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RESUMO

A hipotese do cérebro social afirma que o cérebro de espécies sociais teria evoluido em
resposta a influéncias ambientais, tais como competi¢do, protecdo e procura de alimento,
resultando assim na cooperacéo entre os individuos e aumento da complexidade social. Desta
forma, tém-se desafios cognitivos que espécies solitarias ndo enfrentam. Esta hipdtese tem
sido bem estudada em vertebrados, particularmente no ser humano e em aves. Os insetos
sociais possuem algumas caracteristicas em comum quanto a sua biologia. Uma delas € a
existéncia de divisdo do trabalho reprodutivo, com uma ou umas poucas fémeas
encarregando-se da producdo de ovos (rainhas) e o resto desenvolvendo atividades de
manutencdo da colonia (operarias). Em abelhas Apis mellifera, as operarias adultas possuem
cérebros e regiGes cerebrais proporcionalmente maiores que as rainhas, 0 que sugere que
nessa espécie a hipotese do cérebro social é valida, ja que o investimento no desenvolvimento
do cérebro permite que os membros desta casta desenvolvam funcdes bem variadas dentro da
colénia. Além disso, estudos do nosso laboratério mostraram que um grupo de genes
diferencialmente expressos entre as castas medeiam a neurogénese diferencial nestes insetos.
Neste trabalho, avaliamos os alcances da hipdtese do céerebro social em abelhas, testando-a na
abelha nativa sem ferrdo Frieseomelitta varia, outra espécie social. Hipotetizamos que nesta
abelha as diferencas de castas sejam promovidas por trade-off morfofisiologicos do
desenvolvimento, como ocorre em abelhas africanizadas. Assim, nosso objetivo foi
determinar os padrdes morfogenéticos e moleculares do desenvolvimento cerebral pos-
embrionario em castas de F. varia, por meio de técnicas histoldégicas de inclusdo em
historesina para morfometria, e ensaios de biologia molecular para determinar o perfil
transcricional dos genes selecionados. Nossos resultados morfoldgicos mostraram que o
volume total do cérebro em operéarias Re € maior quando comparado a rainhas na mesma fase.
Os corpos cogumelares e os corpos pedunculares também mostraram resultados interessantes,
sendo o volume das neurdpilas do hemisfério esquerdo maiores que as do direito em
operarias. Alguns estudos apontam que o hemisfério esquerdo estaria relacionado a memoria a
longo prazo, fato interessante por se tratar de operarias, que desempenham inumeras fungdes
dentro de uma colbnia. Trés dos nove genes neurogénicos que em A. mellifera sdo casta-
especificos (amci, amd e SPH41) sdo possiveis candidatos a genes ortdlogos entre F. varia e
humanos. Estes genes podem atuar na manutengdo e desenvolvimento sistema nervoso ja no
inicio da embriogénese, e na sintese de metab6litos envolvidos em processos nervosos e

cognitivos de abelhas, como dopamina e serotonina. Nossos dados moleculares revelaram que



hex70b e hex70c sdo mais transcritos no cérebro de operarias no inicio do desenvolvimento
pupal (Pp), sugerindo que estas proteinas, em F. varia, guiam o desenvolvimento de operarias
mesmo nas fases poés-larva; o amci também se mostrou mais expresso em operarias Pp,
permanecendo assim até Pbm. Este resultado evidencia o papel das serina proteases durante a
formacdo do sistema nervoso, podendo este gene contribuir para o maior desenvolvimento do
cerebro de operéarias e possivelmente participando como regulador das fungdes sinapticas
necessarias para o desenvolvimento e melhoramento da cognicdo em operéarias. N0ssos
resultados permitem concluir que a hipdtese do cérebro social é aplicada tanto a abelhas A.
mellifera quanto a F. varia e que as diferenciacdes morfologicas do cérebro sdo promovidas
pela expressdo diferencial de genes neurogénicos, alguns deles, funcionalmente conservados

em abelhas e vertebrados.

Palavras-chave: Frieseomelitta varia. Neurogénese. Cérebro social. Expressdo génica

diferencial.



ABSTRACT

The social brain hypothesis states that the brain of social species would have evolved in
response to environmental influences, such as competition, protection, and food demand,
resulting in cooperation between individuals and increased social complexity. In this way,
there are cognitive challenges that solitary species do not face. This hypothesis has been
studied in vertebrates, particularly in humans and birds. Social insects have some
commonalities in their biology, like the existence of division of reproductive labor, with one
or a few females taking care of eggs production (queens) and the rest developing activities in
maintenance of the colony (workers). In Apis mellifera bees, adult female workers have
brains and brain regions proportionally larger than queens, suggesting that in this species the
social brain hypothesis is valid, since the investment in brain development allows the
members of this caste to perform well varied within the colony. In addition, studies from our
laboratory have shown that a group of differentially expressed genes among the castes
mediate the differential neurogenesis in these insects. In this work we evaluate the reach of
the social brain hypothesis in bees, testing it on the native bee Friescomelitta varia, another
social species. We hypothesized that in this bee caste differences are promoted by
morphological and developmental trade-off, as occurs in Africanized bees. Thus, our goal was
to determine the morphogenetic and molecular patterns of post-embryonic brain development
in F. varia, using histological inclusion techniques for morphometry, and molecular biology
assays to determine the transcriptional profile of the selected genes. Our morphological results
showed that the total brain volume in Ne workers is higher when compared to queens in the
same phase. Mushroom bodies and peduncular bodies also showed interesting results, the
volume of left hemisphere neurons being larger than those of workers. Some studies indicate
that the left hemisphere would be related to long-term memory, an interesting fact because it
is workers, who perform many functions within a colony. Three of the nine neurogenic genes
that in A. mellifera are casta-specific (amci, amd and SPH41) are possible candidates for
orthologous genes between F. varia and human. These genes can act in the maintenance and
development nervous system already in the beginning of the embryogenesis, and in the
synthesis of metabolites involved in nervous and cognitive processes of bees like dopamine
and serotonina. Our molecular data showed that hex70b and hex70c are more transcribed in
workers' brain at early pupal development (Pp), suggesting that these proteins in F. varia
guide the development of workers even in the post-larva stages; the amci was also more
expressed in workers Pp, thus remaining until Pbm. This result evidences the role of serine



proteases during the formation of the nervous system, which may contribute to the greater
development of the brain of workers and possibly participate as a regulator of the synaptic
functions necessary for the development and improvement of cognition in workers. Our
results allow us to conclude that the social brain hypothesis is applied to both A. mellifera and
F. varia and the morphological differentiations of the brain are promoted by the differential

expression of neurogenic genes, some of them functionally conserved in bees and vertebrates.

Keywords: Frieseomelitta varia. Neurogenesis. Social brain. Diferencial gene expression.
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1 INTRODUCAO
1.1 ORIGEM E EVOLUCAO DA SOCIALIDADE

A origem da socialiade é marcada por mudancas decorrentes de processos evolutivos,
e este fendmeno ainda desperta interesse cientifico e filosofico (WILSON, 1971, 1975;
MAYNARD-SMITH; SZATHMARY, 1995; WEST-EBERHARD, 2003). Baseada em
caracteristicas relacionadas a sua historia natural, as espécies sdo classificadas em categorias,
sendo elas: solitarias, subsociais, sociais e eussociais (WILSON, 1975). As caracteristicas
deste Gltimo estagio se resumem em: 1) individuos da mesma espécie cooperando na cria¢do
da prole; 2) distincdo de tarefas e de castas, sendo as rainhas responsaveis pela reproducéao e
as operarias desempenhando as demais funcdes para manutencdo da colbnia; 3) sobreposicéo
de geracOes (WILSON, 1971).

Durante alguns anos, estudiosos como Darwin e William Morton Wheeler (1928)
tentaram explicar a origem evolutiva da eussocialidade em insetos, onde a sele¢cdo da
hierarquia na coldnia explicaria por qué as operéarias desistiram da reproducdo individual e
passaram a apresentar algumas particularidades que diferem das rainhas e dos zangdes. Além
disso, a prole ndo seria somente alimentada e protegida pela mae, mas cooperaria com ela na
criacdo de novas crias, gerando grupos em que 0s pais e descendentes convivem socialmente
(WHEELER, 1928). Esta teoria passou a ser questionada, uma vez que em algumas abelhas
eussociais as células de cria para a geracdo de um novo individuo sdo operculadas logo apés a
postura dos ovos e permanecem assim durante todo o desenvolvimento, impossibilitando o
contato entre as larvas e a mae (BOOMSMA, 2009).

Pensando em como responder a esta questdo, Michener (1958) propds dois modelos
que seriam o0s precursores da transicdo para a eussocialidade. Em insetos, 0 mais aceito é o
“modelo subsocial”, no qual a prole se encontra sob cuidados de outros adultos que
permanecem no ninho e, consequentemente, formam um agregado de individuos no qual as
operarias ndo se reproduzem. O segundo modelo, denominado “modelo parasocial” consiste
em um grupo de fémeas férteis da mesma geracdo que desenvolveram relagcdo de cooperacao
na alimentacdo e defesa de suas proles, e evoluiu para uma estrutura totalmente eusocial a
medida que algumas destas fémeas tornaram-se operarias estéreis (MICHENER, 1958; LIN;
MICHENER, 1972; WEST EBERHARD, 1975). O que permanece incompreendido é o que
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levou as operdrias a abrirem mao de seu status reprodutivo, levando-as a colaborar na criacéo

da prole e se encarregarem de outras fungdes (WEST et al., 2002).

Darwin, em “A origem das espécies” (1859), questionou a abrangéncia de sua teoria
da selecdo natural quando aplicada, por exemplo, a insetos que possuem fémeas divididas em
castas, e que especializacdes anatbmicas, bem como comportamentais da casta estéril em
insetos sociais teriam evoluido em consequéncia de beneficios conquistados pelos membros
reprodutores, que ele considerava parentes proximos das operarias. Neste caso, existe uma
certa dificuldade da selecdo natural, que age a nivel individual, em explicar como a relacéo
altruista foi selecionada nas castas inférteis ao decorrer dos anos. Tém-se, portanto, um
paradoxo no ponto de vista classico da evolugdo, uma vez que se um individuo néo é capaz de
se reproduzir, consequentemente ndo deixara descendentes e ndo terd nenhuma aptidao
(RIBEIRO, 2009).

Hamilton (1964) publicou um estudo no qual procurava explicar o modo de vida
eussocial em algumas espécies de animais sob o olhar da sele¢do natural. A base da teoria de
Hamilton, chamada de selecdo por parentesco (kin selection) é a aptiddo (fitness) individual,
que ¢ a capacidade que um individuo possui de transmitir seus genes para as geragdes futuras;
de forma resumida, a contabilizacdo dos efeitos do fitness forneceria respostas para a
evolucdo do comportamento social (MARSHALL, 2016). Segundo o autor, a selecdo natural
favoreceu um conjunto de alelos que condicionaram determinados membros de um mesmo
grupo a agirem de forma altruista; esta ajuda dada aos parentes teria como consequéncias o
aumento nas taxas de sobrevivéncia das irmds, e seus genes seriam passados adiante mais
facilmente, ja que as novas crias carregam copias dos mesmos genes de operarias. Isto é
explicado pelo fato de que é mais vantajoso para as operarias cuidarem de suas irmas, que
compartilham 75% de seus genes contra 50% de genes compartilhados entre maes e filhas,
potencializando assim a aptidao indireta (RIBEIRO, 2009).

Além disso, outra tendéncia da selecdo por parentesco é a prole permanecer préximo
aos seus parentes, ou seja, elas ndo deixam o ninho (HAMILTON, 1964). Esta hipdtese
fornece evidéncias para a compreensao de diversos processos de interacdo social (além do
altruismo), como, por exemplo, a cooperacdo, a agressao e o egoismo (GRIFFIN; WEST,
2002). O que ainda gera davidas é se o parentesco realmente é um fator de influéncia que vai
guiar o estabelecimento da eussocialidade (WILSON; HOLLDOBLER, 2005).
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Um modelo alternativo proposto por Wilson e Holldobler (2005) defende a ideia de
que a selecdo de um grupo de alelos que condicionam a cooperacédo e se expressam de forma
variavel sdo a chave para a ocorréncia do comportamento social, direcionando individuos a se
diferenciarem em rainhas ou operarias de acordo com caracteristicas fisiologicas e
comportamentais. Assim, a proximidade genética surge em decorréncia da eussocialidade, ndo
sendo essencialmente necessaria para 0 estabelecimento da mesma (WILSON;
HOLLDOBLER, 2005).

Atualmente j& se sabe que existem vias genéticas relacionadas ao comportamento
social, onde grupos de genes exercem efeitos claros tanto no surgimento do comportamento
social do individuo quanto na organizacdo social que ird se estabelecer dentro do grupo
(BLOCK; GROZINGER, 2011). Em abelhas, a vitelogenina (Vg), proteina precursora do
vitelo do ovo (WYATT; PAN, 1978; HAGERDON; KUNKEL, 1979) é um exemplo destes
possiveis candidatos. Estudos envolvendo técnicas moleculares sugerem que a Vg possa ter
adquirido variadas fungdes durante a evolucdo destes insetos e com 0 surgimento da
eussocialidade, dentre elas a capacidade de se ligar a membrana das glandulas hipofaringeas
(GHPs) de operarias jovens, mostrando seu possivel envolvimento na composicdo do
alimento larval em Apis mellifera. Este achado fornece evidéncias de que a evolugéo para uma
sociedade de inseto eusocial avangada tem sido guiada por uma utilizagéo alternativa da Vg
(ADAMS et al., 2003). A Vg parece atuar também na regulacdo do polietismo etario em
operarias, especialmente no inicio do forrageamento; esta habilidade é regulada socialmente
por processos que podem tanto atrasar quanto acelerar o inicio do forrageamento, afetando
diretamente fatores fisioldégicos que regulam essa transicdo, como é o caso da vitelogenina
(TOTH; ROBINSON, 2007).

Um estudo comparativo do genoma de dez espécies de abelhas que apresentavam
complexidade social distinta revelou que houve uma expansdo da capacidade regulatéria de
genes das espécies solitarias para as eussociais, sugerindo que 0s responsaveis pela
socialidade sdo os fatores de transcricdo cis na geracdo de redes de interacdo diferentes
(KAPHEIM et al., 2015). Modificacbes epigenéticas, como, por exemplo, a metilacdo do
DNA, também tém sido apontadas como mediadoras extremamente importantes entre
interacdes sociais e expressdo génica em certos grupos de animais (WEAVER ET al., 2004,
FRANKLIN et al., 2010).
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Um estudo realizado por Cardoso-Junior e colaboradores (2018) testou a hipétese de
que enzimas envolvidas em processos epigenéticos também participam da rede reguladora por
tras da resposta das operérias as mudangas no contexto social. Mediante quantificagdo da
expressdo dos genes de DNA metiltransferase (dntmla, dnmt2 e dnmt3) de abelhas Apis
mellifera em diferentes condi¢cGes demograficas (como presenca ou auséncia de novas crias e
adultos jovens) foi constatado que a expressdo dos trés genes foi alterada, indicando que as
interacdes sociais afetaram processos moleculares distintos (CARDODO-JUNIOR et al.,
2018). Alem disso, dados recentes indicam que alteragdes na demografia possuem efeitos
diretos na expressdo de genes envolvidos em processos como envelhecimento, vitelogénese,

funcionamento do sistema enddcrino e fisiologia nutricional (EYER et al., 2017).

Diante do apresentado, fica claro que a origem e a evolucdo da eussocialidade
impuseram desafios cognitivos a estes animais, onde, de acordo com a condigédo social a que
foram submetidos, tém-se a modulacdo de certos processos morfoldgicos/genéticos/
fisioldgicos, refletidos em fendtipos distintos.

1.2 O CEREBRO SOCIAL

A hipotese do cérebro social foi inicialmente proposta por Humphrey (1976) que, a
partir da observacao de grupos sociais de gorilas e macacos, sugeriu que 0 processamento de
informacdo, bem como a capacidade de reconhecer e memorizar, foram o0s eventos
decorrentes da evolucdo que guiaram o inicio da inteligéncia primata, explicando o porqué de
primatas (especialmente 0os humanos) possuirem um cérebro tdo grande. Mais tarde, Dunbar e
Shultz (2007) conceituaram esta hipdtese, na qual grupos de individuos da mesma espécie
interagem entre si, e estas relages constituem uma importante fonte de desafios cognitivos
gue animais solitarios ndo enfrentam, aumentando assim a complexidade social, a qual

promove a sele¢do de maiores investimentos em cérebros maiores.

Estudos com diversos modelos animais vém sendo realizados a fim de melhor
determinar as relagdes envolvidas no processo de sociabilidade. Algumas espécies de passaros
possuem a capacidade de esconder seus recursos para serem consumidos futuramente,
confiando apenas em sua memoria para mais tarde os resgatarem de seus “esconderijos”
(DALLY et al., 2004). Séo aves extremamente protetoras e desempenham estratégias de alta

complexidade para esta finalidade, uma vez que seus recursos podem ser roubados por outros
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individuos (CLAYTON et al., 2007). Neste caso, ocorre uma grande “corrida de armamento
cognitivo”, pois estas aves necessitam obrigatoriamente de estratégias de esconderijo
melhorada para otimizar sua protecdo de recursos; em contrapartida, o furtador também
requer estratégias cada vez mais aperfeicoadas para obter sucesso no roubo (CLAYTON et
al., 2007). De maneira resumida, a habilidade cognitiva, juntamente com as pressoes seletivas
e exigéncias impostas pelas interacdes sociais, consolidaram a evolugédo de alguns 6rgaos e

tecidos com o passar dos anos, especialmente do cérebro (DUNBAR, 1998, 2003).

A capacidade de reconhecer individuos da mesma espécie para assim estabelecer seu
préprio lugar na sociedade, aprender com 0s outros e, consequentemente, ensinar novas
tarefas aos outros € chamada de inteligéncia social (BYRNE; WHITEN, 1992; WHITEN;
BYRNE, 1997). O comportamento social, entdo, € explicado essencialmente pelo
funcionamento do cérebro, sendo este 6rgdo encarregado pela capacidade da sociabilidade,

apontada como responsavel pelo desenvolvimento da inteligéncia (HUMPHREY, 1976).

O cérebro teria evoluido para resolver problemas sociais. O aumento deste 6rgdo néao
foi produto da adaptacdo a um determinado ambiente, mas sim da complexidade social
existente nos grupos de primatas, que culminou na sociedade humana (ADOLPHS, 1999).
Evidéncias mostram que o tamanho do grupo social tem relacdo com tamanho do cérebro em
primatas, mais especificamente de uma regido chamada neocortex (DUNBAR, 1998),
responsavel pelo dominio da cognicdo (MACLEAN, 1990) (Figura 1). O neocortex também
estd relacionado com outros indices de complexidade social, como, por exemplo, a
prevaléncia da brincadeira dos juvenis do grupo, a fim de maximizar o potencial da
aprendizagem (LEWIS, 2000), bem como a frequéncia de aprendizagem social (READER,;
LALAND, 2002).
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Figura 1 - Gréfico relacionando o tamanho do grupo com o aumento do neocdrtex. O tamanho médio do grupo
(eixo Y) aumenta proporcionalmente com o aumento relativo do neocortex (eixo X) em primatas
antropoides. Circulos preenchidos: macacos; circulos sem preenchimento: chimpanzés.

Fonte: Traduzido de DUNBAR; SHULTZ, 2007.

Em mamiferos carnivoros (BENSON-AMRAM et al., 2016), morcegos (BARON et
al., 1996; PITNICK et al., 2006) e em baleias dentadas (RIDGWAY et al., 2017) também foi
verificada tal relacdo: quanto maior o grupo social, maior o volume do cérebro. Além disso,
acredita-se que o tamanho do neocortex pode ser limitante nas relagBes sociais que um
individuo pode estabelecer: se o grupo ao que ele pertence crescer demasiadamente, torna-se
impossivel para este individuo manter os vinculos sociais proximos com todos os membros
pertencentes a0 mesmo grupo (DUNBAR, 1992). Neste caso, podemos dizer que juntamente
com o cérebro social surgem especializa¢gdes anatdbmicas, como é o caso do neocortex em

primatas.

Em Homo sapiens, apesar de 0s seres humanos constituirem um grupo profundamente
social, os mecanismos neuronais existentes por tras do comportamento e cognic¢do social
ainda permanecem pouco compreendidos (ADOLPHS, 1999). A cognicdo social, que é a
habilidade que humanos e outros animais possuem de reconhecer sinais sociais e interpreta-
los de maneira adequada (BUTMAN; ALLEGRI, 2001), teria evoluido a partir da cooperacdo
existente em uma sociedade (ADOLPHS, 1999).

Um conjunto de estruturas neurais, como a amigdala, o cortex pré-frontal
ventromedial, a insula e o cortex somatosensorial direito (Figura 2) desempenham um
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importante papel na construcdo do comportamento e cognigdo social em humanos, que
parecem intermediar processos relacionados aos estimulos sensoriais que sdo socialmente
relevantes (BROTHERS, 1990). A amigdala estd relacionada com as expressdes que se
manifestam na face, importantes para a interpretacao correta de sinais sensoriais (HAXBY et
al., 2000). O cortex pre-frontal ventromedial associa-se ao julgamento e raciocicio social
(BECHARA et al, 1997), além de possuir relacdo com a vocalizagdo em primatas
(ROMANSKI; GOLDMAN-RAKIC, 2002). Um estudo feito por Damasio (1994) revelou que
pacientes acometidos por lesdes pré-frontais apresentam bloqueios no raciocinio social e na
tomada de decisfes, pois sdo encontradas falhas nos sinais que guiam a conduta. A insula se
relaciona as experiéncias emocionais, e o cortex somatosensorial permite que as emocoes

expressas na face sejam o resultado adequado da manipulagéo da informagéo (ROSS, 1998).

Cortex
somatosensorial

Insula

Cortex pré-frontal
ventromedial

Amigdala

Figura 2 - Anatomia do cérebro humano. As setas indicam as estruturas neurais relacionadas aos processos de
comportamento e cognigdo social.

Fonte: CHUSID, 1985

Molecularmente, sabe-se que a vasopressina, neuropeptideo secretado pelo nucleo
paraventricular (NPV), exerce funcdo nos status reprodutivo e social em espécies de
mamiferos, mais especificamente na comunicacdo social (INSEL; YOUNG, 2000). Um
estudo realizado por van Wimersma Greidanus (1982) verificou que roedores com mutacdes
nulas no receptor de vasopressina (V1aR) apresentaram uma ruptura total do reconhecimento
social. Com a reexpressdo do receptor, o reconhecimento social destes animais foi mais fécil,
e como consequéncia houve o prolongamento da duracdo da memoria social (LANDGRAF et
al., 2003). De maneira interessante, foi demonstrado recentemente que a via mTOR (target of

rapamycin) esta involucrada em processos neuromorfogenéticos que possibilitam o
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aprendizado em resposta a estimulos sonoros em aves (AHMADIANTEHRANI; LONDON,
2017). Em resumo, a hipdtese do cérebro social parece se aplicar muito bem em vertebrados.

1.3 O CEREBRO SOCIAL EM INSETOS - MOTIVACAO

A hipétese do cerebro social também foi testada para explicar a evolucéo de insetos
sociais (O’DONNELL et al., 2015). Conforme ja citado (ver se¢do 1.1) a rainha possui funcéo
exclusivamente reprodutiva, cabendo as operarias a manutencdo da coldnia. Assim, as castas
em insetos sociais possuem comportamentos distintos, incluindo diferencas nas necessidades
cognitivas, que determinam o grau de investimento em tecidos cerebrais (O’DONNELL et al.,
2015).

Em geral, o cérebro de insetos sociais possui um par de estruturas denominadas corpo
cogumelar (CG), responsaveis pela memoria espacial, aprendizagem, processamento e
armazenamento da informacdo olfatéria (STRAUSFELD, 1993; LIU et al., 1999; DAVIS,
2001). Cada corpo cogumelar é composto por neurdpilas — ou calices (RYBAK; MENZEL,
1998). Em vespas da tribo Epiponini foi verificado que o tamanho dos corpos cogumelares
em relacdo ao cérebro total € maior em rainhas quando comparadas com operérias, sugerindo
uma relacgéo positiva entre o investimento no desenvolvimento dos corpos cogumelares com a
dominéncia social (O’ DONNELL et al., 2017). Um estudo em pupas de abelhas A. mellifera
demonstrou que a proliferacdo dos neurdnios existentes nos corpos cogumelares (chamados
de células de Kenyon) e a morte celular diferiram entre as castas, ocorrendo em maiores
proporcdes no cérebro de rainhas; isto indica diferencas morfoldgicas casta-especificas
durante o desenvolvimento dos CGs (ROAT; CRUZ-LANDIM, 2010).

O cérebro sofre diferentes influéncias dependendo do ambiente em que o animal se
encontra. Esta capacidade de “moldar” suas estruturas em decorréncia de estimulos externos é
chamada de plasticidade cerebral (BARTON et al., 1995). Por muito tempo acreditou-se que
em insetos sociais ocorriam 0S mesmos pProcessos que sao Vistos em outros animais, em que
ambientes sociais complexos exigiriam habilidades cognitivas individuais, culminando no
aumento no tamanho do cérebro. Porém, O’Donnell e colaboradores (2015) propuseram um
modelo alternativo que explicaria a evolucdo do cérebro social em insetos, particularmente em
vespas, nomeado ‘“hipdtese de cognicdo distribuida”. O autor realizou uma andlise

comparativa entre 29 espécies de vespas sociais e solitarias, e verificou que, conforme o
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comportamento social evolui, ocorre uma diminuicdo do volume das &reas cerebrais
responsaveis pelo processamento cognitivo, ou seja, dos corpos cogumelares. Isto é explicado
pelo fato de que, quando um individuo vive em sociedade, existindo cooperacao e interagédo, o
alto investimento cerebral individual ndo se faz necessario, uma vez que é mais vantajoso
investir na chamada “inteligéncia coletiva” e assim aumentar a sobrevivéncia da colonia,
executando em conjunto as tarefas complexas (O’ DONNELL et al., 2015). Ja nas espécies
solitarias, os corpos cogumelares se mostraram significantemente maiores. Portanto, com o
aumento da complexidade social, estruturas cerebrais podem diferir anatomicamente durante

0 desenvolvimento, de acordo com o que € previsto na hipétese do cérebro social.

