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RESUMO

As abelhas sdo insetos milenares, tem seu surgimento muito antes do homem, ha cerca de 100 milhdes
de anos. Tao antiga também ¢ sua domesticacdo, sendo cultuadas como simbolo de riqueza e
perseveranga no antigo Egito. Pertencentes ao filo dos Artropodes, classe Inseto e ordem dos
Hymnoptera, acredita-se que as abelhas se originaram de grupos de vespas que, ao longo de milhdes
de anos de evolugdo, tiveram alteragdes quanto a dieta, deixando de se alimentar de insetos e acaros,
e passaram obter nutrientes através do néctar e pdlen das flores. Ha cerca de 20 mil espécies no
mundo, no Brasil 1678 descritas, mas estudiosos dizem que esse nimero ¢ proximo de 2500,
colocando o Brasil como uma das maiores diversidades do planeta. As abelhas sdo animais de habitos
e comportamentos incrivelmente complexos, principalmente no que tange as caracteristicas de
Eusociabilidade, sendo classificadas em sociais e solitarias. O estilo de vida das abelhas ¢ um dos
motivos pelos quais esses animais vem sendo objeto de inumeras pesquisas que buscam elucidar
fatores que influenciam nesse ponto. Duas moléculas vem recebendo uma atengdo especial em
pesquisas desse campo, sdo a vitelogenina e 0 hormonio juvenil, que ja demonstraram ser de grande
importancia para o ciclo de vida das abelhas e influenciam na sua diferenciagdo quando ainda da
postura de ovos e alimentagdo dos mesmos nas células de cria dos ninhos. O horménio juvenil é
responsavel pelo desenvolvimento embrionario desses insetos, estando presente em processos de
maturacao larval, purpal e metamorfose, ¢ ainda em diversos outros processos bioldgicos que
influenciam na reproducdo e comportamento. Ja a vitelogenina tem agdo direta na diferenciacao das
larvas quanto ao sistema de castas que impera na colmeia. Trata-se de uma proteina essencial na
reproducdo, ja que € o principal alimento para o embrido, além de sua disponibilidade também
diferenciar o desenvolvimento em rainha ou operaria. O presente trabalho visa a busca e
caracterizacdo de uma terceira classe de moléculas que possam interagir na fungdo bioldgica do
vitelogenina e do Hormonio Juvenil. MicroRNAs sdo pequenos RNAs nao codificadores, que atuam
no controle e regulagdo da expressdo génica a nivel pos-transcricional. Este estudo busca utilizar
ferramentas de bioinformadtica para a busca e caracterizacdo de proteinas que compde a via de
miRNAs, além de miRNAs e seus alvos, no genoma de oito diferentes espécies de abelhas, tanto
sociais quanto solitarias, focando em sua a¢ao na modulacao de Vitelogenina e Hormonio Juvenil.

Palavras-chave: Abelhas, microRNAs, Vitelogenina



Abstract

Bees are millennial insects that had their emergence long before humans, something like hundreds of
millions of years ago. Their domestication is as old as being worshiped as a symbol of wealth work
and perseverance in ancient Egypt. Belonging to the phylum Arthropoda, class Insecta, and order
Hymenoptera, it is believed that bees are originally from a group of wasps that, for millions of years
of evolution, had dietary modifications, leftover a diet based on insects and mites, and starting to
obtain nutrients by nectar and pollen from flowers. There are about 20 thousand species around the
world, with about 1678 described in Brazil, but it is expected that the real number is about 2500
species, attributing to Brazil as one of the biggest diversities on the planet. Bees have an amazing and
complex habits and behaviors, mainly about de Eusociability, lifestyle, where they can be
characterized as social bees, solitary bees and parasite. The bee’s lifestyle is one of the most
characteristics that has made this animal of the subject of many researchers trying to elucidate the
factors of influence in this aspect. Two molecules have been the central point in this study,
Vitellogenin and Juvenile Hormone, that is because these molecules already showed essential
importance in the life cycle of bees and because they influence bees’ differentiation, even during the
layoff of eggs. Juvenile hormone is responsible for the embryonic development in this insect, been
present in the maturation of larval, pulpal stages, and metamorphosis, and yet in a variety of others
biological processes that impact the reproduction and behavior in bees. Vitellogenin play a role in
larval differentiation through the caste system used in hive organization. It is an essential protein
involved in reproduction, being the central nourishment to embryo, it is noticed that their availability
is capable of differentiating the egg into a queen or worker. This study aims to search and
characterizes a third molecule able to interact in the biological function with both of them.
microRNAs are small non-coding RNAs, and they control and regulatecontrol and regulate gene
expression in post-transcriptional ways. This analysis will use bioinformatic tools to search and
characterize proteins involved in the miRNA pathway and miRNAs and their targets in the genome
of eight different species of bees, as both social and solitary ones, focusing on their action in
Vitellogenin and Juvenile Hormone modulation.

