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“MULTITUD de la abeja!
Entray sale
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una corola
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con traje de oro

y cantidad de botas

amarillas...”
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RESUMO

Em col6nias de abelhas Apis mellifera, existem dois tipos de fémeas (castas), rainhas
(reprodutivas) e operarias (ndo-reprodutivas). A trajetoria ontogenética que conduz ao
surgimento de rainhas e operarias depende da quantidade e da qualidade da dieta recebida
durante o desenvolvimento larval. Esta influéncia ambiental permite o desenvolvimento de
caracteristicas casta-especificas que incluem morfologia, fisiologia e comportamento. O
cérebro de abelhas operérias adultas é proporcionalmente maior que o de rainhas, o que permite
que as operarias realizem uma gama de atividades necesséarias para manter o bem-estar da
colénia. Em contrapartida, a neurogénese pos-embrionaria em A. mellifera inicia-se logo na
fase larval e sofre influéncia da nutricdo diferencial que recebem as fémeas, resultando em
rainhas com cérebros maiores. Analises morfoldgicas mostram que essa inversao na tendéncia
morfogenética acontece apds a metamorfose. Andlises transcriptdmicas em larga escala
utilizando hibridacdo de microarray de oligonucleotideos revelaram maiores niveis de
transcricdo no cérebro de pupas de operarias de 324 genes, entre eles, minibrain (mnb). O
presente trabalho objetivou avaliar a participacdo do gene mnb no desenvolvimento diferencial
do cérebro adulto entre rainhas e operérias de abelhas A. mellifera. O primeiro passo foi obter
abelhas operérias em desenvolvimento pupal knockdown para mnb, executando experimentos
sequenciais de RNAI (knockdown, KD). Foram realizados trés experimentos, cada um com 150
pupas, divididas em 3-4 grupos experimentais: pupas que receberam injecbes de dsMNB,
injecBes dsGFP, injecdes de NaCl 0,9% e pupas naive. Apds um periodo de tratamento, foram
realizadas analises moleculares para avaliar os indicadores de knockdown de mnb e avaliar o
fendtipo morfolégico dos cérebros. Os resultados obtidos com gPCR mostraram ocorréncia de
knockdown de mnb e nos possibilitou também analisar o timing do silenciamento deste gene.
Os ensaios histoldgicos mostraram o efeito do knockdown sobre o desenvolvimento do cérebro
adulto, que ficou evidenciado pelas menores dimensdes apresentadas por regides cerebrais
como corpo cogumelar, lobos dpticos e cérebro (p< 0,05). Estes resultados indicam que o mnb
tem um papel chave no desenvolvimento do cérebro de operarias durante o periodo pupal e

confirmam sua participa¢ao no desenvolvimento diferencial de castas de A. mellifera.

Palavras-chave: A. mellifera; Neurogénese; Minibrain; Pupa; RNAI



ABSTRACT

In colonies of Apis mellifera bees, there are two types of females (castes), queens (reproductive)
and workers (non-reproductive). The ontogenetic trajectory leading to the emergence of queens
and workers depends on the quantity and quality of the diet received during larval development.
This environmental influence allows the development of caste-specific characteristics,
including morphology, physiology, and behavior. The adult worker bee's brain is proportionally
larger than that of queens, enabling workers to perform a range of activities necessary for
maintaining colony well-being. Conversely, post-embryonic neurogenesis in A. mellifera
begins early in the larval stage and is influenced by the differential nutrition received by
females, resulting in queens having larger brains. Morphological analyses show that this
reversal in morphogenetic tendency occurs after metamorphosis. Large-scale transcriptomic
analyses using oligonucleotide microarray hybridization revealed higher transcription levels in
the brains of worker pupae for 324 genes, including minibrain (mnb). This study aimed to assess
the involvement of the mnb gene in the differential development of adult brains between queens
and worker bees of A. mellifera. The first step was obtaining developing worker bees in the
pupal stage with mnb knockdown, carrying out sequential RNAi (knockdown) experiments.
Three sequential experiments were conducted, each with 150 pupae divided into 3-4
experimental groups: pupae that received injections of dsSMNB, dsGFP injections, 0.9% NacCl
injections, and naive pupae. After a treatment period, molecular analyses were performed to
assess mnb knockdown indicators and evaluate the morphological phenotype of the brains. The
gPCR results showed mnb knockdown occurrence and enabled us to analyze the timing of gene
silencing. Histological tests showed the effect of knockdown on the development of the adult
brain, which was evidenced by the smaller dimensions presented by brain regions such as the
mushroom body, optic lobes, and brain (p< 0,05). These results indicate that mnb plays a key
role in the development of the brain of workers during the pupal period and confirm its
participation in the differential development of A. mellifera castes.

Keywords: A. mellifera; Neurogenesis; Minibrain; Pupa; RNAI
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1 INTRODUCAO

1.1 GENES E AMBIENTE: OS POLIFENISMOS EM INSETOS

A plasticidade fenotipica, conforme proposto por Nijhout (1999), destaca que um Unico
gendtipo pode originar fendtipos alternativos, dependendo das variagbes ambientais
enfrentadas pelo organismo durante seu desenvolvimento. Esse fendmeno é exemplificado pelo
polifenismo, uma forma particular de plasticidade, que se caracteriza pela habilidade dos
organismos, compartilhando o mesmo genoma, de se desenvolverem de maneira distintiva em
dois ou mais fendtipos alternativos, sem apresentar formas intermediérias, conforme delineado
por Mayr (1963).

Em insetos, é frequente observar a manifestacio de morfologias alternativas
acompanhadas por diferencas fisiolégicas e comportamentais. A presenca de tipos
morfofisioldgicos distintos dentro de uma mesma espécie, que podem se complementar,
desempenhando funcdes diversas e beneficiando-se mutuamente, associada a sobreposicao de
geracOes, caracteriza o grupo dos insetos eussociais. A organizacao colonial desses insetos é
fundamentada na divisdo de trabalho, conforme proposto por Wilson (1971). Nas espécies
eussociais, como formigas, vespas, abelhas e cupins (Ordem Blattodea), algumas coldnias
possuem membros parcial ou totalmente estéreis (operarias), enquanto outros (rainhas)
apresentam um sistema reprodutivo hipertrofiado, exibindo taxas de reproducdo
significativamente elevadas (Nijhout, 1982; Wilson, 1971).

No contexto dessa divisdo de trabalho, a rainha fisogéstrica (fecundada) desempenha
um papel crucial na promocdo da oviposic¢do, que resultara na geragdo de novos membros para
a coldnia. Por sua vez, as operarias desempenham atividades que incluem o cuidado das crias,
a limpeza da coldnia e o forrageamento. Esse arranjo social, baseado na segregacdo de castas,

€ uma caracteristica distintiva desses insetos eussociais.

1.2 CASTAS E DIFERENCIACAO DE CASTAS EM ABELHAS APIS MELLIFERA

A espécie Apis mellifera é classicamente conhecida por sua organizacdo altamente
eussocial. A definicdo de eussocialidade inclui diviséo do trabalho reprodutivo entre individuos,
especificos de cada casta, 0 cuidado cooperativo da prole e a sobreposicdo de geracoes (Gullan;

Cranston, 1994; Wilson, 1971). O dimorfismo de castas, presenca de rainha e operérias, também
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existe nas abelhas A. mellifera e na organizacdo social destas abelhas existem trés tipos de
individuos adultos: operarias, rainhas e zangdes. O dimorfismo de fémeas constitui a
caracteristica que define o grau maximo de organizacdo social, alta eussocialidade (Wilson,
1971).

A diferenciacdo das castas, rainhas e operarias, na espécie, esta intrinsecamente ligada
ao tipo de alimentacdo recebida durante o periodo larval, visto que todas as larvas possuem a
capacidade genémica de se diferenciar em ambas as castas (Beetsma, 1979). Desde a eclosao
dos ovos até aproximadamente o terceiro instar, todas as larvas fémeas sdo bipotentes e
alimentadas exclusivamente com geleia real. A partir desse ponto, a alimentacdo torna-se
especifica para cada casta, de modo que as larvas destinadas a se tornarem rainhas continuam
a receber quantidades substanciais de geleia real. Em contrapartida, as larvas selecionadas para
se tornarem operdrias passam a receber uma combinacdo de geleia real, mel e pdlen,
denominada geleia de operérias (Michener, 1969).

A composic¢do bioquimica desses dois tipos de alimentos é notavelmente distinta. A
geleia real apresenta uma concentracdo de carboidratos cerca de trés vezes maior do que a geleia
de operéarias, além de uma quantidade reduzida de &cidos ribonucleicos de cadeia curta
(miRNAS), e variagGes na composicdo proteica. Adicionalmente, ha diferengas significativas
na quantidade de alimento fornecido as larvas. As larvas destinadas a se tornarem rainhas
recebem quantidades consideravelmente maiores de alimento em comparagdo com aquelas
destinadas a casta operaria (Corona; Estrada; Zurita, 1999; Kamakura, 2011; Zhu et al., 2017).

Em A. mellifera, a diferenciacdo alimentar desencadeia respostas neuroendocrinas
notaveis, refletidas em variagdes nos niveis de um horménio especifico produzido pelas
glandulas no complexo retrocerebral, conhecidas como corpora allata, chamado hormonio
juvenil (Nijhout; Wheeler, 1982). E estabelecido que, entre o terceiro e o inicio do quinto
estagio larval, as concentracdes do hormonio juvenil (HJ) sdo significativamente mais elevadas
nas rainhas em comparacdo com as operarias. O HJ figura como um dos fatores enddgenos
classicos e essenciais que determinam o desenvolvimento de castas em A. mellifera (Rachinsky
et al., 1990). Contudo, diversos aspectos do processo de determinacdo de castas nessas abelhas
ainda permanecem pouco elucidados, especialmente no que se refere aos determinantes
genéticos da diferenciacdo entre rainhas e operarias.

Com o advento de técnicas avancadas de biologia molecular foi possivel em 2006
sequenciar o genoma de A. mellifera, o que alavancou as pesquisas que objetivavam descobrir

os determinantes moleculares da diferenciacdo de castas na especie. Posteriormente, Barchuk
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et al. (2007) sugeriram que a informag&o nutricional é reconhecida por receptores presentes nas
células epiteliais do intestino que, por meio do sistema nervoso estomatogastrico, é transmitida
ao cérebro e ao sistema enddcrino retrocerebral, o que resulta na regulacéo da atividade dos
corpora allata. De forma geral, a informac&o nutricional provinda da geleia real leva a ativagédo
da via insulina/IGF e do sistema Tor, que, em conjunto, sdo capazes de promover altos niveis
de sintese de HJ levando ao desenvolvimento de rainhas.