Em castas de abelhas A. mellifera, a saga do cérebro social tem inicio com o
desenvolvimento distinto em favor das rainhas durante o estagio larval (MODA et al., 2013;
BARCHUK et al., 2017). Nestas abelhas, a qualidade e a quantidade de alimento fornecido as
larvas sdo de extrema importancia para a diferenciacdo em rainhas ou operérias: as larvas de
rainhas recebem doses maiores de alimento, e este possui uma composicdo diferenciada
(BEETSMA, 1979). Trata-se da geleia real, que € utilizada por rainhas durante todo o ciclo de
desenvolvimento, ao passo que as operarias sdo nutridas com tal alimento apenas até o
terceiro estagio larval (L3), e deste periodo em diante o alimento passa a ser composto por
mel, polen e geleia real — a geleia de operaria (MICHENER, 1969; REMBOLD et al., 1974;
WEAVER, 1974; ASENCOT; LENSKY, 1984; ver também LEIMAR et al., 2012).

A alimentagdo diferencial desencadeia varias cascatas génicas, que interferem
principalmente no desenvolvimento do cérebro entre as castas. Nosso grupo, utilizando PCRq
em Tempo Real, hibridacdo in situ, ensaios de proliferacdo celular, e técnicas
imunohistoquimicas, demonstrou, em A. mellifera, que a expresséo dos genes shot e GICAT-P
é decisiva para a neurogénese diferencial em larvas favorecendo as futuras rainhas (MODA et
al., 2013). Acredita-se estes dois genes, em conjunto, executam funcdo fundamental no
desenvolvimento do cérebro de rainhas na fase larval (FREIRE, 2012; MODA et al., 2013).

Ainda, através da técnica de sequenciamento de poli-A+, nosso grupo demonstrou que
em A. mellifera existem 60 genes diferencialmente transcritos na fase larval L3, na qual tem
inicio as diferencas morfoldgicas no sistema nervoso das castas destes insetos, decorrentes de
diferengas moleculares provindas da alimentacdo diferencial neste periodo do
desenvolvimento (VIEIRA, 2014). Destes, 29 sdo mais expressos em cérebros de rainhas,

dentre os quais se encontram os genes espin-like, SPH41, spz 2, takeout e amd, relacionados a
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atividade neuronal. Em operérias existem 31 genes mais expressos, sendo que a Hex110,
Hex70b, Hex70c e Amci fazem parte deste listado; estes sdo genes relacionados a inibicdo de
determinadas proteinas durante a neurogénese (VIEIRA, 2014). Neste estudo, queremos
verificar se em pupas de F. varia estes genes seguem o mesmo padrdo de expressdo entre as

castas.

Apos a fase larval, durante a primeira parte do desenvolvimento adulto-farato, as
operarias apresentam cérebros maiores do que os de rainhas, provavelmente devido as
diferencas hormonais entre as castas (BARCHUK et al., 2017). Um estudo morfoldgico feito
pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que, mesmo 0s tamanhos totais dos cérebros sendo
estatisticamente iguais, a relacdo tamanho das neurdpilas cognitivas/tamanho da area total
favorece as operarias, estabelecendo que existe uma inversdo na morfogénese do cérebro
durante todo o periodo pupal e adulto-farato. Assim, o cérebro adulto das fémeas nestes
insetos termina sendo proporcionalmente maior em operarias do que em rainhas, o qual
permite aos membros desta casta desenvolver as inimeras atividades proprias da vida adulta
(Figura 3).

1.5+
= Rainhas
== Operarizs o s

1.0+

0.54

Area total do cérebro {pm®)

0.0 T T T T T T
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Estagios de desenvolvimento

Figura 3 - Diferengas no tamanho do cérebro durante o desenvolvimento de castas de abelhas A. mellifera. Na
fase larval, o cérebro de rainhas se desenvolvem mais rapidamente do que os de operdria, situacdo que se inverte
no periodo pupal e se mantém até a fase de recém emergidas.

Fonte: BARCHUK et al., 2017.

Atualmente, ja existem dados na literatura que suportam a nocdo de que as diferencas
de tamanho entre as abelhas aumentam juntamente com o nivel de socialidade. Exemplos de
destaques, como apresentado por Michener (1974), sdo a tendéncia crescente na variagdo do

tamanho médio entre as operarias ndo fertilizadas e rainhas em Augochloropsis sparsilis
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(espécie semi-social). Este estado é seguido pelo aparecimento de grandes diferencas de
tamanho entre as castas em Lasioglossum malachurum (espécie primitivamente eusocial) e
em Lasioglossum imitatum e L. laevissium. Nesta ultima espécie, a distincdo de tamanho é
acompanhada por uma alometria proporcional em relacdo ao desenvolvimento do ovério
(ativado pela oogénese), incluindo o numero de ovariolos (PACKER, 1992). Além disso,
existem certas espécies do género Bombus (também primitivamente eusociais) com
diferencas notaveis no tamanho das fémeas, bem como na fisiologia, comportamento e até

mesmo na coloracdo (citacdo).

O estagio final é representado por abelhas altamente eusociais (por exemplo, 0 género
Apis, Apini e as abelhas sem ferrdo, Meliponini, ver SAKAGAMI, 1982). Também existem
diferencas refletidas no tamanho do cérebro. O desenvolvimento do cérebro nas abelhas
altamente eussociais pode, desta maneira, ser um caso paradoxal que representa um
subproduto da evolugdo da divisdo reprodutiva do trabalho em espécies com difenismo no
tamanho feminino. Assim, hipotetizamos que, evolutivamente, as diferengas de castas nas
abelhas foram promovidas por trade-offs morfofisiologicos do desenvolvimento em que a
casta especializada da reproducéo investe no desenvolvimento e fungédo dos ovarios, enquanto
que a casta operdria, ndo reprodutiva, investe no desenvolvimento do cérebro, e
consequentemente desfruta de uma cognicdo melhorada, resultado de interacfes complexas

realizadas durante a vida.

Para testar se a evolucao deste fendmeno ocorreu nas abelhas, e se esta de acordo com
a hipdtese do cérebro social, devem ser realizados estudos com base nas relacGes alométricas
entre regides do corpo em abelhas de diferentes niveis de socialidade, bem como na
conservacdo das redes de expressao génica que medeiam o difenismo cerebral das castas
destes animais. Neste trabalho, testamos a hipdtese na abelha nativa sem ferrdo
Frieseomelitta varia, cujo genoma esta sendo atualmente sequenciado e anotado. FALAR
UM POUCO DAS ABELHAS SEM FERRAO:; filogenia; origem da socialidade em apinini e

meliponini

1.4 A BIOLOGIA DA ESPECIE Frieseomelitta varia

Nosso modelo de estudo € uma espécie de abelha nativa, de nome popular marmelada-
amarela (Frieseomelitta varia). Esta espécie de abelha € de distribuicdo Neotropical, e pode
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ser encontrada no Brasil (Estados de Bahia, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, S0 Paulo
e Tocantins) e na Bolivia (SANTA CRUZ; ver CAMARGO; PEDRO, 2008). Nas espécies de
abelhas sem ferrdo, as funcfes que distinguem as castas sdo semelhantes as das abelhas A.
mellifera, onde as rainhas sdo responsaveis unicamente pela reproducdo e as operarias
desempenham as demais funcdes dentro da colmeia — limpeza, forrageamento, cuidado da
prole, entre outros (MICHENER, 1974).

Como em toda colonia de abelhas, a de F. varia é constituida de individuos machos e
fémeas. Em espécies eussociais, as fémeas se dividem em uma rainha, encarregada da
reproducdo, e de operarias funcionalmente estéreis, que desenvolvem tarefas como
forrageamento, cuidado da prole, nidificacdo e protecdo da colbnia (WEINSTOCK et al.,
2006), havendo diviséo de trabalho entre as castas. Assim, as fun¢des desenvolvidas por cada
uma delas se relacionam e sdo vantajosas para ambas (SANTOS, 2008). Existem também
diferencas morfoldgicas, comportamentais ou fisioldgicas que se manifestam de maneiras

distintas de acordo com as suas respectivas tarefas (MICHENER, 1974).

Em F. varia (Lepeletier, 1836) os conjuntos de células de cria produzidas adotam
formato de cacho (MICHENER, 1974). Acredita-se que este formato de ninho seja uma
caracteristica ancestral dos Meliponini, e que a partir dele teriam surgido células dispostas em
favos em formato horizontal (MICHENER, 1961; 1974). As células de cria em que rainhas e
operarias irdo se desenvolver ndo diferem em tamanho, e, portanto, ndo ocorre a construgdo
de células reais que geralmente sdo vistas em outras espécies (como A. mellifera)
(SAKAGAMI, 1982; KERR et al., 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997; MICHENER, 2000;
JARAU et al., 2010).

As rainhas se desenvolvem a partir da juncdo de duas células de tamanho normal, em
que uma ceélula auxiliar contendo apenas alimento € criada ao lado de uma célula de cria ja
existente — contendo alimento e uma larva em fase final de alimentacdo (L4); se uma larva se
alimenta apenas com o alimento presente em sua célula, ela originard uma operaria. Caso a
larva consuma uma dose extra de alimento larval provindo de uma célula adjacente, havera a
producdo de uma rainha (TERADA, 1974; FAUSTINO et al., 2002; TEIXEIRA, 2007)
(Figura 4). Deste modo, a quantidade de alimento ingerido pela larva é o fator determinante

das castas nestas abelhas nativas.
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Figura 4 - Exemplos das células de cria da espécie F. varia. A: esquema de conjuntos de células de cria da
abelha, com uma célula contendo larva (1) e uma célula auxiliar criada ao lado (2). Se a larva
consumir o alimento da célula original e da adjacente, tornar-se-a rainha, se ndo, operaria. B: ninho
de F. varia em formato de cacho.

Fonte: figura A: HARTFELDER et al., 2006; Figura B: BAPTISTELLA et al., 2012.

Os ovos diploides fecundados resultardo no nascimento de fémeas, capazes de se
diferenciarem em rainhas ou operérias, de acordo com a quantidade de alimento fornecido as
larvas. O desenvolvimento dos ovarios em operarias também é um fator determinante na
distincdo casta-especifica (LISBOA, 2005). De acordo com um estudo feito por Boleli e
colaboradores (1999), nos estagios iniciais do desenvolvimento pupal, os ovarios das
operéarias de F. varia sdo morfologicamente semelhantes aos de rainha, ambos possuindo a
mesma constituicdo. Conforme a pupa avanca de fase, os ovariolos comecam a sofrer
apoptose, perdendo boa parte das estruturas antes presentes. Deste modo, ocorrem mudancas
morfolégicas simultdneas nos ovariolos das operarias, sendo vista na adulta apenas uma
massa celular amorfa. Assim, as operarias permanecem estéreis e ndo modificam seus ovarios,
mesmo na auséncia da rainha (BOLELI et al., 1999; 2000; CRUZ-LANDIM, 2000).

Assim, para testar a hipotese do cérebro social em abelhas F. varia, primeiramente
determinamos a dinamica morfoldgica do cérebro e de regides cerebrais de rainhas e operarias
em desenvolvimento e em recém nascidas. Nas mesmas fases do desenvolvimento pés-
embrionario, determinamos o perfil de transcricio de 9 genes neurogénicos que, em A.

mellifera, possuem atividade casta-especifica (VIEIRA, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral foi determinar os padrGes morfogenéticos e moleculares do
desenvolvimento cerebral pds-embrionario de rainhas e operérias de abelhas Frieseomelitta

varia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar e comparar as dimensdes do cérebro total e dos corpos cogumelares e
pedunculares de operarias e rainhas de abelhas F. varia em desenvolvimento pds-

embrionario;

e Determinar in silico a organizacdo de genes neurogénicos com potencial participacdo

na diferenciacdo de castas de F. varia.

e Determinar o perfil de transcricdo de genes neurogénicos no cérebro de rainhas e

operéarias em desenvolvimento pds-embrionario.

¢ Identificar potenciais ortdlogos de genes neurogénicos em outros grupos animais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As abelhas sem ferrdo F. varia que serviram de modelo para este estudo foram
coletadas no Meliponario Experimental da Universidade de Séo Paulo, campus Ribeirdo Preto
e no Meliponério Experimental do Grupo de Pesquisa Biologia da Socialidade, UNIFAL-MG,
Campus Sede, Alfenas. As fases do desenvolvimento utilizadas foram: a fase pupal Pp,
escolhida por ser uma fase do inicio do desenvolvimento pupal; a fase adulto-farato Pbm, por
se tratar de uma fase tardia do desenvolvimento pupal, onde, apés ela, foi observada uma
inversdo nos padrées morfométricos de A. mellifera (Barchuk et al., 2017); e abelhas recém-
emergidas, de até 24h de vida adulta. As caracteristicas das fases analisadas e das demais
estdo representadas na Tabela 1. Para as analises histolégicas, as pupas foram colocadas em
placa de petri com parafina, e entdo seus cérebros foram dissecados em fixador
paraformaldeido 4%, com o auxilio de pingas cirargicas finas, Placa de Petri com fundo de
parafina e uma lupa. Para as analises moleculares, os cérebros foram dissecados em solucéo

salina (NaCl 0,9%) esterilizada, também om o auxilio de pincas e lupa.

Tabela 1 - Caracterizacdo das fases de adulto-farato e individuos adultos de F. varia, com base na intensidade da
pigmentacgdo do olho e do corpo. Em negrito, as fases utilizadas em nosso estudo.

Fonte: HARTFELDER et al. (2006). COLOCAR IMAGENS DAS PUPAS

Fase Caracteristica
Pw Olho branco; corpo sem pigmentacgao
Pp Olho rosa; corpo sem pigmentacao
Pb Olho marrom; corpo sem pigmentacao
Pbl Olho marrom; corpo com apéndices alaranjados
Pbm Olho marrom; corpo com apéndices medianamente pigmentados
Pbd Olho marrom; corpo com apéndices bem pigmentados (térax + abdémen
claros)
Recém- Torax e abdémen claros
emergida
Nutridora Tdrax melanizado e abddémen claros com linhas transversais
Forrageira Torax e abddbmen escuros
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4.1.1 Producio de rainhas “in vitro”

Desde que cada colbnia de F. varia normalmente possui uma rainha, para a obtencéo
de um numero suficiente de rainhas a serem utilizadas nos diferentes ensaios, foi
desenvolvido um protocolo de criacdo artificial de individuos desta casta. Para isto, foi
primeiramente necessario estabelecer qual o volume de alimento larval seria o ideal para que
promovesse o0 desenvolvimento de uma rainha. Primeiramente, eram escolhidas colonias em
6timas condicbes para condugdo do estudo, com base no nimero de células recém-
construidas, de coloracdo mais escura (indicando a presenca de ovos), e que apresentavam
maior numero de operarias em atividade. Estas células de crias novas eram retiradas da
colénia e em laboratorio, em bancada e utensilios esterilizados (para assim evitar a
contaminacdo do alimento larval, o que poderia interferir na eclosdo dos ovos e posterior
desenvolvimento das larvas), estas células eram abertas com a ajuda de uma pinga. Do fundo
das células extraiu-se o alimento larval através de uma bomba de suc¢do adaptada. Este

alimento foi acondicionado em freezer, com temperatura de -4°C.

O alimento, previamente descongelado, foi transferido para os pocos de uma placa de
Elisa de 96 pocos, devidamente esterilizada, com o auxilio de uma micropipeta. Foram
utilizados diferentes volumes (30, 40 e 50 uL), e entdo, os ovos de F. varia foram transferidos
com a ajuda de uma agulha de transferéncia. No total, foram utilizados 45 ovos (15 em cada
volume - Figura 5). Os volumes testados foram escolhidos a partir do trabalho publicado por
Baptistella et al (2012). CITAR PQ REPETI OS EXPERIMENTOS (FASES LARVAIS). As
mesmas colénias das quais o alimento foi retirado foram utilizadas para a transferéncia dos
ovos. Apos, a placa foi colocada em um recipiente de plastico com tampa envolto por filme
PVC a fim de preservar a umidade interna, o qual foi acondicionado em estufa (BOD, Bio-
Oxygen Demand) com temperatura de 30°C e com umidade controlada de 80%. FALAR DAS
OPERARIAS (DIAS NA ESTUFA ETC)
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Figura 5 - Placa de Elisa utilizada na transferéncia para produ¢do de rainhas de F. varia. A = 1° dia de
transferéncia, com 0s ovos embebidos em alimento larval; B = 8° dia da transferéncia, com
praticamente todas as larvas ja eclodidas.

Fonte: Da autora.

4.2 ANALISE HISTOLOGICA DOS CEREBROS

4.2.1 Desidratacao e inclusdo em Historesina

A preparacdo histologica do material é uma etapa fundamental para posterior anélise
da morfologia. Depois de dissecados, os cérebros foram mantidos no fixador por 2 horas em
tubo Eppendorf de 2 pL (de fundo arredondado) e, apds esse periodo, foi realizada a
desidratacdo das amostras: 0s cérebros passaram por uma bateria de alcool de concentracdes
70%, 90% e 95%, sendo que cada troca de alcool ocorreu de 15 em 15 minutos e duas vezes a
cada gradacdo, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.

Apo6s a desidratacdo dos cérebros, os mesmos foram colocados em solucdo de pré-
infiltracdo contendo de resina + alcool 95% (1:1), e deixados overnight. Posteriormente,
foram colocados em resina liquida e armazenados até a etapa de inclusdo em solugdo de
metacrilato (Historesina Leica), e foram transferidos para histomoldes, contendo resina e
polimerizador. Os histomoldes ficaram em temperatura ambiente por 24 horas; depois foram

colocados em uma estufa a 40°C por 3 horas para uma polimerizacéo mais efetiva do material.
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4.2.2 Cortes em micrétomo e coloracao

Os cérebros incluidos em resina foram fixados em blocos de madeira para que fosse
possivel realizar cortes em microtomo (Leica RM 2135). Os cortes foram seriados (5 pm) e
feitos com uma navalha de vidro. As laminas foram lavadas com detergente e alcool para que
qualquer impureza fosse retirada. Padronizou-se colocar 8 cortes por lamina, sendo que todos
eles foram utilizados nas anélises morfométricas. Os cérebros permaneceram sempre retos
durante a realizacdo dos cortes. Depois, com 0s cortes ja posicionados, as laminas ficaram em
estufa a 50°C por 2 horas, para que assim o corte tivesse maior adesdo e fossem evitados

enrugamentos.

As solucdes utilizadas para a coloragdo das ldminas foram Fucsina bésica (0,45 g),
Azul de metileno (0,32 g) e Tetraborato de sédio (2,5 g, pH + 9,5), diluidos em 250 mL de
agua destilada. As solucdes foram estocadas separadamente, e para a solucao de corante final,
foram misturados 24 mL de azul de metileno, 42 mL de tetraborato de sodio e 30 mL de
etanol absoluto. Em seguida, foram adicionados 15 mL de fucsina basica. Entdo, as laminas
foram imersas e mantidas no corante por 5 minutos e lavadas em agua corrente para retirada
do excesso. Seguidamente, colocou-se uma laminula contendo meio de montagem (Enthellan)

sobre 0s cortes para visualizacdo ao microscopio.

4.2.3 Analises dos cortes e Analise estatistica

Ap0s concluir todas estas etapas, as laminas montadas com os cortes foram analisadas
com o auxilio do microscépio Nikon Eclipse 80i (Departamento de Ciéncias Biomédicas da
UNIFAL-MG). As estruturas presentes no cérebro (Figura 6) foram examinadas e as imagens
capturadas atraves do software Nis element 2.0 (escala de 100 um). Em seguida, para estimar
a éarea das estruturas cerebrais, foi utilizado o software ImageJ versdo 1.49
(https://imagej.nih.goV/ij/), selecionando a regido de interesse. Os pixels foram convertidos
em um? com base na escala da foto, e depois multiplicamos a area pela espessura do corte (5
pm) para estimar o volume do cérebro e suas regides (O’DONNELL et al., 2013;
O’DONNELL et al., 2015). Isto possibilitou comparar o tamanho (volume) dos cérebros e das

estruturas presentes nele de operérias e rainhas das fases pupal e de adultas.

35



Figura 6 - Desenho esquematico das principais estruturas cerebrais medidas com auxilio do Software ImageJ.
Vermelho: representacéo da area total do cérebro; amarelo: representagdo da area ocupada pelo corpo
pedunculado esquerdo (CPE) e corpo peduncular direito (CPD); azul: representacdo da area ocupada
pelo corpo cogumelar esquerdo (CCE) e corpo cogumelar direito (CCD).

Fonte: Modificado de NOCELLI et al., 2010.

Os resultados obtidos nas analises morfoldgicas foram analisados no software
GraphPad Prism versdo 6.0, utilizando um nivel de significancia para a rejeicdo da hipotese
fixado em 95% (p<0,05). Os valores foram expressos como média £ EPM. ANOVA two way,

seguida de pds-teste de Bonferroni.

4.3 ANOTAGAO GENICA E DESENHO DE PRIMERS ESPECIFICOS

Para escolher os genes utilizados neste estudo, nos baseamos no trabalho de Vieira
(2014). A partir de uma lista de genes neurogénicos encontrados em larvas L3 de A. mellifera,
que sdo genes diferencialmente expressos (GDES) entre as castas, selecionamos 9 deles para
serem testados durante o desenvolvimento do cérebro de F. varia. S&o eles: espin-like, serine
protease homolog 41 (SPH41), spatzle 2, takeout e alpha-methyldopa hypersensitive protein-
like (amd), hexamerin 110 (Hex110), hexamerin 70b (Hex70b), hexamerin 70c (Hex70c) e
chymotrypsin inhibitor (Amci). DESCREVER COMO FOI FEITA A ANOTAGAO DETALHADAMENTE, SO
ANOTOU EXONS E INTRONS

Com o draft da sequéncia genébmica da espécie ja disponivel, foi possivel realizar a
anotacdo desses genes com o intuito de tracar um perfil de conservacdo das redes de
expressdo que medeiam o difenismo cerebral das castas de F. varia. Foi utilizada a plataforma
Artemis (disponivel para download em: http://www.sanger.ac.uk/science/tools/artemis), que é
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uma ferramenta pela qual se visualiza o genoma livre, permitindo assim a anotagéo de genes
de interesse (identificacdo de regides codificadoras, éxons, introns, regides promotoras, etc.).
Assim, foi possivel elaborar primers de sequéncias especificas para 0s genes escolhidos
utilizando-se o software Primer3 (v. 0.4.0, disponivel em http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).
As sequéncias do primer do gene referéncia (rpl-32) foi retirada do trabalho ja submetido de
Freitas et al. As sequencias especificas dos primers de cada gene estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncias dos primers foward (F) e reverse (R) utilizados nos experimentos da gPCR em tempo

real.
Fonte: Da autora.

Nome do Sequéncia Amplicon
primer Foward Reverse ()
F.var_spz2 5 - AATCATAAGGCCCAGTCTGC- 3 5 - TCTCTGTTGGATCCCGTTTT- 3 145
F.var_hex70b 5 - TCACGATCATCCACCTTTCA-3 5- GCATGGTGGGGTAGTATCCA - 3 189
F.var_hex70c 5’ - CGTGCAAAAGTTCCTCTGGT - 3¢ 5’ - CCCAGCTAGCCGTTTTGTAG- 3¢ 161
F.var_hex110 5’ - CCGAACCAGGAACTTCAAAA -3¢ 5 - GCTGACTACATGGCTGTGGA - 3¢ 153
F.var_amd 5’ - TCGACATTTGATGTCCGGTA - 3¢ 5’ - TCTACACTGCACGCCTCAAC - 3¢ 153
F.var_forked 5’ - TTCGTTCAAAAGACCGACCT- 3¢ 5" - TGGTCGACGAAATTCGAAAC - 3° 161
F.var_amci 5 - ATCCAGAGGCCAGTCACAAG - 3* 5’ - CGCGAGTAAGAACACACTGG - 3¢ 177
F.var_SPH41 5’ - CCCACAGCAAGACCATCAAT -3¢ 5 -TTCCACCGTTCAATTCTCGT - 3¢ 196
F.var_takeout 5’ -TCGTGATAGCAACGCCATAA - 3¢ 5’ - CATGCGTCGTATGGTACCTG -3’ 170
F.varia_rpl- 5’- CGTAGGCGTTTTAAGGGACA-3"  5- ACTCCGTGAGCAATCTCAGC - 3’ 173
32
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TIRAR A TEMPERATURA DA TABELA
4.4 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE TRANSCRICAO GENICA

4.4.1 Extracdo de RNA total

COLOCAR O N AMOSTRAL. O RNA total das amostras de cérebro foi extraido de
acordo com o protocolo de extracdo do reagente TRIzol® (Invitrogen): apds o
descongelamento das amostras armazenadas em -80°C, estas foram manualmente
homogeneizadas e o volume total do reagente foi completado para 1000 pL. O material ficou
em temperatura ambiente por cinco minutos, em seguida foram adicionados 200 pL de
Cloroférmio e as amostras foram agitadas por cerca de 15 segundos. Apds serem deixadas em
temperatura ambiente por 3 minutos, houve centrifugacdo das amostras a 36.286 g por 15
minutos a 4°C. Finalizada a centrifugacdo, em cada tubo formaram-se trés fases: uma com
coloragdo avermelhada (proteina), outra aquosa (RNA) e uma fase intermediéria (DNA). A
fase aquosa foi transferida para novos tubos de 2 mL. Em seguida, foram adicionados 500 pL
de Alcool Isopropilico, e as amostras foram agitadas por inversdo e deixadas overnight a -

80°C. Depois da precipitacdo, as amostras foram descongeladas em gelo e centrifugadas a
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36.286 g por 15 minutos a 4°C. Em sequéncia pode-se observar o RNA precipitado (pellet). O
sobrenadante foi removido e 0 RNA lavado com 1 mL de Etanol 75%. Apoés a lavagem, o
material foi centrifugado a 5.536 g por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e 0 microtubo contendo o RNA foi colocado, com a tampa aberta, em Termobloco,
por 10 minutos a 55°C, para a secagem do mesmo. O RNA foi redissolvido em 10 pL de agua
dietil pirocarbonato (DEPC) esterelizada. Os RNAs, entdo, foram quantificados em
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Tecnologies), e assim foi determinado o
volume da solug@o de RNA total usado para a sintese de cDNA com 1 pg de RNA total, para que
todas as amostras tivessem a mesma quantidade de RNA inicial. Apds esta etapa, foi feito o
tratamento das amostras com DNase livre de RNase (Invitrogen, catalogo 18068-15, lote:
1123650): em um microtubo de 200 uL foram adicionados 1 uL de RNA, I1uL de Buffer
(concentracdo), 1 uL de DNase e 1 pL de agua DEPC, totalizando 4 uL. Estes tubos foram
deixados em temperatura ambiente por 15 minutos; passado este tempo, foi adicionado em
cada um deles 1 uL de 25 mM EDTA, e os microtubos foram colocados em termociclador a

65°C por 5 min. Estes tubos foram utilizados para a sintese de cDNA, descrito a seguir.