Keywords: Bees, microRNAs, Vitelogenin
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1 INTRODUCAO

&&Problema de pesquisa

Compreendendo mais de 20 mil espécies ao redor do mundo, as abelhas estdo
incluidas na Ordem Hymenoptera e na Superfamilia Apoidea, subdivididas ainda em
aproximadamente 4 mil géneros. Dentre esses géneros, as espécies sdo comumente
conhecidas por uma caracteristica fenotipica de facil observagdo, a presenca ou nao de
ferrdo. Nos criadouros hé utilizagdo de ambas com e sem ferrdo. Como exemplo de
espécie de ferrdo temos a Apis melifera, devido a sua produgdo exacerbada de mel e facil
adaptacdo, seu manejo ¢ preterido entre os produtores (Milfont et al., 2009; Neves &
Viana, 2002). Quanto as espécies sem ferrao, temos as pertencentes a tribo Meliponini,
que tem uma ampla distribui¢do ¢ imensa biodiversidade no Brasil, representando até
40% das espécies mais observadas nas flores, também tem seu manejo facilitado por se
tratarem de individuos eussociais (Barros et al., 2022; Neves & Viana, 2002).

Ainda sobre a classificagdo em abelhas, além de caracteristicas fisicas, o
comportamento das mesmas as diferencia e da razao a diversos estudos sobre as espécies.
O conceito de eussociabilidade dentro de espécies animais diz respeito principalmente a
complexos tipos de comportamento, como tomada de decisdo dentro da comunidade; isso
inclui principalmente a organizacdo da colmeia na ajuda mutua para o cuidado com os
individuos mais novos, a organizacao em grupos, selecdo de individuos para reprodugdo
(no caso das abelhas, distingdo entre rainha e operarias), e ainda sobreposicdo entre

geracdes (Plowes, 2010).

1.2 Hipoteses

1.2.1 A via de biossintese de microRNAs ¢ conservada entre as oito espécies de abelhas.
1.2.2 Ha conservagdo de importantes microRNAs envolvidos em diferentes processos
bioldgicos nas oito espécies de abelhas.

1.2.3 Ha microRNAs que tem como potencial alvo a Vitelogenina.

1.3 Objetivos

Objetivo geral: Este trabalho propde a andlise de genoma para busca de microRNAs em

oito diferentes espécies de abelhas, proteinas que compdem a via, € seus potenciais alvos.
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1.4 Objetivos especificos:

Os objetivos que serdo descritos a seguir serdao aplicados as oito espécies de

abelhas a serem trabalhadas neste projeto.

. Utilizar bancos de dados publicos para obten¢do dos dados de genoma e
transcritoma.

. Identificar as provaveis proteinas que compdem a via de microRNAs.

. Caracterizar as provaveis proteinas Argonauta, Dicer e Drosha quanto aos

seus residuos de aminodacidos de sitio ativo, dominios conservados e analise filogenética.

