil e possuem glandulas hipofaringeas maiores, enquanto que as mais velhas
apresentam altas taxas de hormonio juvenil e menores tamanhos dessas glandulas. A presenca
da cria também influencia no desenvolvimento das glandulas hipofaringeas, pois 15-23 dias
apo6s retiradas sucessivas da cria, hd alteragdes no tamanho destas glandulas (Hrassnigg e
Crailsheim 1998). Smodi§ Skerl e Gregorc (2015) demonstraram a capacidade das glandulas
hipofaringeas em prolongar sua atividade e aumentar seu tamanho quando a col6nia tem
necessidade de produzir novas crias ou novas rainhas, neste caso, as operdrias ficam na
colmeia por um longo periodo e alimentam as larvas, o que ndo depende da idade, além disso,
observaram que as glandulas hipofaringeas em forrageiras mais velhas poderiam ser
reativadas quando necessario.

Outros fatores também podem influenciar o desenvolvimento das glandulas hipofaringeas.
O hormoénio juvenil possui importante papel no desenvolvimento glandular, quando hda um

aumento nos titulos desse hormonio, a concentragdao de vitelogenina circulante diminui e as
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operdrias, consequentemente, comecam a forragear (Robinson 1992; Amdam e Ombholt 2003).
Operdrias jovens comecam a forragear logo apds serem tratadas topicamente com hormonio
juvenil, indicando que este hormonio estd relacionado com a regressio das glandulas
hipofaringeas e a troca de tarefas (Gracioli e Silva de Moraes 2002). O efeito da dieta também
estd diretamente relacionado ao desenvolvimento das glandulas hipofaringeas (Furquim et al.
2004). Outro ponto importante foi sugerido por Le Conte et al. (2001), que relatam que o
feromonio reprodutivo € um regulador primario do desenvolvimento comportamental em
operdrias, assim a presenca dos feromoOnios da rainha sdo importantes reguladores do
desenvolvimento da glandula hipofaringea.

A densidade populacional também influencia no desenvolvimento glandular. Quando uma
colonia ndo consegue fornecer quantidade suficiente de abelhas nutridoras, operdrias mais
velhas tendem a mudar suas tarefas e passam a cuidar da cria (Robinson 1985). Em coldnias
fracas de A. mellifera, com poucas operdrias, as glandulas hipofaringeas amadurecem mais
cedo, por volta do sétimo dia apds a emergéncia e se estabilizam no patamar avangado até o
21° dia. Em colonias com populacdo considerada normal, o pico de desenvolvimento
glandular € alcancado no 14° dia e a partir dai permanece estdvel até o 21° dia (Cruz-Landim
e Silva de Moraes 1994). Nas coldnias muito populosas, fortes, as glandulas alcancam seu
desenvolvimento médximo por volta do sétimo dia, mas sofrem um decréscimo até o 14°, para
novamente crescerem até o 21° dia (Cruz-Landim e Silva de Moraes 1994). Além dessa
variacdo no ritmo de desenvolvimento, foi observado que as glandulas das colonias fracas
alcangam tamanho maior do que as colonias médias e fortes (Cruz-Landim e Silva de Moraes

1994).
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Portanto, a funcdo das glandulas hipofaringeas de A. mellifera estd bem caracterizada do
ponto de vista morfofuncional, porém, sdo necessarios mais estudos bioquimicos e do ponto

de vista molecular de acordo com a idade e fungao.

Vitelogenina e seu Receptor Celular

Em insetos, as proteinas precursoras de vitelo sdo sintetizadas pelo corpo gorduroso,
liberadas na hemolinfa e entdo importadas para os ovdcitos em crescimento via endocitose
mediada por receptor (Telfer 1965; Engelmann 1979; Giogi 1979; Dhadialla et al. 1992;
Haunerland e Shirk 1995; Tufail e Takeda 2008). Entretanto, estudos recentes relatam a
expressao do mRNA de vitelogenina nos ovarios de abelhas (Cardoso-Junior et al. 2018) e em
hemocitos de Laodephax striatellus (Hemiptera) (Huo et al. 2018), revelando novos possiveis
locais de sintese de vitelogenina.

Em termos de bioquimica, o gene codificador da vitelogenina € transcrito em 5440
nucleotideos e a proteina corresponde a 1770 aminoécidos com peso molecular de 180 kDa
(Wheeler and Kawooya 1990), covalentemente ligada a carboidratos (principalmente
manose), fosfolipideos e diacilglicerol (Engels et al. 1990; Wheeler e Kawooya 1990) sendo
descrita como uma fosfolipoglicoproteina monomérica (Wheeler and Kawooya 1990)
geralmente clivada, in vivo, por endoproteases (Barr 1991; Rouillé et al. 1995).

A vitelogenina nos insetos diverge em sua localizacdo especifica de clivagem mas, em
geral, a clivagem resulta em um fragmento N-terminal menor e em um fragmento C-terminal
maior (Tufail e Takeda 2008). A vitelogenina das abelhas nao possui a sequéncia de consenso
RXXR nas proximidades da regidao de polisserina como os outros insetos, bem como a
presenca tipica de produtos de clivagem na hemolinfa. No entanto, a proteina foi observada

em duas formas: a proteina madura de 180 kDa na hemolinfa e no corpo gorduroso e um
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fragmento mais leve de 150 kDa nos ovdrios das rainhas (Seehuus et al. 2007) e nas glandulas
hipofaringeas das operdrias (Amdam et al. 2003a). A unidade de 150 kDa também ocorre
durante a purificacdo da vitelogenina da hemolinfa em rainha e, portanto, pode ser um
produto de clivagem (Wheeler e Kawooya 1990). Além desses, um fragmento de 40 kDa foi
descrito, sendo possivelmente um produto da clivagem da proteina de 180 kDa (Havukainen
et al. 2011).

Durante o curso da vida das operdrias, os niveis de vitelogenina na hemolinfa e no corpo
gorduroso influenciam em vérios aspectos da historia de vida da abelha (Miinch e Amdam
2010). O 1nicio da transcri¢do da vitelogenina ocorre em rainhas e operdrias a partir do estigio
de pupa de olhos marrons e continua nos adultos (Barchuk et al. 2002; Piulachs et al. 2003).
Em rainhas adultas, hd um rdpido aumento nos titulos de vitelogenina nos quatro primeiros
dias, chegando a 70% do total de proteinas da hemolinfa, mantendo-se alto
independentemente de haver acasalamento e postura de ovos (Engels 1974). Em operarias, a
transcricdo de vitelogenina aumenta progressivamente, com picos entre 5 a 10 dias de idade
adulta, correspondendo a 30-40% das proteinas circulantes na hemolinfa, quando essas
exercem a funcdo de nutridoras, em recém-emergidas e em operdrias com mais de 15 dias
(exercendo a fungdo de forrageiras), os titulos de vitelogenina sdo baixos, mas permanecendo
presentes por até 30 dias (Engels 1974; Fluri et al. 1982; Engels et al. 1990). Em condig¢des de
orfandade, as operdrias nutridoras ativam seus ovarios e, quando comegam a ovopositar, a
concentracdo de vitelogenina na hemolinfa atinge niveis comparados ao de uma rainha em
postura (Engels 1974).

A vitelogenina é um pré-requisito para o desenvolvimento do ovdécito em abelhas (Lin et
al. 1999), mas tem sido relatada como um importante componente de vias que nao sao

diretamente ligadas a reproducdo durante a evolucdo das abelhas eussociais (Amdam et al.
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2003a, 2004b; Seehuus et al. 2006b, 2007; Huo et al. 2014, 2018, 2019). Embora a principal
funcdo da vitelogenina € prover nutricdo para embrides, ela também transporta outros
nutrientes para os ovdrios de rainhas (Amdam et al. 2004b), é encontrada em operdrias nao
reprodutoras (Engels 1974; Engels et al. 1990) e em machos adultos (Trenczek and Engels
1986; Trenczek et al. 1989; Piulachs et al. 2003; Colonello-Frattini et al. 2010). A presenga da
vitelogenina foi relatada em outros 6rgdos que ndo o ovdrio, como na cabeca, nas células do
corpo gorduroso associadas ao cérebro e nas glandulas hipofaringeas (Amdam et al. 2003a).