4.4.2 Ensaios de PCR convencional e de PCR em Tempo Real

Para cada uma das triplicatas das amostras biol6gicas de cérebros de rainhas e
operérias das fases escolhidas utilizadas para determinar os niveis de transcricdo de genes
neurogénicos, foram coletados em média 30 cérebros. Os RNAs extraidos (conforme o
protocolo do reagente Trizol) foram utilizados para as sinteses de cDNAs através da reacdo da
transcriptase reversa: foram colocados 1 uL de Oligo dT (Integrated DNA Technologies,
catalogo: 91425090; lote: 52079371) e 1 puL de dgua DEPC em cada microtubo de 200 pL
reservado, da etapa anterior. As amostras foram aquecidas a 70°C no Termociclador (Applied
Biosystems, Veriti 96 well — Thermal Cycler) por 5 minutos. Ap6s 0 aquecimento, as
amostras foram centrifugadas por cerca de 10 segundos em uma minicentrifuga, e depois
foram deixadas em gelo até a solucéo da transcriptase reversa estar pronta.

Em outro microtubo foram colocados 4 uL de Buffer 5x (Promega, catalogo: A500C,
lote: 0000063511), 3 uL. de MgCI12 (Promega; catadlogo: A351H; lote: 0000072386), 1 uL de
Inibidor de Ribonuclease Recombinante (Applied Biosystems: catadlogo: N808-0119; lote:
P11862), 1 uL de DNTP mix (Promega; catalogo: ED-13-12122; lote: 1003-2), 1 uL de
Transcriptase Reverse (Promega, catalogo: A501C; lote: 0000063510) e 5 uL. de agua DEPC.

O contetdo da reagcdo com transcriptase reversa foi adicionado ao primeiro tubo, contendo o
38



RNA tratado com DNAse + oligoDT. As amostras foram incubadas em termocilador por 5
minutos, a 25°C, para o anelamento dos primers. A extensdo da reacdo se deu por 50 minutos,
a 42°C. A obtencdo de cDNA deu-se ap6s as amostras terem ficado por 15 minutos no
termociclador a 70°C, para que ocorresse a inativacdo da reacao.

Antes de qualquer andlise, testamos 0s primers construidos para garantir sua ligacao
somente a regido de interesse no genoma da F. varia. Os ensaios foram realizados em
triplicatas técnicas atraves de PCR convencional (10 pL de Master Mix 2x — catalogo: 10572-
152; lote: 175644; 7,4 uyL de agua de injecdo; 0,8 pL de primer foward (COLOCAR
CONCENTRACAO) — diluido 1:10; 0,8 pL de primer reverse — diluido 1:10; 1 pL de cDNA),
com a seguinte programacao: 1 ciclo de 2 min a 94 °C; 40 ciclos de 30 sa 94 °C, 30 sna Tm
(Temperature melting - 54 °C, 56 °C e 58 °C) de cada primer e 30 s a 72°C; 1 ciclo de 7 min a
72 °C. Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose em
tampdo SB 1x (&cido bérico e NaOH); em cada microtubo obtido com o produto da
amplificacdo foram adicionados 2 pL de loadding buffer (25mg de azul de bromofenol +
25mg de xinelo cianol FF + 3,3mL de glicerol + 6,7mL de agua destilada), e 0,5 pL de SYBR
Green | (Sigma. Lote: 090M1158) diluido em Tris/Borato/EDTA (TBE). As bandas foram
visualizadas através de um transiluminador UV. O gene da proteina ribossomal-L32 (RpL-32)
foi utilizado como gene de referéncia para o controle das analises (FREITAS et al.,
submetido).

Apobs a eletroforese em gel de agarose, foram realizadas reagfes de RT-gPCR no
sistema 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems) do Laboratério de Biologia Animal
Integrativa do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento, Instituto de Ciéncias
Biomédicas da UNIFAL-MG, com a finalidade de testar a eficiéncia de cada par de primer.
Para cada um dos 9 genes, foram utilizados 5 puL do reagente SYBR® Green (MARCA), 0,4
UL do primer foward, 0,4 pL de primer reverse e 3,4 pL de dgua Milli-Q autoclavada. Além
disso, realizamos as reacdes em diferentes concentracdes de cDNA (1, 1:5, 1:52, 1:53 e 1:5%
nas seguintes condicdes de PCR: 1 ciclo de 2 min a 50 °C, 1 ciclo de 10 min a 95 °C, 40
ciclos de 15s a 95 °C e 1 min na Tm e um ciclo final de 95 °C por 15s. Os niveis relativos de
expressdo foram calculados mediante o método do AACt comparativo formulado por Pfaffl

(2004). COLOCAR TEMPERATURA DE ANELAMENTO (58 GRAUS)
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5 RESULTADOS

5.1 RAINHAS PRODUZIDAS ARTIFICIALMENTE

Ao final do experimento piloto para se determinar a quantidade de alimento larval
adequada para que se desenvolva uma rainha, verificou-se que as larvas alimentadas com 30
ML e 40 pL apresentaram taxa de mortalidade mais elevada, porém a maioria das larvas
sobreviventes tornaram-se operarias; poucas rainhas se desenvolveram com estes volumes de
alimento larval (Tabela 3). MUDAR OVO PRA LARVA

Com o volume de 50 puL de alimento larval administrado as larvas tornaram-se
rainhas, com caracteristicas morfoldgicas tipicas, como auséncia de corbicola, maior tamanho
do abdémen e cabeca reduzida em tamanho quando comparadas com operarias (CASTRO,
comunicacdo pessoal). Além disso, realizou-se a dissec¢do dos ovarios das rainhas recém
emergidas (Re): a presenca deste 6rgao nas abelhas transferidas (Figura 7) foi utilizado como
marcador morfoldgico de rainhas em desenvolvimento, uma vez que em operérias na fase Pp
ja comecam a ocorrer extensivos processos apoptéticos nos ovariolos (BOLELLI et al., 1999).
Desta forma, foi padronizada a quantidade de 50 pL de alimento para produgdo de rainhas in

vitro.

Tabela 3 - Volume de alimento larval fornecido as larvas no més de janeiro de 2018, com numero de ovos
transferidos e taxas de nascimento de rainhas e operarias de F. varia.

Fonte: Da autora.

Volume de Rainhas Operarias
alimento larval | N-1arvas emergidas emergidas
transferidas
(ML) - - - -
Jan/18 NUmero % Numero Y0
30 15 2 28,5 5 71,43
40 15 1 16,7 5 83,3
50 15 14 93,3 0 0
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Figura 7 - Abelhas recém-emergidas, resultado das transferéncias larvais utilizando-se 50 pL de alimento. Estas
abelhas se desenvolveram em rainhas. A = rainha RE (aumento de 20x) em uma placa de dissec¢do de
parafina observada em uma lupa; B = rainha RE (aumento de 30x) com o abddmen aberto. As setas
indicam o par de ovarios presentes, envoltos por traqueia; C = par de ovérios (aumento de 30x)
dissecados indicados pelas setas, imerso em solucdo salina (NaOH 0,9%). Escala de 1 mm.

Fonte: Da autora.

5.2 ANALISES MORFOLOGICAS DOS CEREBROS DE ABELHAS Frieseomelitta varia

Com o objetivo de determinar se existe diferenca no volume total dos cérebros de
abelhas F. varia, 5 cérebros de cada fase foram dissecados, incluidos em historesina e corados

(Figura 8) para anélise microscopica (total de 30 cérebros).
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Figura 8 - Cérebro de rainha e operéaria na fase Pp, Pbm e Re. Tecido incluido em historesina e corado com Azul de
metileno, Fuccina basica e Tetraborato de sodio. Aumento de 4x, escala = 100um. MELHORAR PRA
PUBLICACAO

Fonte: Da autora.

De acordo com as anélises morfométricas realizadas é possivel verificar que o volume
total do cérebro na fase pupal Pp é menor quando comparado com as demais fases analisadas,
em ambas as castas. Conforme o desenvolvimento avanca, nota-se que os cérebros de rainhas
se tornam progressivamente maiores, mostrando diferenca estatistica significante entre
rainhas e operérias em Pbm. Porém, em abelhas recém-emergidas, o volume cerebral de
operarias aumenta significantemente, a medida que o de rainhas diminui, havendo, portanto,
uma inversdo deste padrdo de desenvolvimento em abelhas adultas em favor das operarias
(Figura 9).
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Figura 9 - Volume total do cérebro de rainhas e operarias de F. varia em desenvolvimento, incluidos em
historesina, cortados com espessura de 5 pm e analisados em microscépio. O eixo X representa as
fases do desenvolvimento, onde Pp= olho rosa, corpo sem pigmentacdo; Pbm= olho marrom; corpo
com apéndices medianamente pigmentados; Re= recém-emergidas, com térax e abddmen claros. O
eixo Y corresponde as medidas realizadas de volume total, em nL. N = 5. Valores expressos como
média £ EPM. ANOVA two way, seguida de pés-teste de Bonferroni. ** p<0,01% ***p<0,001%.

Fonte: Da autora.

A medicdo das dimensdes dos corpos cogumelares (CC) e corpos pedunculares (CPs)
também foi de nosso interesse. Com relacdo aos CCs, que compreendem o peddnculo, os
calices e a regido onde se encontram as células de Kenyon, foi verificado que ndo houve
diferenca estatistica significante dos corpos cogumelares direito (CCD, Figura 10, A) entre
rainhas e operarias; porém, apds a fase Pbm, percebe-se uma diminuicdo do volume dos
corpos cogumelares esquerdo (CCE) em rainhas, que se estende até a fase Re, onde o volume

dos CCE de operéarias se mostram maiores em volume, como mostra a figura 10, B.

A B
Corpo Cogumelar direito Corpo Cogumelar esquerdo
25+ , 30 _
-e- Rainha -+~ Rainha

20 -& QOperaria -= Operaria
j jzo_
E £
= 10+ %
g = 10

5_

0 I 1 I 0 T T T

Pp Pbm Re Pp Pbm Re

Figura 10 - Desenvolvimento dos corpos cogumelares dos hemisférios esquerdo e direito de operarias e rainhas
de abelhas F. varia. O tecido foi incluido em historesina, cortado com espessura de 5um e analisado
em microscopio. O eixo X corresponde aos estagios do desenvolvimento, onde Pp= olho rosa, corpo
sem pigmentacdo; Pbm= olho marrom; corpo com apéndices medianamente pigmentados; Re=
recém-emergidas, com torax e abdémen claros. O eixo Y corresponde as medidas dos volumes dos
corpos cogumelares direito (A) e dos corpos cogumelares esquerdo (B). N=5. Valores expressos
como média + EPM. ANOVA two way, seguida de pés-teste de Bonferroni. ** p<0,01%.

Fonte: Da autora.
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A morfometria dos corpos pedunculares (CPs), compostos pelos pedinculos a e § ¢
pelos calices, mostrou que o0s corpos pedunculares direitos (CPD) e os corpos pedunculares
esquerdos (CPE) apresentam volumes semelhantes em Pp e Pbm de rainhas e operarias. Os
pedunculos do hemisfério direito ndo apresentaram diferenca significativa (Figura 11, A). Os
CPEs possuem valores consideravelmente maiores em operarias recém-emergidas, com nivel

de significancia indicado na figura 11, B.

® . B
Corpo Peduncular direito Corpo Peduncular esquerdo
10+ . 15+
-# Rainha - - Rainha
8- -& Operaria -& Operaria
N 2 101
L]
£
4 =
=] -
s 5
2_
0 T T T 0 T T T
Pp Pbm Re Pp Pbm Re

Figura 11 - Desenvolvimento dos corpos pedunculares dos hemisférios direito (A) e esquerdo (B) em operarias
e rainhas de abelhas F. varia. O tecido foi incluido em historesina, cortado com espessura de 5pum e
analisado em microscopio. O eixo X representa as fases pupais e adulto-farato utilizadas, onde Pp=
olho rosa, corpo sem pigmentacdo; Pbm= olho marrom; corpo com apéndices medianamente
pigmentados; RE= recém-emergidas, com tdrax e abdémen claros, enquanto que o eixo Y representa
as medidas de volume dos corpos pedunculares. N=5. Valores expressos como média + EPM.
ANOVA two way, seguida de pos-teste de Bonferroni. *** p<0,001%.

Fonte: Da autora.

Também foram realizadas andlises sobre a relacdo do volume das neurdpilas com o
volume total do cérebro para verificar se ocorre assimetria durante o desenvolvimento cujos
resultados estdo apresentados na figura 12. Primeiramente, os dados brutos de CCD e CGE
foram somados, assim como os dadosa de CPD e CPE. Seguidamente, estes valores foram
divididos pelo volume total do cérebro. Em operarias (Figura 12, A e B), assim como em
rainhas (Figura 12, C e D), ndo encontramos diferencas significativas de tamanho entre as
neuropilas esquerda e direita. Pode-se dizer, desta forma, que em F. varia ndo ocorre
assimetria dos CCs e CPs durante a neurogénese, uma vez que eles sdo semelhantes em

tamanho em todas as fases do desenvolvimento analisadas.
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Figura 12 - Volume dos corpos cogumelares (A e C) e corpos pedunculares (B e D) dos hemisférios esquerdo e
direito em operarias e rainhas de F. varia com relacdo ao volume do cérebro total. O tecido foi
dissecado e incluido em historesina, cortado com espessura de 5 um e analisado em microscopio O
eixo X representa os estagios de desenvolvimento estudados; o eixo Y simboliza a razdo dos CCs e
CPs/volume total do cérebro. N = 5. Valores expressos como média + EPM. ANOVA two way,
seguida de poOs-teste de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

5.3 ANALISES DE CONSERVAC}AO DOS GENES ENTRE AS ESPECIES
5.3.1 Organizacéo génica

Com o genoma de F. varia disponivel na plataforma LBDA BLAST Server, foi
possivel realizar a anotacdo de cada um dos nove genes neurogénicos selecionados para o
estudo e do gene usado como referéncia nos ensaios de RT-gPCR, o rpl32. Este processo
consiste em encontrar a localizacdo fisica de determinado gene dentro de um grupo
cromossdmico e determinar a sequéncia e localizagdo de cada elemento do gene (éxons,
introns, regides 3” ¢ 5 UTR). O genoma de F. varia foi dividido por regifes, e ndo por
cromossomos, porque o draft disponivel ainda é uma predicdo. O gene amci pertence a regido

475; 0 amd a regido 352; espin-like se encontra na regido 422; hex110 se localiza na regido
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459; hex70b e hex70c se encontram na mesma regido, que € a 347; o gene SPH41 pertence a
regido 727; o spz2 a regido 152; o gene takeout esta localizado na regido 857; e por fim o gene

de controle enddgeno rpl32, que se encontra na regido 280.

Para anotar os genes, foram recuperados arquivos no formato FASTA contendo a
regido em que cada gene esta localizado. Nesses arquivos estdo as sequéncias de nucleotideos
correspondentes a cada regido. Recuperamos também arquivos no formato gff, os quais
contém as sequéncias em nucleotideos para cada gene estudado. Estas foram utilizadas para
anotar os genes dentro das suas respectivas regides. A anotacdo génica foi realizada a partir
das plataformas Artemis 7.0. A figura 13 ilustra a organizacdo génica dos genes selecionados
baseando-se na sequéncia total de seus transcritos. COLOCAR NA METODOLOGIA
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Figura 13 - Estrutura dos 9 genes relacionados & neurogénese selecionados e do rpl-32. A estrutura génica ilustra o tamanho total dos transcritos de cada gene no sentido 5°
- 3". Os éxons estdo representados por retangulos preenchidos com cores. Os introns estdo representados pelas linhas em preto que unem os éxons. Os
comprimentos dos retdngulos e linhas sdo proporcionais aos nimeros de bases correspondentes a cada éxon ou intron. As setas mostram a localizacdo dos
primers foward (acima) e reverse (abaixo) elaborados para cada gene e utilizados nos ensaios de PCR.

Fonte: Da autora.
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Resumidamente, quase todos os genes selecionados séo relativamente curtos, com
comprimentos que vao desde 1.168 pb (amci, por exemplo) até 14.040 pb (spatzle2). Um
deles, o takeout, possui um tamanho intermédio, que é 6.099 pb. O gene spatzle2 é o maior de
todos, com seu primeiro intron apresentando 8.800 nucleotideos. O nudmero de introns e
éxons é, na verdade, variavel, sendo novamente 0 spz2 o gene que contém maior numero
destas regides (8 introns e 9 exons), enquanto que 0 amci conta com 2 intros e 3 éxons em sua
estrutura. O gene usado como controle em nossos experimentos de quantificagdo de niveis de
transcricdo, rpL32, possui 3 éxons e 2 introns, com uma similaridade de 98% com seu

homologo de A. mellifera, indicando que este € um gene muito conservado entre as espécies.

Os primers relativos a cada gene estdo indicados pelas setas acima de cada éxon,
sendo: primer amci: desenhado entre os éxons 1 e 2; primer amd: entre 0s éxons 5 e 6; primer
espin-like: entre os éxons 2 e 3; primer Hex110: entre os éxons 1 e 2; primer Hex70b: entre 0s
éxons 3 e 4; primer Hex70c: entre 0s éxons 1 e 2; primer SPH41: entre os éxons 3 e 4; primer
spz2: entre 0s éxons 3 e 4; primer takeout: entre os éxons 3 e 4.

5.3.2 Analises comparativas das sequéncias nucleotidicas dos transcritos de F. varia

Selecionamos as espécies de abelhas A. mellifera e Melipona quadrifasciata, a mosca
D. melanogaster e Homo sapiens com o intuito de comparar os produtos proteicos dos
homdlogos dos nove genes destas espécies com os de F. varia e caracteriza-los, de acordo
com ferramentas de bioinforméatica. Escolhemos A. mellifera, M. quadrifasciata e D.
melanogaster por se tratarem de espécies de insetos holometabolos que ja possuem
sequenciamento genémico bem estabelecido, e sdo amplamente utilizados em estudos sobre
neurogénese. A espécie H. sapiens foi de nosso interesse pelo fato de ja existirem pesquisas
que relatam homologia entre alguns genes de abelhas com o homem (SCHATTON et al.,
2018), o qual tem relevancia biomedica. Ademais, a comparacdo nos permitiria uma
referéncia de uma espécie de vertebrado que, comprovadamente, suporta a hipdtese do
cerebro social. A analise foi um alinhamento local, que consiste no alinhamento de regifes de

alta similaridade, e ndo ao longo de toda a extensdo da sequéncia.

Utilizou-se a ferramenta BLASTp, disponivel na base mundial de dados NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para realizar analises de alinhamentos, o que nos
permitiria encontrar o ortélogo de A. mellifera, D. melanogaster, e H. sapiens, e estudar as

possiveis funcdes destes genes através do que ja esta relatado na literatura. Este programa
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compara sequéncias de proteinas a bancos de dados de sequéncias e calcula a significancia
estatistica das combinacfes. A tabela 4 indica o gene ortélogo, proteina ort6loga, e valores de
E (E-value), sendo este Gltimo um valor estatistico que indica se o alinhamento é real ou foi
obtido ao acaso (logo quanto menor E-value ou quanto mais proximo de zero, menores as

chances do resultado ser consequéncia do acaso).

Observando-se a tabela abaixo, € possivel notar que a maioria dos 9 genes se
encontram bem conservados entre as espéecies F. varia e A. mellifera, com E-values proximos
de zero. Os genes amd, hex110, hex70b e spz2 apresentam E-values iguais a zero, indicando
que estes sdo 0S genes que mais se encontram conservados entre as espécies. Quando
comparados com M. quadrifasciata, 7 dos 9 genes analisados mostraram E-values altamente
significativos (igual a zero), sendo eles: amd, espin-like, hex110, hex70b, SPH41, spz2 e
takeout. Este resultado indica que muito provavelmente estes genes desempenham a mesma

fungéo nos dois organismos.

Em D. melanogaster, os produtos proteicos mostraram que todos 0s genes possuem
baixos E-value, sendo o amd o Unico gene com valor igual a zero; a mosca também néao
apresenta a hex70c em seu genoma. Apesar disso, é possivel dizer que F. varia e D.
melanogaster compartilham genes que sdo bem preservados entre as espécies. Nossas analises
também nos indicam que H. sapiens ndo possui as proteinas hex70b, espin-like, spz2 e
takeout em seu genoma. Os demais genes mostram altos E-value, sendo, portanto, proteinas
com sequéncias distintas entre F. varia e H. sapiens. O gene amd foi 0 Unico que apresentou

E-value igual a zero.

De forma resumida, esta analise nos indicou que as espécies F. varia, A. mellifera, M.
quadrifasciata e D. melanogaster possuem proteinas de fun¢des similares, ou que existem
motivos ou dominios conservados que estdo presentes nestas proteinas de funcdes variadas; o
mesmo nao foi observado em H. sapiens. Além do mais, o gene amd mostrou E-value igual a
zero em todas as espécies, podendo-se dizer que a amd é a proteina mais conservada (e

provavelmente de mesma funcdo) entre todos o0s organismos analisados.

50



Tabela 4 — Resultado do alinhamento das sequéncias de aminoécidos (BLASTp) dos genes de F. varia com A. mellifera, M. quadrifasciata, D. melanogaster e H. sapiens,

com suas respectivas proteinas ortdlogas, identificacdo (ID) e E-value.

Fonte: Da autora.

Proteina  Scaffold  ID — A. mellifera
(F. varia)
Amci 475 GB50116
(chymotrypsin
inhibitor)
Amd 352 GB45938 (alpha-
methildopa
hypersensitive
protein)
Espin-like 422 LOC409402
(uncharacterized)
Hex110 459 GB44996
(hexamerin110)

E-value ID - M.
quadrifasciata
7e-31  KOX80259.1
(chymotrypsin

inhibitor)

0.0 KOX75704.1
(alpha-
methyldopa
hypersensitive
protein)
6e-156 KOX80036.1
(hypothetical
protein
WN51_06450)

0.0 KOX79856.1
(sex-specific
storage-
protein 2)

E-value

9e-41

0.0

0.0

0.0

ID -D.
melanogaster
CG6456

(myoinhibiting
peptide
precursor)

CG10501
(alpha-
methildopa-
resistant)

CG42864
(forked)

CG6821 (larval
serum protein
1gamma)

E-value

2e-05

0.0

2e-17

2e-37

ID — H. sapiens

AZ1 49144
(mucin 6)

NP_000781.1
(aromatic-L-
aminoacid
decarboxylase)

CAI19411.1
(vacuolar protein
sorting 13
homolog D)

27e-04

0.0

5.1
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Hex70b

Hex70c

SPH41

Spatzle2

Takeout

347

347

727

152

857

GB10869 0.0
(hexamerin 70b
precursor)

GB51696
(hexamerin 70c
precursor)

GB49946
(masquerade)

GB40604 0.0
(neurotrophin-1)

GB42799 (takeout)

1e-30

le-64

2e-173

KOX67353.1
(hexamerin,
partial)

KOX67352.1
(arylphorin
subunit alpha)

KOX79829.1
(plasma
kallikrein)

KOX69952.1
(hypothetical
protein

WN51_04467)

KOX71718.1
(takeout)

0.0

4e-36

0.0

0.0

0.0

CG6806 (larval
serum protein 2)

Se-112

CG15002
(masquerade)

1e-07

CG42576
(neurotrophin-1)

5e-56

CG2016
(uncharacterized
protein)

5e-85

XP_024304430.1

(uncharacterized

protein C11orf95
isoform X1)

5TJX_A (chain A,
plasma kallikrein)

5.4

2e-45
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Realizamos também o alinhamento global com o intuito de comparar as sequéncias de
aminoacidos ao longo de toda a extensdo da sequéncia, de F. varia com A. mellifera e
Melipona quadrifasciata, estabelecendo o nivel de similaridade entre elas (homologia) em
colaboracdo com Nunes (comunicacdo pessoal). Desta forma, foi possivel determinar alguns
parametros, como, por exemplo, 0 nimero de aminoacidos de cada proteina, bem como scores
(pontuacdo do alinhamento 6timo), que nos indica o quanto o alinhamento tem posicdes

similares/idénticas levando-se em conta matches, mismatches e gaps (Tabela 5).

Tabela 5 - Resultados de alinhamento global realizado entre F. varia, A. mellifera e M. quadrifasciata,
indicando quantidade de aminoéacidos (aa) de cada sequéncia e valores de score.

Fonte: Da autora.

Gene Aminoacidos Aminodcidos Aminoacidos Score - F. varia Score - F. varia

(F.varia)  (A. mellifera) (M. x A. mellifera X M.
quadrifasciata) guadrifasciata)

Amci 81 85 81 61 75
Amd 500 539 498 83 91
Espin-like 542 787 731 57 78
Hex110 926 1010 855 68 78
Hex70b 681 683 686 72 93
Hex70c 686 686 755 73 89
SPH41 769 774 731 57 78
Spz2 526 573 573 73 87
Takeout 251 251 251 92 98

Nossos resultados mostraram que as 9 sequéncias proteicas possuem score maior entre
F. varia e M. quadrifasciata quando comparadas a F. varia e A. mellifera, indicando que estes
transcritos sdo mais similares entre as espécies sem ferrdo, e, portanto, mais conservadas. O
gene takeout possui 0 mesmo nimero de aminoécidos (251 aa) entre as trés espécies, € é 0
gene com maior similaridade entre F. varia e M. quadrifasciata e F. varia e A. mellifera
(score = 98 e 92, respectivamente). A hex110 é o gene que possui maior gquantidade de
aminoacidos nas trés espéecies, sendo 1010 aa presentes em A. mellifera, 926 aa em F. varia e
455 aa em M. quadrifasciata. Além disso, atraves da ferramenta COBALT (disponivel em:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?CMD=Web) foi possivel realizar um

alinhamento multiplo das sequéncias, que, quando comparadas, sdo incorporadas em um
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Unico alinhamento multiplo progressivo (PAPADOPOULOQOS; AGARWALA, 2007); estes

resultados estdo no Anexo, em vermelho.