Com o incremento nos niveis de hormonio juvenil (HJ), ocorrem modificacdes na
expressdao de diversos genes, incluindo aqueles com caracteristicas fisiometabdlicas. Estes,
aliados aos nutrientes presentes na geleia real, desempenham um papel crucial na determinacao
do padréo de crescimento corporal. O horménio juvenil parece influenciar o desenvolvimento
de duas maneiras distintas. Primeiramente, induz alteracdes de aquisi¢do, que resultam em um
aumento significativo no crescimento corporal da larva, assim como em campos especificos,
como os ovarios. Em segundo lugar, provoca alteracdes de perda em estruturas especificas, tais
como o 6rgdo coletor de polen e as glandulas de cera.

Além disso, o hormdnio juvenil demonstra exercer controle sobre o desenvolvimento
neural nas larvas, promovendo um desenvolvimento cerebral mais proeminente em rainhas
quando comparado a operarias. 1sso destaca a importancia fundamental do padrao alimentar das
larvas na formacéo do sistema nervoso (Barchuk et al., 2007; Moda et al., 2013).

Embora a alimentacdo seja tradicionalmente considerada uma fonte classica de energia
e matéria-prima para a construcdo de biomoléculas essenciais no desenvolvimento e na
sobrevivéncia dos seres vivos, evidéncias recentes destacam papéis mais especificos desse
aspecto alimentar. Um exemplo notavel é sua capacidade de exercer influéncia direta sobre a
neurogénese. Pesquisas com roedores indicam que a reducdo na ingestdo calérica aumenta a
neurogénese hipocampal, provocando alteracdes na expressao génica nessa regido. Essa
modificacdo esta associada ao aumento da producdo de fatores neurotréficos, responsaveis pela
proliferacdo e diferenciacdo neural no hipocampo (Lee; Seroogy; Mattson, 2002).

Seguindo essa linha de raciocinio, Park et al. (2010) observaram que dietas ricas em
gorduras prejudicam a proliferacdo de células progenitoras neurais, devido ao aumento da
peroxidacao lipidica e a diminuigdo do fator neurotréfico derivado do cérebro no hipocampo
de ratos. Esse fendbmeno esta associado a disfungdes cognitivas, comprometendo aprendizado
e memoria. As vitaminas, também componentes cruciais da dieta, mostram-se fundamentais
para a neurogénese. Em animais submetidos a dietas deficientes em vitamina E, observam-se

alteracOes na atividade de genes, incluindo aqueles responséveis pela produgdo de mielina, um
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lipideo essencial para a neurotransmissdo (Hyland et al., 2006). Além disso, a deficiéncia de
vitamina A em roedores demonstrou ser capaz de desregular a neurogénese hipocampal
(Bonnetti et al., 2008).

Em Apis mellifera, evidéncias indicam que a alimentacdo desempenha um papel crucial
na morfogénese do sistema nervoso. O padrdo alimentar distinto da espécie, durante os estagios
iniciais do desenvolvimento, representa essencialmente um experimento natural. Esse
experimento natural, por sua vez, oferece uma valiosa oportunidade para a identificacdo de
cascatas génicas que sao influenciadas nutricionalmente e desempenham um papel no intricado
processo de desenvolvimento do sistema nervoso, conforme demonstrado em estudo conduzido
por Moda et al. (2013).

1.3 A SAGA ONTOGENETICA DO CEREBRO EM CASTAS DE ABELHAS APIS
MELLIFERA

Assim como 0s ovarios, o cérebro apresenta desenvolvimento casta-especifico durante
o0 periodo larval. Em resposta a alimentacdo diferencial, o cérebro de rainhas se desenvolve de
maneira mais acelerada (Moda et al., 2013). O periodo larval € caracterizado por um maior
desenvolvimento cerebral e uma heterocronia, ambos favorecendo as rainhas.

Apesar de terem arquitetura semelhante, o cérebro das castas de A. mellifera apresenta
um desenvolvimento heterocrénico. Roat e Cruz-Landim (2008) mostraram que o cérebro de
rainhas possui maior area de neuroblastos em relacdo ao cérebro de operérias durante o Gltimo
estagio larval. As taxas de proliferacdo celular no cérebro também favorecem as rainhas, que
entre o quarto e o quinto instar larval demonstram ter maior nimero de células em processo de
divisdo celular (Moda et al., 2013). O maior nimero de neuroblastos e as maiores taxas
proliferativas favorecem o desenvolvimento do cérebro de rainhas e estabelecem a assincronia
em relacdo a neurogénese em operarias.

A inversdo das proporgdes do cérebro entre rainhas e operarias acontece durante o
desenvolvimento pupal (Barchuk et al., 2018; Groh; Rossler, 2008; Paula Junior et al., 2021),
possibilitando que o cérebro de abelhas operarias adultas seja proporcionalmente maior que 0
de rainhas. Durante a primeira parte do periodo de desenvolvimento farato-adulto, as operarias
desenvolvem cérebros maiores do que as rainhas, possivelmente em resposta as diferengas nos
ambientes hormonais entre as castas (Paula Junior et al., 2021). Isto permite que as operarias

realizem uma gama de atividades necessarias para manter o bem-estar da colénia (Michener,
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1974).

1.4 EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL E O DESENVOLVIMENTO DO CEREBRO
ADULTO EM CASTAS DE APIS MELLIFERA

Em A. mellifera, o desenvolvimento do cérebro tem origem na ectoderme da regido
cefalica embrionaria, enquanto os ganglios corporais sdo derivados do cume da neuroectoderme
(Snodgrass, 1984). O sistema nervoso das abelhas é constituido pelo cérebro, localizado acima
do ganglio subesofagico, juntamente com um cordao ventral extenso, trés ganglios no térax e
oito no abddmen (Niven; Graham; Burrows, 2008).

O ceérebro de A. mellifera e de outros insetos pode ser segmentado em duas regides
distintas: uma supraesofagica, abrigando o protocérebro, o deutocérebro e o tritocérebro, e uma
porcdo subesofagica (Howse, 1975). O protocérebro compreende os Idbulos Opticos, o
complexo central e um par de corpos cogumelares. Os l6bulos 6pticos desempenham a funcéao
de receber e processar informacg6es sensoriais provenientes dos olhos compostos. O complexo
central atua na conexdo e coordenacdo de informacgdes dos hemisférios cerebrais, sendo
supostamente envolvido no controle motor (Brandt et al., 2005; Strauss, 2002). Os corpos
cogumelares, situados simetricamente em cada lado do protocérebro, funcionam como centros
de processamento neural e armazenamento de informagdes sensoriais (Farris; Dyke, 2015).

O deutocérebro é a sede dos I6bulos dorsais e antenais, 0s quais abrigam cerca de 160
glomérulos, responsaveis por receber informacdes sensoriais dos receptores olfativos nas
antenas. A partir dos I6bulos dorsais, em especial, sdo projetadas as fibras mecanossensoriais
(Snodgrass, 1984; Suzuki, 1975;). O tritocérebro é composto por dois Idbulos laterais
relativamente pequenos, localizados na base do cérebro. Esses I6bulos sdo conhecidos por suas
conexdes sensoriais e motoras com o aparelho bucal e o trato digestivo, estando em
proximidade ao ganglio subesofagico, um ponto de transicao entre o cérebro e o corddo nervoso
ventral (Mobbs, 1982).

O protocérebro abriga os lébulos épticos, o complexo central e um par de corpos
cogumelares. Os l6bulos Opticos recebem e processam informagdes sensoriais provenientes dos
olhos compostos. Os lobulos antenais, posicionados ventralmente aos I6bulos do protocérebro,
formam o sistema responsavel pela percepcéao de estimulos quimicos. As principais saidas dos
I6bulos antenais para o cérebro central ocorrem por meio de neurdnios de projecéo,

direcionando-se aos corpos cogumelares e a um subcompartimento especifico do protocérebro,
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conhecido como corno lateral (Brandt et al., 2005).

O complexo central desempenha um papel crucial na coordenacdo e conexdo de
informacBes provenientes de ambos os hemisférios cerebrais, estando presumivelmente
envolvido no controle motor. Esta estrutura € composta por um conjunto de neuropilas situado
no centro do cérebro, abrangendo a ponte protocerebral e o corpo central. O corpo central, por
sua vez, é subdividido em segmentos superior e inferior, além de um par de nddulos (Strauss,
2002).

Os corpos cogumelares representam estruturas emparelhadas, situadas de maneira
simétrica em ambos os lados do protocérebro, identificadas como o epicentro neural essencial
para 0 processamento e armazenamento de informacOes olfativas (Davis, 2001; Gerber;
Tanimoto; Heisenberg, 2004). Essas estruturas também estdo implicadas em outras formas de
aprendizado (Liu et al., 1999; Mizunami; Weibrecht; Strausfeld, 1993). Cada corpo cogumelar
€ composto por aproximadamente 170.000 células Kenyon, que constituem neurdnios
intrinsecos dessa configuracdo (Kenyon, 1896). Suas ramificacfes dendriticas originam
neurdpilas dispostas concentricamente, formando os calices medial e lateral. Cada calice se
subdivide em trés subcompartimentos: o labio, responsavel pelo recebimento de informacGes
olfativas; o colar, que recebe informagdes visuais; e o anel basal em camadas, onde as entradas
visuais e olfativas convergem (Rybak; Menzel, 1998; Strausfeld, 2002). As projecfes axonais
das células de Kenyon originérias dos calices formam o pedinculo, bem como os lobos vertical
e medial dos corpos cogumelares (Strausfeld, 2002).