A vitelogenina também influencia a sinalizagdo hormonal, a transi¢do comportamental, a
resisténcia ao estresse e a longevidade em operdrias das abelhas (Amdam et al. 2004b, a;
Seehuus et al. 2006a; Nelson et al. 2007; Cardoso-Junior et al. 2018). A transi¢do de abelhas
nutridoras para forrageiras € regulada pelo hormonio juvenil e vitelogenina. Durante o curso
de vida das operdrias, os niveis de vitelogenina no corpo gorduroso e na hemolinfa diminuem,
e essas concentracOes reduzidas influenciam a transicdo de operdrias com funcdes dentro da
colonia para o forrageio (Miinch e Amdam 2010). Os niveis de vitelogenina no corpo
gorduroso e na hemolinfa sdo mais altos nas abelhas de inverno de vida longa se comparados
com as forrageiras de vida curta (Seehuus et al. 2006a). O knockdown mediado por
interferéncia do mRNA do gene para vitelogenina mostra que, a medida que os niveis de
vitelogenina diminuem, os titulos do hormoénio juvenil aumentam e as operdrias mostram
senescéncia imune, suscetibilidade ao estresse oxidativo e reducdo da sobrevida, além de uma
maior probabilidade de abandonar as tarefas do ninho em favor da procura de néctar (Amdam
et al. 2003a, 2004a; Guidugli et al. 2005; Seehuus et al. 2006a; Nelson et al. 2007). A
supressdo de vitelogenina também esta relacionada com a resposta gustativa, que implica no
desempenho da aprendizagem em operdrias e consequentemente no comportamento e divisao

do trabalho (Amdam et al. 2006).
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A vitelogenina participa no transporte secunddrio de fosfato, vitaminas e hormonios (Chen
et al. 1997; Sappington e Raikhel 1998), atua também como transportadora de zinco, que
protege operdrias e rainhas de estresse oxidativo e contribui na longevidade destas (Amdam et
al. 2004b; Seehuus et al. 2006b; Corona et al. 2007; Havukainen et al. 2013).

Em abelhas, a vitelogenina possui, ainda, propriedades imunoldgicas sendo capaz de
mediar a imunidade transgeracional, transportando moléculas derivadas de microrganismos
para os ovocitos em desenvolvimento (Salmela et al. 2015; Harwood et al. 2019). Além disso,
ela tem sido associada a transmissdo vertical de virus, interagindo com as proteinas do
nucleocapsideo nos ovdrios, transmitindo o virus para a prole (Huo et al. 2014), sendo o
receptor de vitelogenina responsdvel pela captacdo da proteina infectada para o germadrio
ovariano (Huo et al. 2018; He et al. 2019), interagindo no reconhecimento e transmissao de
virus em hemdcitos que expressam vitelogenina (Huo et al. 2018).

O receptor de vitelogenina (VgR) € responsével pela absorcao de vitelogenina a partir da
hemolinfa durante a formagao dos ovos nos insetos (Raikhel e Dhadiallal 1992). Além disso,
a presenca deste receptor tem sido relatada em outros 6rgdos. Este fato ndo é surpreendente
devido ao papel pleiotrépico da vitelogenina na vida social das abelhas (Tufail e Takeda
2009). Em A. mellifera VgR foi relatado na membrana plasmdtica de ovdcitos, células
foliculares que revestem os ovdcitos em desenvolvimento, glandulas hipofaringeas, corpo
gorduroso abdominal e da cabega, cabeca e intestino médio (Amdam et al. 2003a; Guidugli-
Lazzarini et al. 2008; Dohanik et al. 2018).

Os VgRs sdo representantes da familia de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR)
presentes em vertebrados e invertebrados (Raikhel e Dhadiallal 1992; Sappington e Raikhel
1998). A maioria da familia LDLR estd envolvida na endocitose mediada por receptores de

lipoproteinas (Goldstein e Brown 1974) e a liberacdo de complexos de proteinas para o
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citoplasma (Herz et al. 1992) bem como o carregamento de vitaminas. A familia de receptores
LDLR também tem importante funcio na transducdo de sinais extracelulares e contribui para
a migra¢do neuronal, transmissao sindptica e desenvolvimento do embrido (Hiesberger et al.
1999).

A familia de receptores LDLR estd estruturalmente e funcionalmente definida por
dominios modulares, que estdo frequentemente codificados por éxons distintos no gene
correspondente (Tufail e Takeda 2007). Esses dominios modulares sdo: 1) repeti¢ao de ligacao
com seis residuos de cisteina cada; i1) repeticdo de fator de crescimento epidérmico contendo
seis residuos de cisteina cada; 1ii) repeticdes contendo um motivo YWTD que foi proposto
por formar um dominio a-hélice (Springer, 1998); iv) um dnico dominio transmembrana; e v)
a regido citoplasmatica contendo pelo menos uma copia da sequéncia do motivo NPXY
(Tufail e Takeda 2005, 2007) para internaliza¢do do receptor através de vesiculas revestidas
por clatrina (Goldstein et al. 1985; Chen et al. 1990).

Em Bombyx mori (Lepidoptera), o mRNA de BmVgR é expresso ao longo de seu ciclo de
vida, incluindo ovo, larva, pupa e adulto (Lin et al. 2013). Em Aedes aegypti (Diptera), o nivel
de expressdo de AaVgR comecga a subir no ovdrio um dia apds a eclosdo, e continua a
aumentar durante os estdgios pre-vitelelogénicos e vitelogénicos (Cho e Raikhel 2001). Para
dois VgRs de lepiddopteros, BmVgR e SIVgR, seus transcritos aparecem no estdgio de pupa até
adultos (Shu et al. 2011; Lin et al. 2013). Em Drosophila melanogaster (Diptera), o DmVgR e
as proteinas VgR sdo expressos no estdgio pré-vitelogénico (Schonbaum et al. 2000). Em
Bactrocera dorsalis (Diptera) a presenca de BdVgR foi relatada nos ovdrios e corpo
gorduroso, com maior expressdao com seis dias apds a eclosdo, decaindo em seguida (Lin et al.
2015). O padrao de transcricdo de trés VgRs de baratas, PaVgR, BgVgR e LmVgR sdo

similares durante o estdgio adulto, os niveis de expressdo de VgR sdo altos no estigio pré-
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vitelogénico inicial, depois declinam e permanecem baixos, no entanto a expressao proteica
dos trés VgRs de baratas € baixa quando a expressdo de transcri¢do € alta, e vice-versa (Tufail
e Takeda 2005, 2007; Ciudad et al. 2006). Também os transcritos BgVgR e PaVgR sao
expressos no instar final ninfal e os niveis de expressdo sdo maiores do que em adultos (Tufail
and Takeda 2005, 2007; Ciudad et al. 2006).

A regulacdo da expressdo de VgR € mais complicada em insetos sociais. Em A. mellifera,
os transcritos AmVgR sdo encontrados em ovdrios, corpo gorduroso, intestino médio, cabeca e
glandula hipofaringea de operarias (Amdam et al. 2003a; Guidugli-Lazzarini et al. 2008). Em
Bombus lantschouensis (Hymenoptera) a expressdao de BIVgR foi detectada em antenas,
cabeca, tordx, pernas, epiderme, intestino médio, corpo gorduroso, glandula de veneno e em
maior quantidade em ovdrios (Du et al. 2019). Na formiga, Solenopsis invicta, o nivel
transcricional de SiVgR é maior em fémeas virgens do que em rainhas acasaladas (Chen et al.
2004), mas o sinal proteico € menor em fémeas virgens do que em rainhas acasaladas (Lu et
al. 2009). A localizacdo de proteinas SiVgR na membrana do ovdécito para o uso de Vg é um
marcador potencial para fémeas virgens e maduras prontas para voar para o acasalamento (Lu
et al. 2009).

A proteina VgR dos ovécitos de Locusta migratoria (Orthoptera) foi identificada e
purificada pela primeira vez por Rohrkasten e Ferenz (1985), desde entdo, ele foi identificado
em uma variedade de insetos com importancia econdmica (Amdam et al. 2003a; Lin et al.
2013; Wu et al. 2018) e pragas agricolas (Kim et al. 1992; Tufail e Takeda 2005; Shu et al.
2011; Lu et al. 2015; Zhang et al. 2016, 2019). Em 2004, foi relatada a clonagem do primeiro
cDNA de himenodpteros VgR da formiga S. invicta (SiVgR), os titulos de VgR foram
aumentados por meio de metoprene, um andlogo do hormonio juvenil (Chen et al. 2004). A

tecnologia RNAI foi usada pela primeira vez em 2006, para analisar a funcdo VgR na barata
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Blattella germanica (Ciudad et al. 2006). No entanto, o primeiro silenciamento de
himendpteros VgR com RNAI foi alcancado em 2009 (Lu et al. 2009). As caracteristicas de
expressdao de VgR da abelha A. mellifera na rainha e nas operdrias também foram estudadas, e
os resultados sugeriram que a VgR ndo é especifica de casta ou tecido e a proteina foi
detectada em todos os sexos e fora do ovdrio (Guidugli-Lazzarini et al. 2008).

Recentemente, foi demonstrado que a transmissao vertical do virus do arroz (RSV) através
de Laodelphax striatellus (Orthoptera) ocorre quando o RSV se liga a vitelogenina que entra
no ovocito em desenvolvimento por endocitose mediada por VgR (He et al. 2018). Somente
vitelogenina de hemdcitos de L. striatellus, se ligou ao RSV, o que sugere uma diferenga
conformacional em que peptideos de superficie viral especificos podem permitir que essas
interagoes ocorram (Huo et al. 2019).