5.4 TESTE DE PRIMERS POR PCR CONVENCIONAL E ELETROFORESE EM GEL DE
AGAROSE

Com o objetivo de determinar os niveis de transcricdo dos nove genes neurogénicos
aqui estudados, realizamos testes de temperatura de pareamento dos primers especificos por
meio de PCR convencional. Foram testadas as temperaturas de 54°C, 56°C e 58°C e
posteriormente utilizou-se a eletroforese em gel de agarose 3% para visualizagdo dos
resultados. O cDNA para estas analises foi obtido do corpo inteiro de operarias recém
emergidas. EXPLCIAR PQ DECIDI USAR REAL TIME

As primeiras colunas da figura a seguir (Figura 14) correspondem ao marcador de
tamanho molecular. Foi observado um padrdo claro e Unico de bandas para o gene amci,
sendo esperado um tamanho de amplicon de 177 pb; porém, a banda obtida se encontra em
~300 pb, 0 que pode ser explicado pelo fato de que a anotagdo génica dos genes neurogénicos
é uma predicdo, podendo haver alguns erros minimos que explicam este tamanho de amplicon
ndo condizente. Neste caso, é apropriado que facamos o sequenciamento destes fragmentos. O
mesmo ocorreu com os genes hex70b (amplicon = 189 pb; no gel = ~200 pb) e SPH41
(amplicon = 196 pb; no gel = ~250pb). Para os genes amd (153 pb), espin-like (161 pb),
hex70c (161 pb), spz2 (145 pb), e takeout (170 pb), as bandas obtidas possuiam o tamanho
esperado. A hex110 (153 pb) apresentou uma segunda banda, indicando que talvez possa
existir uma isoforma deste gene no nosso modelo de estudo F. varia. Para confirmar se isto é
verdadeiro, é preciso realizar uma analise de sequenciamento da mesma. FALAR DO
TAMANHO DO AMPLICON DIFERENTE
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Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose 3% de produtos de amplificacdo de fragmentos de cDNA dos 9 genes
neurogénicos estudados. O DNA complementar foi sintetizado a partir de RNA total de corpo inteiro
de operérias. L — Ladder; B — controle (auséncia de cDNA). Ciclos de qPCR = 40; tempo de corrida =
60 minutos; quantidade de material em cada poco = 20 pL (amostras com 0,5 pL de SYBR Green | e
2 UL de loading buffer).

Fonte: Da autora.

5.5 TESTE DE EFICIENCIA DE PRIMERS PARA gPCR

Para a aplicagdo de RT-qPCR nos experimentos de quantificacdo de niveis de
transcricdo, primeiramente testamos se 0s primers desenhados possuiam eficiéncia
comparavel (Figura 15). A partir da amplificacdo dos produtos, os valores de Slope,
fornecidos apds a construcdo de uma curva de regressao linear (valores da curva padrao),
foram utilizados para a verificacdo da eficiéncia de amplificacdo dos primers (E; valor aceito:
de 90 a 110%) mediante a formula [E=10(-1/Slope)-1]. A especificidade dos produtos de PCR
foi confirmada mediante analise da curva de dissociacdo para cada amostra. R? é o fator de

correlacdo linear entre as concentracdes do produto amplificado e os valores de seus ciclos
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limitrofes (threshold cycle, Ct). Quanto mais R? esta préximo do valor 1, mais adequado. De

acordo com os dados obtidos, todos os primers possuem valores de slope, R? e eficiéncia

dentro do padrédo aceitavel, conforme mostra a tabela 6.

Tabela 6 - Parametros obtidos da curva de eficiéncia para cada um dos genes selecionados.

Fonte: Da autora.

Gene Slope R? Eff. (%0)
Hex110 3,155 0,991 107,471
Hex70b 3,287 0,989 101,474
Hex70c 3,185 0,998 106,031

Amd 3,507 0,998 92,827

Amci 3,086 0,997 110,879
Takeout 3,216 0,997 104,614

Spz2 3,402 0,983 96,768
SPH41 3,284 0,986 101,586

Espin-like 3,179 0,985 106,350
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Figura 15 - Curvas de melting dos nove genes neurogénicos escolhidos. Todas as curvas apresentaram um Gnico
pico, mostrando que o pares de primers utilizados possuem amplificacdo especifica: gene hex110,
com temperatura DE MELTING = 81°C; gene hex70b, com temperatura = 79°C; gene hex70c, com
temperatura = 83°C; gene amci, com temperatura = 83°C; gene amd, com temperatura = 79°C; gene
takeout, com temperarura = 79°C; gene SPH41, com temperatura = 78°C; gene spz2, com
temperatura = 78°C; |: gene espin-like, com temperatura = 84°C.

Fonte: Da autora.
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Transcrigao relativa

5.6 AS HEXAMERINAS 110, 70b E 70c SAO EXPRESSAS EM CEREBROS DE F. varia

Os experimentos de RT-gPCR nos permitiram primeiramente mostrar que 0S genes

hex110, hex70b e hex70c sdo expressos no cérebro de rainhas e operarias de F. varia. De

maneira geral, os perfis de expressao se repetem, onde em Pp 0s niveis de transcritos sdo mais

elevados em operarias; desta fase adiante, este nivel cai na casta trabalhadora, enquanto que

em rainhas sobem. Ademais, analisando-se o grafico de transcricdo relativa de acordo com a

fase de desenvolvimento (Figura 16) é possivel notar que na fase inicial do desenvolvimento

pupal (Pp) a hexamerina 110 ndo mostra diferenca estatistica entre rainhas e operarias,

seguindo assim até a fase Pbm e Re. J& a hex70b e a hex70c se encontram mais expressos no

cérebro de operarias na fase Pp, com diferenca estatistica significante. Em Pbm e Re ndo ha

diferenca significativa nos niveis de transcritos, ou seja, estatisticamente tanto a hex70b

guanto a hex70c possuem expressao semelhante nas duas castas de F. varia.
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Figura 16 - Niveis relativos de expressdo de hex110, hex70b e hex70c obtidos mediante PCR Tempo real em

diferentes estagios pupais em castas de F. varia. O eixo X representa 0s estadgios do
desenvolvimento analisados (para detalhes, ver Tabela 1). O eixo Y representa a quantidade de
expressao relativa do mMRNA das trés hexamerinas em relacdo ao gene referéncia rpl-32 (médias e
erros de 2 (-aacmy). Triplicatas técnicas e bioldgicas. Valores expressos como média = EPM. ANOVA
two way, seguida de pds-teste de Bonferroni. * p<0,05%. Fonte: Da autora.
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Transcrigao relativa

5.7 DEMAIS GENES ANALISADOS

Nossas analises acerca dos genes amd, espin-like e SPH41, genes estes relacionados a
atividade neuronal, estdo resumidas na figura 17. Pode-se observar que todos eles possuem
perfis de transcricdo relativa praticamente iguais, onde em Pp 0s niveis de transcritos sao
menores em operarias. Ainda em operaria, em Pbm, os transcritos de amd, espin-like e SPH41
aumentam, e voltam a cair em Re; em rainhas acontece o inverso. Porém, ndo houve
diferengas significantes entre rainhas e operarias no teste estatistico em nenhuma das fases

analisadas. Mesmo assim, a transcricdo destes trés genes é semelhante em ambas as castas.
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Figura 17 - Niveis relativos de expressdo de amd, espin-like e SPH41 obtidos mediante PCR Tempo real em
diferentes estadgios pupais em castas de F. varia. O eixo X representa 0s estadgios do
desenvolvimento analisados (para detalhes, ver Tabela 1). O eixo Y representa a quantidade de
expressao relativa do mRNA das trés hexamerinas em relacdo ao gene referéncia rpl-32 (médias e
erros de 2 (-aacm). Triplicatas técnicas e bioldgicas. Valores expressos como media + EPM. ANOVA
two way, seguida de pds-teste de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Transcrigao relativa

Os genes spz2 e takeout também estdo relacionados a atividade neuronal. Apesar de

ambos ndo apresentarem diferencas significativas entre rainhas e operérias nota-se que a

transcricdo do spz2 em operarias Pp segue em nivel inferior aos de rainhas, e 0 gene takeout,

em rainhas Pp e Pbm, apresenta taxa de expressdo baixissima. Com relacdo ao amci, gene este

envolvido na inibicdo de proteinas durante a neurogénese, existe diferenca significante em Pp

e Pbm, sendo este mais transcrito em cerebro de operarias nestas fases. Porém, em abelhas Re,

ndo houve diferencga significante entre as castas (Figura 18).
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Figura 18 - Niveis relativos de expressdo de spz2, takeout e amci obtidos mediante PCR Tempo real em diferentes

estagios pupais em castas de F. varia. O eixo X representa os estagios do desenvolvimento analisados
(para detalhes, ver Tabela 1). O eixo Y representa a quantidade de expressdo relativa do mRNA das
trés hexamerinas em relacdo ao gene referéncia rpl-32 (médias e erros de 2 (-aach). Triplicatas
técnicas e bioldgicas. Valores expressos como média + EPM. ANOVA two way, seguida de pds-teste
de Bonferroni. * p<0,05% ** p<0,01%.

Fonte: Da autora.
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6 DISCUSSAO
6.1 PRODUCAO ARTIFICIAL DE RAINHAS DE Frieseomelitta varia

Esta etapa foi de extrema importancia para o estudo, pois nos permitiu comparar como
ocorre a morfogénese e a expressao génica diferencial dos genes neurogénicos nas castas de
F. varia. Os experimentos para producdo de rainhas se iniciaram em 22/01/2018, no
Meliponario Experimental da Universidade de S&o Paulo, campus Ribeirdo Preto. Para
realizar as transferéncias nos baseamos no trabalho de Baptistella e colaboradores (2012), no
qual foram testadas algumas quantidades de alimento em transferéncias realizadas em
diferentes estacbes do ano, mostrando que o volume de 40 pL culminou em maior taxa de
rainhas nascidas. Experimentos realizados por Castro (2012) mostraram que para a espécie
nativa Tetragona clavipes (mais conhecida por bord) o volume adequado para o nascimento
de rainhas “in vitro” ¢ entre 60 pL e 110 pL. Deste modo, foi necessario replicar os
experimentos de Baptistella, realizados em 2012, com o intuito de definir este limiar de

volume larval para a producéo de rainhas em F. varia.

Cada célula de cria de uma coldnia de F. varia contém aproximadamente 26,70 + 3,55
pL de alimento larval para o desenvolvimento de uma operéria (BAPTISTELLA et al., 2012);
considerando que uma célula auxiliar apresente a mesma quantidade de alimento em seu
interior, acredita-se que a dose de alimento necessaria para a producdo de uma rainha talvez
seja o dobro desta quantidade. Os volumes de 30 e 40 uL. de alimento larval fornecidos em
nossos ensaios resultaram em maiores taxas de mortalidade das larvas, sendo que as larvas
restantes geraram poucas rainhas. Com 50 uL de alimento notamos uma grande taxa de
sobrevivéncia das larvas transferidas e nenhuma delas se desenvolveu em operéaria. Este
resultado foi exatamente o contrario do relatado por Baptistella et al (2012), onde nas
quantidades de 30 ¢ 40 uL (transferéncias realizadas em dezembro/fevereiro e abril/julho,
respectivamente) foi observada maior frequéncia de larvas diferenciadas em rainhas, e com 50

uL (transferéncias realizadas em agosto) houve mortalidade total das larvas.

E importante ressaltar que no estudo de 2012 foram utilizadas larvas na fase pré-
defecante, com caixa cefélica de tamanho 0,866 a 1,143 mm, enquanto que no nosso estudo
transferimos larvas L1, o primeiro estagio larval. Provavelmente, o fato de Baptistella e
colaboradores manusearem para as transferéncias larvas ja em L4 explicaria esta influéncia

negativa nas taxas de sobrevivéncia das crias transferidas. Larvas pré-defecantes sdo larvas
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tardias, e desta maneira, podem ter passado algumas horas sem se alimentarem; portanto,
quando ha o fornecimento de maior quantidade de alimento larval apds a fase de alimentacéo,
podem ocorrer perturbagdes na fisiologia deste individuo, ou entéo estas larvas simplesmente
se afogam no alimento extra, resultando na sua morte precoce. Além disso, estudos
demonstram que, em A. mellifera, as larvas necessitam de um periodo de recuperacdo
estimado em, pelo menos, 24 h apds a transferéncia (NUNES-SILVA et al., 2006), o que pode
ser igualmente aplicado para F. varia. Fatores climéaticos também podem ter interferido
diretamente no desenvolvimento larval (época seca e chuvosa, por exemplo). Desta forma,
larvas de F. varia transferidas ainda em L1 ou L2 sd&o mais aptas a concluirem seu
desenvolvimento, com taxas de sobrevivéncia mais elevadas. Estes dados nos fornecem
evidéncias de que maiores quantidades de alimento ainda no inicio do desenvolvimento ja
podem mediar o desenvolvimento em rainhas, gerando diferencas morfologicas entre as

castas.

6.2 AS OPERARIAS RECEM-EMERGIDAS POSSUEM VOLUME CEREBRAL E DE
NEUROPILAS ESQUERDAS MAIORES QUE RAINHAS

Através de analises morfométricas comparativas do volume total do cérebro das castas
de F. varia, foi verificado que, em Pp e Pbm, o cérebro de rainhas apresenta maior volume,
situacdo que se inverte em Re a favor das operérias. Barchuk e colaboradores (2017)
conduziram um estudo sobre area cerebral e obtiveram resultados semelhantes com a espécie
de abelha Apis mellifera. Notamos também que a partir de Pbm o volume cerebral de rainhas
vai diminuindo, culminando em cérebros maiores em operarias na fase Re. Sugerimos que em
rainhas de F. varia ocorram eventos de morte celular que se intensificam nos individuos
adulto-farato Pbl, fase apds Pbm e que antecede a fase Re. Em rainhas de A. mellifera ocorre
um padrdo de diminui¢do no tamanho cerebral, onde altos niveis de ecdisterdides seriam o
gatilho inicial para extensivos eventos de morte celular programada no cérebro. Na espécie M.
quadrifasciata (espécie nativa da qual se conhecem os titulos hormonais), os picos de
ecdisterdides de rainhas alcancam seus valores maximos mais precocemente do que as

operarias, sendo duas vezes maiores na casta reprodutora (PINTO et al., 2002).

De forma interessante, estudos feitos por nosso grupo de pesquisa mostraram 0s
possiveis efeitos dos niveis de expressdo do gene ECR, um receptor de ecdisterdides e suas

variantes (A e B), entre as castas de abelhas A. mellifera. Foi constatado que em todas as fases
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analisadas (Pw, Pp, e Pbm) os niveis de transcritos de ECR-A e ECR-B sempre eram mais
elevados em operarias (PAULA-JUNIOR, 2018). Diversos tecidos sofrem degeneracao
durante a metamorfose em respostas a presenca elevadas destes horménios na hemolinfa;
porém, em alguns tipos celulares e tecidos, esta elevacdo hormonal promove proliferacéo,
como ocorre nos discos imaginais, percussores de estruturas adultas (DAVIS et al.; 2005). No
tecido neuronal os ecdisteroides funcionam estimulando o crescimento, maturacdo e
neuritogénese (TRUMAN, 1996). No entanto, sdo necessarios estudos de expressdo génica
diferencial para verificar se ha diferencas casta-especificas nos niveis de transcricdo, e caso
haja, seria interessante usar metodos imunohistoquimicos com marcadores moleculares
especificos para identificar eventos de proliferacdo celular e morte celular programada para

determinar se tais processos ocorrem de forma silimar em F.varia.

Nossos resultados com relacdo aos CCs e aos CPs mostraram que as neuropilas
correspondentes ao hemisfério esquerdo sdo maiores em operarias se comparadas a rainhas.
De forma interessante, no inicio da fase pupal de A. mellifera (Pw, fase que antecede Pp), o
HJ e ecdisterdides se encontra em maiores niveis no cérebro de rainhas (RACHINSKY et al.,
1990; PINTO et al., 2002). Existe a ocorréncia de um padrdo de diminuicdo no tamanho
cerebral desta casta, onde altos niveis de ecdisterdides seriam o gatilho inicial para extensivos
eventos de morte celular programada no cérebro (Referéncia). Assumindo que estes mesmos
eventos ocorram em F. varia, pode ser uma explicacdo para o volume reduzido dos CCs de
rainhas. O HJ também tem funcdo de inibir a atividade mitética, especialmente nos
neuroblastos presentes nos CCs (MALUN et al., 2003), e desta forma, as operarias sdo

beneficiadas com maiores volumes dos CCs, especialmente os do hemisfério esquerdo.

Visto que as rainhas exercem uma Unica funcdo na colbnia, pode-se dizer que a
reducdo no grau de investimento dos CCs sdo caracteristicas desta casta (JULIAN;
GRONENBERG, 2002). Além disso, rainhas adultas apresentam uma reducdo de 30% nos
volumes das células de Kenyons dos CGs; curiosamente, elas também apresentaram baixos
titulos de HJ, ao contrario das operarias (ROBINSON et al., 1989; ROBINSON, 1992;
FAHRBACH et al., 1995). Novamente, estes resultados sugerem que os horménios (HJ +
ecdisterdides) sdo de fundamental importancia para a neurogénese destes insetos, ajudando a

modular estruturalmente as neurdpilas de rainhas e operéarias.

Experimentos demonstram que os CCs de rainhas sofrem mais morte celular do que
operérias (ROAT; CRUZ-LANDIM, 2008; ROAT; CRUZ-LANDIM, 2010; ROAT; CRUZ-
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LANDIM, 2011). Ainda de acordo com Roat & Cruz-Landim (2008), as diferencas
morfologicas mais marcantes encontradas entre as castas estdo na diferenciagdo das
neurdpilas cogumelares. Em operérias Pp, ja é clara a diferenciacdo entre o anel basal e o colo
do célice, enquanto que em rainhas 0 mesmo processo € mais evidente na fase Pb. Assim, é
possivel dizer que em rainhas ocorre uma diferenciacéo tardia das neurdpilas, o que poderia
ser relacionado a pequena quantidade de células de Kenyon.

O grau de investimento no tamanho relativo do tecido cerebral sempre serad
determinado pelas demandas cognitivas colocadas nesta regido (RATCLIFFE et al., 2006). De
fato, uma area de neurdpilas mais desenvolvidas permite as operarias realizarem de forma
eficiente suas tarefas dentro e fora da coldnia. Além disso, este resultado vai de acordo com
Hawse (1974), que determinou que existe uma relacdo entre o tamanho dos CCs e o grau de
socialidade dos insetos, onde uma estrutura social mais complexa exige CCs maiores e mais

organizados.

Quando se analisa os CPs de operérias, fica claro que existem diferencas no volume
desta estrutura com relacdo a rainha, favorecendo as primeiras, que pode ser atribuida a
quantidade de axdnios presentes nos peddnculos ou a presenca de axénios mais espessos em
operarias. Os estimulos de entrada estdo relacionados com o maior nimero de axonios,
enquanto que axbnios mais grossos sdo transmissores de estimulos mais rapidos
(CHAPMAN, 1998), resultando em respostas mais rapidas das operarias aos estimulos
recebidos. Assim, um corpo peduncular maior permite as operarias realizarem tarefas
complexas dentro da coldnia, sendo fundamental o maior desenvolvimento cerebral, ou seja,
das partes que respondem aos estimulos sensoriais, mais especificamente 0s corpos

pedunculares.

Sendo assim, nossa hipotese do cérebro social se aplica a espécie F. varia, uma vez
que essa se trata de uma espécie com alto grau de socialidade em que se observou o maior
volume cerebral em operédrias recém-emergidas, bem como corpos cogumelares e
pedunculares maiores, responsaveis pela memdria e cognicdo. O sistema nervoso destes
insetos é que gera e controla o comportamento. E esperado que comportamentos mais
complexos, como 0s que as operarias realizam na colbnia, sejam acompanhados por cérebros
e estruturas mais complexas (MICHENER, 1974).

Desta forma, encontramos que as diferencas no tamanho do cérebro entre rainhas e

operéarias em F. varia surgem apds a fase Pbm. Antes disso, mais especificamente em Pp, ndo
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encontramos diferenga no volume cerebral entre rainhas e operéarias. Em A. mellifera, o
cérebro de rainhas se mostra largamente maior do que o de operarias, com 0 aparecimento dos
primordios dos corpos pedunculares ainda em L4 (MODA et al., 2013). J4 em pupas, esse
mesmo Orgdo torna-se ativamente menor na casta reprodutora em valores absolutos
(BARCHUK et al., 2017), ocorrendo uma clara inversao do tamanho cerebral entre as castas.
Desde que, em F. varia, as larvas de rainhas consomem aproximadamente o dobro do que as
de operarias, é razoavel esperar que nesta espécie o desenvolvimento do cérebro também seja
maior em rainhas. Isto significaria que, de maneira semelhante ao que acontece em A.
mellifera, a metaformose permitiria o inicio de um shift morfogenético, de tal forma que
durante o estagio de pupa-farato as dimensdes do cérebro comecem favorecer as operarias.

Experimentos em andamento poderdo, eventualmente, confirmar esta hipotese.

6.3 A ASSIMETRIA CEREBRAL DURANTE A NEUROGENESE

De maneira geral, nossos achados sugerem a existéncia de assimetria cerebral em F.
varia (as diferencas ndo foram grandes o suficiente para serem detectadas no teste estatistico).
Diversos animais bilatérios apresentam um cérebro assimetrico (RIGOSI et al., 2015). As
funcBes cognitivas e processamento de estimulos sensoriais sdo consequéncias de um cérebro
lateralizado (CONCHA et al.,, 2012) e uma das vantagens da assimetria cerebral é a
otimizagdo dos circuitos neurais, processo que evita a funcdo dupla e promove o
processamento paralelo (ROGERS et al., 2013; VALLORTIGARA; ROGERS, 2005). Além
da lateralizacdo cerebral, existe também a comportamental, e ambas podem ser relacionadas
com as pressoes sociais seletivas (ANFORA et al., 2010). Apesar destas informacdes, quando
realizamos as analises morfométricas dos CCs e dos CPs com relacdo ao volume total do

cérebro, ndo encontramos de fato assimetria dos hemisférios em abelhas F. varia.

Um dos primeiros trabalhos acerca de assimetria durante o desenvolvimento foi feito
por Letzkus et al. (2006) e Rogers et al. (2008), que demonstraram que existe uma
lateralizacdo da aprendizagem olfatéria em abelhas A. mellifera, onde, através do teste do
reflexo da extensdo da probdscide (REP) e utilizando apenas uma antena, foi verificado que as
abelhas aprendem melhor com a antena do lado direito devido ao maior nimero de sensilas
presentes nelas em detrimento da antena esquerda (LETZKUS et al., 2006; ROGERS et al.,
2008). Resultado semelhante foi encontrado em Bombus terrestris (mamangaba), espécie na

qual também foi comprovada a existéncia de lateralizacdo na deteccdo de odor e na
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aprendizagem, que favorece a antena direita, onde foi detectada maior predominancia de
sensilas olfatérias (ANFORA et al., 2011). Além disso, existem dados que comprovam que a
lateralizagdo comportamental e na aprendizagem encontrada em abelhas tém sido associadas
com assimetrias corporais e eletrofisiolégicas a nivel periférico na via neural olfatéria
(FRASNELLI et al., 2010; LETZKUS et al., 2006).

Guo et al. (2016) utilizando ferramentas moleculares, fizeram comparagdes entre a
expressao génica entre os hemisférios esquerdo e direito. Os resultados revelaram que a
expressdo génica em cérebros de abelhas (RAINHAS OU OPERARIAS) também é
assimetrica, com o hemisfério direito apresentando cerca de 6% dos genes com nivel de
transcricdo 2 vezes mais elevados, exibindo assim maiores niveis de expressdo do que o
esquerdo. Este estudo também mostrou que durante a aprendizagem olfatoria, a memoria a
longo prazo é determinada pelo hemisfério esquerdo, e a aprendizagem e memdria a curto
prazo associadas ao hemisfério direito. De fato, as operarias dependeriam da potencializacao
da memdria a longo prazo, refletida na melhor aprendizagem. Desde que emergem as
operarias iniciam suas tarefas na colénia, que irdo se modificar de acordo com o tempo de
vida (polietismo etério); tais funcbes vdo desde a limpeza dos alvéolos até o forrageamento,
no qual muitas vezes as operarias necessitam percorrer longas distancias de voo, sendo
preciso uma boa memoria para a execu¢ao de seus encargos, visto as demandas cognitivas que
rodeiam esta casta durante todo o seu ciclo de vida. Em rainhas este investimento néo se faz

necessario.

6.4 ANALISE IN SILICO DOS GENES NEUROGENICOS

Os nove genes neurogénicos que foram utilizados neste projeto e o gene de referéncia
tiveram sua estrutura, nimero de éxons, intros e nimero de pares de bases presentes em cada
um deles determinados (Figura 13). Pela plataforma Artemis foi possivel identificar a
sequéncia de aminoacidos presente em cada uma das CDS de cada gene (através do arquivo
FASTA); estas sequéncias foram copiadas e foi feita a analise in silico destes genes através de
alinhamento local e global. O intuito destas analises foi comparar informacdes de sequéncias
biologicas primérias, permitindo assim que as sequéncias destas proteinas codificadoras de
cada gene fosse comparada com as de outras espécies, como A. mellifera, M. quadrifasciata,
D. melanogaster, H. sapiens, espéecies que possuem sequéncia gendmica disponibilizada e

servem de referéncia para a discussao da hipétese do cérebro social.
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Verificamos que dentre os 9 genes analisados, seis deles (hex110, hex70c, hex70b,
takeout, spz2, e espin-like) ndo possuem ortélogos em H. sapiens. Diferentemente, em A.
mellifera, D. melanogaster e M. quadrifasciata os E-value encontrados foram menores,
indicando que existe alto grau de conservacdo destes genes entre as espécies de insetos,

principalmente entre as espécies de abelhas nativas (F. varia x M. quadrifasciata).