Embora compartilhem uma arquitetura semelhante, observa-se um desenvolvimento
heterocrénico no cérebro das diferentes castas de A. mellifera. A pesquisa conduzida por Roat
e Cruz-Landim (2008) indicou que, durante o estagio larval final, o cérebro das rainhas exibe
uma maior area de neuroblastos em comparacdo com o cérebro das operdarias. As taxas de
proliferacdo celular no cérebro também favorecem a casta reprodutora, destacando-se entre o
quarto e o quinto instar larval com um aumento significativo no nimero de células em processo
de diviséo celular (Moda et al., 2013). A presenca ampliada de neuroblastos e as taxas mais
elevadas de proliferacdo celular promovem o desenvolvimento diferenciado do cérebro das
rainhas, estabelecendo, assim, uma assincronia em relacéo a neurogénese nas operarias.

Em estudos anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa, empregando técnicas
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em Tempo Real, hibridacéo in situ, ensaios de
proliferacdo celular e técnicas imunohistoquimicas, foi investigada a neurogénese larval nas

castas de A. mellifera. O trabalho conduzido por Moda et al. (2013) revelou que a expressdo do
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gene short stop (shot) desempenha um papel crucial na neurogénese diferencial em larvas,
favorecendo o desenvolvimento futuro das rainhas. Esse gene desempenha uma fungéo
significativa na extensdo de axdnios e € mais expresso em rainhas no quarto instar larval, o que
pode explicar a presenca de uma area maior ocupada por neuroblastos nas rainhas durante os
estagios finais do desenvolvimento larval.

Outro gene examinado no estudo foi o GICAT-P (glucoronyltransferase-P), cuja
expressao € mais proeminente nos cérebros das rainhas ao longo de todo o periodo larval. Ja foi
demonstrado que esse gene é essencial para o desenvolvimento de nervos periféricos em
Drosophila melanogaster e desempenha um papel fundamental no desenvolvimento do sistema
nervoso central e periférico em roedores. Assim, postula-se que shot e 0 GICAT-P, atuando em
conjunto, desempenham uma funcéo crucial no desenvolvimento do cérebro das rainhas na fase
larval.

Este estudo evidenciou que a expressdo diferencial de genes especificos gera uma
dindmica distinta no desenvolvimento cerebral entre rainhas e operéarias. Ao longo do periodo
larval, o cérebro das rainhas apresenta um desenvolvimento mais rapido e acentuado, dando
origem a estruturas cerebrais como calices e pedunculos que surgem mais precocemente em
larvas de rainhas em comparacdo com larvas de operérias (Moda et al., 2013).

Durante o periodo pupal e a fase adulta-farato das castas de A. mellifera, ha ainda uma
lacuna no entendimento da dindmica de desenvolvimento do cérebro. No entanto, é amplamente
reconhecido que o cérebro das operarias adultas € proporcionalmente maior do que o das rainhas
(Michener, 1974). Por volta da metade do periodo pupal/adulto-farato, observa-se o término da
proliferacdo de neuroblastos e o inicio de eventos apopt6ticos, coincidindo com o aumento dos
niveis de ecdisteroides (Ganeshina et al., 2000; Hartfelder; Engels, 1998;). Ambos 0s eventos
parecem responder ao mesmo sinal hormonal, sendo sugerido que as proteinas retinoblastoma
e p53 participem da progressdo do ciclo celular (Ganeshina et al., 2000).

Além disso, estudos indicaram que a exposicdo precoce de pupas ao horménio 20-
hidroxiecdisona, de forma exogena, resulta na reducdo da atividade mitética nos centros de
proliferacdo dos corpos cogumelares das abelhas. Marcadores celulares também evidenciaram
a antecipacdo da morte celular no cérebro das pupas durante o pico dos hormonios ecdisteroides
(Ganeshina et al., 2000; Malun; Moseleit; Grunewald, 2003). Coletivamente, esses resultados
sugerem a existéncia de uma cascata de reagdes influenciada pelo ambiente hormonal
caracteristico do periodo de desenvolvimento pupal/adulto-farato. Essa cascata de reagdes, por

sua vez, parece desempenhar um papel crucial na morfogénese diferencial do cérebro adulto
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entre rainhas e operarias, contribuindo para a geracdo de padrBes especificos de expressao
génica associados as diferentes castas.

Dessa maneira, os resultados obtidos por meio da hibridacéo de laminas de microarrays
de oligonucleotideos com amostras de acido ribonucleico (RNA) provenientes de cérebros de
pupas de operérias e rainhas revelaram que a morfogénese diferencial estd associada a
expressdo diferencial de um conjunto de genes positivamente regulados nos cérebros de
operarias. Esses genes podem estar diretamente ligados ao processo de morfogénese cerebral
diferencial na espécie, conforme evidenciado por Oliveira (2014).

Existem evidéncias de que o cérebro da rainha experimenta taxas relativamente maiores
de morte celular durante o desenvolvimento pupal, enquanto a operaria € favorecida por altas
taxas de proliferacdo celular, resultando em cérebros adultos casta-especificos (Paula Junior et
al., 2021).

Andlises de expressdo génia em larga escala utilizando hibridacdo de microarrays de
oligonucleotideos revelaram um padrdo oposto ao observado durante o periodo larval, com
maiores niveis de transcricdo no cérebro de operarias de 324 genes (por exemplo,
mesencephalic astrocyte derived neurotrophic factor, minibrain, signal peptide peptidase e
tumbleweed, todos associados a eventos neurogénicos ou a prevencdo da morte celular),
sugerindo que de alguma forma os respectivos produtos dos genes promovam o
desenvolvimento diferencial do cérebro de abelhas (Paula Junior et al., 2021). Estes autores
sugerem ainda a existéncia de um limiar ecdisterdides/receptor, que permite que altos titulos
hormonais, em rainhas, desencadeiam mais eventos de morte celular do que eventos de
proliferacdo, o que por meio da participacdo de genes efetores, acarretaria as diferencas
morfolGgicas no cérebro adulto entre rainhas e operarias (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema proposto para explicar o processo de morfogénse cerebral diferencial em
castas de Apis melifera
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Fonte: Paula Junior et al., 2021.

Em col6nias de abelhas A. mellifera, existem dois tipos de fémeas (castas), rainhas
(reprodutivas) e operérias (ndo-reprodutivas). A trajetéria ontogenética que conduz ao
surgimento de rainhas e operarias depende da quantidade e da qualidade da dieta recebida
durante o desenvolvimento larval. Esta influéncia ambiental permite o desenvolvimento de
caracteristicas casta-especificas que incluem morfologia, fisiologia e comportamento. O
cérebro de abelhas operérias adultas é proporcionalmente maior que o de rainhas, 0 que permite
que as operarias realizem uma gama de atividades necesséarias para manter o bem-estar da
col6nia. Porém, a neurogénese pos-embrionaria em A. mellifera inicia-se logo na fase larval e
sofre influéncia da nutricdo diferencial que recebem as fémeas, resultando em rainhas com
cérebros maiores. Analises morfolégicas mostram que essa inversdo na tendéncia

morfogenética acontece apos a metamorfose.

1.5. O GENE MINIBRAIN (MNB)

Entre os genes envolvidos no desenvolvimento diferencial do cérebro adulto de fémeas
de A. mellifera encontra-se minibrain (Paula Junior et al., 2021). Minibrain (mnb) demonstrou
ser mais expresso em cérebros de operarias durante todo o desenvolvimento pupal e adulto-
farato. O cérebro de operarias apresentou maiores niveis de transcritos para esse gene em todas

as quatro fases de desenvolvimento analisadas pelo autor, 0 que sugere sua participacdo na
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definicdo do balango proliferacdo/morte celular no cérebro das castas em desenvolvimento
(Figura 2).

Figura 2 — Perfil de transcricdo casta-especifico de mnb durante o desenvolvimento do

cerebro adulto de Apis mellifera
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Fonte: Paula Junior et al (2021).

Legenda: A linha continua representa a casta das operarias e a linha pontilhada representa a casta das
rainhas.
Fases pupais - Pw: Pupa de olho branco, sem pigmentacdo na cuticula; Pp: Pupa de olho rosa,
sem pigmentacdo na cuticula; Pb: Pupa de olho marrom, sem pigmentacdo na cuticula; Pbm:
Pupa de olho marrom e com pigmentacéo intermediéria na cuticula.

A proteina minibrain, também conhecida como DYKR1A, pertence a distinta familia
de tirosina quinases de especificidade dual (DYRK). Esta designacdo é atribuida em razdo da
notavel capacidade dessas enzimas em fosforilar aminoéacidos aromaticos (tirosina) e alifaticos
(serina e treonina) simultaneamente (Soppa; Becker, 2015). As proteinas quinases (PKSs)
constituem um grupo extenso dentro do proteoma dos animais, sendo estimado que o genoma
de mamiferos possa codificar para mais de mil PKs, conforme sugerido por Hunter em 1987.
Em decorréncia dessa notavel diversidade, as PKs desempenham um papel essencial na
modificacdo da atividade de seus substratos, exercendo influéncia sobre uma ampla gama de
processos de transducdo de sinal. Portanto, as PKs emergem como reguladoras criticas de
inimeras fungdes celulares, incluindo metabolismo, transcricdo, rearranjo do citoesqueleto,
apoptose, diferenciacdo, proliferacao e ciclo celular (Mannig et al., 2002).

Umas das funcGes controladas pelas PKs, mais especificamente pela subfamilia DYRK,
refere-se ao desenvolvimento do sistema nervoso. Isso se deve a capacidade de membros dessa

subfamilia de interagir com substratos proteicos importantes para a fungdo neural (Tejedor;
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H&mmerle, 2011).

A primeira associagdo entre o gene mnb e a fungéo neural foi reportada em 1995, data
em que pesquisadores verificaram que, em D. melanogaster, mutacdes de perda de funcéo neste
gene geram sérios prejuizos ao desenvolvimento neural. Os animais mutantes exibiam
espacamento anormal de neuroblastos e redugdo no nimero de progenitores neurais. Sendo
assim, exibiam comprometimento na neurogénese pos embrionaria, o que culminou em animais
adultos com reducdo no tamanho do cérebro (Tejedor et al., 1995). Ensaios de hibridizacdo in
situ em camundongos revelaram também intensa expressao de mnb no tubo neural e vesicula
Gtica, sugerindo importante papel durante os estagios iniciais da neurogénese.

Por outro lado, ha evidéncias de que minibrain possa exercer controle sobre a expressao
génica. Na cadeia polipeptidica da proteina existe uma sequéncia que sugere transporte e funcéo
nuclear. Essa regido € composta por tetrameros de leucinas separados por heptdmeros de
aspartato, e é caracteristica de proteinas com capacidade de ligagdo ao DNA, como as proteinas
c-Fos e ¢c-Jun (Song, et al., 1996).