Assim, o desenvolvimento de estudos utilizando receptores de vitelogenina devem ser
avaliados para compreender a maturacdo de ovdcitos, a deposi¢do de ovos, a transmissao de
patdgenos e as diversas fungdes relacionadas a vitelogenina, bem como seu papel na produgdo
de geleia real em abelhas nutridoras de A. mellifera. Estes receptores sdo candidatos a estudos
inovadores para controle e preservacdo de espécies, pois desempenham um papel critico na
fisiologia dos insetos. Os avangos biotecnoldgicos oferecem a oportunidade de explorar esses
recursos para inovar tecnologias, dentre eles a interferéncia por RNA, mostra ser uma técnica

vantajosa para analisar a fung¢do de VgR e suas finalidades.
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi verificar se a vitelogenina circulante na hemolinfa ¢é
internalizada nas glandulas hipofaringeas de operdrias de A. mellifera a partir do receptor de
vitelogenina.

Para tanto, esta tese estd organizada em duas partes. A primeira parte avalia a ocorréncia
do VgR nas glandulas hipofaringeas através da andlise de expressdao génica de AmVgR e da
localizag@o, por imunohistoquimica, desse receptor nas glandulas de operdrias exercendo
diferentes funcOes no ninho, em operdrias de ninhos com e sem rainha e em glandulas com
graus diferentes de desenvolvimento. Na segunda parte foi avaliada a importincia da
vitelogenina para o desenvolvimento da glandula hipofaringea com o silenciamento da

expressao génica do receptor por RNA de interferéncia.
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PARTE 1 - OCORRENCIA DO RECEPTOR PARA VITELOGENINA NAS
GLANDULAS HIPOFARINGEAS DE OPERARIAS DE Apis mellifera

(HYMENOPTERA: APIDAE)

MATERIAL E METODOS
Abelhas

As abelhas operérias de A. mellifera foram obtidas a partir de diferentes ninhos do Apiério
Central da Universidade Federal de Vicosa — UFV, Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

Operdrias nutridoras foram coletadas dos quadros de cria quando introduziam a cabeca nas
células de cria contendo larvas e ali permaneciam por alguns segundos. As operdrias
forrageiras foram coletadas retornando para o ninho com a corbicula carregada de graos de
polen. Para obtencdo de operdrias recém-emergidas, os quadros de cria contendo pupas foram
transferidos para estufa, condicionados a 34 °C £+ 2 °C e 80 % UR e diariamente observou-se a
emergéncia das operdrias. As abelhas recém-emergidas foram marcadas no térax com tinta
atoxica de cores diferentes, conforme a data de nascimento, € colocadas em colOnias de
observacdo de dois tipos: com e sem a presenca da rainha. Apds 11 dias de idade estas
operdrias foram coletadas. Todas as abelhas foram crio-anestesiadas a -20 'C por 2 minutos e
dissecadas em NaCl 125 mM para retirada das glandulas hipofaringeas. As glandulas
hipofaringeas das operdrias nutridoras foram classificadas em desenvolvidas ou pouco

desenvolvidas de acordo com o tamanho dos 4cinos glandulares (Figura 3).
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Figura 3: Glandulas hipofaringeas de abelhas nutridoras de Apis mellifera. (a desenvolvida; b

pouco desenvolvida). Contrastadas com acetato de uranila a 1 %. Barras = 45um.
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PCR quantitativo em tempo real
As andlises de PCR quantitativo em tempo real foram realizadas para avaliar a expressao
do gene para receptor de vitelogenina de A. mellifera (AmVgR) nas glandulas hipofaringeas de
operdrias em trés condicdes: a) quanto a atividade desenvolvida pela operdria no ninho, b)
quanto ao grau de desenvolvimento da glandula das operdrias nutridoras e c¢) quanto a

presenca ou auséncia da rainha.

Extragcdao de RNA

Foram utilizadas de 5 pares de glandulas hipofaringeas em cada amostra de operdrias
nutridoras, campeiras, com diferentes graus de desenvolvimento glandular, e provenientes de
ninhos com ou sem rainha foram dissecadas sob estereomicroscopio (Zeiss), com pingas e
vidros autoclavados e lavados com solucdo RNAase Away® (Sigma Aldrich), para assegurar
que as amostras ndo fossem contaminadas com nucleases. Em seguida as glandulas
hipofaringeas das abelhas em cada condi¢cdo foram colocadas em 250 uL. de TRI Reagent®
(Sigma Aldrich) e mantidas a -20 °C até a extragdo do RNA total.

O RNA total foi extraido com TRI Reagent® (Sigma Aldrich). As amostras foram
maceradas com pistilos autoclavados, completando o volume final do TRI Reagent para 500
pL e centrifugadas (centrifuga 5418 R®, Eppendorf) a 12000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi transferido para 100 uL de cloroférmio, agitados vigorosamente por 15
segundos e encubados a 10 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram entdo
centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos a 4 °C e a fase aquosa transferida para 250 pL de
isopropanol gelado por 10 minutos. Apds este periodo as amostras foram mantidas a -20 °C
overnight. Na etapa seguinte as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos a 4

°C e o sobrenadante descartado. O precipitado de RNA total foi lavado com 500 pL de etanol
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75 % resfriado e centrifugado a 12000 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e a lavagem repetida mais uma vez. O precipitado foi colocado em
banho tipo seco (F452A HB201/202® Bioer) a 55 °C por 10 minutos e ressuspendido em 20
pL de dgua livre de nucleases (Promega). A quantidade de RNA em cada amostra foi
quantificada em espectrofotometro Nanodrop lite (Thermo Scientific) por absorbancia em

comprimento de onda de 260 nm.

Sintese de cDNA

Todas as amostras de RNA foram tratadas com RQ1-RNAse-Free DNAse (Promega®),
conforme as especificagdes do fabricante, antes da sintese do cDNA que foi feita usando a
enzima M-MLV Reverse Transcriptase® (Promega). Em um tubo esterilizado foram
adicionados 1 pg de RNA total extraido das glandulas hipofaringeas, 1 pL de oligo dT primer
(0,5 pg/ uL) e dgua livre de nucleases para completar 15 pL. As amostras foram aquecidas em
banho tipo seco (F452A HB201/202® Bioer) durante 5 minutos a 70 °C e resfriadas em gelo.
A cada amostra foi adicionado 5 pL de tampao da enzima, 1 pL de transcriptase reversa M-
MLV e 6 uL. de DNTP mix (2,5 mM) seguindo de incubagdo a 42 °C durante 60 minutos. O
cDNA sintetizado foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop Lite® (Thermo

Scientific) a 260 nm.

qPCR

A PCR em tempo real (QPCR) foi realizada utilizando o kit de quantificacio de
fluorescéncia (SYBR® Green) GoTag® qPCR Master Mix (Promega) no sistema PCR Eco
Real Time® (Illumina). A montagem das placas foi realizada utilizando, aproximadamente,

200 ng do cDNA e 0,1 uM de cada primer para AmVgR (XM_016912481.1) (Guidugli-
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Lazzarini et al. 2008) e o RpL32 (= Rp49 XM_006564315.2) como controle enddgeno
previamente estabelecido (Lourengo et al. 2008) (Tabela 1). Os primers foram confeccionados
pela Integrated DNA Technologies (IDT). Os niveis relativos de expressdo de AmVgR nas

glandulas hipofaringeas foram comparados pelo método 24" (Livak and Schmittgen 2001;

Yuan et al. 2006).

Andlise Estatistica

Os dados de expressdo génica (2%%Y foram testados para normalidade pelo teste
D’ Agostino-Pearson Normality e submetidos aos testes estatisticos ANOVA e teste de Tukey
para os dados de operdrias desenvolvendo diferentes tarefas e t-Student para os demais, todos

com 5 % de significancia no programa GraphPad Prism 5.

Tabela 1 - Primers utilizados nos testes de gPCR

Gene Numero de acesso Primer Referéncia
(NCBI)
AmVgR XM_016912481.1 F: TGAACCTTACGACATTGCCCT Guidugli-
R: TGTGATTTTCGGTCCAAGCCC Lazzarini et al.,
2008
RpL32 XM_006564315.2 F: CCCATAACGTTCTATCTGTGGCA Lourenco et
R: CTCGTCATATGTTGCCAACTGG al., 2008;

Western blotting
Foram utilizadas de 10 pares de glandulas hipofaringeas em cada amostra de operdrias