Em humanos, a vacuolar protein sorting 13 homolog A — VPS13A possui E-value =
5.1. Neste caso, ndo podemos dizer que esta proteina é ortéloga em H. sapiens, pois o valor de
E ¢ alto. Pode ser que um pequeno dominio seja conservado entre as espécies. Esta proteina
estd envolvida na organizacdo e dindmica do citoesqueleto de actina (FOLLER et al., 2012;
SCHMIDT et al., 2013; HONISCH et al., 2015), e mutacbes em seu gene causam a doenca
neurodegenerativa coreia acantocitose (ChAc), caracterizada por gerar danos motores e
anormalidades comportamentais (DOBSON-STONE et al., 2002; SAIKI et al., 2007,
NEUTEL et al.,, 2012). J& a proteina ndo caracterizada cl1lorf95 (E-value = 5.4) em H.
sapiens, esta envolvida no aparecimento de ependimomas, uma classe de tumores que
acomete o sistema nervoso central. Este tipo de glioma geralmente ocorre entre a superficie
ventricular do cérebro e o canal central da medula espinal, ou nos hemisférios cerebrais
(DUNCAN; HOFFMAN, 1995; SCHIFF; WEN, 1995).

Em D. melanogaster a proteina ortdloga a hex110, larval serum protein 1 gamma —
LSP-1 (E-value = 2e-37) também se encontra armazenada na hemolinfa (ROBERTS et al.,
1977) e é extremamente importante para a formacgéo da cuticula (SMITH et al., 1981), alem
de acumular-se nas células do tenddo, ajudando na fixacdo dos musculos a cuticula subjacente
(GREEN et al., 2016). A proteina ortdloga da hex70b, larval serum protein 2 — LSP-2 (E-
value = 5e-112) participa do processo de producéo de ovos (MASSEY et al., 1997) e pode ser
encontrada no individuo adulto, sendo que no terceiro instar larval os transcritos da LSP-2 se
encontram acumulados uniformemente em todas as células do corpo gorduroso, enguanto que

na mosca adulta mais de 80% destes transcritos séo expressos no tecido adiposo da cabega.

Nossas analises de alinhamento global demonstraram altos score entre F. varia e A.
mellifera e mais ainda entre F. varia e M. quadrifasciata, indicando que estes genes sdo bem
conservados e provavelmente desempenham funcbes similares na neurogénese diferencial

destes animais.

Ja o gene spatzle 2, que possui ortdlogo nas espécies de insetos aqui citadas, pertence
a uma familia de proteinas chamadas de neurotrofinas (NTs), que desempenham papel
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fundamental na formacdo do sistema nervoso central e periférico (ZHU et al., 2008). Elas sdo
sintetizadas como precursores (proneurotrofinas) que, quando clivadas, garantem a
sobrevivéncia neuronal, orientacdo axonal e aumentam a plasticidade sinéptica neuronal por
meio da ativacao dos receptores de tirosina quinases (Trk) (LU et al., 2005; ZHU et al., 2005;
FOLDI et al, 2017). Além disso, as NTs controlam a proliferacdo celular e o
desenvolvimento dos neurdnios do SNC, a excitabilidade e a potenciacdo a longo prazo
(LTP), a base da memoria e do aprendizado (DAVIES, 2003; ZWEIFEL, 2005).

Experimentos de Coutinho-Budd et al. (2017) mostraram que o silenciamento da
neurotrofina causou mudancas no comportamento animal. Um estudo genético realizado em
2005 por Zhu e colaboradores também mostrou que o fator neurot6fico em Drosophila (DNT1
— ortéloga da spz2), quando silenciado, causa um aumento nas taxas de apoptose neuronal, € 0
ganho da DNT1 mantém a sobrevivéncia neuronal, resgatando a ocorréncia natural de morte
celular. Isto pode indicar a atuacdo do spz2 na manutencdo das sinapses, além de evidenciar
seu papel em manter a sobrevivéncia das células nervosas. Em humanos, um membro da
familia das neurotrofinas, o fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF) desempenha papel
de modulador da excitabilidade neuronal e plasticidade sinaptica (PEZET; MCMAHON,
2008). O BNDF também ¢é necessario para a transicdo da dor inflamatéria crénica para a
aguda (SIKANDAR et al., 2018). O gene correspondente ao BNDF e sua fungdo sao
altamente conservados entre os vertebrados durante o processo evolutivo, participando
também da formacdo de conexdes sinapticas apropriadas, e qualquer problema durante este

processo pode causar desordens nas funcdes cognitivas (COHEN-CORY et al., 2010).

O gene espin-like de F. varia possui ortdlogo nas espécies D. melanogaster (E-value =
2e-17), A. mellifera (E-value = 6e-156) e M. quadrifasciata (E-value = 0) mas ndo em H.
sapiens. Em Drosophila sdo proteinas de ligacdo a actina (OKENVE-RAMOS;
LLIMARGAS, 2014); em A. mellifera, o espin-like se encontra mais expresso em cérebros de
rainhas L3, onde provavelmente também participa da formacao inicial dos feixes de actina e
prolongamento dos axdnios, resultando assim no maior desenvolvimento do sistema nervoso
de larvas L3 de rainhas com relacdo as operarias (VIEIRA, 2014). J& o gene takeout possui
ortélogo em D. melanogaster (E-value = 5e-85), sendo predominantemente expresso em
machos, e analises filogenéticas demonstraram que este gene é extremamente conservado
entre as espécies de insetos, sugerindo que, evolutivamente, o takeout desempenha papeis
sexuais especificos no comportamento de acasalamento em machos de insetos no geral

(VANAPHAN et al., 2012).
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6.5 amci, amd E SPH41: POSSIVEIS ORTOLOGOS EM VERTEBRADOS

Verificamos que dentre os 9 genes analisados, trés deles (amci, amd e SPH41)
possuem baixos E-value entre F. varia e humanos, indicando que eles possuem dominios

conservados entre as espécies.

Notamos que os genes de abelhas que podem ser classificados como ortologos
funcionais em vertebrados sdo amci, amd e SPH41. O amd apresentou homologia entre F.
varia e H. sapiens, com E-value = 0.0 e ID = 49%. Seu ortdlogo é a enzima L-amino4cido
aromatico dercaboxilase (aromatic-L-amino acid decarboxylase — AAAD), também conhecida
como dopa descarboxilase — DDC (BRUNEAU et al., 1990). Em humanos a AAAD é
encontrada no SNC e no SNP (SCHERER et al., 1992), onde catalisa a sintese de dopamina e
serotonina, dois neurotransmissores importantes (CHRISTENSON et al., 1972). Esta enzima
também tem envolvimento em varias doencas neuroldgicas, como é o caso da doenga de
Parkinson, depressdo e esquizofrenia (HWU et al., 2012). O gene DDC (dopa descarboxilase)
possivelmente é um gene funcional para o autismo, ja que houve relatos de anormalidades no
sistema de neurotransmissao da serotonina em alguns individuos autistas (ANDERSON et al.,
1987; ABRAMSON et al., 1989; LEBOYER et al., 1999).

Em certas fases do desenvolvimento do cérebro, a estimulacdo adequada de dopamina
e serotonina sdo indispensaveis para o desenvolvimento motor e cognitivo adequados
(VERNEY; LEBRAND; GASPAR, 2002; GASPAR; CASES; MAROTEAUX, 2003). Além
disso, estes dois neurotransmissores sdo responsaveis pela modulacdo de fungdes neuronais, e
desenvolvimento neuronal, respectivamente (GASPAR; CASES; MAROTEAUX, 2003). Em
zebrafish (Danio renrio) a deficiéncia de AAAD gera reducdo no numero de neurdnios, bem
como aumento nas taxas de apoptose, causando assim uma diminui¢do do volume cerebral
durante a embriogénese (SHIH et al., 2013). Resultados semelhantes foram encontrados em
pacientes com hiperatividade ou déficit de atencdo, revelando que a funcdo dopaminérgica

insuficiente esta relacionada com a reducao no tamanho do cérebro (SWANSON et al., 2007).

Atualmente, j& se sabe que 0S mesmos neurotransmissores pesentes no cérebro
humano estdo presentes nos neurénios do cérebro de abelhas. S&o eles: acetilcolina (ACh),
glutamato, &cido gama-aminobutirico (GABA), bem como serotonina (5-HT) e dopamina
(DA) (GAUTHIER; GRUNEWALD, 2012). A DA e a 5-HT sdo conhecidas como aminas

biogénicas, e diversos estudos demonstram que aminas biogénicas estdo fortemente
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envolvidas na aprendizagem, modulando as funcgbes cerebrais de diversas formas nestes
insetos (SCHEINER; BAUMANN; BLENAU, 2006; GAUTHIER; GRUNEWALD, 2012).
Os neurotransmissores em abelhas também agem durante a recuperacdo e formacdo de
memoria, discriminacdo de odores, e aprendizagem associativa e ndo-associativa (STOPFER
etal, 1997; GAUTHIER, 2010; GAUTHIER; GRUNEWALD, 2012).

Neste contexto, é possivel que o amd em F. varia esteja envolvido na sintese de
neurotransmissores, especialmente dopamina e serotonina, participantes do desenvolvimento
do cérebro. Estas moléculas, portanto, funcionam como metabdlitos envolvidos em processos
nervosos e cognitivos de abelhas, e qualquer problema na transcricdio do amd poderia
acarretar desordens na memoria e cognicdo, alem de exercer efeito negativo em algumas
atividades que dependem do desenvolvimento motor normal, como, por exemplo, a orientacéo

do vbo para retornar para a colmeia.

O gene amci (chymiotripsin inhibitor) estd relacionado com a inibicdo de serinas
proteases. Sua proteina estd presente na hemolinfa larval de A. mellifera, a qual contém
peptideos que sdo responsaveis por inibir a funcéo catalitica de diversas serinas proteases com
especificidades distintas (POLANOWSKI et al., 1992). Em conjunto com o SPH41 (serine
protease homolog 41), este gene pode contribuir para o desenvolvimento diferencial entre as
castas durante os primeiros estagios de desenvolvimento larval (VIEIRA, 2014). Em D.
melanogaster, um mecanismo neuropeptidérgico especifico da fémea atua em neurdnios
quimiossensoriais periféricos para aumentar a preferéncia feminina por nutrientes essenciais,
de acordo com sua necessidade reprodutiva; esta modulagdo autocrina € feita pelo ortélogo de
amci na mosca, 0 myoinhibiting peptide precursor — MIP (HUSSAIN et al., 2016).

O gene amci nos indica E-value = 27e-04 e ID = 36%, enquanto que o SPH41 tem E-
value = 2e-45 e ID = 54%. A ort6loga da amci, de acordo com a tabela 4, é a mucin6. Esta é
uma glicoproteina de alto peso molecular produzida por diversos tecidos epiteliais; sua fungdo
é formar uma barreira mucosa insolivel que protege o limen do intestino (OHIA et al., 2017).
Ja no SNC, processos como neurogénese, inflamacdo e neurodegeneracdo parecem ser
mediados por glicoproteinas que interagem com lectinas enddgenas (LINNARTZ et al., 2012;
LOZANO et al., 2017). As mucinas também participam da glicosilacdo (O-glicosilacéo tipo
mucina) (LADERACH et al., 2010), processo no qual ocorrem modifica¢cbes importantes das
proteinas e lipidios, que irdo desempenhar diversas funcdes, como interacdo célula-célula,
adesdo e sinalizacdo celular (KLEENE; SCHACHNER, 2004). O-glicoproteinas apresentam
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em sua estrutura oligossacarideos covalentemente ligados a aminoacidos que contém cadeia
lateral com grupo hidroxilico, como serina (Ser) e treonina (Thr); as mucinas possuem
motivos repetidos ricos em residuos de Ser e Thr, que sdo sitios potenciais para abundante O-
glicosilacdo (HOLEMANN; SEEBERGER, 2004).

Estudos em Xenopus sugeriram a funcdo da O-glicosilacdo na via de sinalizacdo TGF-
B durante o desenvolvimento de vertebrados (HERR et al., 2008). TGF-$ ¢ uma superfamilia
de molecula sinalizadoras que excercem papel central na regulacdo no inicio da
embriogénese, oogénese e homesostase dos tecidos adultos (LUTZ; KNAUS, 2002; SHI;
MASSAGUE, 2003) O silenciamento de genes diretamente envolvidos na O-glicosilacdo
resultou na reducdo do tamanho cerebral e da medula espinhal, mostrando seus efeitos na
modificacdo de sinalizacdo TGF-B (HERR et al., 2008). A O-glicosilacdo também tem sido
associada a inflamagdes nos tecidos cerebrais na doenca de Alzheimer (GUEVARA et al.,
1998; ESPINOSA et al., 2001).

A ortologa a SPH41 e a plasma kallikrein (PK), também uma serina protease. A
calicreina cliva cininogénio para formar cinina, peptideos pré-inflamatérios que agem na
regulacdo da permeabilidade vascular, formacdo de edema, migracdo de células
transendoteliais e inflamacdo em diferentes 6rgaos apds lesdéo (MARCEAU; REGOLLI, 2004;
LEEB-LUNDBERG et al., 2005). O sistema calicreina-cinina esta presente no tecido cerebral
e em alguns tipos celulares presentes no SNC, como neurdnios, provavelmente servindo como
neuroprotecdo (CHEN et al, 2000; LIU et al., 2009); astrécitos, produzindo efeitos
inflamatdrios e aumentando a producdo de ROS (JEFTINIJA et al., 1996; KIM et al., 2010);
microglia, agindo em processos de inflamagdo e migracdo (FLEISHER-BERKOVICH et al.,
2010; IFUKU et al., 2007; NODA et al., 2003); oligodendrécitos, participando da liberacéo de
Ca®* intracelular (SIMPSON et al., 1997; STEPHENS et al., 1993) e células endoteliais
cerebrais, com efeitos a permeabilidade e aumento da inflamacdo (ABBOTT, 2000;
BORLONGAN; EMERICH, 2003).

As serina proteases foram alvos de alguns estudos que demonstram a funcéo
neuroprotetora das serina proteases apés algum tipo de lesdo ou apds quadros de hipoglicemia
e estresse oxidativo, pois aumenta o numero de células capazes de fornecer fatores
neurotroficos (CAVANAUGH et al., 1990; PINDON et al., 1998). No cérebro de humanos, a
tripsina e tripsina-like extrapancreaticas, como neuropsina, neurotripsina, neurosina,

mesotripsina/tripsina 1V, P22, participam do desenvolvimento neuronal, plasticidade,
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neurodegeneracdo e neuroregeneracdo no cérebro (GSCHWEND et al., 1997; SAWADA et
al., 2000).

A neurotripsina, outra serina protease neuronal, se encontra expressa em altos niveis
durante a formacéo do sistema nervoso, indicando seu papel na plasticidade neuronal tanto no
desenvolvimento quanto na vida adulta (WOLFER et al., 2001). Mutacdes da neurotripsina
estdo ligadas a retardo mental (MOLINARI et al., 2002), e isto somado a sua expressdo na
membrana pré-sinaptica das sinapses corticais reforcam seu papel de reguladora das funcdes
sinépticas adaptativas envolvidas na cognicdo (MIRANDA; LOMAS, 2006).

O SPH41 de F. varia possui uma proteina ortéloga em D. melanogaster, chamada de
masquerade (mas). Nas moscas, mas atua como um antagonista competitivo das serina
protease, fato este interessante, ja que a interacdo das serina proteases com seus inibidores €
fundamental para a regulacdo do crescimento dos neurdnios durante o desenvolvimento do
sistema nervoso (MONARD, 1988). A mas também se encontra expressa em determinados
tipos celulares que sdo importantes durante a embriogénese, e a perda de fungdo desta
proteina resulta em defeitos nas conectividades axonais dos neurbnios motores e axénios
sensoriais (MURUGASU-OEI et al., 1996).

Resumidamente, com base nos achados citados acima e considerando o processo de
neurogénese de F. varia, amci e SPH41 poderiam atuar na manutengdo e desenvolvimento
sistema nervoso ja no inicio da embriogénese. Poderiam também exercer papel protetor as
células cerebrais e participar de processos sinapticos, contribuindo assim para 0 processo de

cognigéo.

6.6 OS GENES hex70b E amci SAO MAIS TRANSCRITOS EM CEREBROS DE
OPERARIAS DURANTE O INICIO DO DESENVOLVIMENTO PUPAL

Nossos achados mostram que os trés genes de hexamerinas analisados (hex110, 70b e
70c) também se expressam no cérebro de abelhas F. varia, assim como em A. mellifera
(VIEIRA, 2014). O gene hex70b mostrou diferenca estatistica significante de transcricao entre
rainhas e operérias na fase inicial do desenvolvimento adulto-farato (Pp); ja hex70c tem maior
nivel de transcricdo em rainhas Pp. As hexamerinas sdo proteinas de armazenamento que
possuem 6 subunidades de 70 a 80 kDa. Em insetos holometabolos, elas sdo parcialmente
recapturadas da hemolinfa por endocitose mediada por um receptor no corpo gorduroso e
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armazenadas em granulos citoplasmaticos (TELFER; KUNKEL, 1991). Além de sua funcéao
como fornecedoras de aminoacidos para o desenvolvimento, as hexamerinas também sdo
componentes da cuticula em pupas e adultos (MUNN; GREVILLE, 1971; KANOST et al.,
1990).

No cérebro de formigas do género Diacamma, as hexamerinas parecem gerar
diferencas comportamentais e fisiologicas, que desencadeiam diferencas reprodutivas, sendo
consideradas relevantes na determinacdo de castas (OKADA et al., 2016). Ainda em
formigas, estes genes se encontram mais expressos em cerebros de rainhas recém-emergidas
em comparacdo com operarias. Dentre os himendpteros, a espécie de formiga Camponotus
destinatus foi alvo de um estudo que revelou que as hexamerinas sdo transcritas no Gltimo
instar larval, sendo elas notavelmente acumuladas em maiores niveis em rainhas adultas
(MARTINEZ; WHEELER, 1993).

Alguns estudos ja foram feitos em abelhas, especialmente A. mellifera, buscando
compreender o papel destas proteinas no cérebro, que ainda permanece indefinido. Ensaios de
imunolocaliza¢éo detectaram hex110 mais acumulada nos cérebros de operarias A. mellifera,
na fase L3, e na fase seguinte (L4) esta proteina também se mostram mais expressos nesta
casta, indicando que esta diferenca de expressdo pode contribuir para as caracteristicas
morfologicas distintas observadas entre o0s cérebros das castas nesta fase (VIEIRA,
comunicagdo pessoal). Além disso, hex110 se encontra consideravelmente mais ativo no

corpo gorduroso de operarias adultas em comparacdo a rainhas (MARTINS et al., 2010).

Martins e colaboradores (2010) sugerem que as hex70b e ex70c podem atuar na
formacg&o e endurecimento do exoesqueleto durante a metamorfose do adulto-farato, além de
servir como uma fonte de reserva de aminoacidos para o desenvolvimento adulto, por serem
hexamerinas ricas em metionina. Assim, pode ser que haja a utilizacdo das hexamerinas em
processos especificos, e que elas ajam como possiveis reguladoras no desenvolvimento do
sistema nervoso ou em alguns processos que ocorrem no SNC.  Em  gafanhotos e em
termitas Reticulitermes flavipes, as hexamerinas participam da diferenciagcdo de castas em
conjunto com o horménio juvenil (HJ) por se ligarem a este hormdnio, intervindo assim na
sua sinalizacdo (BRAUN; WYATT, 1996; ZHOU et al., 2006). De forma interessante, as
maiores diferencas nos niveis de expressdo dos genes hexamerinas, em A. mellifera, ocorrem
na fase de alimentacdo do 5° instar larval, onde se observa maior nivel de expressdo das

hexamerinas hex110, 70b e 70c em operérias e zangdes do que em rainhas (MARTINS et al.,
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2010). Ja se sabe que os titulos de HJ diferem entre as castas/sexo de abelhas meliferas, sendo
maiores em rainhas quando comparadas com operarias e zangdes (REMBOLD, 1987;
RACHINSKY et al., 1990). Além disso, o HJ atua como mediador das diferengas de castas,
onde altos titulos de HJ gerardo o fendtipo de rainhas, enquanto que baixos titulos induzirdo o
desenvolvimento de operarias (WIRTZ; BEETSMA, 1972; REMBOLD et al., 1974). Ha,
portanto, uma relacdo inversa entre 0s niveis de expressdo de hexamerinas e os titulos de HJ
em A. mellifera, sugerindo que as hexamerinas também sdo moléculas de ligacdo ao HJ em
abelhas (VIEIRA, 2014). Desta maneira, pode ser que tanto em A. mellifera quanto em F.
varia, as hexamerinas sejam proteinas que modulam a disponibilidade do HJ, e, portanto,
regulam a plasticidade fenotitipa mediada por este horménio, contribuindo para a organizagao

social e para as diferencas observadas entre rainhas e operarias.

Como o nivel de transcricdo de hex70b se mostra maior em cérebros de
operarias na fase inicial do desenvolvimento adulto-farato (Pp) em compara¢do com amostras
de rainhas na mesma fase, sugerimos que esta proteina, em F. varia, guia o desenvolvimento
de operarias mesmo nas fases pos-larva. Interessantemente, o perfil de transcricdo de hex70b é
oposto a dindmica morfoldgica do cérebro (Figura 9). O estudo de Vieira (2014) revelou ainda
que hex110, hex70b e 70c sdo mais expressos em cérebros de operarias na fase inicial de
alimentacdo (L3), indicando que estes genes sdo importantes no desenvolvimento de
caracteres de operarias. No entanto, hex70c é mais transcrito em rainhas Pp em comparagéo
com operarias. Um estudo de Danty e colaboradores (1998) demonstrou que hex70c e hex70b
ja foram identificadas em operarias de A. mellifera no momento em que elas emergem; ja em
rainhas ambas as hexamerinas ainda permanecem em adultas de 4 dias de idade. Assim, as
diferencas nos padrfes de expressdo das hexamerinas indicam uma regulacao casta-especifica

destas proteinas.

Ademais, sd0 necessarios estudos neurogénicos tendo as fases larvais de F. varia
como alvo para verificar se nesta abelha nativa as hexamerinas seguem o0 mesmo padrao de
expressdo que foi proposto para A. mellifera no inicio do desenvolvimento. De acordo com
Danty e colaboradores (1998), tracos de Hex70b e Hex70c ainda estdo presentes em operéarias
de A. mellifera no momento da emergéncia, mas ndo no adulto de 4 dias de idade; nas rainhas,
a concentracdo na hemolinfa dessas proteinas diminui gradualmente, mas Hex70b ou Hex70c
ainda estdo presentes em adultos com quatro dias de idade (DANTY et al., 1998)Em conjunto,
as diferencas no padréo de expressdo das hexamerinas sugerem uma regulacdo especifica de

casta da sintese e utilizacdo da hexamerina ao longo do desenvolvimento.
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Ja 0 gene amci (chymotripsin inhibitor) é notavelmente mais transcrito no cérebro de
operarias em Pp, e permanece assim até Pbm, com diferenca estatistica significante. Este
gene, como mencionado, estd relacionado com a inibicdo de serina proteases. As serina
proteases sdo assim chamadas devido a natureza quimica do seu sitio catalitico, podendo
apresentar residuos dos aminoacidos serina, histidina e aspartato, e estdo envolvidas na
catalise enzimatica (BARRET; RAWLINGS, 1995; BARRET et al., 1998).(colocar pra cima)
No cérebro, as serina proteases regulam a plasticidade sinaptica (MADANI et al., 1999;
CANNON et al., 2005, 2006; CHOI et al., 2005). Os inibidores de serina proteases, ou
Serpins, sdo moléculas que controlam as a¢fes das serina proteases; assim, as proteases e seus
inibidores exercem importante papel no desenvolvimento neuronal e manutengédo do sistema
nervoso (MIRANDA; LOMAS, 2006).

Em camundongos, um tipo de serina protease é expresso principalmente nos neurénios
do sistema limbico adulto. Seus niveis de expressdo mudam apds a estimulagdo elétrica,
mostrando seu papel na plasticidade do hipocampo relacionada a aprendizagem, memoria e
cognicdo (CHEN et al., 1995; SUZUKI et al., 1995). Estudos sugerem também que serina
proteases regulam a potenciacdo a longo prazo, a conectividade sinaptica, crescimento
neuronal e fasciculagdo do hipocampo (KOMAI et al., 2000; HIRATA et al., 2001; OKA et
al., 2002). Em abelhas A. mellifera as serinas proteases com dominio de tripsina-like sdo mais
expressas no cérebro de larvas L3 de rainhas do que de operéarias (VIEIRA, 2014). Em D.
melanogaster, uma serina protease desempenha papel na estimulacdo da orientacdo axonal
(MURUGASU-OEI et al., 1996).

Como encontramos que em Pp e Pbm os niveis de transcritos do amci sdo maiores em
operarias, isto evidencia o papel das serina proteases durante a formacao do sistema nervoso e
consequentemente na plasticidade neuronal, além da manutencdo do sistema nervoso,
podendo este gene contribuir para o maior desenvolvimento do cérebro de operéarias na fase
inicial desenvolvimento adulto-farato (Pp), bem como na fase tardia (Pbm), o que poderia
explicar o maior volume cerebral desta casta. Além disso, 0 amci poderia agir como regulador
das funcBes sinapticas envolvidas na cognicdo, possibilitando o maior desenvolvimento
também dos CCE e CPE de opeérias, pois elas necessitam de memodria e cognigdo

melhoradas, visto suas fungdes na colbnia.