Considerando seus maiores niveis de transcricdo em cérebros de operarias em
desenvolvimento (Paula Junior, et al., 2021), hipotetizou-se que 0 mnb promove maior
proliferacdo de neuroblastos e maior sobrevivéncia neuronal no cérebro de operarias
durante o desenvolvimento pupal e adulto-farato. Esta acdo poderia ser desenvolvida
diretamente, ao exercer sua atividade quinase sobre substratos neurogénicos, e indiretamente,

ao controlar a expressdo de outros genes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participacdo do gene mnb no desenvolvimento diferencial do cérebro adulto
entre rainhas e operérias de abelhas A. mellifera.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter abelhas operarias em desenvolvimento pupal knockdown para mnb;

b) Avaliar parametros moleculares indicadores de knockdown de mnb em operéarias em
desenvolvimento pupal;

c) Avaliar o fen6tipo morfoldgico do cérebro de abelhas operérias knockdown para

mnb.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 VISAO GERAL E LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

Foram utilizadas abelhas africanizadas provenientes do Apiario do Grupo de Pesquisa
Biologia da Socialidade da Universidade Federal de Alfenas, localizado no “Sitio das Rosas”,
Alfenas, MG (Figura 3). Os experimentos foram realizados no Lab. de Biologia Animal
Integrativa (LABAINt), do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do
Instituto de Ciéncias Biomédicas e no Centro de Biologia Experimental (CEBIOEX) da
UNIFAL-MG.

Figura 3 — Obtencéo de quadro do Apiario Experimental

Fonte: Marcio Filho (2022).

O Projeto foi desenvolvido mediante a concretizacdo de uma série de experimentos
sequenciais de RNAI (knockdown, KD), como apresentado a seguir:

Experimento | — Avaliacdo fenotipica de pupas-faratas KD para mnb — obtencdo de
amostras 8 dias apds a injecdo (Figura 4): este primeiro experimento foi realizado injetando
dsRNA na fase de pupa Pw (primeira fase pupal) e as analises fenotipicas foram realizadas na
Gltima fase do desenvolvimento pupal (Pbd) (para informacbes sobre o timing de
desenvolvimento pupal, ver Tabela 1 e Figura 8).
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Figura 4 — Resumo do desenho experimental utilizado para o Experimento |
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Fonte: Elaboragdo propria.

Legenda: A) Visdo geral do experimento, inicialmente foi feita a coleta das pupas Pw que seriam
utilizadas, deixando-as overnight em estufa para garantir que estejam todas saudaveis para
receber os tratamentos. No dia seguinte, as pupas saudaveis foram injetadas (exceto o controle
naive) e devolvidas a estufa. Por fim, no oitavo dia ap06s o tratamento, as pupas ja em estagio
Pbd foram dissecadas. B) Divisdo dos grupos experimentais presentes neste experimento,
consistindo em um grupo tratado com injecGes de dSMNB, injecGes de dsGFP e sem injecGes.

Experimento 1l — Avaliagdo fenotipica de pupas-faratas KD para mnb — obtencdo de
amostras 2 dias apés a injecdo (Figura 5): este experimento foi realizado injetando dsRNA na
fase de pupa Pw (primeira fase pupal) e as andlises fenotipicas foram realizadas nas fases
iniciais do desenvolvimento pupal (Pp-Pdp).



Figura 5 — Resumo do desenho experimental utilizado para o Experimento Il
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Legenda: A) Visdo geral do experimento, inicialmente foi feita a coleta das pupas Pw que seriam utilizadas,
deixando-as overnight em estufa para garantir que estejam todas saudaveis para receber os
tratamentos, no dia seguinte as pupas saudaveis foram injetadas (exceto o controle naive) e devolvidas
a estufa, por fim, diferente do que havia sido feito no primeiro experimento, as pupas (Pp-Pdp) foram
dissecadas no segundo dia ap6s receberem o tratamento. B) Divisdo dos grupos experimentais

presentes neste experimento, consistindo em um grupo tratado com inje¢des de dsSMNB, injecdes de

dsGFP e sem injecdes.

Experimento 11l — Avaliacéo fenotipica de pupas-faratas KD para mnb — obtencéo de

amostras 8 dias apds a injecdo (Figura 6): este experimento foi realizado injetando dsRNA na

fase de pupa Pw (primeira fase pupal) e as analises fenotipicas foram realizadas na fase final

do desenvolvimento pupal (Pbd). Apds a realizagdo dos experimentos | e 1, decidimos incluir
mais um grupo controle, formado por pupas que receberam inje¢Ges de solucdo salina (NaCl
0,9%). Este grupo nos permitiu analisar se as injecOes causavam algum dano tecidual ou

ferimento nos individuos.
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Figura 6 — Resumo do desenho experimental utilizado para o Experimento 11
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1- Tratamento com
mjeciao de dsRNA-mnb

2- Tratamento com
(iii) Experimentos de knock- injecio de dsRNA-
down por RNAI, divididos em GFP (controle GFP)
quatro grupos experimentais:

3- Tratamento com

injecdo de salina 0,9%
(controle)

4- Sem nenhum tipo de
tratamento
(controle naive)

Fonte: Elaboragdo propria.

Legenda: A) Visdo geral do experimento, inicialmente foi feita a coleta das pupas Pw que seriam utilizadas,
deixando-as overnight em estufa para garantir que estejam todas saudéveis para receber os
tratamentos, no dia seguinte as pupas saudaveis foram injetadas (exceto o controle naive) e
devolvidas a estufa, por fim, assim como no experimento |1, as pupas (Pbd) foram dissecadas no
oitavo dia apds receberem o tratamento. B) Divisdo dos grupos experimentais presentes neste
experimento, consistindo em um grupo tratado com injecdes de dsMNB, injecdes de dsGFP,
injecOes de Salina 0,9% e sem injecdes, diferindo dos demais experimentos.

3.2 PROTOCOLO PARA KNOCK-DOWN DE MINIBRAIN POR RNAI

3.2.1. Obtencéo de pupas

Para a obtencdo de pupas da fase desejada para injecdo do dsRNA (Pw), foram retirados
das coldnias quadros contendo, no interior de seus alvéolos, pupas em fases iniciais do
desenvolvimento (Figura 7). O quadro era colocado em estufa (Incubadora Bod refrigerada -
modelo Luca-161/01) com temperatura de 36° C e umidade de 80%, a fim de manté-lo em

condices ideais até todas as pupas serem coletadas.
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Figura 7 — Suporte em madeira no qual era encaixado o quadro retirado da colmeia para
observacdo em laboratorio. Permite que os usuarios desoperculem os

alvéolos e retirem as abelhas nas fases de desenvolvimento desejado

Fonte: Raissa Bayker (2022).

Para cada experimento (Figuras 4-6), coletamos, com auxilio de pinga entomologica,
150 pupas na fase Pw (Figura 8 e Tabela 1). As pupas de cada grupo foram alocadas em placas
de Petri com papel filtro e deixamos overnight em estufa (Incubadora Shaker - Ethiktechnology)
a 34°C de temperatura e 80% de umidade. Para alcancar a umidade desejada, as placas foram

colocadas em um pote plastico (22,5 x 21,5 x 9,5 cm) com um recipiente com agua.

Figura 8 — Caracteristicas fenotipicas externas de pupas de operéarias Apis mellifera ao

longo de seu desenvolvimento

Pw Pp Pdp Pb Pbl Pbm Pbd

Fonte: Modificado de Micas (2012).
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Tabela 1 — Caracteristicas utilizadas para classificar o desenvolvimento poés-larval de
operarias e rainhas de Apis mellifera africanizadas

Fase | Caracterizagio

Pw Pupa de olho Branco ( White)

Pp Adulto-farato de olho rosa (Pink)

Pdp Adulto-farato de olho rosa-escuro

Pb Adulto-farato de olho marrom (brown)

Pbl Adulto-farato de olho marrom, com pigmentacio

tordcica leve

Pbm Adulto-farato de olho marrom, com pigmentacio
tordcica intermedidria

Pbd Adulto-farato de olho marrom, com pigmentacio
toricica forte

NE Adulto recém-emergido

Fonte: Modificado de Michelette; Soares (1993).

3.2.2 Obtencédo de dsRNAs e injecdo em pupas

A estratégia geral para a sintese e injecdo de dsRNA nas abelhas seguiu o protocolo
descrito por Amdam et al. (2003) e Barchuk et al. (2008). Para a sintese de dsSRNAs, primeiro
amplificamos fragmentos clonados do cDNA de mnb e de gfp, que serviram como moldes para
a sintese posterior dos respectivos dSRNAs. A amplificacdo de fragmentos de mnb e gfp para a
producdo das moléculas de RNA de dupla fita foi feita utilizando a proporcéo de: 360 pL de
Platinum, 12 pL de primer R, 12 yL de primer F e 20 puL de cDNA. Os primers de mnb e gfp
(Tabela 2) haviam sido produzidos com adi¢do de cauda T7, de acordo com as necessidades do
nosso laboratério. Os produtos de amplificacdo de mnb (543 pb; ver Anexo 1) e GFP (500 pb)
foram identificados em gel de agarose e purificados usando colunas QIAquickTM (QIAGEN).
As reacOes de transcrigdo foram realizadas in vitro usando o RiboMaxTM Sistema T7 (Promega),
e 0 dsRNA obtido foi isolado usando reagente TRIzol® Reagent (Ambion; ref 15596078; lot
390204) e diluido em &gua estéril. Para garantir a viscosidade adequada para a microinjecao, a
concentracdo da solugdo de trabalho de dsRNA foi de 5 pg/ul. A qualidade do RNA foi
determinada por eletroforese em gel de agarose.

Para realizar a etapa de injecOes dos experimentos, as pupas coletadas e mantidas em

estufa overnight foram separadas ao acaso em 3 grupos de 50 individuos cada um



33

(Experimentos | e I): (i) controle naive (s/injecdes), (ii) controle GFP (receberam injecdes de
dsRNA de GFP), e (iii) MNB (receberam injec6es de dsRNA para mnb). Para o Experimento
I11, foram realizados os mesmos procedimentos, sendo acrescentado um grupo controle com
injecOes de solucdo NaCl 0,9%. Escolhemos o uso do método de injegdes, pois a injecdo €
necessaria para estudos do cérebro, porque a bainha neural impede a entrada de moléculas de
si- e ds-RNA (Xiaojiao Guoa, 2018).