(nutridoras e forrageiras) e ovdrios de rainhas (controle positivo) de A. mellifera foram
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dissecadas e homogeneizadas com homogeinizador Motor Cordless® (Sigma-Aldrich) em
tampao Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, com ImM de EDTA e 1 mM DTT com 10 % de cocktail de
inibidor de proteases (Sigma Aldrich, P2714-1BTL), seguido de 10 ciclos de 2 min em banho
de ultrassom. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (centrifuga 5418 R®, Eppendorf)
a 10000 x g por 15 min e o sobrenadante rico em proteinas soliveis foi coletado. O
precipitado foi ressuspenso em tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, Triton X-100a 1 % e 10 %
de inibidor de protease (Sigma Aldrich, P2714-1BTL), homogeneizado e submetido a
ultrassom de 10 ciclos de 2 min seguido de centrifugacdo a 10000 x g por 15 min para
extracdo das proteinas de membrana. As amostras com proteinas soluveis e de membrana
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (Sigma-Aldrich) a 12 % (m/v) em
condi¢des desnaturantes (Laemmli 1970) em sistema Mini-Protean 3 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, EUA). O peso molecular das proteinas foi determinado utilizando-se o marcador de
proteina de referéncia BLUeye Prestained Protein Ladder® (Sigma). A transferéncia do gel
para membrana de nitrocelulose de 0,45 um (Bio-Rad) foi realizada em tampao de
transferéncia [0,58 % (p/v) de Tris-HCI, 0,28 % (v/v) de glicina, 20 % (v/v) de metanol e dgua
ultra pura] com corrente de 190 A durante 2 horas a 4 °C (Mini Trans-Blot Cell®, Bio Rad).
Apo6s a transferéncia, a membrana foi incubada em solucdo salina tamponada (Tris 25 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,5) com polissorbato Tween 20® (Synth) a 1 % (TBST) e 3 % de
albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) durante 16 horas. Apds isto, a membrana foi
rapidamente lavada com TBST, seguida de trés ciclos de lavagens com TBST de 15 min, e
depois incubada a 4 °C com anticorpo anti-VgR produzido em camundongo (Dohanik et al.
2018) durante 16 horas. Apds lavagem com TBST, a membrana foi incubada a temperatura
ambiente com anticorpo secunddrio anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase

(1:100) (Sigma-Aldrich) durante 16 horas. Em seguida, as amostras foram reveladas com
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solug@o de diaminobenzidina 0,1 % (p/v) em 50 mM de Tris-HCI e 20 uL. de H,O, (30 %) por

3 minutos a temperatura ambiente.

Imunofluorescéncia

As glandulas hipofaringeas foram transferidas para solucdo fixadora Microwave [0,5 pt
Glutaraldeido (10 %), 20 pt formaldeido (10 %), 2,5 pt CaCl, (1 %), 50 pt tampao cacodilato
(0,2 M pH 7,4), 27 pt 4gua destilada] (Barbosa et al. 2015) por 2 horas, seguido por cinco
lavagens de 10 minutos cada com tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2 (PBS). As amostras
foram entdo transferidas para PBS contendo 1 % de Tween-20 (PBST) durante 2 horas e
incubadas com anticorpo contra o receptor de vitelogenina anti-VgR produzido em
camundongo (Dohanik et al. 2018), vitelogenina anti-Vg produzido em coelho (Azevedo et al.
2011) ou clatrina anti-Cl produzido em coelho (abcam®, ab59710) 1:50 em PBS por 16 horas
a4 C.Em seguida, as amostras foram incubadas em anticorpos secundarios anti-rabbit IgG
conjugado com FITC (1:400) ou anti-camundongo IgG conjugada com TRITC (1:200) em
PBS durante 2 horas no escuro, seguido por cinco lavagens de 10 minutos em PBS. As
glandulas hipofaringeas foram transferidas para 50 uL de 4',6'-diamino-2-fenil-indol DAPI®
(Thermo Fisher®) por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente para evidenciar o nicleo
celular, em seguida lavadas em PBS por cinco vezes a 10 minutos cada lavagem. As glandulas
hipofaringeas das operarias foram montadas em laminas com solu¢gdo Mowiol® (Sigma-
Aldrich) e analisados em microscopio de fluorescéncia confocal a laser (Zeiss 510 Meta)
utilizando objetiva EC Plan-Naofluar (40x/1,30 Oleo DIC M 27). As imagens foram obtidas
com a camera Axiocam, software LSM 510 Meta (2006).

Controles negativos foram submetidos a0 mesmo procedimento, mas com a omissao dos

anticorpos primarios.
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RESULTADOS

A expressdo de AmVgR foi diferente entre abelhas recém-emergida, nutridora e forrageira,
sendo que em operdrias nutridoras houve maior expressdo em relacdo a recém-emergidas e
forrageiras, porém entre recém-emergidas e forrageiras ndo houve diferencas na expressao
desse gene (Figura 4).

Nas operérias nutridoras com diferentes graus de desenvolvimento das glandulas
hipofaringeas, a expressdo de AmVgR foi maior nas glandulas hipofaringeas desenvolvidas
que nas pouco desenvolvidas (Figura 5).

Na comparacio entre operdrias com 11 dias de idade na presenga ou aséncia da rainha,
expressdo de AmVgR foi maior nas glandulas hipofaringeas de operdrias mantias em colOnias
com rainhas que naquelas 6rfas (Figura 6).

Extratos proteicos da membrana das glandulas hipofaringeas de operdrias nutridoras e
forrageiras e do ovdrio de rainha de A. mellifera (controle positivo) analisados por Western
blotting, comprovaram que o receptor de vitelogenina foi reconhecido pelo anticorpo anti-
VgR em todas as amostras com a presenca de proteina com peso molecular de
aproximadamente 200 kDa (Figura 7).

A técnica de imunofluorescéncia mostrou a presenca de VgR na glandula hipofaringea de
operdrias nutridoras e forrageiras em pequenas quantidades e dispersas nos acinos glandulares
tanto na superficie quanto no citoplasma (Figura 8).

As andlises mostraram colocalizacdo do VgR com a vitelogenina (Vg) em operdrias

nutridoras (Figura 9) e forrageiras (Figura 10).
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A internalizacdo do complexo VgR-Vg ocorreu via endocitose mediada por clatrina, como

evidenciado pela colocalizacdo de VgR com a clatrina nas glandulas de operdrias nutridoras
(Figura 11) e forrageiras (Figura 12).

Todos o0s controles imunohistoquimicos negativos ndo apresentaram marcagdes

inespecificas para os anticorpos testados (Figura 13).
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Figura 4: Expressdo relativa (média * erro padrao) de AmVgR em operdrias recém-emergidas
(RE), nutridoras (NUT) e forrageiras (FOR) de Apis mellifera. Letras diferentes sobre as

colunas mostram diferenca estatistica entre tratamentos (ANOVA One Way, 0<0,05).
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Figura 5: Expressado relativa ( média + erro padrao) de AmVgR em operdrias nutridoras de
Apis mellifera com glandulas hipofaringeas pouco desenvolvidas (PD) e desenvolvidas (TD).

Letras diferentes sobre as colunas mostram diferenca estatistica (teste t, p= 0,0136).
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Figura 6: Expressdo relativa (média + erro padrao) de AmVgR em glandulas hipofaringeas de
operéarias nutridoras de Apis mellifera com 11 dias de idade mantidas em ninhos com rainha

(CR) e sem rainha (SR). Letras diferentes sobre as colunas mostram diferenca estatistica (teste
t., p= 0,0005).
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Figura 7: Western blotting dos extratos proteicos dos ovdrios (Ov) de rainhas e das glandulas
hipofaringeas de operdrias nutridoras (Nut) e forrageiras (For) da abelha Apis mellifera

indicando o receptor de vitelogenina (setas) marcada com anticorpo anti-VgR. MM- marcador
de peso molecular.
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Figura 8: Imunofluorescéncia mostrando a presenca do receptor de vitelogenina (VgR) nos
acinos secretores da glandula hipofaringea (setas) de operérias nutridoras (NUT) e forrageiras

(FOR) de Apis mellifera. Nucleos celulares em azul.
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Figura 9: Imunofluorescéncia mostrando a presenga do receptor de vitelogenina (anti-VgR),
de vitelogenina (anti-Vg) e a colocalizacdo de ambas (setas) na glandula hipofaringea de

operdrias nutridoras de Apis mellifera. Nuicleos celulares em azul.
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Figura 10: Imunofluorescéncia mostrando a presencga do receptor de vitelogenina (anti-VgR),
vitelogenina (anti-Vg) e a colocalizacdo de ambas (setas) na glandula hipofaringea de

operdrias forrageiras de Apis mellifera. Nuicleos celulares em azul.
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Figura 11: Imunofluorescéncia mostrando a presenca do receptor de vitelogenina (anti-VgR),
clatrina (anti-Cl) e a colocalizacdo de ambas (setas) na glandula hipofaringea de operéarias

nutridoras de Apis mellifera. Nucleos celulares em azul.
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Figura 12: Imunofluorescéncia mostrando a presencga do receptor de vitelogenina (anti-VgR),
clatrina (anti-Cl) e a colocalizacdo de ambas (setas) na glandula hipofaringea de operéarias

forrageiras de Apis mellifera. Nicleos celulares em azul.
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Figura 13: Controle negativo da técnica de imunofluorescéncia na glandula hipofaringea de
operdrias de Apis mellifera. Note auséncias de marcagdes com o0s anticorpos secundarios

conjugados com FITC e TRITC.
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DISCUSSAO

A ocorréncia de mRNA para VgR nas glandulas hipofaringeas A. mellifera foi previamente
reportada (Guidugli-Lazzarini et al. 2008), mas este é o primeiro relato demonstrando a
presenca da proteina e sua ligacdo com vitelogenina na superficie das células dos 4cinos
glandulares das glandulas hipofaringeas de abelhas operdrias recém-emergidas, nutridoras e
forrageiras. A ocorréncia de VgR em tecidos ndo ovarianos pode estar relacionada a funcdes
pleiotropicas da vitelogenina na vida social das abelhas, pois ela participa de diversas funcdes
bioldgicas além da reproducao, como regulacao dos titulos de hormodnio juvenil e das funcdes
das operdrias dentro do ninho (Amdam e Ombholt 2002; Guidugli et al. 2005; Amdam et al.
2007; Nelson et al. 2007).