De forma geral, nossos resultados revelam que dentre os 9 genes utilizados neste

estudo, 3 deles mostram niveis de transcri¢do significativamente diferentes entre as castas em
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alguma fase do desenvolvimento, hex70b, hex70c e amci (hex110 parece seguir 0 mesmo
padrdo). O hex70b possui maior nivel de transcricdo relativa em operéarias do que em rainhas
na fase Pp; ao contrério, hex70c demonstra nivel de transcricdo mais elevado em rainhas Pp.
O amci € notavelmente mais transcrito no cérebro de operarias em Pp, e permanece assim até
Pbm, com diferenca estatistica significante. Nota-se que, a partir de Pbm, estes genes tém sua
expressdo diminuida em operarias nas fases subsequentes do desenvolvimento, e se elevam

em rainhas.
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7 CONCLUSOES

Considerando nossos resultados morfométricos e as andlises sobre 0s genes
neurogénicos, pudemos mostrar que a hipétese do cérebro social se aplica a espécie F. varia,
que se trata de uma espécie com alto grau de socialidade, em que se observou o maior volume
cerebral em operéarias recém-emergidas, bem como corpos cogumelares e pedunculares. Em
A. mellifera, a diferenca nutricional existente promove a geracdo de titulos hormonais
distintos (ecdisteroides), responséveis por iniciar extensivos eventos de morte celular no
cérebro, o que explicaria esta diferenca nos volumes cerebrais de rainhas e operarias. Pode ser
que a quantidade de alimento ingerido pelas larvas, em F. varia, desencadeie processo
semelhante. Também mostramos que as neurdpilas do hemisfério esquerdo parecem ser
maiores em volume em operarias, refletindo assim as necessidades dessa casta em possuir
uma potencializacdo da memoria a longo prazo, o que pode permitir maior capacidade de
aprendizagem e comunicacdo. Com relacdo aos genes neurogénicos, trés deles (amci, amd e
SPH41) parecem possuir ortdlogos em vertebrados. Estes genes podem atuar na manutencéo e
desenvolvimento do sistema nervoso ja no inicio da embriogénese, e na sintese de metabolitos
envolvidos em processos nervosos e cognitivos de abelhas, como dopamina e serotonina.
Nossos dados moleculares revelaram que hex70b é mais transcrito no cérebro de operarias no
inicio do desenvolvimento pupal (Pp), e hex70c é mais expresso em rainhas na mesma fase,
sugerindo que suas respectivas proteinas, em F. varia, guiam o desenvolvimento mesmo nas
fases pés-larva; o amci também se mostrou mais expresso em operarias Pp, permanecendo
assim até Pbm. Este resultado evidencia o papel das serina proteases durante a formacdo do
sistema nervoso e processos nervosos, podendo este gene contribuir para o maior
desenvolvimento do cérebro de operéarias e possivelmente participando como regulador das
funcbes sindpticas necessarias para o desenvolvimento e melhoramento da cognicdo em

operarias.
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ANEXO A — Analises de alinhamento global e alinhamento multiplo realizados entre as
espécies Frieseomelitta varia, Apis mellifera e Melipona quadrifasciata.

Amci

>XP 001121077.2 chymotrypsin inhibitor [Apis mellifera] - 85 aa
MTRIITIFVLLAATIAYSNAYPDGSPENEDVKCDVNEEFTSCGSECVDTCEKPASPICNLKCVIGCQCKPG
FVRNRESKCVLTRDC

>Amci - Fvarll607-1.2 - modificdo/anotado - 81 aa
MINVITVASFHLLLAIVYDLAHPEASHKCGPNEEFKQCGSPCVDTCEKPASPICTLRCEVG
CQCKPGYVRNRONQCVLTREC

>K0X80259.1 Chymotrypsin inhibitor [Melipona quadrifasciata] - 81 aa

MARAVVLLLLVVAIAYSTLAHPEASQKCGPNEEFKSCGSPCVDTCEKPASPICTLRCEVGCQCKSGYVRN

RONQCVLTRDC

Sequence 1: XP 001121077.2 85 aa
Sequence 2: Amci 81l aa
Sequence 3: KOX80259.1 81l aa

Start of Pairwise alignments

Aligning...
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Sequences (1:2) Aligned. _

Sequences (1:3) Aligned. Score: 6l

Sequences (2:3) Aligned. _

SCQCKPGEFVRNRESKCV
CKPGYVRNRONQ
CQCKSGYVRNRQNQCV

80
76
76

LTRDC 85
LTREC 81
LTRDC 81
Amd

>XP 006563197.1 alpha-methyldopa hypersensitive protein [Apis mellifera] -
539 aa
MKHHCIVEKMMITIRTIHIRNNYYNQKLSFSIMETKDFIDFGKAAIELIANYTENLREMNVLPNVEPGYLS
KLLPEEAPQKPESWQEVLKDVERYILPGTTHWNSPNEFYAFYPTGNSYPAVIGDLLCNSIGGIGLSWISSP
VCTELEVIVMNWLGKSLALPDEFLNCNGSRGGGVIEGSASETTLLCLLTAKEQTVRYIKNLHPEWEEGET
KAKLVAYTSDQSNSSVEKGAKLASVIMKFLTTDEKYALRGETLLKAVKEDLKNGLIPCCVIATLGTTGTC
AFDNLKELGPICKEYNIWLHIDAAYAGSAFICPEYRYLMCGIEYADSENVNAHKWMLINFDCSLLWVKDS
KKFTEAFNVDRIYLKHNKPGLPDFRNWQISLGRRFRSLKVWEVLRIYGIEGIQNYIRHTITELAKMEFENYV
KSDSRFEMITERSMGLCCFRIKGDDCLTKELIDRLTNGKKIFVTAGMCRDKIIVREVVGCRLSREEDITE
AWREITSHTTEILKSLKHSPVKEESFKSTNDIVTRIECLNLESKTQKIT

>Amd - Fvar03401-1.2 - 500 aa
MDTKDFIDFGKAVIDFVANYTETLREKNVLPNVEPRYLENLLPEKAPQKPESWQEVFKDVERY IMPGMTHWNSPQ
FHAFYPTGNSYPAITIGDITIANGFGCIGLSWISSPACTELEMIMMNWLGKLLGLPKQFLSSNEGFGGGVIQGSASE
VTLLCLTIASREQATLCTKRLHPELDEAITKTKLIAYASDOQSNSSVERGALLASVPIRLLPTDDKCALRGETLLKA
VKEDLKKGLIPCCVIANLGTTGTCAFDNLVELGPICKEYNMWLHIDAAYAGAAFACPEYRHLMSGIEYADSENVN
AHKWLLTTQQRYDTIKRNCFRLKDSRKLVEACSVDRIYLKHDKQGLIPDYRNWQIPLGRRFRSLKVWEVLRLYGV
EGIQQYIRRSIQLAEMFENYVKSDSRFELVTERVLSLVCFRMKGD
NOQLTQELINRVTVRRKIYITAATYREKLIVRLVIGSRLTREDDVMFAWNEITSQATEILRTVTPPLEKVSDNSLE
TQLWONQKV

>KOX75704.1 alpha-methyldopa hypersensitive protein [Melipona quadrifasciatal-
498 aa
MDTKDFIDFGKATIDFVANYVETLREKNVLPDVEPRYLENLLPEKAPQKPESWQEVLKDVERYILPGMTHWISPH
FHAFYPTANSYPAIVGDILCNSLTCMGLSWIASPACTELEMIMMNWLGKLLGLPKQFLSSNEGFGGGVIQGSASE
ITLLCSIAAREQTTLRTKQLHPDLDEATIKTKLVAYASDOSNSSVERSALLASVPIRLLSTDDKCALRGETLLKA
IKEDLKKGLIPCYVVANLGTTGTCAFDNLVELGPICEEYNMWLHIDAAYAGAAFACPEYRHFMSGVEYADSENVN
AHKWLLINFDCSLLWLKDSRKLVESCNVDRIYLKHDKQGLIPDYRNWQISLGRRFRSLKVWEVLRTYGVEGIQQH
IRHDIQLAKMFENYVKSDSRFELVTERSLSLVCFRMKGDNQLTQE
LINCLTARRKIYIVVATYREKLIARFVIGSRLCREEDITFAWDEITSQATEILRSVTPPLEEGSEESLKTRLWON
QKV

Sequence 1: XP 006563197.1 539 aa
Sequence 2: Amd 500 aa
Sequence 3: KOX75704.1 498 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...
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Sequences (1:2) Aligned. _

Sequences (1:3) Aligned. Score: 84

Sequences (2:3) Aligned. _

[31]METKDFIDFGKAAIELIANYTENLREMNVLPNVEPGYLSKLLPEEAPQKPESWQEVLKDVERYILPGTTHWNSPNF
MDTKDFIDFGKAVIDFVANYTETLREKNVLPNVEPRYLENLLPEKAPQKPESWQEVFKDVERY IMPGMTHWNSPQF
MDTKDFIDFGKATIDFVANYVETLREKNVLPDVEPRYLENLLPEKAPQKPESWQEVLKDVERYILPGMTHWISPHFE

YAFYPTGNSYPAVIGDLLCNSIGGIGLSWISSPVCTELEVIVMNWLGKSLALPDEFLNCNGSRGGGVIEGSASETTLLCL
HAFYPTGNSYPAIIGDIIANGFGCIGLSWISSPACTELEMIMMNWLGKLLGLPKQFLSSNEGFGGGVIQGSASEVTLLCL
HAFYPTANSYPAIVGDILCNSLTCMGLSWIASPACTELEMIMMNWLGKLLGLPKQFLSSNEGFGGGVIQGSASEITLLCS

LTAKEQTVRYIKNLHPEWEEGFIKAKLVAYTSDQSNSSVEKGAKLASVIMKFLTTDEKYALRGETLLKAVKEDLKNGLIP
IASREQATLCTKRLHPELDEAIIKTKLIAYASDQSNSSVERGALLASVPIRLLPTDDKCALRGETLLKAVKEDLKKGLIP
IAAREQTTLRTKQLHPDLDEAIIKTKLVAYASDQSNSSVERSALLASVPIRLLSTDDKCALRGETLLKAIKEDLKKGLIP

CCVIATLGTTGTCAFDNLKELGPICKEYNIWLHIDAAYAGSAFICPEYRYLMCGIEYADSENVNAHKWMLI ---NEDC--
CCVIANLGTTGTCAFDNLVELGPICKEYNMWLHIDAAYAGAAFACPEYRHLMSGIEYADSENVNAHKWLLIiggRYDTik
CYVVANLGTTGTCAFDNLVELGPICEEYNMWLHIDAAYAGAAFACPEYRHFMSGVEYADSENVNAHKWLLI---NEDC--

—SLLWVKDSKKFTEAFNVDRIYLKHNKPGL-PDFRNWQISLGRRFRSLKVWEVLRIYGIEGIQONYIRHTIELAKMFENYV
rNCFRLKDSRKLVEACSVDRIYLKHDKQGLIPDYRNWQIPLGRRFRSLKVWEVLRLYGVEGIQQYIRRSIQLAEMFENYV
SLLWLKDSRKLVESCNVDRIYLKHDKQGLIPDYRNWQISLGRRFRSLKVWEVLRTYGVEGIQQHIRHDIQLAKMFENYV

KSDSRFEMITERSMGLCCFRIKGDDCLTKELIDRLTNGKKIFVTAGMCRDKIIVRFVVGCRLSREEDITFAWREITSHTT
KSDSRFELVTERVLSLVCFRMKGDNQLTQELINRVTVRRKIYITAATYREKLIVRLVIGSRLTREDDVMFAWNEITSQAT
KSDSRFELVTERSLSLVCFRMKGDNQLTQELINCLTARRKIYIVVATYREKLIARFVIGSRLCREEDITFAWDEITSQAT
EILKSLKhSPVKEESfkSTNDIVTRIE [6]KTQKIt 539

EILRTV--TPPLEKV--SDNSLETQLW ONQKV- 504
EILRSV--TPPLEEG--SEESLKTRLW ONQKV- 498

Hexamerin 70b

>NP 001011600.1 hexamerin 70b precursor [Apis mellifera] - 683

MIVIMKAGFLFLASLCLLVQAVPNKVADKTYVTROKNIYELFWHVDOPTVYHPELYQKARTEFNLVENLDN
YNDKEAVNEFMOLLKHGMLPRGQVEFTMMNKEMRHQAVVLFRLLYSAKTEFDVEYNTAVWAREFNVNEQMYLY
ALSVAVIHRPDTKLMKLPPMYEVMPHLYFNDEVMOKAYNIAMGDTADMKKTYNNIDYYLLAANYTGWYLT
KHNVPEQRLNYFTEDVGLNHFYFMLNHNYPPFMLSNSLNFPQIRGEFYFFLHKQVLNRYYLERLSNDMGE
VSYVSLDHPIPTGYYPTMRFRNGLAFPQRETGATVPLHMOKYVOMIHDLHTRISTAIDLGYVVDSYGNHV
KLYTKQGLNVLGNIVQGNGDSVNVQLYGQLDLLVRKVLGFGYESNVKYQVVPSALOMWSTSLRDPVEEFST
YKTILDYYHKYKENLPKYTTEELNFPGVSIESVIVDKLITYFDHFESMLNNGVSIQSHAKAKNTMIKARQ
YRLNHKPFTYHIVVNSDKNVKGMVRIFLGPKYDEFGHEVDLVHNYMNEMOMDEEFVVNLKSGSNTIERNSH

ESVEVVPDEVPSDVLYNRLVVSEDGSETFKYSSQPYGFPERLLLPKGKKEGMPYNVLVVVSPEDDSNVVQ

IDSPVWGRHIYDGRAMGFPLDKPVDPLLLVLSNIHVKEVLVHHREMEELNVAL
>Hex70b - Fvarll973-1.2 modificado/anotado - 681 aa
MKLALVILASFCLLAQAVQQLPSQVADKTYLVROKNIYELFWHVDOQPTVYHPELYQKART
FNILENVANYNDOQKAVKEFVQLLNHGMLPRGQVFTMMNREMRHQAVVLEFRVLLSAKTEFDM
FYHTAVWARENVNELMYVYSLSTIAMIHRPDTRMMKLPPMYEVVPHLEFENDDVMORSYNIA

MGDTAGVKKTVGGVEYYVLPANYSGWYTTRHNQPEQRLNYLTEDVGENSFYFMINHDHPP

107
76
76

187
156
156

267
236
236

342
316
311

420
396
390

500
476
470
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FMPASMLNTPQPRGEYYFFIHKQLLNRYNLERLSHNMGEINYVNVNRPIMTGYYPTMHLR
NGVSFTQRRTGTIVPSHMORHVOMLODLHTRLSNAIDAGEFVLDSQGNRVNIYTKDGLNIL
GNLVQGNADSVNLQYYGQLDLLMRKVFGLGSESNIRYQVVPSALHLWSTSMRDPVVESTIY
KTILDYYHRYKENLPKYTMEELSFPGVAVQSVTVDKLTTYFDHFESMLNNGMSVRSHKEA
RNTLIKARQYRLNHKPFTYHITVNSDRDTRSVVRIFLGPKQODEFGHEVDLIANYMNEFMOM
DEFLVDLKTGTNTIDRSSHESIFVVPDETPSDVLYKKLVTSLESGEVEFKYSTQPYGEFPDR
LILPRGTKDGMPYNLLVMVSPVDESNLVHIESPIWGRITSDGRPMGFPLDRPLNPLVNVP

NMHVTEVLVHHRDVEELNATV

>KOX67353.1 Hexamerin, partial [Melipona quadrifasciata] - 686 aa

IMAIMKLALVILASFCLLAQAVQQLPSQVADKTYLVROKNIYELFWHVDQPTVYHPELYQKARTENILEN

VANYNDQEAVKEFVQLLNHGMLPRGQVEFTMMNREMRHQAVVLFRVLHSAKTEFDVEYHTAVWARENVNELM

YVYSLSVAITHRPDTRMMKLPPMYEVVPHLEFNDDVMQRTYNIAMGDIAGVKKTVGGVEYYVLPTNYSGW

YTIRHNQPEQRLNYLTEDVGENTEFYFMINHDHPPFMPASMLNTPQTRGEYYFFIHKQLLNRYNLERLSHN

MGEISYVSVNRPIMTGYYPTMHEFRNGVSEFSQRKIGTVVPIHMOKHVOMIQDLHTRISNAIDAGEFILDSQG

NRVNIYTKDGLNILGNLVQGNADSVNLQYYGQLDVLMRKVEFGLGYESNIKYQVVPSALHLWSTSMRDPIV

FSIYKTILNYYHRYKENLPRYTTEELSFPGVNIQSVTVDKLTTYFDHFESMLNNGVSVRSHKEARNTLIK

ARQYRLNHKPEFTYHITVNSDRDTKGIVRIFLGPQODEFGHEVDLINNYMNFMOMDEFLVDLKTGTNTIDR

SSHESIFVVPDETPSDVLYKKLVTSLDGGETFKYSTQPYGFPDRLILPKGTKDGMPYNLLIVVSPVDESN

IVHIESPIWGRITNDGRPMGFPLDRPLNPLVINVPNMHVTEVLVHHRDVEELNATI

Sequence 1: NP 001011600.1 683 aa
Sequence 2: Hex70b 681 aa
Sequence 3: KOX67353.1 686 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. _

Sequences (1:3) Aligned. Score: 73

Sequences (2:3) Aligned. _

MIVIMKAGFLFLASLCLLVQAV---PNKVADKTYVTROQKNIYELFWHVDQPTVYHPELYQKARTEFNLVENLDNYNDKEAV
MKLALVILASFCLLAQAVQQLPSQVADKTYLVROKNIYELFWHVDQPTVYHPELYQKARTEFNILENVANYNDQKAV

IMAIMKLALVILASFCLLAQAVQQLPSQVADKTYLVROKNIYELFWHVDOQPTVYHPELYQKARTEFNILENVANYNDQEAV

NEFMQLLKHGMLPRGQVFTMMNKEMRHQAVVLFRLLYSAKTEFDVEYNTAVWARENVNEQMYLYALSVAVIHRPDTKLMKL

KEFVQLLNHGMLPRGQVFTMMNREMRHQAVVLFRVLLSAKTFDMEFYHTAVWARFNVNELMYVYSLSTAMIHRPDTRMMKL

77
76

80

156
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KEFVQLLNHGMLPRGQVFTMMNREMRHQAVVLFRVLHSAKTFDVFYHTAVWARFNVNELMYVYSLSVAITHRPDTRMMKL 160

PPMYEVMPHLYFNDEVMOKAYNIAMGDTADMKKTYNNIDYYLLAANYTGWYLTKHNVPEQRLNYFTEDVGLNHFYFMLNH 237
PPMYEVVPHLFENDDVMQORSYNIAMGDTAGVKKTVGGVEYYVLPANYSGWYTTRHNQPEQRLNYLTEDVGENSFYFMINH 236

PPMYEVVPHLFENDDVMQRTYNIAMGDIAGVKKTVGGVEYYVLPTNYSGWYTIRHNQPEQRLNYLTEDVGFNTFYFMINH 240

NYPPFMLSNSLNFPQIRGEFYFFLHKQVLNRYYLERLSNDMGEVSYVSLDHPIPTGYYPTMRFRNGLAFPOQRETGATVPL 317
DHPPFMPASMLNTPQPRGEYYFFIHKQLLNRYNLERLSHNMGEINYVNVNRPIMTGYYPTMHLRNGVSFTQRRTGTIVPS 316

DHPPFMPASMLNTPQTRGEYYFFIHKQLLNRYNLERLSHNMGEISYVSVNRPIMTGYYPTMHFRNGVSFSQRKIGTVVPI 320

HMQOKYVOMIHDLHTRISTAIDLGYVVDSYGNHVKLYTKQGLNVLGNIVQGNGDSVNVQLYGQLDLLVRKVLGEFGYESNVK 397
HMQORHVOMLODLHTRLSNAIDAGFVLDSQGNRVNIYTKDGLNILGNLVQGNADSVNLQYYGQLDLLMRKVFGLGSESNIR 396

HMOKHVOMIQDLHTRISNAIDAGFILDSQGNRVNIYTKDGLNILGNLVQGNADSVNLQYYGQLDVLMRKVFGLGYESNIK 400

YQVVPSALOMWSTSLRDPVFFSIYKTILDYYHKYKENLPKYTTEELNFPGVSIESVTIVDKLITYFDHFESMLNNGVSIQS 477
YQVVPSALHLWSTSMRDPVVFSIYKTILDYYHRYKENLPKYTMEELSFPGVAVQSVTVDKLTTYFDHFESMLNNGMSVRS 476

YQVVPSALHLWSTSMRDPIVFSIYKTILNYYHRYKENLPRYTTEELSFPGVNIQSVTVDKLTTYFDHFESMLNNGVSVRS 480

HAKAKNTMIKARQYRLNHKPFTYHIVVNSDKNVKGMVRIFLGPKYDEFGHEVDLVHNYMNFMOMDEFVVNLKSGSNTIER 557
HKEARNTLIKARQYRLNHKPFTYHITVNSDRDTRSVVRIFLGPKQDEFGHEVDLIANYMNFMOMDEFLVDLKTGTNTIDR 556

HKEARNTLIKARQYRLNHKPFTYHITVNSDRDTKGIVRIFLGPQQDEFGHEVDLINNYMNEMOMDEFLVDLKTGTNTIDR 560

NSHESVFVVPDEVPSDVLYNRLVVSEDGSETFKYSSQPYGFPERLLLPKGKKEGMPYNVLVVVSPEFDDSNVVQIDSPVWG 637
SSHESIFVVPDETPSDVLYKKLVTSLESGEVFKYSTQPYGFPDRLILPRGTKDGMPYNLLVMVSPVDESNLVHIESPIWG 636

SSHESIFVVPDETPSDVLYKKLVTSLDGGETFKYSTQPYGFPDRLILPKGTKDGMPYNLLIVVSPVDESNIVHIESPIWG 640

RHIYDGRAMGFPLDKPVDPLLLVLSNIHVKEVLVHHREMEELNVAL 683
RITSDGRPMGFPLDRPLNPLV-NVPNMHVTEVLVHHRDVEELNATV 681

RITNDGRPMGFPLDRPLNPLVINVPNMHVTEVLVHHRDVEELNATI 686

Hexamerin 70c

>NP 001092187.1 hexamerin 70c precursor [Apis mellifera] - 686 aa
MLSKVVLLVALAAICGAQGASYAGRHTADMDFLHKQKKIFDLLLYVRQADLSDAEWYDVGRNYDME SNMD
MYKDKNVVOKFLWWYKQGMEFLSRNATIFTPLNSEQKYEVRMLFELLYNAKDFQTFYKTAAWARLRMNSGMFE
TTAFSIAVLYRPDTKYMKFPAIYEIYPNYFFDSSVIEEAQNLKMSRGSSVVTGMNNIETYIVNTNYSSKN
MREYNDPEYKLDYFMEDVELNAYYYYMREMLPYWMSSSQYHMPKEIRGOLYYFLHKQLMTRYFLERMSND
LGKTAEFDWNKPINSGFYSTIMYSNGVTEFPOQRNREFSSLPYYKYKYLNVINALEMRLMDAIDSGYLIDEYG
KKIDIYTPEGLNMLGNVIEGSSDSINTKFYGMYDILARDILGYNFDFONKNNLIPSALQSYSTSMRDPAF

YMLYONILSYFLRYKKLOQPQYSQSELOMPGVKFESVNIDKLYTYFDKCDTLINNAVAVENFKGGMYLRLK
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ARRACMNYERFTYKININSDKETKGMMRIFLGPAFDEIKHDMVYLOKYEFYLFMEMDRFAVTLRPGSNSIE

ROSSESPFTTSTIMPSDIFYDKLNKAIGGSEPFTYSEKMLGFPERLILPRGKPEGMRYKMEFFFLSSMDES

NTKSYETITPLYGKMTLDDKVFGFPLDRPMWAWNEFTIPNMYFKDVFIYNRPNEESMNY
>Hex70c - Fvarl1973-1.2 modificado/anotado - 686 aa
MVKLTLLVALLGAICVVCGASLAGTRTADMDFLHKQKKIFDLLLYMKQTDLSDAEWYDTG
RNYNVETNIDMYRDKNVVQKFLWWWKQGMFLDQGAIFTPEFNSEQKYEMKMLFELEFYNAKD
FOQTFYKTASWARIHTNNGMFTSAFTAAVLYRNDCRYIRLPAIYEIYPNYFFDSGVIEEAQ
NLKMSRGSGAAAGMNNIETYLVMANYSSKYMTPYMDEEYKLDYFMEDVGINAYYYYMRQOM
FPFWMPSSKYSMPKDIRGQLYYFFHQQLLARYFLERMSNGLGKIEDEDWNKPIYPGYYST
MTYLNGVHFPORDRFSAIPYYKYKYLKEINALEFRIMNAIDSGYMLSETGKRLDLYTSEG
LNMLGNVIEGNADSCNNRFYGMYDALARDILGENFDFQONKNKVIPSVLQSYSTSMRDPAF
YMLYKKIVSYFLRYKKFQPQYSQSELQLPGVKFESVNIDKLYTFFDTCDTLINNAVSVEN
FKGGLYPRLKARRACLNYQPFTYNINIKSDKELKGTLRIFLGPAFDEVKQDAIYLQKYYF
YFVEMDRFPVKLRPGSNSIERHSSESFFTAPKOMSSEQYYEKLNKAISGSEPFTYTERIF
GFPERLTLPRGKPEGMRFKMFFFLSPLEEGGINTYELPLIGKLTYDGRPFGFPLDRPTWW
NETIPNMYFKDVYIYNRPYEKEKLNY

>KO0X67352.1 Arylphorin subunit alpha [Melipona quadrifasciata]

MLKLTLLVALLSAICVVHGASLAGTRTADMDEFLHKQKKIFDLLLYVKQTDLSDAEWYDIGRNYNVESNID
MYKDKNVVOKEFLWWWKQGMFLARDAIFTPENSEQKYEMKMLFELEYNAKDFQTFYKTASWARIQMNNGME
TSAFTVAVLYRNDCRYMRLPATIYEIYPNYFFDSGVIQEAQNLKMSRGESAAAGMNNIETYLVMANYSSNY
MMPYMDEEYKLDYFIEDVGINAYYYYMROMEPEFWMSSSKYSMPKEIRGOLYYFFHOQLLARYFLERMSNG
LGKIEDFDWNKPIYPGYYSTMTYLNGMHEFPOQRDRESAIPYYKYKYLKEINALEFRIMSAIDSGYLLDETG
KKINLYTPEGLNMLGNVIEGNADSCNSREYGMYDALARDILGENLDEFQNKNKVIPSVLQOSYSTSMRDPAF
YMLYKKIVSYFLRYKKFQPQYSQSELQLPGVKFESVNIDKLYTFEFDTCDTLINNAVSVENFKGGMYLRLK
ARHACLNYQPFTYNINIKSDKELKGTLRIFLGPAFDEVKQDAIYLOKYYSYFVEMDQFVEVLAATTLSVT
VETAPROMSSEQYYEKLNKAISGSEPFTYSERMFGFPERLTLPRGKPEGMRFKMFFFLSPLEGGSINTYE

LPMIGKVTYDGRPFGFPLDRPTWSWNETIPNMYFKDVYCLHLSNDLISEKLERLKNRESEAFPDVLGVSI

VKYWPAKHNSANLQRCIFSDLDNLDFTKYANKNVRFAGITVEFPSSRLTKARIAED

Sequence 1: NP _001092187.1 686 aa

Sequence 2: Hex70c 686 aa

Sequence 3: KOX67352.1 755 aa

Start of Pairwise alignments
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Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. ECOTeRINTS