As pupas foram injetadas com 2 pL de solucdo de dupla fita para ambos dsMNB e dsGFP
(5 pug de dsRNA) no cérebro (na regido entre os ocelos; Figura 9) na fase Pp (dia seguinte a
obtenc¢éo da coldnia) usando uma microsseringa do tipo Hamilton (NanoFil; 0,01 mL; agulha
NF35BV-2). A quantidade de dsRNA injetada foi baseada em trabalhos prévios (Barchuk et al.,
2008; Galetto et al, 2021; Prentice et al, 2016). As pupas controle receberam 2 L de solucédo de
NaCl 0.9%. Os individuos dos grupos que receberam injecGes foram devolvidos a estufa, bem

COMO O grupo naive.

Figura 9 — llustracdo da aplicacdo das injecGes da solucdo de dsRNA na regido entre

ocelos de operarias Apis mellifera em desenvolvimento, destacada na figura

Fonte: Elaboragdo propria.

3.2.3 Disseccao de cérebros

As dissecgdes dos cérebros foram feitas no segundo ou no oitavo dia ap6s as pupas
receberem o tratamento, contabilizando 15 cérebros de cada grupo, sendo 5 tubos com 3

cérebros por grupo. A coleta de material no segundo dia ap0s as injecdes teve como objetivo
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determinar em qual dia apds receber o tratamento ocorre a queda do mnb.

Para proceder as analises dos niveis de transcricdo e morfométricas, os cérebros foram
obtidos por meio de dissec¢cdo em solucéo salina estéril (NaCl 0,9%), em temperatura ambiente.
Com auxilio de alfinetes, as abelhas foram fixadas em uma placa de Petri contendo parafina
solida, a qual foi posicionada em lupa Carl Zeiss - Stemi 305. Utilizando pincas cirdrgicas de
ponta afiada, a cuticula da regido cefélica foi retirada e o cérebro localizado. Para as analises
moleculares, os cérebros foram transferidos cuidadosamente com o auxilio de uma pinga para
microtubos de 2 mL contendo 100 pL de reagente TRIzol® Reagent (Ambion; ref 15596078;
lot 390204), totalizando 15 cérebros por tratamento, os quais foram divididos em 5 tubos com
3 cérebros. Os tubos contendo as amostras foram armazenados em freezer a uma temperatura
de -80°C até o momento da extracdo do RNA. Para as analises morfoldgicas, os cérebros foram
transferidos cuidadosamente com o auxilio de uma pinga para microtubos de 2 mL contendo
uma solucdo de fixador de Karnovsky (Karnovsky, 1965). Foram dissecados 5 cérebros por
grupo experimental, totalizando 15 cérebros.

3.2.4 Extracdo de RNA total

Para proceder a extracdo de RNA das amostras de cérebros foi utilizado o protocolo de
extracdo do reagente TRIzol® Reagent (Ambion; ref 15596078; lot 390204), seguindo as
orientacdes do fabricante. Resumidamente, as amostras (cada microtubo com 3 cérebros) foram
maceradas em TRIzol® até a formacgdo de uma solucdo homogénea e deixadas em repouso em
temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente foram adicionados 100 pL de cloroférmio,
os tubos foram agitados vigorosamente por 15 segundos e deixados em repouso novamente a
temperatura ambiente por 2-3 min. Apo0s este periodo, as amostras foram centrifugadas por 15
minutos sob rotacdo de 12000 xg a 4°C. Decorrido o tempo de centrifugacdo, os sobrenadantes
foram coletados e transferidos para novos tubos onde foram adicionados 250 pL de &lcool
isopropilico, o conteudo foi homogeneizado por inversdao e armazenado a -20°C (overnight).
No dia seguinte as amostras foram centrifugadas por 1 hora (12000 xg a 4°C). Apés a
centrifugacdo foi possivel observar a precipitagdo do RNA no fundo dos tubos. Os
sobrenadantes foram descartados e os pellets de RNA foram lavados duas vezes com 1 mL de
etanol 75%. A lavagem foi feita por meio de inversdo manual seguida de centrifugacdo por 5
minutos (7500 xg a 4°C). Apos as lavagens e o descarte dos sobrenadantes 0 RNA foi colocado

em termobloco a 55°C por 10 minutos e ressuspendido com 20 pL de &gua DEPC.
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Para verificar a concentragdo e a pureza do RNA extraido as amostras foram submetidas
a espectrofotometria em Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Tecnologies) em comprimento de
onda igual a 260 e 280 nandmetros. Para a determinacdo da pureza das amostras, foi calculada
arazao entre as leituras de 260 e 280 nanémetros, que deve estar entre 1,9 e 2,0, tendo em vista
que os &cidos nucleicos absorvem mais luz no comprimento de onda 260 nm e proteinas 280
nm. Valores abaixo de 1,7 indicam contaminac¢éo com proteinas, fendis ou surfactantes (Teare
et al., 1997). Uma unidade de absorbancia foi considerada como correspondente a 40 pug/mL
de RNA (Sambrook; Fritsch; Maniatis, 1989).

3.2.5 Anélise por RT-gPCR em tempo real

De cada uma das amostras de RNA extraidas dos cérebros de pupas foi usado 1 pg como
molde para a sintese de cDNA por meio de transcricao reversa usando SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (Cat. No. 18064-022, Invitrogen) e Oligo dT12-18 (Cat 18418-012 Invitrogen)
como primer.

As analises dos niveis de transcricdo génica foram feitas por meio de gPCR em tempo
real utilizando SYBR® Green no sistema 7500 Real time PCR (Applied Biosystems). As
condicGes da reacdo foram: em cada tubo foram adicionados 7,4 pL de agua Milli Q estéril, 10
puL de SYBR® Green Real Time PCR Master Mix, 08 pL de primer-F (10 uM), 0,8 pL de
primer-R (10 uM) e 1 uL de cDNA (amostra). O termociclador foi programado para executar
um ciclo de 2 minutos a 50°C, 1 ciclo de 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 minutos a 95°C e
1 minuto a 58°C, seguido de um ciclo final de 15 segundos a 95°C. Os dados de Ct foram
coletados e posteriormente analisados estatisticamente, tendo os genes Actina e RPL-32 como

referéncia (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracteristicas dos primers usados nos ensaios de PCR

Sequéncia dos Primers Tamanho
Gene do
Forward Reverse fragmento
(pb)
rpl32 CGTCATATGTTGCCAACTGGT TTGAGCACGTTCAACAATGG 156
mnb AAGGGAAATGAGAACGGGAAA CAAAACGATGAAATGCAAAGCA 70
mnb* GCGATCTATTTAGTGGGGCCAACG GCGATCCATAGGCTGATAGCCAC 543
C
gfp* GCGAAGTGGAGAGGGTGAAGGTGA GCGAGGTAAAAGGACAGGGCCA 500

TC

Fonte: Elaboragéo propria.

Legenda: Temperatura de amplificacdo = 60°C. *Usado no protocolo de producdo de dsRNA e inclui a seguinte
sequéncia  adicional (sitio de reconhecimento para a RNA polimerase T7):
TAATACGACTCACTATAGG.

As analises moleculares contaram com a fundamental colaboracdo da Dra. Juliana R.
Martins, Técnica do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento da UNIFAL-

MG.

3.3 ANALISES HISTOLOGICAS

3.3.1 Preparacéo Histologica

A preparacéo histoldgica do material é uma etapa fundamental para posterior analise da
morfologia. Depois de dissecados, 0s cérebros foram mantidos no fixador Karnovsky
(Karnovsky, 1965) por, no minimo, 24 horas em tubo Eppendorf de 2 mL (de fundo
arredondado). Esta etapa consiste na utilizagao de substancias que interrompam o metabolismo
celular, estabilizando as estruturas e os componentes bioquimicos intra e extracelulares,

mantendo, assim, a arquitetura normal do tecido. Além disso, os fixadores também fornecem
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maior resisténcia ao tecido para suportar as demais etapas. A solucdo de Karnovsky foi
preparada para um volume final de 100 mL, sendo assim, foram utilizados 50 mL de
paraformaldeido a 8%, 10 mL de glutaraldeido 25% e 40 ml de tampao fosfato 0,2M, pH 7,3.

Apos a fixacdo do material, foi realizada a desidratacdo das amostras: 0s cérebros
passaram por uma bateria de alcool das seguintes concentracdes: 70%, 80%, 90% e 95%, sendo
que cada troca de alcool foi feita de 15 em 15 minutos, duas vezes a cada gradacdo, com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur. Depois de desidratados, os cérebros foram colocados em
solucdo de pré infiltracdo contendo resina + alcool 95% e deixados imersos overnight em
geladeira. Posteriormente, foram colocados em resina de infiltragdo e armazenados novamente
na geladeira por 2 ou 3 dias, até a etapa de incluséo.

Para a inclusdo, os cérebros foram transferidos para histomoldes com uma solucao de
resina de inclusdo + endurecedor. Em seguida, os histomoldes foram armazenados na estufa de
resina por 24 h a uma temperatura de 40°C para uma polimerizacdo mais efetiva do material, e
no dia seguinte as resinas (com os cérebros) foram retiradas da forma e coladas em bloquinhos

de madeira com cola do tipo superbonder.

3.3.2 Preparacao do Material para Microscopia de Luz

As amostras (céerebros das abelhas) foram fixadas em Karnovsky por, pelo menos, 24h,
desidratadas em etanol e incluidas em historesina (Leica). Cada amostra foi seccionada
totalmente no sentido longitudinal, através de cortes histologicos seriados com 3 pum de
espessura. Os cortes histoldgicos, obtidos em micrétomo equipado com navalhas de vidro,
foram corados com Hematoxilina-Eosina para as analises citoquimicas e documentados através
de um sistema de captura digital acoplado a um microscépio (Bioptika B20T), utilizando o
software Amscope MU1000.
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Figura 10 — Amostra sendo seccionada através de corte histoldgico seriado

Fonte: Elaboracéo propria.