O AmVgR tem maior expressdo nas glandulas hipofaringeas de operdrias nutridoras que nas
recém-emergidas e forrageiras, provavelmente porque esta glandula possui seu maior grau de
desenvolvimento nessas operdrias e os resultados aqui obtidos mostram maior expressao
desse gene em glandulas hipofaringeas com maior grau de desenvolvimento. A glandula
hipofaringea em abelhas operdrias tem origem no estdgio de pré-pupa estando formadas em
abelhas adultas recém-emergidas, porém ndo totalmente desenvolvidas neste estdgio (Cruz-
Landim 1967). Além disso, operarias com 1-3 dias de idade tem baixos titulos de vitelogenina
na hemolinfa (Fluri et al. 1982; Amdam et al. 2004b). Assim, a baixa expressdo de AmVgR
em operdrias recém-emergidas pode estar associada a baixa funcionalidade da glandula
hipofaringea nos primeiros dias de vida (Deseyn e Billen 2005), necessitando de importagdao
de pequenas quantidades de vitelogenina da hemolinfa. Quando as operdrias atingem
aproximadamente seis dias idade comecam os trabalhos de alimentacdo e cuidado com a cria,

com o maximo desenvolvimento das glandulas hipofaringeas para producdo de geleia real
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para a qual a vitelogenina pode ser uma fonte de aminodcidos (Amdam et al. 2003a),
enquanto que em operdrias mais velhas, geralmente trabalhando como forrageiras, as
glandulas hipofaringeas estdo reduzidas com sinais de degeneracdo (Cruz-Landim 1967,
2009; Cruz-Landim e Silva de Moraes 1977; Cruz-Landim e Abdalla 2002).

A transi¢do da operdria de nutridora para forrageira envolve mudancas alimentares e
fisioldgicas, associadas a uma queda nos niveis de vitelogenina na hemolinfa e aumento nos
titulos de hormonio juvenil (Hartfelder e Engels 1998). Os dados aqui obtidos mostram queda
na expressao de AmVgR em abelhas forrageiras coletando pdlen, sugerindo que pode haver
também uma menor captacdo de vitelogenina nas glandulas hipofaringeas destas abelhas.
Diminui¢des na quantidade de vitelogenina em forrageiras podem ser devido a necessidade de
economia proteica da colOnia, pois evitard o acumulo de proteinas que serdo perdidas quando
a forrageira morrer no campo (Pinto et al. 2000; Amdam e Omholt 2002).

Durante a obtencdo das glandulas hipofaringeas aqui realizada, foram observadas
diferencas no desenvolvimento dessas glandulas em operarias nutridoras e os testes mostram
maior expressdo de AmVgR nas glandulas desenvolvidas em relacdo aquelas pouco
desenvolvidas. As glandulas hipofaringeas em abelhas se desenvolvem ou regridem de acordo
com as mudancas nas vdrias tarefas dentro do ninho, onde operarias da mesma idade podem
executar diferentes atividades e exibir glandulas com diferentes graus de desenvolvimentos
(Free 1980; Huang et al. 1994). As operdrias ndo se especializam em tarefas particulares, mas
cada uma realiza uma variedade de tarefas, sendo que a atividade tende a mudar a medida que
ela se torna mais velha (Free 1980). Assim, os dados aqui obtidos sugerem que quanto maior
o desenvolvimento da glandula hipofaringea, maior € a expressdo de AmVgR sugerindo que a
importacdo de vitelogenina para as glandulas hipofaringeas estd associada com o

desenvolvimento glandular.
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Ha maior expressdo de AmVgR em glandulas hipofaringeas de operarias em coldnias com
rainha do que em coldnias 6rfas. Em colonias com rainha hd uma especializag¢do de tarefas,
onde operdrias com glandulas hipofaringeas desenvolvidas realizam funcdo de nutridoras e
ndo desenvolvem seus ovdrios, enquanto que, em ninhos 6rfdos pode ocorrer a coativagdo
destes 6rgaos, em que as operdrias combinam tarefas de forrageio e alimentacdo da cria com a
reproducdo, atuando como generalistas de tarefas (Naeger et al. 2013). As rainhas liberam
feromonios mandibulares que sinalizam sua presenca para as operdrias suprimindo a ativacao
de seus ovéarios (Ronai et al. 2016) e regulando a expressdo de genes reprodutivos como da
vitelogenina (Amdam e Omholt 2002; Fischer e Grozinger 2008), sendo que, operdrias na
auséncia de rainha tem alta expressdo de AmVgR no ovdrio (Cardoso-Junior et al. 2019).
Assim, na auséncia da rainha, operdrias podem atuar como generalistas de tarefas, e a
necessidade de captacao de vitelogenina pela VgR poderia ser dividida, ocorrendo tanto pelas
glandulas hipofaringeas quanto pelos ovérios, enquanto que, na presen¢a da rainha, com a
inativacdo dos ovdrios, AmVgR poderia ser mais expresso nas glandulas hipofaringeas das
operdrias, suportando a maior expressao de AmVgR aqui encontrada em abelhas de coldnias
onde a rainha esté presente.

E importante salientar que os VgRs, membros da familia de lipoproteinas de baixa
densidade (LDLR), sdo proteinas transmembrana de superficie celular e possuem a
capacidade de se ligarem a diversos ligantes funcionalmente diferentes (Tufail e Takeda
2009), como ocorre com a proteina receptora de vitelogenina de D. melanogaster (Y1), que
pode reconhecer ligantes ndo relacionados (Schonbaum et al. 1995). Para verificar se o VgR
aqui identificado capta vitelogenina para as glandulas hipofaringeas foi realizada dupla
marcacao com anticorpos para vitelogenina e VgR, onde foi possivel observar que o receptor

e seu ligante estdo colocalizados, sugerindo que o receptor estd de fato relacionado com a
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captacdo da vitelogenina circulante na hemolinfa. Estes resultados estdo de acordo com o
relatado para VgR de B. mori, que se liga e internaliza a vitelogenina, por ligacdo especifica
(Han et al. 2017). Sendo assim, a presenca de vitelogenina nas glandulas hipofaringeas de A.
mellifera pode estar associada com a obtencdo de aminodcidos na produgdo de geleia real,
como foi sugerido por Amdam et al. (2003a) ou a outras funcdes nesta glandula, uma vez que,
a presenca desta proteina em vacuolos dentro dos 4acinos, nos canais excretores e canal axial
das glandulas hipofaringeas foi relatada anteriormente (Seehuus et al. 2007).
As proteinas LDLRs se ligam a seus ligantes na superficie celular em pH neutro formando
o complexo receptor-ligante, em seguida este complexo € internalizado através de vesiculas
revestidas com clatrina, onde o ligante € liberado no endossomo que contém pH mais baixo,
entdo o receptor € reciclado a superficie (Tufail e Takeda 2009). O VgR possui uma regido
citoplasmatica que contém pelo menos uma copia da sequéncia do motivo NPXY (Sappington
e Raikhel 1998; Tufail e Takeda 2007, 2009) que € necessaria para internalizacido do receptor
através de vesiculas revestidas de clatrina (Goldstein et al. 1985; Chen et al. 1990). Os
resultados aqui obtidos confirmam a endocitose mediada por VgR via pogos revestidos por
clatrina nas glandulas hipofaringeas em operdrias nutridoras e forrageiras de A. mellifera. A
internalizacdo de proteinas do vitelo via vesiculas revestidas por clatrina foi originalmente
descrito em ovdcitos de mosquito (Roth e Porter 1964); mais tarde, também foi descrita em
células foliculares que revestem os ovdcitos de rainhas de A. mellifera e da vespa Polistes
simillimus (Dohanik et al. 2018) e de fémeas de Podisus nigrispinus (Hemiptera) (Assis et al.
2019). Porém, este é o primeiro relato de internalizacdo de VgR mediado por clatrina em
glandulas hipofaringeas de abelhas, demostrando que esta internalizacdo pode ocorrer de

forma semelhante ao que ocorre nos ovocitos.
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Apesar de a presenca e expressdo de AmVgR em glandulas hipofaringeas de A. mellifera ja
ter sido relatada anteriormente (Guidugli-Lazzarini et al. 2008), este estudo mostra a presenga
do VgR nos 4cinos secretores dessa glandula, a forma¢do do complexo VgR- vitelogenina e a
internalizacdo via endocitose mediada por clatrina. Os resultados indicam ainda que ha
diferencgas na expressdo de AmVgR entre operdrias recém-emergidas, nutridoras e forrageiras,
associada ao grau de desenvolvimento glandular e a presenga da rainha. Esses dados fornecem
novos conhecimentos para trabalhos futuros sobre a importancia da vitelogenina ndo

associada a reproducdo para as abelhas.
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PARTE 2 — RNA DUPLA FITA DO RECEPTOR DE VITELOGENINA EM

GLANDULAS HIPOFARINGEAS DE Apis mellifera

MATERIAL E METODOS

Abelhas

As abelhas recém-emergidas de A. mellifera foram obtidas a partir de diferentes quadros de
cria em diferentes ninhos do Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa — UFV,
Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Para obtencdo de operdrias recém-emergidas, os quadros de cria contendo pupas foram
transferidos para estufa a 34 °C + 2 °C e 80 % UR, sendo diariamente observada a emergéncia
das operdrias. As abelhas recém-emergidas foram retiradas dos quadros e divididas em quatro
coortes com os seguintes tratamentos: a) abelhas sem manipulagdo; b) abelhas injetadas com 1
pL de dgua livre de nucleases; c¢) abelhas injetadas com 2 ug/uL. de dSRNA-GFP e d) abelhas
injetadas com 2 ug/uL. de dsRNA-VgR.