Sequences (1:3) Aligned. Score: 72

Sequences (2:3) Aligned. SCoreINEs

MLsKVVLLVAL-AAICGAQGASYAGRHTADMDFLHKQKKIFDLLLYVRQADLSDAEWYDVGRNYDMESNMDMYKDKNVVQ 79
MV-KLTLLVALLGAICVVCGASLAGTRTADMDFLHKQKKIFDLLLYMKQTDLSDAEWYDTGRNYNVETNIDMYRDKNVVQ 79
ML-KLTLLVALLSAICVVHGASLAGTRTADMDFLHKQKKIFDLLLYVKQTDLSDAEWYDIGRNYNVESNIDMYKDKNVVQ 79
KFLWWYKQGMFLSRNAIFTPLNSEQKYEVRMLFELLYNAKDFQTFYKTAAWARLRMNSGMFTTAFSTIAVLYRPDTKYMKE 159
KFLWWWKQGMFLDQGAIFTPFNSEQKYEMKMLFELFYNAKDFQTFYKTASWARIHTNNGMFTSAFTAAVLYRNDCRYIRL 159
KFLWWWKQGMFLARDAIFTPFNSEQKYEMKMLFELFYNAKDFQTFYKTASWARIQMNNGMEFTSAFTVAVLYRNDCRYMRL 159
PAIYEIYPNYFFDSSVIEEAQNLKMSRGSSVVTGMNNIETYIVNTNYSSKNMREYNDPEYKLDYFMEDVELNAYYYYMRE 239
PAIYEIYPNYFFDSGVIEEAQNLKMSRGSGAAAGMNNIETYLVMANYSSKYMTPYMDEEYKLDYFMEDVGINAYYYYMRQ 239
PAIYEIYPNYFFDSGVIQEAQNLKMSRGFSAAAGMNNIETYLVMANYSSNYMMPYMDEEYKLDYFIEDVGINAYYYYMRQ 239
MLPYWMSSSQYHMPKEIRGQLYYFLHKQLMTRYFLERMSNDLGKTAEFDWNKPINSGFYSTIMYSNGVTFPOQRNRFSSLP 319
MEPFWMPSSKYSMPKDIRGOLYYFFHQQOLLARYFLERMSNGLGKIEDFDWNKPIYPGYYSTMTYLNGVHFPQRDRFSAIP 319
MEPFWMSSSKYSMPKEIRGQLYYFFHQQLLARYFLERMSNGLGKIEDFDWNKPIYPGYYSTMTYLNGMHFPQRDRFSAIP 319
YYKYKYLNVINALEMRLMDAIDSGYLIDEYGKKIDIYTPEGLNMLGNVIEGSSDSINTKFYGMYDILARDILGYNEFDFQON 399
YYKYKYLKEINALEFRIMNAIDSGYMLSETGKRLDLYTSEGLNMLGNVIEGNADSCNNRFYGMYDALARDILGENFDEQN 399
YYKYKYLKEINALEFRIMSAIDSGYLLDETGKKINLYTPEGLNMLGNVIEGNADSCNSRFYGMYDALARDILGENLDFQON 399
KNNLIPSALQSYSTSMRDPAFYMLYONILSYFLRYKKLQPQYSQSELOMPGVKFESVNIDKLYTYFDKCDTLINNAVAVE 479
KNKVIPSVLQSYSTSMRDPAFYMLYKKIVSYFLRYKKFQPQYSQSELQLPGVKFESVNIDKLYTFFDTCDTLINNAVSVE 479
KNKVIPSVLQSYSTSMRDPAFYMLYKKIVSYFLRYKKFQPQYSQSELQLPGVKFESVNIDKLYTFFDTCDTLINNAVSVE 479
NFKGGMYLRLKARRACMNYERFTYKININSDKETKGMMRIFLGPAFDEIKHDMVYLOKYFYLFMEMDRFAVTLRPGSNSI 559
NFKGGLYPRLKARRACLNYQPFTYNINIKSDKELKGTLRIFLGPAFDEVKQDAIYLQKYYFYFVEMDREFPVKLRPGSNSI 559
NFKGGMYLRLKARHACLNYQPFTYNINIKSDKELKGTLRIFLGPAFDEVKQDAIYLOKYYSYFVEMDQFVEVLAATTLSV 559
ERQSSESPFTTSTIMPSDIFYDKLNKAIGGSEPFTYSEKMLGFPERLILPRGKPEGMRYKMFFFLSSMDESNTKSYEIPL 639
ERHSSESFFTAPKQMSSEQYYEKLNKAISGSEPFTYTERIFGFPERLTLPRGKPEGMRFKMFFFLSPLEEGGINTYELPL 639
—————— TVETAPROMSSEQYYEKLNKAISGSEPFTYSERMFGFPERLTLPRGKPEGMRFKMFFFLSPLEGGSINTYELPM 633
YGKMTLDDKVEGEFPLDRPMWAWNETIPNMYFKDVFE IYNRPNE- ESMNY 686

IGKLTYDGRPFGFPLDRPTW-WNEFTIPNMYFKDVY IYNRPYEK EKLNY 686
IGKVTYDGRPFGFPLDRPTWSWNETIPNMYFKDVY [15] LKNRESEA[30]DNLDF[29] 755

>NP 001094493.1 hexamerin 110 precursor [Apis mellifera] - 1010 aa

MRYFITILLALVALGVCAPNVKQRAADODLLNKQOQODVIQLLOKISQPIPNQELONLGASYDIESNSHQYKN
PIIVMYYAGAVKAGLVOPQGTTFSNSISQLRKEVSLLYRILLGAKDYQTFLKTAAWARVHVNEGQFLKAF
VAAVLTRODTQSVIFPPVYEILPOHHLDSRVIQEAQNIATQONTQGKNNQONILIPVNYSALLSHDEQQLS
YFTODIGLAAYYAQVNLAGY IQEQNQQQOQOQOQOPLTQOQYQQOQIVGKYLOQOAGQODOQANIGRGAQYLYLH
QOLLARYELNRLSNGLGPIKDIDYENVQSLYQPHLRGLNGLEFAGRPONLQLOSQRNQLTIQYVATLEKRL
RDAIDSGNVITPQGVFLSLYQPQOGMNILGDLIEGTGRSVNPRYYGSLOAAARKLLGNAPEVENIWDYTPS
SLELGEVAVHDPVEYQLYKKVMNLYQQOYQOSLPVYQYNDLILPGVTIQNVDVSQLVTLFTDFYVDLDAVT
GHQSQQOQEEQTQOSRVRAHLKRLDHQPYQYKIAVHSEQNVPGAVVRVEFLGPKHDHQGRPISISKNQHLEV
ELDQFIQONLHAGENTIIRNSQQOAPGOSPDWPSTSQIQRGVNAAIRSQEPFYITEPHQIFSFPARLSLPKG
QPOGFPLQFLVVISSSNPLNVPYGPVIPEQSLTYQODOQYQVVSVEQYQQLKEQGQISQVGGGIQONVEVL

PENLVNAQQOVQAVRNYYANLYTKYHGQYPNTQIQONPVGQGODMTYSVQGVGVVNAGGWLGQQOGNSWSQQ
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QVQOAQOVQOOMOAAMAAVOQOSQORHOHAAQMIYGHQOSHHGLHINSSPSSVQSGOQOQSVLOGLGVQGV
QOGVQGVQTAQGVQGVQGVQGVQGVQGVQGVQGVPGLLOGVQOVEFGOGVOGMNVPYGMORGOSGGOTWSN
SQVQGVAVPGSGIVASGQQHAGGWQSIYAQPQTVODQIVSEYYQONKPISEVIGGAISLDGKPLGEFPLDRP
LSLGALSVPNIFVKDVLVFHQGQPTNDITOQ

>Hex110 - Fvarl0176-1.2 modificado/anotado - 926 aa
MRFLIILSALVALGVYGSVSQQQAANQDLLNKQODVIQLLOQISQPIPNQELONLGETYD
IESNSHQYNNPIIVKYYVSAVKAGLVQPQGTIHSHVVSQLRKEVSLLYRILLGAKDYLTF
LKTAAWARLHVNEIQFVKALIGAVLTRPDTRGVILPPIYEILPQYHLDARVIQEAQNIAT
QORLOQOGNNONIVIPVNHSALLSQEEQRVSYFTQDVGLAAFYGYVSLVGGILSEQIQHQQOQ
QOQQQPLNQOQYQOQTIVGRYLOQGVONDQQOSANGLGAQYLFLHQQLLALYELNRLSNGLG
PVPEINLENVNALYQPHLRGLNGLQLPGRPEILQLOQPHKKELIQHVTSLLQRLKDAIDSG
NVITPQGNFLSLYQPHGRNILGDLIQGSGRSINPRYYGSLEVAARKLLGNAPEVQONIWDY
TPSVLEIKQSSVYDPAFYQLFKKVINLYQRYQQSLPVYQQOSDLILPVQAGQONVIIRNSQQ
ASGQSADLPSTSQIVQGVNAAIRSQHPFFITQPHHIYSFPARLSLPRGLPQGLPLQLLVV
ISSSNPLNMPHGPVVPEQELTYQAHQFQIVNTEQYQQOLNQQGQOVSQLGGGLQONVEVLPE
GSLNAQQOQIEAIRLONAHTHTKYHGHSNMQLONPIGQGONMGIQGIGVVNAGGSSSGIQS
WGSGLSGISVONQQOOMOQOOAQQVOOQIQAAVQOGOKNLSGOIWNAQOQHSHGOHVNWSPS
NSAQSVSQOSSQOGVOGVOOGIQGVOGVQOGVQOGVOGVOOGVOGVOGVOQGVQGVQGVQGAQ
QGVQGVQOGVQOGVOOGLOGIQOGGIQGLGOGILOGGLLOSHOQGVQOGVQSOGGVSGSNIVA
SGOQHAGGEFQGVYAESHTLODPSVIEYYONRPISEITIGGAISLDGKPLGFPLERPLSSGA
LSVPNIFVKDVLVFHHGQPTNDITQP

>KO0X79856.1 Sex-specific storage-protein 2 [Melipona quadrifasciata] -
aa

MREFLITILSALTIALGACGSVNQQAANQDLLKKQODVIQLLOQISQPIPNQELONLGETYDIESNSHQYNNP
IIVKYYVGAVKAGLVQPQGTVYSQVVSQLRKEISLLYRILLGAKDYLTFLKTAAWARLHVNEVQFAKALT
VAVLSRPDTKGVILPPIYEIFPQYHLDARVIQEAQNIAIQGLQOGNNONIVIPVNHSALLSQEEQQVSYF
TODVGLAVYYSYIKLVGDILSEPHLRGLNGLQLLGRPEILQLOPOKNKLIQHVMSLIQRRKDSIDSGNVI
TPOGNFLSLYQPQGRNILGDLIQGSGRSINPRYYGSLELAARKLLGNTPEVONIWDYTPSVLETIEQCNVY
DPAFYQLLKKIMNLNQQYQOSLPAYQQSDLILPGVTIQDVDVSQLSTLAKTLLLETPSKLLDRVLTCHPL
LKLYKASMLLSDLSTHSSSLRFPHHIYSFPARLSLPRGOPQGLPLQLLVVISSSNPLNMPYGPVVPEQEL
TYQAHQFQIVNAEQYQQOLKQOOGOLSQLGGGLOONVEVLPEGLVNAQQQIEGALYSNTVRNOQNAHIYTRYH
SNMQIQNPVGQGONWMGIQGVGVVNAGGSSGVQSWGSGLSDIPVONQQOMOQOQOPOOAQQQIQAATVQQGO
QOSQSGOMIWNAQOQOQOSHGOHVNWSPSNSAQSVSQOSSQRGLSGLIGAQGVQQOSLOHVQOGVVGLOGVQGVQG
VOGVOGVQGVQGGIQGSAQGVLQVGVSQSQGVQGANVPHVMOGVQGISGGQSGSNVQIQGGVSGSNIVAS

GOOHAGGFQGVYAESQTVQODPSVIEYYONKPISETIIGGAISLDGKPLGFPLERPLSPGALNVPNIEVRDV

855
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LVFHHGQPINDITQP

Sequence 1: NP 001094493.1 1010 aa
Sequence 2: Hex110 926 aa
Sequence 3: KOX79856.1 855 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. SCOESHINGE

Sequences (1:3) Aligned. Score: 65

Sequences (2:3) Aligned. _

MRYFIILLALVALGVCAPNVKQRAADQDLLNKQQODVIQLLOKISQPIPNQELONLGASYDIESNSHQYKNPIIVMYYAGA
MRFLITILSALVALGVYGSVSQQQAANQDLLNKQODVIQLLOQISQPIPNQELONLGETYDIESNSHQYNNPITIVKYYVSA
MRFLIILSALIALGACGSVNQQ-AANQDLLKKQQODVIQLLQQISQPIPNQELONLGETYDIESNSHQYNNPIIVKYYVGA

VKAGLVQPQGTTFSNSISQLRKEVSLLYRILLGAKDYQTFLKTAAWARVHVNEGQFLKAFVAAVLTROQDTQSVIFPPVYE
VKAGLVQPQGTIHSHVVSQLRKEVSLLYRILLGAKDYLTFLKTAAWARLHVNEIQFVKALIGAVLTRPDTRGVILPPIYE
VKAGLVQPQGTVYSQVVSQLRKEISLLYRILLGAKDYLTFLKTAAWARLHVNEVQFAKALIVAVLSRPDTKGVILPPIYE

ILPQHHLDSRVIQEAQNIAIQONTQGKNNQONILIPVNYSALLSHDEQQLSYFTQODIGLAAYYAQVNLAGYIQEQN Q0
ILPQYHLDARVIQEAQNIATIQRLOQGNNQ-NIVIPVNHSALLSQEEQRVSYFTQDVGLAAFYGYVSLVGGILSEQ[5]100Q
IFPQYHLDARVIQEAQNIAIQGLQQGNNQ-NIVIPVNHSALLSQEEQQVSYFTQDVGLAVYYSYIKLVGDILSE- -

QOQQOPLTOOQOYQOQOIVGK--YLOQOQAGQODOOANIGRGAQYLYLHOQQLLARYELNRLSNGLGPIKDIDYENVQSLYQPHL
QOQOPLNQOQYQQOQIVGR--YLOQOGV-QONDQQSANGLGAQYLFLHQQLLALYELNRLSNGLGPVPEINLENVNALYQPHL
————-PHLRGLNGLQLLGRpeILQLOP-QKNK-—-—-—-—————— LIQHVMSLIQRRKDSIDSGNVITPQ---GNFLSLYQPQG

RGLNGLEFAGRPONLQLOSQRNQLIQYVATLEKRLRDAIDSGNVITPQGVFLSLYQPQGMNILGDLIEGTGRSVNPRYYG
RGLNGLQLPGRPEILQLOQPHKKELIQHVTSLLOQRLKDAIDSGNVITPQGNFLSLYQPHGRNILGDLIQGSGRSINPRYYG

SLOAAARKLLGNAPEVENIWDYTPSSLELGEVAVHDPVFYQLYKKVMNLYQQYQQOSLPVYQYNDLILPGVTIQNVDV-SQ
SLEVAARKLLGNAPEVONIWDYTPSVLEIKQSSVYDPAFYQLFKKVINLYQRYQQOSLPVYQQSDLILPVQAGONVIIrNS
———————————— TPEVONIWDYTPSVLEIEQCNVYDPAFYQLLKKIMNLNQQYQQSLPAYQQSDLILPGVTIQDVDV-SQ

LVTL[12]GHQSQOQQEEQTQSRV RAHLK  -——————- RLDHQPYQYKIAVHSEQNVPGA-—-——--— VVRVEFLGPK
QQAS GQSADLPSTSQIVQGV NAAIR SQHPFFITQPHHIYSFPARLSLPRGLPQGLPLOLLVVISSSNPL
LSTL AKTLLLETPSKLLDRV[10]KASML [4] STHSSSLRFPHHIYSFPARLSLPRGQPQGLPLQLLVVISSSNPL

HDHQG----- RPISISKNQHLFVELDQFIQNLHAGENTIIRNS-QQAPGQSPDWPSTSQIQRG---VNAAIRSQEPFYIT
NMPHGPVVPEQELTYQAHQFQIVNTEQYQQLNQOGQOVSQLGGGLOONVEVLPEGSLNAQQQIE---—-—- ATRLONAHIHT
NMPYGPVVPEQELTYQAHQFQIVNAEQYQQOLKQQGOLSQLGGGLQONVEVLPEGLVNAQQQIEgalYSNTVRNOQNAHIYT

EPHQIFSFpaRLSLPKGQPQG-FPLQFLVVISSSNP [10]EQSLTYQDQQYQVVSVEQYQQLKEQGQI--SQVGGG-IQQ
KYHGHSNM--QLONPIGQGON-MGIQGIGVVNAGGS SSGIQSWGSGLSGISVONQQOMOOQAQQVOOQIQAA-VQQ
RYH--SNM--QIQONPVGQGONWMGIQGVGVVNAGGS S-GVQSWGSGLSDIPVONQQOMOQQOPQQAQQQIQAALVQQ

NVEVLPEN-LVNAQQQ [13]KYHGQYPN [35]WSQQQOvgQOAQQVQQOOMOAAMA -AVQOQSQQOR[4]AQMIYGHQ[28]
GOKNLSGQ-IWNAQQQ HSHGQHVN WSPSN--SAQSVSQSSQQGV- QOGVQQGIQG VQGVQGVQ
GQOSQSGOMIWNAQQQ QSHGQHVN WSPSN--SAQSVSQSSQRGLS [5] QGVQQSLQH VQGVVGLQ

GVQGVQ--QGVQGVQTAQ-GVQG-VQGVQGVQ-GVQGVQGVQG VPGLLQGVQgvEGQGVQGMN [ 5] QRGQSGGQTWS
GVQGVQ--QGVQGVQGVQOGVQG-VQGVQGAQQGVQGVQGVQG VOOGLOGIQ---QGGIQGLG OGILQGGLLQS
GVQGVQgvQGVQGVQGVQGGIQGSAQGV--LQVGVSQSQGVQG[5] VMQGVQGIS—--GG-—--—= = ——————————-—

NSQ-VQGV----AVPGSGIVASGQQHAGGWQSIYAQPQTVQODQIVSEYYONKPISEVIGGAISLDGKPLGFPLDRPLSLG
HQOQGVQGVQSQGGVSGSNIVASGQQHAGGFQGVYAESHTLODPSVIEYYQONRPISEIIGGAISLDGKPLGFPLERPLSSG
——QOSGSNVQIQGGVSGSNIVASGQQHAGGFQGVYAESQTVQDPSVIEYYONKPISEITIGGAISLDGKPLGFPLERPLSPG

ALSVPNIFVKDVLVFHQGQPTNDITQO- 1010
ALSVPNIFVKDVLVFHHGQPTNDITQP 926
ALNVPNIFVRDVLVFHHGQPINDITQP 855
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Forked - FNNEENSSISSRUNSINNE

>XP 016772893.2 uncharacterized protein LOC409402 isoform X1 [Apis
mellifera] - 787 aa

MGIHETSETHCTNVTGRMARDRCGSEYSENMSDVTTCSCTTSSADKCSLRGCGMFQEPFFLHPPGSRPRD
GIYINPMSAYISEPVKPKDTESFYLHSPHDLVYTRITRLFADTEKHRHFEKKDETLTVSVPVKVDVHENN
GVLDRPLNENGYTNKSEMGQEPSEHAYEQICLRQDSDTGGIVSSSQKKLDNTSDRSRSRKTDRRYSRSSS
ASESSNISSEIPCEFSSSASTPSLSRNSSNERVGKNGKLSIESSYEKENSTKSSQVESEKEIKPVNGGANFE
AKPPPPPPPPPLPDKEDIVVLMVNTKONAELTAKEEKRDASGDANRNGRSENGSVPSTAINKSDVSCGER
QQOPEVPPASPPADTEEIKTSQTAHLVNKHMVLPFIPPKFANADSNTLLKPSEYLKSICKVSTKSNLLKAR
SVDNLDIQSRSGDRRENCIRSEGIEDQEPEILVVAATEGERERRGVEEEERITVEEEKELTAGPPPPPMS
PLOKLRRTNEESGMIANVDLESPKTPQPLATISIQDLTSIQLRRTTTKMNATKTEFSAPPPRSVSMTNVSE
SFFIQKTDLIAELKRTKDIPGIKKLKVEMAQVEKTQEQNLMSE INKVENVSNEVDQIPEKDSSGNVIPIW
KROMLARKAAERAKKELEEQIARENEERRQKATPAWKRQLLAKKDNEEKRLSQAHVMPTFKVDATPSPRR
DVSPSPNPSNPSNPPNPSNPONPPNPPNPPRTHRHEEKSEAEEKKEDTNISNRGPYATQANQMDDDTQIT
PWRAQLRKTTSKLNILD

>Forked - Fvar02717-1.2 542 aa
MSYLMSSRYETQPVYTCIVDQTRAPSAEHRPATDTSICRIDESRPRKTDRRYSRSSSASE
SSNVSSEVPCEFSSSASTPSLSRNSSNERERKNGKLPVVESSSHEKKHPSNLSSQVESEKE
TRSANGGAILARPPPPPPPPPPLPDKEDVVVLVVNAKONTEPTARDEKRDVEFGEANRNGR
SENLPLSSTAVNKSDASCGEHQQPEVPPASPPADTEEIKTSQTSHLVNKHMVLPFIPPKF
ANADSNTLLKPSEYLKSICKISSKSSLLKTRSVTSTDDHRDTKEQLTVVVVVVIVIVVVV
VGGGGDRSVDNLDIQSRGRIEGSSSRSEGAEELASEVTARRGGGGGEGEGEGEEEAEGRV
VVVIEEGKESSAGPPPPPLSPLRRSRLPRSNDEPTADPDSPRVASQPLATISIQDLTSIQ
LRRTTAKMNATKTFSAPPPRSVSMTNESFFVQKTDLIAELKRTKDIPGIKKLKVEMAQVE
KTQEQNLMSEINKAFNVSNEVDQTHTDATTMTNQTLVEPNQKSLSRCYNVIRRISSSVCK

NG

>KO0X80036.1 hypothetical protein WN51 06450, partial [Melipona
quadrifasciatal] - 731 aa

DVTGGMARDRSGSEYSENMSDATTCSCTTSSADKASRCSLRGCGMFQEPFFLHPPGSRPRDGLYVNPMSA
YLGEPVKPKDTESFYLHSPHDLVYTRITRLFADADAKHRHHFEKKDETLTVKVDVHINNGILERSPGENG
YOTTKAEIAREPPEHAYEQICLROQDPDISGGNVTNTQRKTQHADNATDRRLKMKHFEHMYTICVVDY IRG
PSAEHWLATDTPICRIDEFSRPRKTDRRYSRSSSASESSNVSSEVPCEFSSSASTPSLSRNSSNERERKNGK
LPVVESSSHEKKHPSNLSSQVESEKETRSANGGASLARPPPPPPPPPPLPDKEDVVVLVVNAKQONMEPTA

RDEKRDVFGEANRNGRSENLVSTAVNKSDVSCGEHQQPEVPPASPPADTEEIKTSQTSHLVNKHMVLPFET
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PPKFANADSNTLLKPSEYLKSICKISSKSSLLKTRSVDNLDIQSRGSGDRRIEGSSRSEEAEEQVELASE
VAARRREGEREGDEEAEGRVVVVIEEGKESSAGPPPPPLSPLRRSRLPRSNDEPNADPDCPRVASQPLAT
ISIQDLTSIQLRRTTAKMNATKTESAPPPRSVSMTNVSESFEFVOKTDLIAELKRTKDIPGIKKLKVEMAQ
VEKTQEQNLMSEINKAFNVSNEFVDQIPEKDSCGNVIPIWKROMLARKAAERAKKELEEQIARENEERRQK

ATPAWKRQLLAKKDNEERRCAFFFSFFLPCD

Sequence 1: XP 016772893.2 787 aa
Sequence 2: Forked 542 aa
Sequence 3: KOX80036.1 731 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. _

Sequences (1:3) Aligned. Score: 71

Sequences (2:3) Aligned. _

[12]NVTGRMARDRCGSEYSENMSDVTTCSCTTSSADK---CSLRGCGMFQEPFFLHPPGSRPRDGIYINPMSAYISEPV 85

DVTGGMARDRSGSEYSENMSDATTCSCTTSSADKasrCSLRGCGMFQEPFFLHPPGSRPRDGLYVNPMSAYLGEPV 76

KPKDTESFYLHSPHDLVYTRITRLFADTE-KHR-HFEKKDETLT [4 ] VKVDVHFNNGVLDRPLNENGY -TNKSEMGQEPS 163

KPKDTESFYLHSPHDLVYTRITRLFADADaKHRhHFEKKDETLT VKVDVHINNGILERSPGENGYQTTKAEIAREPP 153

EHAYEQTCLRODSD-TGGTVSSSOKK===TLDNTSDR= === == === === — = m e oo SRS 198
—————————————————————————————————— MSYLMSSRYETqpVYT-CIVDQTRAPSAEHRPATDTSICRIDFSRP 45
EHAYEQICLRQDPDiSGGNVTNTQRKtghADNATDRRLKMKHFEH--MYTiCVVDYIRGPSAEHWLATDTPICRIDFSRP 231

RKTDRRYSRSSSASESSNISSEIPCEFSSSASTPSLSRNSSNERVGKNGKLSI--ESSYEKEN-STKSSQVESEKEIKPVN 275
RKTDRRYSRSSSASESSNVSSEVPCEFSSSASTPSLSRNSSNERERKNGKLPVVESSSHEKKHPSNLSSQVESEKETRSAN 125
RKTDRRYSRSSSASESSNVSSEVPCEFSSSASTPSLSRNSSNERERKNGKLPVVESSSHEKKHPSNLSSQVESEKETRSAN 311

GGANFAK-PPPPPPPPPLPDKEDIVVLMVNTKQONAELTAKEEKRDASGDANRNGRSENGSVPSTAINKSDVSCGERQQPE 354
GGAILARPPPPPPPPPPLPDKEDVVVLVVNAKQONTEPTARDEKRDVFGEANRNGRSENLPLSSTAVNKSDASCGEHQQPE 205
GGASLARPPPPPPPPPPLPDKEDVVVLVVNAKQNME PTARDEKRDVFGEANRNGRSEN--LVSTAVNKSDVSCGEHQQPE 389