Legenda: A) Bloco de resina posicionado em micrétomo preparado para ser seccionado totalmente em
sentido longitudinal através de cortes histolégicos seriados; B) Inicio do corte histologico
seccionado em sentido longitudinal; C) Fim do corte histolégico seccionado em sentido
longitudinal.

3.3.3 Morfometria

Para o célculo dos volumes totais das diferentes regides cerebrais (Fig. 1), as areas de
todos os cortes histologicos seriados do grupo controle (n=5) e do grupo tratado (n=5) foram
calculadas em pm?, utilizando o software Amscope MU1000. Posteriormente, a soma das areas
de cada porcédo foi multiplicada por 3 um (espessura do corte histoldgico), a fim de se obter o
calculo final do volume em um3. O valor final em unidades de um? foi entdo convertido para
unidade de microlitro (ML). Esses dados apresentados na forma de “média” + “desvio padrao”
foram submetidos ao teste de Tukey (Statistica® 7.0), apds analise de variancia (one way
ANOVA).
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO #1

No marco do experimento #1 de nosso trabalho, tivemos uma primeira aproximagéo ao
método experimental estabelecido para avaliar parametros moleculares indicadores de knock-
down de mnb em operarias. Determinamos atraves de qPCR os niveis relativos de mRNA de
mnb e também avaliamos o fendtipo morfoldgico dessas abelhas.

As analises moleculares com cérebros coletados no oitavo dia apds receberem os
tratamentos ndo mostraram diferenca estatistica entre os niveis de transcritos de mnb das
abelhas dos diferentes grupos experimentais (gfp, mnb e controle naive) (Gréafico 1). Entretanto,
demos seguimento ao plano inicial e ao realizar as analises histoldgicas percebemos grande
mudanca na estrutura cerebral das pupas (Figura 9).

Os cérebros que haviam recebido injecdes de dsSMNB eram menores que o0s cérebros
das pupas controles (tinham suas estruturas menos desenvolvidas), sugerindo a ocorréncia de
knock-down (KD), mesmo com a deteccdo de niveis normais de transcricdo de mnb na fase
analisada. Hipotetizamos que houve KD nas abelhas injetadas, porém, o sistema de RNAI
perdeu eficiéncia com o decorrer dos dias de desenvolvimento do adulto-farato. Para testar esta
hipétese, planejamos e desenvolvemos um segundo experimento coletando os cérebros no

segundo dia ap0s receberem os tratamentos (Experimento 11).
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Gréfico 1 — Resultado da gPCR comparando a expressdo de minibrain nos grupos que
receberam injecdes dsGFP, dsMNB e controle (s/injecao)
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Fonte: Juliana R. Martins (2021).
Legenda: Médias e DP de niveis de transcritos de mnb. As médias de dsGFP e dSMNB néo apresentam
diferenca estatistica significativa, bem como quando comparadas ao controle naive.
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Na figura 11, em (A) temos um cérebro do controle naive, o qual visivelmente néo
apresenta nenhuma alteracdo morfoldgica; em (B) temos um cérebro do grupo dsGFP, o qual
se mostra menor quando comparado ao A; ja em (C) temos um cérebro do grupo dsMNB, o
qual se mostra menor que os apresentados em A e B, sugerindo uma alteracdo morfoldgica

causada pelo KD.

Figura 11 — Imagens representativas de cérebros de pupas operarias que receberam injecdes
de dsGFP, dsMNB e controle (s/injecao)

400 pm

Fonte: Juliana R. Martins (2021).
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4.2 EXPERIMENTO #2

Com o intuito de analisar o comportamento do gene mnb e o timing do seu knock-down
durante o desenvolvimento de operérias adultas de A. mellifera desenvolvemos nosso
Experimento #2. Nele, os cérebros foram coletados no segundo dia apds receberem o
tratamento. Os resultados desta vez foram bem diferentes quando comparados ao primeiro.
Observamos uma diferenca entre a quantidade de transcritos de mnb entre o grupo tratado
(dsMnb) e o controle (dsGFP) (ANOVA One-way p < 0,02; grafico 2). Este resultado indica
claramente a ocorréncia do knock-down de mnb nas pupas tratadas com dsRNA para 0 gene em
estudo.

Gréfico 2 — Resultado da gPCR comparando expressao de minibrain nos grupos gue receberam

injecGes dsGFP, dsSMNB e controle (s/injecéo)

de mnb

Quantificaciio relativa de mRNA

05 4

Naive dsGFP dsMNB

Fonte: Elaboracéo propria.

Legenda: Média e DP de transcritos de mnb. A Gltima média indica as pupas que receberam dsMNB, mostrando
niveis menares de transcritos quando comparada com as demais colunas (dsGFP e naive). Test ANOVA
One-way (* p<0,02 | ** p<0,01).

4.3 EXPERIMENTO #3

Nosso Experimento #3 foi desenvolvido com a inclusdo de um terceiro grupo controle,
constituido por pupas que receberam injecdo de NaCl 0,9%. Isto foi feito com o intuito de
confirmar a efetividade de nossos controles e observar se as injecGes afetam negativamente

nossas pupas.
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Para as analises de gPCR, neste caso, coletamos o0s cérebros no oitavo dia apds as pupas
receberem os tratamentos, para que pudéssemos ver se 0 knockdown se estenderia por um
periodo de tempo ou o0 gene se recuperaria. O grafico 3 nos mostra o resultado das analises,

semelhantes aos do Experimento #1.

Gréfico 3 — Resultado da g°PCR comparando expressao de minibrain nos grupos que receberam

injecdo de dsGFP, dsMNB, controle salina 0,9% e controle naive (s/injecdo)
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Fonte: Elaboragao propria.
Legenda: Média e DP de transcritos de mnb. A Gltima média indica o controle com salina 0,9% que quando
comparado aos demais controles (dsGFP e naive) ndo apresentam diferenca estatistica.

[N

Quantificaciio relativa de mRNA
de mnb

4.4 ANALISES MORFOLOGICAS DOS CEREBROS DE ABELHAS APIS MELLIFERA

Com o objetivo de determinar se existe diferenca no volume total dos cérebros de
abelhas operarias A. mellifera, 5 cérebros de cada grupo experimental foram dissecados,
incluidos em historesina e corados para analise microscopica (total de 10 cérebros).
Inicialmente elaboramos imagens de todas as regifes nervosas, mapeando as porcdes cerebrais

que seriam analisadas, para assim possibilitar calcularmos os volumes desejados (Figura 10).
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Figura 11 — Esquema representativo das regides cerebrais da abelha, salientando as

utilizadas para a morfometria e calculo do volume

Fonte: Elaboragéo propria.

Legenda: A) Visdo panoramica da estrutura nervosa total. B) Tecido nervoso total (em vermelho),
constituido pelo cérebro e lobo dptico (exceto pela regido medular). C) Corpo cogumelar (em
laranja), formado pelo corpo pedunculado em associacdo as células Kenyon. D) Corpo
pedunculado (em verde). E) Cérebro (em azul). AbreviagGes: cl: célice lateral; cm: calice
medial; ca: calice; cp: corpo pedunculado; cc: corpo central; Lo: lobo 6ptico; La: lobo antenal;
lo: 16bulo; me: medula; la: lamela; K: células Kenyon.

Ap0s a elaboracdo do esquema com as regides cerebrais a serem medidas e analisadas,
0 préximo passo foi realizar uma comparacdo entre os cortes histolégicos dos cérebros que
receberam injecdo de dsGFP e de dsSMNB (Figura 11). Ao fazer tal comparacdo, foi possivel
perceber uma consideravel diferenca nos nucleos das células Kenyon presentes nos corpos
cogumelares e nos corpos pedunculares, sendo que, nos cerebros do grupo dsGFP os nucleos
das células Kenyon encontravam-se bastante descondensados e o corpo pedunculado
estruturado. Ja nos cérebros do grupo dsMNB, os nucleos das células Kenyon encontravam-se

bastante condensados e o corpo pedunculado fenestrado.
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Figura 12 — Corte histolégico longitudinal do cérebro de abelha

Fonte: Elaboracéo propria.

Legenda: A) Cérebro do grupo controle (ds-GFP). B) Detalhe de A, mostrando regido do corpo cogumelar. Notar
0s nucleos das células Kenyon bastante descondensados e corpo pedunculado estruturado. C) Cérebro
do grupo tratado (ds-MNB). D) Notar os nucleos das células Kenyon bastante condensados e corpo
pedunculado fenestrado. Abreviagdes: cl: célice lateral; cm: célice medial; ca: calice; cp: corpo
pedunculado; cc: corpo central; Lo: lobo 6ptico; La: lobo antenal; lo: 16bulo; me: medula; la: lamela;
Kc: células Kenyon; seta: fenestras. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina.

Em seguida, foram feitas as medidas das regifes cerebrais analisadas e seus volumes
foram calculados. Os resultados mostraram que os volumes do tecido nervoso total, do corpo
cogumelar, do cérebro e do lobo 6ptico das pupas de ambos os grupos experimentais (dsGFP e
dsMNB) sdo diferentes (Grafico 4). De maneira que, no grupo dsMNB a média dos volumes
dos corpos cogumelares foi de 13,21 uL, dos cérebros 23,48 uL, dos lobos 6pticos 15,57 uL e
do tecido nervoso total 45,50 uL, enquanto no grupo dsGFP as médias dos volumes calculados
se apresentaram superiores quando comparamos, sendo corpos cogumelares 16,66 uL, cérebros
31,98 uL, lobos dpticos 20,13 uL e o tecido nervoso total 54,82 uL. Estes resultados revelam
que os individuos que receberam o dsMNB tiveram seu volume cerebral diminuido em relacdo

aos do grupo controle, exceto o corpo pedunculado que ndo apresentou diferenca significativa.
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Gréafico 4 — Representacdo grafica da média e do desvio padrdo dos volumes das diferentes
regibes cerebrais em individuos do grupo controle (n=5) e do grupo tratado (n=5)

em microlitros (ul)

60

W ds-GFP
N ds-MNB

55

volume (pl)

tecido nervoso total corpo cogumelar corpo pedunculado cérebro lobo éptico

Fonte: Elaboragdo propria.
Legenda: *Diferenca significativa do grupo tratado em rela¢do ao grupo controle. Teste de Tukey, p < 0,05.
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5 DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DE PUPAS knockdown PARA mnb E AVALIACAO DOS PARAMETROS
MOLECULARES

Nossos resultados mostram que 10 pg de dsRNA aplicado na regido cefalica de pupas Pp
levam a diminuicéo nos niveis de transcritos de mnb logo apds 24h e que os niveis de transcritos
se recuperam durante o desenvolvimento pupal. Os resultados das analises morfologicas
sugerem, por outro lado, que mesmo o knockdown transitério conduz a um menor
desenvolvimento do cérebro das pupas tratadas, salientando o papel de mnb no processo.