As injecdes intra-abdominais foram feitas entre o 5° e o 6° esternitos abdominais com
microinjetor. Cada coorte foi formada por 10 abelhas acondicionadas em gaiolas de pléstico
de 500 mL e mantidas a 32 °C £ 2 °C e 80 % UR. As abelhas foram alimentadas ad libitum
com mel e pdlen obtdos das células de armazenamento de colonias e dgua. Apds seis dias de
idade estas operdrias foram coletadas. Todas as abelhas foram crio-anestesiadas a -20 'C por 2
minutos e dissecadas em NaCl 125 mM autoclavado para retirada das glandulas hipofaringeas
e dos ovdrios que foram usados como controle positivo. Cada tratamento foi realizado em
triplicata. Uma rainha fisogéstrica foi dissecada para obtencdo do ovario para produgdo do

dsRNA.
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Producdo do dsRNA

Os primers para a produ¢dao do dsRNA VgR foram construidos (E-RNAi Webservice) a
partir da sequéncia do mRNA do receptor de vitelogenina de Apis mellifera AmVgR (nimero
de acesso no GenBank: XM_016912481.1). As sequéncias dos primers foram adicionadas a
sequencia do promotor T7 da RNA polimerase (Tabela 1).

Para controle endégeno ou inespecifico, foi utilizado dsRNA GFP (Green Fluorescent
Protein, gene codificado pela dgua viva). As sequencias dos primers foram adicionadas a
sequencia do promotor T7 (Tabela 1).

Ovirios de rainha fecundada foram dissecadas sob estereomicroscopio (Zeiss), com
pincas e vidros autoclavados e lavados com solu¢do RNAase Away (Sigma Aldrich®), para
assegurar que as amostras ndao fossem contaminadas com nucleases. Em seguida os ovdrios
das rainhas de A. mellifera foram colocadas em 250 pL de TRI Reagent® (Sigma Aldrich®) e
mantidas a -20 °C até a extracdo do RNA total.

O RNA total foi extraido com TRI Reagent (Sigma Aldrich®), as amostras foram
maceradas com pistilos autoclavados, completando o volume final para 500 pL. Foram
adicionados 100 pL de cloroférmio, agitados vigorosamente por 15 segundos e encubados a
10 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas (centrifuga 5418
R, Eppendorf®) a 12000 x g por 15 minutos a 4 °C e a fase aquosa transferida para novo
microtubo e adicionados 250 pL de isopropanol gelado. Apds este periodo as amostras foram
mantidas a -20 °C overnight. Na etapa seguinte as amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos, em seguida foram centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos a 4 °C
e o sobrenadante descartado. O precipitado de RNA total foi lavado com 500 pL de etanol 75

% gelado e centrifugado a 12000 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
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cuidadosamente retirado e o precipitado foi colocado em banho tipo seco (F452A HB201/202
Bioer®) a 37 °C por 10 minutos e ressuspendido em 20 uL de dgua livre de nucleases
(Promega®). A quantidade de RNA em cada amostra foi quantificada em espectrofotometro
Nanodrop lite (Thermo Scientific®) por absorbancia em comprimento de onda de 260 nm.

As amostras de RNA de oviério de rainha fecundada de A. mellifera foram tratadas com
RQ1-RNAse-Free DNAse (Promega®), conforme as especificacdes do fabricante (1U/ug de
RNA usado). A sintese do cDNA que foi feita usando a enzima M-MLV Reverse Trancriptase
(Promega) segundo orientacdes do fabricante. As reacoes de PCR foram realizadas utilizando
o kit Platinum PCR Supermix High Fidelity (Invitrogen) utilizando os primers quiméricos
com promotor T7. Os produtos da PCR foram purificados utilizando-se o kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-up System (Promega). Para GFP foi utilizado um plasmideo contendo a
sequéncia apresentada no Apéndice 1.

A confeccdo do RNA dupla fita foi feita utilizando a enzima T7 RNA Polimerase
(Promega) (40U), tampao da enzima 5x, 2 ug de cDNA, DL- Dithiothreitol (DTT) (100 mM),
Inibidor de RNAse (100U) (CellCo), rNTPmix (2,5 mM) completando o volume final para
100 puL. As amostras foram incubadas a 37 °C por 2 horas. Em seguida, foram tratadas com
RQI-RNAse-Free DNAse (Promega®). Para purificacdo do dsRNA, as amostras foram
ajustadas para um volume de 200 uL e adicionados 200 pL de Fenol/Cloroférmio/Alcool
Isoamilico (25/24/1), agitou-se delicadamente e em seguida as amostras foram centrifugadas a
15667 x g por 5 minutos. A fase aquosa da solugdo foi transferida para novos microtubos e
adicionados 20 uL de Acetato de Sédio 3M (pH 5,2), agitou-se por inversao.
Concomitantemente, foram adicionados 500 puL de etanol absoluto gelado e deixado a -20 °C
overnight. As amostras foram centrifugadas a 15667 x g por 20 minutos a -4 °C. O

sobrenadante foi eliminado e o pellet foi lavado com 500 puL de etanol (70%), seguido por
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centrifugacdo a 15667 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi eliminado e o pellet seco a
temperatura ambiente. Em seguida o pellet foi ressuspendido em 40 uL de 4gua livre de
nucleases. A quantidade de dsSRNA em cada amostra foi quantificada em espectrofotdmetro
Nanodrop lite (Thermo Scientific®) por absorbancia em comprimento de onda de 260 nm
para DNA e sua concentracao foi corrigida através do cédlculo (dsSRNA (ug/uL) = Axeo x 45 x

fator de dilui¢do).

PCR quantitativo em tempo real

As analises de PCR quantitativo em tempo real foram realizadas para avaliar a expressao
do gene para receptor de vitelogenina de A. mellifera (AmVgR) nas glandulas hipofaringeas de
operdrias das quatro coortes. Cada pool de amostra bioldgica continha cinco pares de

glandulas hipofaringeas e em outra cinco pares de ovdrios para cada triplicata bioldgica

Extracdo de RNA

Foram utilizadas de 5 pares de glandulas hipofaringeas em cada amostra. As glandulas
hipofaringeas foram dissecadas sob estereomicroscopio (Zeiss), com pingas e vidros
autoclavados e lavados com solu¢do RNAase Away (Sigma Aldrich®), para assegurar que as
amostras ndo fossem contaminadas com nucleases. Em seguida as glandulas hipofaringeanas
das operdrias de A. mellifera foram colocadas em 250 uL de TRI Reagent® (Sigma Aldrich®)
e mantidas a -20 °C até a extracdo do RNA total.

O RNA total foi extraido com TRI Reagent (Sigma Aldrich®), as amostras foram
maceradas com pistilos autoclavados, completando o volume final para 500 puL. Foram
adicionados 100 puL de cloroférmio, agitados vigorosamente por 15 segundos e encubados a

10 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas (centrifuga 5418
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R, Eppendorf®) a 12000 x g por 15 minutos a 4 °C e a fase aquosa transferida para novo
microtubo e adicionados 250 puL de isopropanol gelado. Apds este periodo as amostras foram
mantidas a -20 °C overnight. Na etapa seguinte as amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos, em seguida foram centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos a 4 °C
e o sobrenadante descartado. O precipitado de RNA total foi lavado com 500 uL de etanol 75
% gelado e centrifugado a 12000 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e o precipitado foi colocado em banho tipo seco (F452A HB201/202
Bioer®) a 37 °C por 10 minutos e ressuspendido em 20 uL de dgua livre de nucleases
(Promega®). A quantidade de RNA em cada amostra foi quantificada em espectrofotdmetro

Nanodrop lite (Thermo Scientific®) por absorbancia em comprimento de onda de 260 nm.