VPPASPPADTEEIKTSQTAHLVNKHMVLPFIPPKFANADSNTLLKPSEYLKSICKVSTKSNLLKAR SVDNLDIQSR 430
VPPASPPADTEEIKTSQTSHLVNKHMVLPFIPPKFANADSNTLLKPSEYLKSICKISSKSSLLKTR[36] SVDNLDIQSR 317
VPPASPPADTEEIKTSQTSHLVNKHMVLPFIPPKFANADSNTLLKPSEYLKSICKISSKSSLLKTR SVDNLDIQSR 465

—SGDRR-EN-CIRSEGIEDQEPEILVVAATE GERERRGVEEEER---IIVEEEKELTAGPPPPPMSPLQKLR--RTN 499
G----RIEGSSSRSEGAE---ELASEVTARR[4]GEGEGEGEEEAEGRVVVVIEEGKESSAGPPPPPLSPLRRSRLPRSN 391
GSGDRRIEG-SSRSEEAEEQVELASEVAARR REGEREGDEEAEGRVVVVIEEGKESSAGPPPPPLSPLRRSRLPRSN 541

EE[4]ANVDLESPK-TPQPLATISIQDLTSIQLRRTTTKMNATKTFSAPPPRSVSMTINVSESFFIQKTDLIAELKRTKDI 579
DE PTADPDSPRVASQPLATISIQDLTSIQLRRTTAKMNATKTFSAPPPRSVSMIN--ESFFVQKTDLIAELKRTKDI 466
DE PNADPDCPRVASQPLATISIQODLTSIQLRRTTAKMNATKTFSAPPPRSVSMINVSESFEFVQOKTDLIAELKRTKDI 618

PGIKKLKVEMAQVEKTQEQNLMSEINKVENVSNEVDQ-IPEKDSSGNVIPIWKROMLARKAAERAKKELEEQIARENEER 658
PGIKKLKVEMAQVEKTQEQNLMSEINKAFNVSNEVDQtHTDATTMTNQTLVEPNQKSLSRCYNVIRR-ISSSVCKNG--—- 542
PGIKKLKVEMAQVEKTQEQNLMSEINKAFNVSNEVDQ-IPEKDSCGNVIPIWKROMLARKAAERAKKELEEQIARENEER 697

ROKAIPAWKRQLLAKKDNEEKR[95] LRKTTSKLNILD 787

ROKAIPAWKRQLLAKKDNEERR CAFFFSFFLPCD 731
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>XP 396220.3 protein takeout [Apis mellifera] - 251 aa
MKTISFVLACSLVIGVQAIGRYRGLEFLEPCSRSDYNVESCLARSANVLTDRFRHGLPOQLGYTEVEPITIL
DELHTIALGEGPDGYRAQFKNITARGVSTLRVTGLRARLSDDEVQLOLALSIPKIRAAAKYRSSGTLLLVK
ASGAGDYWGEYEGVKAKVFIRAKPFLVQDRRYLRLQQLKMDEFSVQONIKMGVENVRDSNATILAALNLEFIN
TNSQELLKEMKPDLRRKLVQVMTTFVERIFAQVPYDAWILD

>Takeout - Fvarl2762-1.2 - 251 aa
MKSILLVCVCSLLIGVQAIGRYRGLEFLEPCSRRDYNVENCLARSANALTEHFRHGLPQL
GYPEVEPITLDELHTIALGGGPDGYRAQFKNITARGVSTLRVTGLRARISEDEVQLQLALS
IPKIRAAAKYRSSGTLLLVKASGAGDYWGEYEGVKAKVFIRAKPFVVQGRNYLRLQQLKM
DFSVONIKMGVENVRDSNATITILAALNLFINTNSQELLKEMKPDLRRKLVQVMTSFVERIF
AQVPYDAWIID

>KO0X71718.1 Protein takeout [Melipona quadrifasciata] - 251 aa
MMSVLLVFVCSLLIGVQAIGRYRGLEFLEPCSRRDYNVENCLARSANSLTEHFRHGLPQLGYPEVEPITIL
DELHTIALGGGPDGYRAQFKNITARGVSTLRVTGLRARISEDEVQLOLALSIPKIRAAAKYRSSGTLLLVK
ASGAGDYWGEYEGVKAKVFIRAKPEFVVQDRNYLRLOQLKMDFSVONIKMGVENVRDSNATILAALNLEFIN

TNSQELLKEMKPDLRRKLVQVMTSEVERIFAQVPYDAWIID

Sequence 1: XP 396220.3 251 aa
Sequence 2: Takeout 251 aa
Sequence 3: KOX71718.1 251 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. ECOTERINGZ

Sequences (1:3) Aligned. Score: 91

Sequences (2:3) Aligned. SCoTreINGE

MKTISEFVLACSLVIGVQAIGRYRGLEFLEPCSRSDYNVESCLARSANVLTDRFRHGLPQLGYTEVEPIILDELHIALGEG 80
MKSILLVCVCSLLIGVQAIGRYRGLEFLEPCSRRDYNVENCLARSANALTEHFRHGLPQLGYPEVEPIILDELHIALGGG 80
MMSVLLVEVCSLLIGVQAIGRYRGLEFLEPCSRRDYNVENCLARSANSLTEHFRHGLPQLGYPEVEPIILDELHIALGGG 80

PDGYRAQFKNITARGVSTLRVTGLRARLSDDEVQLOLALSIPKIRAAAKYRSSGTLLLVKASGAGDYWGEYEGVKAKVFEI 160
PDGYRAQFKNITARGVSTLRVTGLRARISEDEVQLQLALSIPKIRAAAKYRSSGTLLLVKASGAGDYWGEYEGVKAKVFI 160
PDGYRAQFKNITARGVSTLRVIGLRARISEDEVQLOLALSIPKIRAAAKYRSSGTLLLVKASGAGDYWGEYEGVKAKVEFI 160

RAKPFLVODRRYLRLOQLKMDEFSVONIKMGVENVRDSNAIILAALNLFINTNSQELLKEMKPDLRRKLVQVMTTFVERIF 240
RAKPFVVQGRNYLRLQQLKMDEFSVONIKMGVENVRDSNATIILAALNLFINTNSQELLKEMKPDLRRKLVQVMTSFVERIFEF 240
RAKPEFVVQDRNYLRLOQLKMDEFSVONIKMGVENVRDSNAIILAALNLFINTNSQELLKEMKPDLRRKLVQVMTSFVERIF 240

AQVPYDAWILD 251
AQVPYDAWIID 251
AQVPYDAWIID 251
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SPH41

>XP 006563756.3 protein masquerade isoform X1 [Apis mellifera] - 774 aa
MKEAKMILRTFPGGIALFLLLSGLISAQDDDSLAGSFLSGLLDSITSTANSADCPGVCVHAFATLICYEV
LEHVQCPASMRCCIEAPINSTGTSENIANDDDSTSTVVTTVKTTITTSTPTTSSTALTTVSSTVSSKTTS
ESQKETANKTLSKTCSGICMAERIADYCDAILVIDTLSLCKPGYKCCVSRDAFGDSPPPELLVIDRTNSS
RFEEKTGVNTSYKGSSPTVRPNMVSPTSISSTTVATTTITTTKQPTTITTIKPKITMRKPCKGECVSGFF
ALLCDKVDTEAECDDGSCCVIDAFLKTEATTSTTTTMTTTTIGSTTKPAQAKLQPCPGFCLLTIMAAFCE
RPNLITAKTATCQSGYICCDNTKSSPQTVNVVTPSSPYQTSRPRPRPTSRPSITTVPLPPDLRPECPGSC
IVSYLSFTCFRNAELTNLFKCKKQGHQCCAPKSLIREFNGGNSSEPILSNRNDTMYVTSRPYTTPLTTVL
YETTSTTTMRSPVYSKYVCGVKGTSRGPIQVRSSEREARVVGGEDADANEWCWHVGLINAHNQYLCGGAL
IGTOQWVLTAAHCVTNIVRSGDAIYVRVGDYDLTRKYGSPGAQTLRVATTYTIHHNHNSQTLDNDIALLKLH
GQAELKDGVCLVCLPARGVSHTAGKRCTVTGYGYMGEAGPIPLRVREAETIPVVSDAECIRKVNAVTEKIF
ILPASSFCAGGEQGNDACQGDGGGPLVCQODDGFYELAGLVSWGFGCGRLDVPGVYVKVSAFIGWINQIIS
VNNV

>SPH41 - 769 aa - juncdo de predicoes = Fvar09074-1.2 + Fvarll595-1.2
MRKAKMILRTVPGGIVLFLLLSGSIAAQDDDSLAGSFLSGLLDSITSTANSADCPGVCVH
AFATLICYEVLEHVECPTSMRCCIEAPINGTGTSENAVSPHDDDSTSTIITTVKTTTTTS
TTTPSTTTALTTVPSTTSVKATSESQKEAVNKTSKTCSGICMAERIADYCDAVLVIDTLC
KPGYKCCVSRDAFGDSPPPELLVIDRANSSRFDEKTGLNTSYKGSSPSTTMRPNMITSTS
IASTTIATTTMITKQPTTTIRPKITMRKPCKGECVSGFFALLCDKVDGEAECPDDGSCCV
IDAFLKTETTITTTTIGPTTKPPEPKLOQPCPGFCLLTIMAAFCERPSATIAKTSTCQSGY
ICCDNTKSSPQTVNVVTPSSPYQTPRPRPRPTARPSITTISLPRDTRAECPGSCIVSYLS
FTCFRNAELTNLFKCKKQGHQCCAPKSLIRELNGGNSTEAILSNRNDTMYVTSRPYTTPL
STSVYETTTMMTTMRSPVYSKYVCGVKGTSRGPIQARSLERGARVVGGEDADANEWCWQV
ALINSLNQYLCGGALIGTQWVLTAAHCVTNIVRSGDAIYVRVGDHDLTRKYGSPGAQTLR
VATTYTHHNHNSQTLDNDIALLKLHGQAELKDGVCLVCLPARGVSHTAGKRCTVTGYGYM
GEAGPIPLRVREAEIPIVSDAECIRKVNAVTEKIFILPASSFCAGGEQGNDACQGDGGGP
LVCODDGFFELAGLVSWGFGCGRLDVPGVYVKVSAFIGWINQITSVNNL

>K0X79829.1 Plasma kallikrein [Melipona quadrifasciata] -744 aa
MHFQKISGEVEVTSGIVSHGYFYFFSGLLDSITSTANSADCPGVCVHAFATLICYEVLEHVECPTSMRCC
IEAPINGTGTSENAVSPHDDDTTSTIITTVKTTTITSTTPSTTTALTTVSSTTSVKATSESQKEAVNKTS
SKTCSGICMAERIADYCDAVLVIDTLCKPGYKCCVSRDAFGDSPPPELLVIDRANSSREFDEMTGLNTSYK
GSSPSTTMRPNMITSTSIASTTVATTTTITKQPATTIRPKITVRKPCKGECVSGFFALLCDKVDGEAECP

DDGSCCVIDAFLKTETTTTTTTVGPTTKPPEPKLOPCPGFCLLTIMAAFCERPSAITAKTSTCQSGYICC
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DNTKSSPQTPRPRPRPTARPSITTISLPRDTRAECPGSCIVSYLSFTCFRNAELTNLFKCKKQGHQCCAP
KSLIRELNGGNSTEAILSNRNDTMYVTSRPYTTPLSTSVYETTTMMTTMRSPVYSKYVCGVKGTSRGPIQ
ARSLERGARVVGGEDADANEWCWQVALINSLNQYLCGGALIGTOQWVLTAAHCVTNIVRSGDAIYVRVGDH
DLTRKYGSPGAQTLRVATTYIHHNHNSQTLDNDIALLKLHGQAELKDGVCLVCLPARGVSHTAGKRCTVT
GYGYMGEAGPIPLRVREAEIPIVSDAECIRKVNAVTEKIFILPASSFCAGGEQGNDACQGDGGGPLVCQD

DGFYELAGLVSWGFGCGRLDVPGVYVKVSAFIGWINQITISVNNL

Sequence 1: XP 006563756.3 774 aa
Sequence 2: SPH41 769 aa
Sequence 3: KOX79829.1 744 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. ECoresigsd

Sequences (1:3) Aligned. Score: 85

Sequences (2:3) Aligned. _

MKEAKMILRTFPGGIALFLLLSGLISAQDDDSLAGS--FLSGLLDSITSTANSADCPGVCVHAFATLICYEVLEHVQCPA 78
MRKAKMILRTVPGGIVLFLLLSGSIAAQDDDSLAGS--FLSGLLDSITSTANSADCPGVCVHAFATLICYEVLEHVECPT 78
MH--————————————— FQKISGEVEFVTSGIVSHGYfyFFSGLLDSITSTANSADCPGVCVHAFATLICYEVLEHVECPT 65

SMRCCIEAPINSTGTSENIAN--DDDSTSTVVITVKTTITTSTPTTSST-ALTTVSSTVSSKTTSESQKETANKT1S-KT 154
SMRCCIEAPINGTGTSENAVSPHDDDSTSTIITTVKTTTTTSTTTPSTTTALTTVPSTTSVKATSESQKEAVNKT-S-KT 156
SMRCCIEAPINGTGTSENAVSPHDDDTTSTIITTVKTTTITSTT-PSTTTALTTVSSTTSVKATSESQKEAVNKT-SsKT 143

CSGICMAERIADYCDAILVIDTLs1CKPGYKCCVSRDAFGDSPPPELLVIDRTNSSRFEEKTGVNTSYKGSSP--TVRPN 232
CSGICMAERIADYCDAVLVIDTL--CKPGYKCCVSRDAFGDSPPPELLVIDRANSSRFDEKTGLNTSYKGSSPSTTMRPN 234
CSGICMAERIADYCDAVLVIDTL--CKPGYKCCVSRDAFGDSPPPELLVIDRANSSRFDEMTGLNTSYKGSSPSTTMRPN 221

MVSPTSISSTTVATTTITTtKQPTTitTIKPKITMRKPCKGECVSGFFALLCDKVDTEAEC-DDGSCCVIDAFLKTE [6] 314
MITSTSIASTTIATTTMIT-KQPTT--TIRPKITMRKPCKGECVSGFFALLCDKVDGEAECPDDGSCCVIDAFLKTE 308
MITSTSIASTTVATTTTIT-KQPAT--TIRPKITVRKPCKGECVSGFFALLCDKVDGEAECPDDGSCCVIDAFLKTE 295

TTMTTTTIGSTTKPAQAKLQPCPGFCLLTIMAAFCERPNLITAKTATCQSGYICCDNTKSSPQTVNVVTIPSSPYQTSRPR 394
TTITTTTIGPTTKPPEPKLQPCPGFCLLTIMAAFCERPSAITAKTSTCQSGYICCDNTKSSPQTVNVVTPSSPYQTPRPR 388
TTTTTTTVGPTTKPPEPKLOQPCPGFCLLTIMAAFCERPSAITIAKTSTCQSGYICCDNTKSSPQT-—-—-----—-——— PRPR 363

PRPTSRPSITTVPLPPDLRPECPGSCIVSYLSFTCFRNAELTNLFKCKKQGHQCCAPKSLIREFNGGNSSEPILSNRNDT 474
PRPTARPSITTISLPRDTRAECPGSCIVSYLSFTCFRNAELTNLFKCKKQGHQCCAPKSLIRELNGGNSTEAILSNRNDT 468
PRPTARPSITTISLPRDTRAECPGSCIVSYLSFTCFRNAELTNLFKCKKQGHQCCAPKSLIRELNGGNSTEAILSNRNDT 443

MYVTSRPYTTPLTTVLYETTST-TTMRSPVYSKYVCGVKGTSRGPIQVRSSEREARVVGGEDADANEWCWHVGLINAHNQ 553
MYVTSRPYTTPLSTSVYETTTMMTTMRSPVYSKYVCGVKGTSRGPIQARSLERGARVVGGEDADANEWCWQVALINSLNQ 548
MYVTSRPYTTPLSTSVYETTTMMTTMRSPVYSKYVCGVKGTSRGPIQARSLERGARVVGGEDADANEWCWQVALINSLNQ 523

YLCGGALIGTQWVLTAAHCVTINIVRSGDAIYVRVGDYDLTRKYGSPGAQTLRVATTYIHHNHNSQTLDNDIALLKLHGQA 633
YLCGGALIGTQWVLTAAHCVINIVRSGDAIYVRVGDHDLTRKYGSPGAQTLRVATTYIHHNHNSQTLDNDIALLKLHGQA 628
YLCGGALIGTQWVLTAAHCVINIVRSGDAIYVRVGDHDLTRKYGSPGAQTLRVATTYIHHNHNSQTLDNDIALLKLHGQA 603

ELKDGVCLVCLPARGVSHTAGKRCTVTGYGYMGEAGPIPLRVREAEIPVVSDAECIRKVNAVTEKIFILPASSFCAGGEQ 713
ELKDGVCLVCLPARGVSHTAGKRCTVTIGYGYMGEAGPIPLRVREAEIPIVSDAECIRKVNAVTEKIFILPASSFCAGGEQ 708
ELKDGVCLVCLPARGVSHTAGKRCTVIGYGYMGEAGPIPLRVREAEIPIVSDAECIRKVNAVTEKIFILPASSFCAGGEQ 683

GNDACQGDGGGPLVCQODDGFYELAGLVSWGFGCGRLDVPGVYVKVSAFIGWINQIISVNNV 774
GNDACQGDGGGPLVCQODDGFFELAGLVSWGFGCGRLDVPGVYVKVSAFIGWINQIISVNNL 769
GNDACQGDGGGPLVCQODDGFYELAGLVSWGFGCGRLDVPGVYVKVSAFIGWINQIISVNNL 744
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SPZ2

>XP 006562326.2 neurotrophin 1 [Apis mellifera] - 573 aa
MMARGLLFLTVAFVLLSSIDVRAEKKNPKEKLDNDRKESNETNVALMSDDLKNRTDQVREGRLEKVRALL
SNGTRONGSRELVLSRSMDIVKIVSDDATGDEETVEELPEPQELKIVRPNLRKRPSYRPPPRRPAPLNRR
NVFTDLSRSPSLIRPNLRRPTETKKRDPSEDECTFFTKTVCLEAVDYPHEATIARSLRSNKEMIAALLTDY
KSQDFDDSAETLPVALPLESKFENRYENNEIRRRSDLNPSFENVEEGFTCPSVIKYARPQLARAASGVWK
YIINTGEHTQTLRLEKCSNPQASCAFISENYRSSCSQVYNYHRLLTWDNKLGLHMDIFKVPTCCNCHVHG
YAETFPPHQKDQPARIKESFPGSDFITSEQKDDFEESSSKLNYFNKFISSSNEFDSVASNGKKPGIETAPS
RPSTSFTLPVRTRONKKPSATSSRPFDKLPQQHAPNTRAPGYTGPLLKSRPNRAPPSRPPYRRESHIEDH
TETVNSTILNRYSQPYDLEMDATSRLONGGFDDEYQEPQRRVNYNYHPITIDFFRPEAMQLOSSETTSMSG
ONDSNSWKPMIAS

>SPZ2 - Fvar08975-1.2 - 527 aa
MARGLFFIAVVVLLSSIDVNAEKDSKDDVDLNERKESNETTVVTSIKINDDSEFRNRTNK
IWENQLGKIRALLNNGSRONVSRELMLPKSVDIAKVISDDATGDEEGLEELPEASPQELK
ITRPSLRKRPGYRPPQRRPSSLNRRNVYADLSRTPLIRPPRRPTEVKRDPTEKECTFFEFTK
TVCLEAADYPHDATARSLRSNKEMVTALLTDYKSQODEFDDSGESPPPTALPLENKYENRYE
SNEIRRRSDMSSSFENVEEGEFTCPSVIKYARPOQLARAASGIWKYIINTGEHTQTLRLEKC
TNPQASCSFISENYRSSCMQVYNYHRLLAWDNKLGLHMDIFKVPSCCSCHVHGYAEIFPP
HOKDPPSRVKESFPGSDFATTDOKDDYEDSPKLNYLNKYTFDSSLGSSNKKPITESTPSR
PPFVLPVRTRSKKPSSTSSRPFDKLPQOHAPNTRAPGYTGPLLKGSRPSRPNRPPYRRES
ISHIEEQTAAANSTILNRPEAMMLQSSEASSTSDONNSNSWKPLIAS

>KO0X69952.1 hypothetical protein WN51 04467 [Melipona quadrifasciata]
reduzido manualmente de 2835 aa para 573 aa

MARGLLLEFVAVKVSLCPRSCNGVKVTQPDSLIHRLKQRNQVVVLLSSIDVNAEKDSKDDVDLNERKENNE
TTIVASIKINDDSFRNRTNKVRENQLGKIRAPLNNGSROQNVSRELVLPKSVDIARVISDDSTGDEEGLEE
LPEASAKKFIMPSLRKRPSYRPPPRRPSSLNRRNVYADLSRTPLIRPPRRPTEAKRDPTEKECTFFTKTV
CLEAADYPHDATARSLRSNKEMVTALLTDYKSQDFDDSGESPPIALPLENKYENRYESNETIRRRSDMSSS
FENVEEGFTCPSVIKYARPQLARAASGIWKYIINTGEHTQTLRLEKCSLLAWDNKLGLHMDIFKVPSCCS
CHVHGYAEIFPPHQKDPPSRVKESFPGSDFATSEQKDDYEDSSKLNYLHKYTFDSSLGSSNKKPVIESTP
SRPPFVLPVRTRPKKPSSTSSRPFDKLPQOQHAPNTRAPGYTGPLLKGSRPSRPNRPPYRRESISHIEEQT
EAANSTILNRYSQPYDLEMDATSRLONGGFDDEYQEPQRRVNYNYHPIIDFFRPEAMMLOSSEASPTSDQ
NNSNSWKPGCLTP

Sequence 1: XP 006562326.2 573 aa

Sequence 2: SPZ2 526 aa
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Sequence 3: KOX69952.1 573 aa
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. SCorellNgs

Sequences (1:3) Aligned. Score: 69

Sequences (2:3) Aligned. _

mMARGLL-FLTV AFVLLSSIDVRAEKKNPKEKLDNDRKESNETNVA----LMSDDLKNRTDQVREGRLEKVRALLS
—-MARGLF-FIAV -VVLLSSIDVNAEKDSKDDVDLNERKESNETTVVTSIKINDDSFRNRTNKIWENQLGKIRALLN
-MARGLL1FVAV[29]VVVLLSSIDVNAEKDSKDDVDLNERKENNETTIVASIKINDDSFRNRTNKVRENQLGKIRAPLN

NGTRONGSRELVLSRSMDIVKIVSDDATGDEETVEELPE--PQELKIVRPNLRKRPSYRPPPRRPAPLNRRNVFTDLSRS
NGSRONVSRELMLPKSVDIAKVISDDATGDEEGLEELPEASPQELKIIRPSLRKRPGYRPPQRRPSSLNRRNVYADLSRT
NGSRONVSRELVLPKSVDIARVISDDSTGDEEGLEELPEASAK--KFIMPSLRKRPSYRPPPRRPSSLNRRNVYADLSRT

PsLIRPNIRRPTETKkKRDPSEDECTFFTKTVCLEAVDYPHEAIARSLRSNKEMIAALLTDYKSQDFDDSAETLP-VALPL
P-LIRPP-RRPTEVK-RDPTEKECTFFTKTVCLEAADYPHDAIARSLRSNKEMVTALLTDYKSQDFDDSGESPPpIALPL
P-LIRPP-RRPTEAK-RDPTEKECTFFTKTVCLEAADYPHDATIARSLRSNKEMVTALLTDYKSQDFDDSGESPP-IALPL

ESKFENRYENNEIRRRSDLNPSFENVEEGFTCPSVIKYARPQLARAASGVWKYIINTGEHTQTLRLEKCSNPQASCAFIS
ENKYENRYESNEIRRRSDMSSSFENVEEGFTCPSVIKYARPQLARAASGIWKYIINTGEHTQTLRLEKCTNPQASCSFIS
ENKYENRYESNETIRRRSDMSSSFENVEEGFTCPSVIKYARPQLARAASGIWKYIINTGEHTQTLRLEKCS——————————

ENYRSSCSQVYNYHRLLTWDNKLGLHMDIFKVPTCCNCHVHGYAETIFPPHQKDQPARIKESFPGSDFITSEQKDDFEESS
ENYRSSCMQVYNYHRLLAWDNKLGLHMDIFKVPSCCSCHVHGYAEIFPPHQKDPPSRVKESFPGSDFATTDQKDDYEDSP
——————————————— LLAWDNKLGLHMDIFKVPSCCSCHVHGYAEIFPPHQKDPPSRVKESFPGSDFATSEQKDDYEDSS

SKLNYFNKFISSSnfdSVASNGKKPGIETAPSRPstSFTLPVRTRONKKPSATSSRPFDKLPQQHAPNTRAPGYTGPLLK
-KLNYLNKYTFDS---SLGSSNKKPIIESTPSRP--PFVLPVRTRS-KKPSSTSSRPFDKLPQQHAPNTRAPGYTGPLLK
—KLNYLHKYTFDS---SLGSSNKKPVIESTPSRP--PFVLPVRTRP-KKPSSTSSRPFDKLPQOHAPNTRAPGYTGPLLK

-SRPNRapPSRPPYRRE--SHIEDHTETVNSTILNRYSQPYDLEMDATSRLONGGFDDEYQEPQRRVNYNYHPT IDFFRP
GSRPSR--PNRPPYRRESISHIEEQTAAANSTILNR-————— === === mmm o oo P
GSRPSR--PNRPPYRRESISHIEEQTEAANSTILNRYSQPYDLEMDATSRLONGGFDDEYQEPQRRVNYNYHPIIDFFRP

EAMQLQSSETTSMSGONDSNSWKP-MIAS 573
EAMMLQSSEASSTSDONNSNSWKP-LIAS 526
EAMMLQSSEASPTSDONNSNSWKPgCLTP 573

71
73
104

149
153
182

228
230
258

308
310
328

388
390
393

468
463
466

545
498
544

Figura 19 - Alinhamento global das sequéncias de aminoacidos dos transcritos realizado entre A. mellifera, F.
varia e M. quadrifasciata. Em vermelho: anélises de alinhamento multiplo através da ferramenta

COBALT.

Fontes: Alinhamento global: Nunes, comunicacdo pessoal; Alinhamento multiplo: Da autora.
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