Ao contrastar os resultados derivados das analises moleculares, uma conduzida com
amostras coletadas no segundo dia ap0s as injecdes e outra com amostras obtidas no oitavo dia
apos as injecdes, torna-se aparente que 0 gene experimentou um processo de silenciamento que,
ao longo do desenvolvimento, posteriormente se recuperou. Este fenémeno é notavel dado que
o referido gene manifesta sua expressao ao longo de todo o periodo pupal da abelha (Paula Jr
etal., 2021).

A extensdo do knockdown génico e o impacto desse knockdown podem variar entre
organismos distintos, em diferentes tecidos e em relagéo a diferentes genes-alvo (Mittal, 2004).
Essa variacdo esta condicionada a construcdo especifica do siRNA, ao método de entrega
empregado e a dose das moléculas de RNAI (Mittal, 2004). Pesquisas também indicam que
uma consideravel diversidade nos efeitos de knockdown tanto por dsRNA (Loy et al., 2012;
Pridgeon et al., 2008) quanto por siRNA (Krautz-Peterson et al., 2007) pode surgir em
decorréncia do direcionamento do knockdown a diferentes regides do gene. Em nossos ensaios,
o fragmento utilizado para injecdo incluia boa parte da regido codificadora central do mRNA
de mnb, gene para o qual ndo foram reportadas variantes transcricionais em A. mellifera.

Ao direcionar este gene por meio de inje¢cdes com dupla fita e obter o efeito knockdown,
constatamos, por meio de analises histoldgicas, que os cérebros apresentaram um
desenvolvimento reduzido. Isso indica que, em um estagio especifico do desenvolvimento
pupal, a auséncia da expressdo do gene resultou em impactos adversos no desenvolvimento
cerebral. Esses resultados confirmam o papel crucial do gene mnb no processo de
desenvolvimento do cérebro de operarias de A. mellifera. Esses resultados nos mostram que
mesmo o gene se expressando desde o comeco do desenvolvimento pupal e recuperando sua

transcrigdo ao longo dos dias, esse knockdown que ocorreu no segundo dia apés a injecdo de
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dupla fita € o suficiente para determinar as diferencas morfoldgicas observadas no primeiro
experimento.

A escolha do método de injecdo na regido cefalica, em detrimento do método oral de
tratamento com dupla fita ou injecdes na hemolinfa, visa alcancar o local especifico que
desejamos analisar, garantindo maior efetividade no processo. No entanto, como contraponto,
surge a discussdo sobre a probabilidade de danos teciduais no sitio da inje¢do, conforme
abordado por Aronstein et al. (2006). Em nossos ensaios, porém, ndo registramos alteracdes
fenotipicas compativeis com danos teciduais ao animal. Essa constatacdo baseia-se na
utilizacdo de diferentes grupos de controle para avaliar especificamente esse aspecto, e em
ambos os grupos de controle ndo houve discrepancia significativa no nimero de 6bitos das
pupas. 1sso sugere que o estresse gerado pela injecdo nédo € prejudicial nem fatal para as pupas.
Dessa forma, foi possivel validar a eficacia do método, afastando assim quaisquer

consideracdes relacionadas a possiveis danos teciduais.

5.2 AVALIACAO DO FENOTIPO MORFOLOGICO DE ABELHAS OPERARIAS
knockdown PARA mnb

Apos todo o processo de obtencdo de pupas knockdown para mnb e analise molecular
para comprovar esse processo, partimos entao para as analises morfolégicas a fim de comprovar
a ideia inicial do trabalho e compreender de que maneira esse gene age no desenvolvimento e
diferenciacdo cerebral de abelhas operérias.

O cérebro de A. mellifera e de outros insetos pode ser dividido em duas regides distintas:
uma supraesofagica, que abriga o protocérebro, o deutocérebro e o tritocérebro, e uma por¢do
subesofagica (Howse, 1975). No protocérebro, encontram-se os Iébulos 6pticos, o complexo
central e um par de corpos cogumelares. O deutocérebro é responsavel pelos I6bulos dorsais e
antenais, enquanto o tritocérebro é composto por dois I6bulos laterais (Azevedo & Nocelli, R.,
2023).

Os corpos cogumelares, estruturas emparelhadas situadas simetricamente em ambos os
lados do protocérebro, consistem em aproximadamente 170.000 células Kenyon. Essas células
desempenham o papel de neurdnios intrinsecos nessa configuracéo cerebral (Kenyon, 1896).

A formacdo de células de Kenyon nos corpos pedunculados das operérias de A. mellifera
tem inicio no primeiro estagio larval e interrompe-se de forma abrupta na metade do periodo

pupal, especificamente no periodo P4, de acordo com Ganeshina et al. (2000). Este estagio,
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conforme descrito por esses autores, € marcado por pupas com olhos de tonalidade marrom
escuro e corpo de coloracédo branca (Pb).

Os hormonios ecdisteroides desempenham um papel crucial no controle da atividade
mitotica das células de Kenyon durante a neurogénese nos estagios iniciais do desenvolvimento
das abelhas, especialmente durante 0s estagios pupais, nos quais a neurogénese é proeminente.
Cada corpo pedunculado possui seu proprio centro de proliferacdo, conforme descrito por
Panov (1957), Malun (1998), e Farris et al. (1999). A neurogénese das células de Kenyon em
A. mellifera tem inicio no primeiro estagio larval, conforme evidenciado por Panov (1957) e
Malun (1998), persistindo até o estagio pupal 4, quando cessa abruptamente em um Uunico
estagio, conforme indicado por Ganeshina et al. (2000).

Uma vez que ndo ha proliferacdo de neuroblastos em adultos de A. mellifera, todas as
células de Kenyon presentes no cérebro sdo geradas durante o periodo pos-embrionério. De
acordo com Witthoft (1967), aproximadamente 340.000 células de Kenyon estdo presentes nos
corpos pedunculados dos adultos. A consideravel quantidade de células justifica as extensas
areas de proliferacéo celular e o prolongado periodo durante o qual esse processo ocorre.

Os autores Ganeshina et al. (2000) também evidenciaram que, além da proliferacéo de
neuroblastos, algumas células de Kenyon recém-diferenciadas passavam pelo processo de
apoptose. A morte dessas células de Kenyon pode indicar tanto um ajuste na quantidade desses
neurbnios entre as diferentes classes de individuos quanto a eliminacdo de células que se
diferenciaram de maneira inadequada.

Os calices dos corpos pedunculados, formados pelos dendritos das células de Kenyon,
apresentam maior profundidade nas operarias recém-emergidas em comparag¢do com as rainhas
e machos na mesma fase. A maior extensdo inicial dessas estruturas ndo apenas sugere um
maior nimero de células de Kenyon, as quais originam essas projecdes celulares, mas também
representa uma expansdo da neurdpila. Esse aumento na &rea da neurdpila indica um
crescimento mais significativo da arborizacdo das células de Kenyon dentro do célice e do
pedunculo, resultante do desenvolvimento de novos processos neurais dessas células ou da
combinacdo de todos esses eventos. Essas condi¢des tém o potencial de modificar o nimero de
sinapses estabelecidas pelas células e estdo intrinsecamente ligadas ao processamento de
informacdes pelos corpos pedunculados (Robinson et al., 1997).

A analise das laminas preparadas neste trabalho permitiu esquematizar as regides
cerebrais a serem medidas e estudadas, com foco em comparar entre 0s cortes histologicos dos

ceérebros que receberam injecdo de dsGFP e de dSMNB. Ao realizar essa comparagédo, observou-
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se uma marcante disparidade nos nucleos das células Kenyon, tanto nos corpos cogumelares
quanto nos corpos pedunculares. Nos cérebros do grupo dsGFP (controle), os ndcleos das
células Kenyon apresentavam uma descondensacdo consideravel, enquanto os corpos
pedunculares estavam estruturados. Por outro lado, nos cérebros do grupo dsMNB (tratado), os
ndcleos das células Kenyon exibiam uma condensagdo significativa, e os corpos pedunculares
mostravam-se fenestrados. A condensacao cromatinica apresentada pelas células cerebrais das
pupas tratadas sugere diminuicdo de atividade transcricional, potencialmente responsavel por
processos normais de desenvolvimento. Esta observacao pode ser o resultado de niveis baixos
da atividade quinase mediada pela proteina minibrain, que pode ter como alvo membros da
maquinaria de regulagdo do ciclo celular. A maior ativagdo do receptor de ecdisona em
operarias esta relacionada a regulacdo positiva de um conjunto de genes que governam a
proliferacdo celular, entre eles minibrain, que também apresenta altos niveis de expressdo
durante o desenvolvimento dos lobos Opticos/retina (Marco Antonio e Hartfelder, 2017).

Devido a sua funcdo molecular, mnb foi relatado como tendo um amplo repertério de
substratos, desde fatores de transcricdo e traducdo, proteinas do citoesqueleto, receptores de
membrana e reguladores da dindmica da membrana (Lepagnol-Bestel et al., 2009; Shaikh et
al., 2016; Tejedor e Hdmmerle, 2011; Yang et al., 2016). Por exemplo, no cérebro larval de
Drosophila, mnb regula a expresséo de fatores de transcricdo que séo reguladores-chave da
auto-renovacao, proliferacdo e diferenciacdo terminal de células progenitoras neurais (Shaikh
e Tejedor, 2018).