Sintese de cDNA

Todas as amostras de RNA foram tratadas com RQ1-RNAse-Free DNAse (Promega®),
conforme as especificagdes do fabricante (1U/ug de RNA usado). A sintese do cDNA que foi
feita usando a enzima RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific®). Em um tubo
esterilizado foram adicionados 1 ug de RNA total extraido das glandulas hipofaringeas, 0,5
pL de oligo dT primer (1 pg/uL) e dgua livre de nucleases para completar 12,5 uL. A cada
amostra foi adicionado 4 puL de tampao da enzima, 0,5 pL de Inibidor de RNAse (20U)
(Cellco®), dNTPmix 2 puL (1 mM), 1 pL enzima RevertAid Reverse Transcriptase, as
amostras foram incubadas a 42 °C durante 60 minutos, seguida por incubacdo de 10 minutos a
70 °C . O cDNA sintetizado foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop Lite® (Thermo
Scientific) a 260 nm. Em seguida, a integridade do cDNA foi observada em gel de agarose a

2%, corrida a 80V.
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qPCR
A PCR em tempo real (QPCR) foi realizada utilizando o kit de quantificacdo de
fluorescéncia (SYBR Green) GoTag® qPCR Master Mix (Promega) no sistema real time
PCR Rotor-Gene Q (Qiagen). A montagem das strips Tubes foi realizada utilizando,
aproximadamente, 25 ng do cDNA e 0,1 pM de cada primer para AmVgR
(XM_016912481.1) (Guidugli-Lazzarini et al. 2008) e o RpL32 (= Rp49 XM_006564315.2)
como controle endogeno previamente estabelecido (Lourenco et al. 2008) (Tabela 2). Os
primers foram confeccionados pela Integrated DNA Technologies (IDT). Os niveis relativos

de expressdo de AmVgR nas glandulas hipofaringeas foram comparados pelo método prAAct

(Livak e Schmittgen 2001; Yuan et al. 2006).

Analise Estatistica
Os dados de expressdao génica pelo método 2724 foram testados para normalidade pelo
teste Shapiro-Wilk Normality e submetidos aos testes estatisticos ANOVA e teste de Tukey,

todos com 5% de significancia no programa GraphPad Prism 5.

Tabela 2- Primers utilizados nos testes de qPCR e para producdao de RNA dupla fita
(promotor T7 sublinhado)

Gene Numero de acesso Primers Referéncia
(NCBI)
AmVgR XM_016912481.1 F: TGAACCTTACGACATTGCCCT Guidugli-
R: TGTGATTTTCGGTCCAAGCCC Lazzarini et al.,
2008
RpL32 XM_006564315.2 F: CCCATAACGTTCTATCTGTGGCA Lourenco et al.,
R: CTCGTCATATGTTGCCAACTGG 2008
dsRNA- XM_016912481.1 F: TAATACGACTCACTATAGGGTGTGTGTTTTGGGAAACAATG
VgR R: TAATACGACTCACTATAGGGTGGGTGCAATTTCATTTCTCT
dsRNA- F: TAATACGACTCACTATAGGGCATGGCCAACACTTGTCACT
GFP R:TAATACGACTCACTATAGGGCGGCCATGATGTATACGTTG

Imunofluorescéncia
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As glandulas hipofaringeas foram transferidas para solucdo fixadora Microwave [0,5 pt
Glutaraldeido (10%), 20 pt formaldeido (10%), 2,5 pt CaCl, (1%), 50 pt tampao cacodilato
(0,2 M pH 7.,4), 27 pt 4gua destilada] (Barbosa et al. 2015) por 2 horas, seguido por cinco
lavagens de 10 minutos cada com tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2 (PBS). As amostras
foram entdo transferidas para PBS contendo 1 % de Tween-20 (PBST) durante 2 horas e
incubadas com anticorpo contra o receptor de vitelogenina anti-VgR produzido em
camundongo (Dohanik et al. 2018) (1:50) em PBS por 16 horas a 4 ‘C. Em seguida, as
amostras foram incubadas em anticorpo secundério anti-IgG de camundongo conjugado com
FITC (Sigma-Aldrich) (1:200) em PBS durante 16 horas no escuro, seguido por cinco
lavagens de 10 minutos em PBS. As glandulas hipofaringeas das operdrias foram montadas
em laminas com solu¢do Mowiol® (Sigma-Aldrich) e analisados em microscopio de
fluorescéncia confocal a laser (Zeiss 510 Meta) utilizando objetiva EC Plan-Neofluar
(20x/0,50 e 40x/1,30 Oleo DIC M 27). As imagens foram obtidas com a camera Axiocam,
software LSM 510 Meta (20006).
Controles negativos foram submetidos ao mesmo procedimento, mas com a omissdo do

anticorpo primario.

Histologia

As operdrias nos diferentes tratamentos tiveram suas glandulas hipofaringeas dissecadas e
transferidas para solucdo fixadora de Zamboni por 4 horas. A seguir, as glandulas foram
desidratadas em série crescente de etanol e embebidas em historesina (Leica). As amostras
foram seccionadas a 3um de espessura, coradas com hematoxilina e eosina e analisadas e

fotografadas ao microscépio de luz Olympus BX220 60 com objetiva de 20x e 40x, acoplado
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a um sistema de captura de imagens Q Color 3 Olympus. As imagens foram tratadas usando

Photoshop cs6.
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RESULTADOS

A expressdo do gene AmVgR das glandulas hipofaringeas de abelhas com seis dias de idade
que foram injetadas com dsRNA-VgR e dsRNA-GFP foi semelhante entre si, mas ambas
foram menores que no controle com dgua (Figura 14).

Para confirmar se 0 dSRNA-VgR na concentracdo injetada e pelo tempo de exposi¢ao nao
foi funcional, os ovdrios destas operdrias foram analisados para a expressdao de AmVgR, nao
havendo alteragdo significativa na expressdo para este gene (Figura 15).

Para avaliar se houve mudanca na expressdo desta proteina apds a injecdo do dsRNA, a
deteccao do VgR por imunofluorescéncia ndo apresentou diferencas entre operdrias injetadas
com dsRNA-GFP (Figura 16) e dSRNA-VgR (Figura 17). O controle negativo ndo apresentou
marcacdes inespecificas para o anticorpo testado (Figura 18).

Por fim, para avaliar se VgR estava funcionalmente ligado ao desenvolvimento das
glandulas hipofaringeas de operarias de A. mellifera, foi analisada a morfologia da glandula
hipofaringea apds tratamento com dsRNA-VgR e dsRNA-GFP. A glandula hipofaringea
mostrou células com nicleo com cromatina descondensada e citoplasma rico em vactolos em

ambos os tratamentos, assim como no controle (Figura 19).
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Expressao Relativa
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Agua dsRNA-GFP  dsRNA-VgR

Figura 14 Expressdo relativa de AmVgR em glandulas hipofaringeas de operarias de Apis
mellifera com seis dias de idade tratadas com dgua, dsSRNA-GFP e dsRNA-VgR. Letras
diferentes sobre as colunas mostram diferencas estatisticas entre tratamentos (ANOVA One

Way, 0<0,05).
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0.34
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Figura 15: Expressao relativa de AmVgR em ovérios de operarias de Apis mellifera com seis
dias de idade tratadas com agua, dsSRNA-GFP e dsRNA-VgR. Letras diferentes sobre as

colunas mostram diferencas estatisticas entre tratamentos (ANOVA One Way, a>0,05).
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Figura 16: Imunofluorescéncia mostrando a presenca do receptor de vitelogenina (em verde)
em 4cinos da glandula hipofaringea de operarias de Apis mellifera com seis dias de idade
submetidas ao tratamento de injecdes com a) 1 uLL de dgua livre de nucleases; b) 2 pg/uL de

dsRNA-GFP; ¢) 2 ug/uL de dsRNA-VgR; d) Controle. Barras = 50 um.



dsRNA-GFP dsRNA-VgR

Figura 17: Micrografias de luz mostrando a glandula hipofaringea de operarias de Apis
mellifera com seis dias de idade submetidas ao tratamento de injecdes com aproximadamente
2 ug/ul de dsRNA-GFP (esquerda) e dsRNA-VgR (direita). CA- Canal Axial; A- Acinos; N-

Nucleo; setas- canaliculos; V- vacuolos.
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DISCUSSAO

A expressdao do gene VgR € conhecida nos ovdrios de insetos (Schonbaum et al. 2000;
Sappington et al. 1998; Chen et al. 2004; Ciudad et al. 2006; Shu et al. 2011; Lin et al. 2015;
Zhang et al. 2016; Du et al. 2019), entretanto também foi detectada em outros tecidos
incluindo as glandulas hipofaringeas de A. mellifera (Guidugli-Lazzarini et al. 2008). Os
varios padroes de expressdo dos genes VgR em diferentes tecidos podem estar relacionados ao
seu ligante, a vitelogenina e sua influéncia em varios aspectos da fisiologia e reproducao,
Amdam et al. (2003a) sugerem que a vitelogenina poderia ser doadora de aminodcidos para
producdo de geleia real nas glandulas hipofaringeas de abelhas. Estes dados serviram de
estimulo para o presente estudo sobre a expressao génica do receptor de vitelogenina e sua
importancia para o desenvolvimento e funcdo das glandulas hipofaringeas de operdrias de A.
mellifera. Para tanto foi utilizada a técnica de interferéncia por RNA que € uma ferramenta
especifica para determinar, com efici€éncia, as funcOes dos genes (Hannon 2002) e para
controlar a expressao génica no nivel do mRNA (Fire et al. 1998).

Os resultados obtidos indicam que o dsRNA utilizado ndo teve efeito na inibi¢do da
expressao do AmVgR nas glandulas hipofaringeas de operérias de A. mellifera. Este estudo
usou a inje¢do intra-abdominal com dsRNA para explorar as fun¢des do AmVgR in vivo em
abelhas recém-emergidas, metodologia que tem sido reportada como eficaz em abelhas
adultas (Amdam et al. 2003b). A ndo eficicia observada nesse estudo pode ser devido a
absor¢do do dsRNA-VgR pelo corpo gorduroso, impedindo que este circule na hemolinfa e
seja entregue a outros Orgdos ou tecidos da abelha adulta. Quando o dsRNA ¢€ injetado, o
corpo gorduroso € exposto e este desempenha um papel imunoldgico que inclui a captagdo de

macromoléculas potencialmente prejudiciais da hemolinfa (Bulet et al. 1999). Por outro lado,
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dsRNA injetado pode ser processado em pequenos RNA de interferente (siRNA) ou outro
sinal mével que é exportado para a hemolinfa (Boutla et al. 2002). Nesse sentido, o corpo
gorduroso agiria como um intermedidrio no silenciamento que provavelmente poderiam ser
mais facilmente absorvidos por outros tecidos (Amdam et al. 2003b), porém a quantidade
injetada pode ser um ponto chave. Nesse estudo, foi injetado 2 ug de dsRNA em cada abelha
recém-emergida. Para o silenciamento do gene para vitelogenina em abelhas foram
necessarios 5 pg de dsRNa (Amdam et al. 2003b; Du et al. 2019) enquanto que em
Colaphellus bowringi (Coleoptera) 1 ug de dsRNA reduz em 78% na expressao do gene (Liu
et al. 2019) e em Agasicles hygrophila (Coleoptera) 0,1 ug de dsSRNA-VgR inibe a ativagdo
do ovario (Zhang et al. 2019). Assim, sdo necessdrios mais testes com diferentes
concentracdoes de dsRNA-VgR ou até mesmo administrar mais de uma vez o dsRNA com
intervalos entre as inje¢des para avaliar o possivel efeito deste no silenciamento do gene nas
glandulas hipofaringeas de operdrias de A. mellifera.

Uma alternativa para exposicdo dsRNA seria ingestdo oral dessa molécula. O dsRNA
suprido pela alimentacdo € retirado do sistema digestivo e disseminado sistemicamente
através da hemolinfa associada a um complexo proteico sendo detectado por até 14 dias apds
a ultima alimentacdo (Maori et al. 2019). Operdrias alimentadas com dsRNA-GFP tem a
transferéncia deste para geleia real fornecida para larvas (Maori et al. 2019), indicando que
ele € absorvido pelas glandulas hipofaringeas. As abelhas adultas trocam alimentos por
trofolaxia, e todas as abelhas em uma colmeia sdo consideradas como tendo um "estdmago
compartilhado" (Winston 1987). Se em abelhas injetadas com dsRNA o efeito for semelhante,
€ possivel que houvesse troca de dsSRNA por trofolaxia entre as abelhas recém-emergidas que

foram injetadas, uma vez que nesse estudo nao havia favos de cria e presenca da rainha na
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coorte, gerando assim um efeito de transferéncia entre as abelhas, mesmo naquelas em que o
dsRNA teria sido degradado antes de chegar no alvo.

Os efeitos do RNAi dependem do estdgio da vida do organismo alvo, da concentracido do
gene alvo e do periodo de andlise. De um modo geral, a andlise do mRNA em intervalos de 24
a 96 horas ap6s a transfeccio do dsSRNA com diminui¢do de 70 a 95% de expressdo do
mRNA alvo (Pereira 2013). Nesse estudo foi injetado o dSRNA em abelhas recém-emergidas,
uma vez que neste estdgio ocorre baixa expressdo de AmVgR (ver parte 1), seguido de
deteccao de apds 6 dias (144 horas), pois com essa idade as operdrias estdo exercendo a
funcdo de nutridoras e suas glandulas hipofaringeas atingem grau méaximo de
desenvolvimento (Cruz-Landim e Abdalla 2002; Deseyn e Billen 2005). Assim, o longo
periodo entre a transfeccdo do dsRNA e a andlise pode ter acarretado a degradacdo da dupla
fita de RNA. Por outro lado, Amdam et al. (2003b) reportam que o dsRNA injetado em
abelhas adultas permanece por 15 dias. No besouro A. hygrophila a expressao de VgR diminui
apo6s o tratamento com dsVgR por cerca de 25 dias apds a injecdo (Zhang et al. 2019). A alta
eficiéncia de silenciamento génico do dsRNA também tem sido reportada em outras espécies,
como na formiga Solenopsis invicta (Lu et al. 2009) e nos besouro Tribolium castaneum
(Arakane et al. 2005), Leptinotarsa decemlineata (Shi et al. 2016) e Diabrotica virgifera
(Camargo et al. 2018).

E importante salientar que uma redug@o nos niveis de mRNA pode nio resultar em redugio
imediata nos niveis da proteina. O RNAIi apenas impede indiretamente a sintese de novas
proteinas codificadas pelo gene alvo, ou seja, as proteinas pré-existentes continuam a exercer
suas funcgdes bioldgicas até que sejam degradadas (Pereira 2013). Uma proteina de vida-média
longa, como € o caso do receptor de vitelogenina, que € um membro da superfamilia de

LDLR e passa pelo processo de reciclagem de receptor (Brown e Goldstein 1985) requer uma
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janela de tempo maior para ser efetivamente silenciada, de modo que uma diminui¢cdo ou
deplecao total dos niveis da proteina alvo possam ser alcancadas somente 96-120 horas apds a
transfec¢do. Entretanto, uma pequena redug¢do nos niveis proteicos ndo implica em alteragdes
fenotipicas (Pereira 2013). Nos resultados aqui obtidos ndo ocorrem alteracdes na detec¢ao do
receptor de vitelogenina por imunofluorescéncia e nem na morfologia da glandula, sugerindo
que o dsRNA exdgeno pode ndo estar efetivamente interrompendo a expressdao de VgR nessa
glandula de A. mellifera.

Além dos fatores citados acima, outro fator que influencia o sucesso, a aplicabilidade e a
eficiéncia do RNAi € a escolha do gene, seu tamanho e a regido da sequéncia do dsRNA
utilizados, visando garantir a estabilidade da molécula até atingir o mRNA alvo de
silenciamento no inseto (Yu et al. 2013; Rodrigues e Figueira 2016). Talvez seria interessante
reavaliar a sequéncia escolhida do dsRNA-VgR neste estudo. Assim, a sensibilidade e a
resposta ao tratamento de RNAi € varidvel para cada espécie de inseto, devido a
caracteristicas fisiolégicas, habitats de vida, mecanismos de alimentacdo e digestdo, ou vias
metabolicas, sendo necessdria a otimizacdo da técnica para cada espécie alvo (Yang e Han
2014).

Durante a pesquisa, ndo foi possivel identificar a razdo da falha do silenciamento e
consequentemente a fungcdo do gene-alvo no desenvolvimento das glandulas hipofaringeas de
abelhas. Este estudo examinou a funcdo do VgR em abelhas operarias com seis dias de idade
transfectadas com 2 ug de dsRNA-VgR, sendo que andlises com diferentes periodos de tempo

e concentracdes de dSRNA podem resultar em maior efic4cia no silenciamento de AmVgR.



69

CONCLUSAO GERAL

Este estudo mostra que o AmVgR ¢é diferencialmente expresso nas glandulas hipofaringeas
de abelhas operdrias de A. mellifera, com maior expressdo em operdrias nutridoras, na
presenca da rainha e quando estio com as glandulas desenvolvidas. Além disso, foi
demonstrado que a proteina VgR ocorre nos &cinos secretores dessa glandula, formando
complexo com a vitelogenina, qual € internalizado via endocitose mediada por clatrina. Estes
resultados contribuem para a compreensdo de como ocorre a captagdo da vitelogenina
presente na hemolinfa pelo do receptor de vitelogenina. Por fim, mostramos que uso de
dsRNA-VgR para o silenciamento génico precisa de estudos adicionais para definir o modo
de transfec¢do, a concentracdo da dupla fita de RNA e o tempo de exposicdo para uma efetiva

resposta.
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APENDICE

Sequéncia utilizada para o plasmideo de GFP
ATGAAGACTAATCTTTTTCTCTTTCTCATCTTTTCACTTCTCCTATCATTATCCTCG
GCCGAATTCAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTG
AATTAGATGGTGATGTTAATGGGTACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGG
TGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTA
CCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCA
AGATACCCAGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGG
GATACGTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAGGACGACGGGAACTACAAGACAC
GTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGG
GAATCGATTTCAAGGAGGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACT
ACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAAAGAACGGCATCAAAG
CCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATC
ATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCA
TTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCAC
ATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAAC

TATACAAACATGATGAGCTTTAA