Posteriormente, procedeu-se as medicdes das diferentes regides cerebrais analisadas,
calculando os volumes correspondentes. Os resultados revelaram diferengas significativas nos
volumes do tecido nervoso total, corpo cogumelar, cérebro e lobo dptico ao comparar 0s grupos
dsGFP (controle) e dSMNB (tratado). Essas regides afetadas sdo responsaveis majoritariamente
pelas funcbes sensoriais, processamento visual e memdria. As abelhas operarias possuem a
capacidade de aprender e memorizar caracteristicas visuais, como formas, padrdes, orientacéo,
direcdo, contraste, intensidade luminosa, profundidade e movimento. Essas habilidades séo
cruciais para o processamento de cenas visuais complexas, bem como para o controle do voo e
a utilizacéo de coordenadas visuais na exploracao de locais de interesse, destacando-se as flores
e a colmeia (Giurfa e Lehrer 2001; Srinivasan 1994). Essa evidéncia sugere que os individuos
submetidos ao tratamento apresentaram uma reducdo no volume cerebral. Tais conclusdes
indicam claramente que o gene mnb desempenha um papel crucial no desenvolvimento cerebral

das operarias durante o periodo pupal. Considerando que as regides que se mostraram menores
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nas pupas tratadas encontram-se comparativamente menos desenvolvidas em cérebros de
rainhas adultas, nossos resultados apoiam a hipdtese de que mnb é um dos genes fundamentais
no desenvolvimento cerebral diferencial entre as castas de A. mellifera (Barchuk et al., 2017;
Paula et al., 2021; Vieira et al., 2021ab).

Nos estudos conduzidos por Paula et al. (2021), foi constatado que o gene mnb apresenta
niveis mais elevados de transcricdo no cérebro de operarias durante todo o periodo de
desenvolvimento pupal.A expressao elevada do gene repressor de apoptose (mnb) no cérebro
de operarias, em conjunto com a expressao intensificada do gene promotor de apoptose no
cérebro das rainhas (caspase-1), configura um sistema provavelmente responsavel pela geracédo
do dimorfismo cerebral adulto identificado nas abelhas.

Analises por RNA-Seq de amostras de RNA de pupas de abelhas tratadas (dsMnb) e
controle (dsGFP) realizadas paralelamente a nossos estudos revelaram perfis transcricionais
especificos, com 226 genes expressos diferencialmente, 101 upregulated em dsMnb e 124
upregulated em dsGFP. As funcdes moleculares mais afetadas pelo knockdown incluem
fundamentalmente os transportes celulares mediados por membranas (Martins et al.
submetido). Desde que diversos transportadores de membrana (envolvidos no transporte de
aminoacidos, glicose, peptideos e diversos ions) sdo dependentes de eventos de fosforilacdo
(Lang et al., 2014), as células de pupas knockdown deveriam seus fen6tipos a diminuicdo de
processos de incorporacdo de moléculas indispensaveis para o crescimento e proliferacdo. Esta
condicdo explicaria o observado menor desenvolvimento de regifes cerebrais em abelhas
tratadas, cujos fenotipos lembram os encontrados em pupas de rainhas (Barchuk et al., 2017;
Paula et al., 2021).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa apoiam a hipdtese sobre o papel fundamental do
gene mnb no desenvolvimento diferencial do cérebro adulto entre abelhas rainhas e operarias
de A. mellifera. A comparacédo entre analises moleculares realizadas em diferentes momentos
do desenvolvimento pupal indicou um processo dindmico de silenciamento e recuperacéo do
gene mnb.

Apols a administracdo de injecdes de dupla fita, constatou-se, por meio de andlises
histologicas, uma reducdo no desenvolvimento cerebral, em resposta a diminui¢do dos niveis
de transcritos do gene mnb disponiveis para tradugdo. Este achado enfatiza a relevancia crucial
do gene mnb no processo de desenvolvimento cerebral das abelhas operarias de A. mellifera,
contribuindo para uma compreensdo mais aprofundada dos mecanismos subjacentes a
morfogénese cerebral.

O método de entrega do dsRNA utilizando injecdo na regido cefalica, visando a precisdo
no local de tratamento, provou ser eficaz e indcuo, o que foi corroborado pela evidéncia de que
esse método ndo causou danos teciduais significativos, conforme atestado pelos grupos de
controle. Isso valida a eficacia do método e contribui para a compreensdo mais aprofundada das
implicacGes do knockdown genético no desenvolvimento neural das abelhas.

Por fim, as analises morfoldgicas, destacam a complexidade e a sensibilidade do
desenvolvimento cerebral durante o periodo pupal. Os resultados fornecem um alicerce sélido
sobre o papel fundamental do gene mnb no desenvolvimento cerebral das abelhas A. mellifera,
contribuindo assim para o entendimento mais amplo da neurobiologia desses importantes

polinizadores.
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ANEXO A - Sequéncia do mRNA de mnb mostrando o fragmento de 543 nt utilizado nos
ensaios de RNAI (entre as sequéncias de primers, sublinhadas) (A) e sequéncia de

aminoacidos mostrando o dominio PK (proteina-quinase) incluido no fragmento (B).

(A) >XM 026446404.1 PREDICTED: Apis mellifera serine/threonine-protein kinase
minibrain (LOC409111), mRNA

ATGGAGTATGGAAGCGGCGGGGGTGGAGGCGGTGGGGGCCGTGGGGGTGTCCAACCACCCTCTGCAGGTG
CGAGGGGTATGGCGGGAACAGACACTACTGATGCTGCATGGCACAAACACGAACAAATGATCCTTATGGA
ATCCAGGCATAAGCAACAACTAAGCGGAAGAACAGGTGCAGGTGGAGGTGGTGGTGGAGGCGGTGGTGCA
CCTCTTTACGGTCGTCTAGTAGCTGAGGAGCCATTACCTCCCACAGTATGTGGTGGTACCGGTACCGGTG
GCGGTACCGGTGGGATCCCACAAGAAACCCCCGCGGATATACATGCCATGCAAGCTAGGATACCCCATAG
GTTTCGTGATCCAGCTACAGCACCTCTTAGGAAACTTAGTGTAGATCTCATCAAAACTTACAAGCACATC
AACGAGGTTTATTATGCTAAGAAAAAAAGGAGGGCGCAACAAATGCAAGGAGAAGATGGTTCCCATAAAA
AAGAAAGAAAATTGTACAACGATGGTTGGGATGATGATAATCATGATTATATTATCAAGAATGGGGAAAA
GTTCCTCGATCGTTATGAGATCGATTCGCTAATAGGTAAAGGCAGTTTTGGCCAAGTAGTAAAAGCGTTT
GATCATGAAGAACAAACGCAAGTGGCAATAAAAATTATCAAGAACAAAAAACCTTTTCTAAATCAAGCGC
AAATCGAAGTGAGGCTATTGGAAATGATGAACAGGGCGGATACCGACAACAAATATTATATAGTTAAACT
AAAAAGGCATTTTATGTGGCGAAATCATTTATGTCTGGTATTCGAACTGTTATCATATAATCTGTATGAT
CTACTTAGAAATACAAATTTTCGAGGAGTGTCATTGAACTTAACAAGGAAGTTTGCACAGCAACTGTGTA
CTGCCCTTTTGTTCCTGTCTACACCGGAATTGAACATCATTCACTGTGATCTGAAACCTGAAAACATACT
TTTGTGCAATCCCAAACGAAGTGCGATAAAAATAGTAGATTTTGGTAGTTCGTGTCAACTTGGACAAAGA
ATATATCAGTATATTCAATCCAGGTTTTATCGATCTCCTGAAGTCTTATTAGGAATACCTTATGACCTTG
CGATAGACATGTGGAGTCTAGGATGTATTTTAGTTGAAATGCATACGGGAGAACCTCTATTTAGTGGGGC

CAACGAGGTCGATCAAATGAATAAAATCGTAGAAGTATTAGGAATGCCACCGAAACATATATTGGACCAA
GCGCATAAGGCGCGGAAATACTTTGACAAAGTCCCCACGGATGGCTCGTATGTGCTGAAAAAGTCAAAGG
ATGGTAAAAAGTACAAACCTCCTGGTACAAGACGCTTACATGATATCTTAGGTGTCGAAAGCGGAGGCCC
TGGTGGTAGAAGGATAGGTGAACCTGGTCATTCAATTTCTGATTACCTCAAATTTAAAGACTTGATTCTG
CGAATGCTGGATTTTGATCCAAAAACAAGAGTGACGCCGTATTATGCACTTCAGCACAATTTCTTTAAAC
GAACAGCCGATGAGGGGACCAACACGAATATTGCTGCTGCCAATAGTGCTAACACGAGCCCGGCAGTAGT
ATCGATGAGCCAAGATCATGGACTGGTAACCATGTCAGGACAGGGAAGCAACAACAGTGGCAATCCGATG
CAAATATCAAGTCTCCCTGGTGGCTATCAGCCTATGGAGTGCGATTCATCGCCTCGTCATTTAGGGAATC

GACGTGTCGTAACAACAAACTATCCGTCAACTTCGGCCACTGGGGTGTCTGCATCCGGGCCGATGTCCAT
GCAATCTGTAGACAGTTCCCTGATACAAAGCTCTCTTGGATCGTATAATAGCCTAATTCTCCCTGGTATA
TCCCATCTGCCTGCGATGATGACCTCACCAATGATTCAGCAGCAGAACTTTTACAATTATGGTTATTCAA
CGACTGATGCGCACGGAATAGTCAGACAACCGTCGACAGTCTCAACCGGTAAACAAAGAGATCCGGAAAG
AGAAGATAGTCCTATGGTTGGAGTATGCGTCCAGCAGAGTCCAGTTGCTATTCACTGAAACGAAAAGAAA
TAAAAAGAACTACGACGACGATCGATACGTATTGTCGTCACGATAGCGGTACCGTCAAAAATATATATTA
GGTGATTATATATACTGTATATACAAAGTTCATGATGATACCACAAAACCTGTTGTACTGTTTATGAAAA
GAAAAAAAAAAGAAGGGAAATGAGAACGGGAAATAGGAAAAGTCCTTCCCTGTTGCATTGCTTTGCATTT
CATCGTTTTGTTGTCTACAAAAAA
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(B)
PLFSGANEVDQMNKIVEVLGMPPKHILDQAHKARKYFDKVPTDGSYVLKKSKDGKKYKPPGTRRLHDILGVESGGPG

GRRIGEPGHSISDYLKFKDLILRMLDEFDPKTRVTPYYALQHNFFKRTADEGTNTNIAAANSANTSPAVVSMSQDHGLVTMSGQ
GSNNSGNPMQISSLPGGYQPM
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(elaborado utilizando a seguinte ferramenta:

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)