. Identificar e caracterizar precursores de microRNAs.
. Identificar microRNAs maduros.
. Recuperar microRNAs especificos de interesse e caracteriza-los quanto a

conservagao por meio de alinhamento global, estrutura secundaria e analise filogenética.

. Identificar ospotenciais alvos dos microRNAs.

1.5 Justificativa

O Brasil ¢ signatario da Convencao da Diversidade Bioldgica, que fez parte da
Eco-92, onde espécies consideradas polinizadoras sdo reconhecidas como fundamentais
na manutencdo da biodiversidade mundial (Barbiéri & Francoy, 2020). H4 anos a
comunidade de abelhas vem enfrentando consecutivos eventos de diminuigado drastica de
suas populagdes, tanto em criadouros quanto em individuos selvagens. Ha diversos
motivos para tais eventos, como mudangas climéaticas, e a degradagdao de seu habitat
natural. Esse ultimo ¢ o mais preocupante, uma vez que os individuos perdem a flora
silvestre, eles sdo obrigados a procurar alimento em plantagdes que tomaram o ambiente
natural, e que geralmente estdo carregadas de inseticidas (Colapso de Colonias de
Abelhas Africanizadas, 2009; Jaffé et al., 2019). Este cendrio demonstra a necessidade de
incentivo a pesquisa envolvendo Abelhas, qudo maior for o conhecimento a respeito da
biologia destes insetos, melhorias podem ser feitas no manejo e protegdo, tanto de

colmeias selvagens quanto as domesticadas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Generalidades — Poliniza¢ao e mortandade
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A vida das abelhas ¢ como um pogo magico, quanto mais se tira, mais ha para tirar
— Karl von Frisch (1886 — 1982). Essa frase foi dita pelo pesquisador etologista citado,
que recebeu postumamente, em 1973, o prémio Nobel de fisiologia pelo primeiro estudo
que visava a elucidagdo de padrdes inatos de comportamento em animais. O trabalho de
von Frisch descrevia como as abelhas encontravam néctar nas flores e logo depois
voavam em um padrdo especifico para mostrar as outras abelhas onde foi encontrado o
néctar coletado (Plowes, 2010).

Estudiosos avaliam a coevolugdo entre plantas e abelhas principalmente pela
mutualidade da relacao, enquanto as plantas fornecem o alimento na forma do néctar, as
abelhas contribuem com a polinizagdo dessas plantas. O polen é o gameta masculino da
flor, ao pousar, o inseto usa os “pelos” que recobrem todo seu tronco para reter as
particulas de polen. Essas particulas sdo consequentemente carregadas para outras flores
pelos mesmos animais ¢ acabam sendo depositados na estrutura reprodutiva feminina
(estigma) da mesma flor ou de outras flores da mesma espécie, esse ¢ o evento chamado
polinizagdo. Esse acontecimento ndo ¢ uma exclusividade das abelhas, mas elas sdo as
que o fazem com maior efetividade. Isso se da, principalmente, porque elas se alimentam
de polen ao longo de toda vida, fazendo com que a busca pelo alimento seja constante;
enquanto outros insetos como as vespas, s6 se alimentam dessas estruturas ja na fase de
vida adulta (Rhoades, 2013).

No Brasil, cerca de 60% das plantas cultivadas com interesse comercial, seja
alimentagdo, producdo animal, dentre outros, tem a polinizacdo animal como fator
indispensavel (Giannini et al., 2015). Apesar de ser uma pratica pouco utilizada em
plantagdes de larga escala, sdo diversas as contribui¢des da polinizagao por abelhas. Em
um estudo conduzido por Bjorn Klatt (2014) e colaboradores, procurou-se avaliar a
diferenca nos frutos de morango apds serem expostos a polinizacdo natural por abelhas
livres, contra a auto-polinizacdo e a polinizacdo por acao do vento apenas (Klatt et al.,
2013) . Os resultados foram surpreendentes, mostrando que a polinizagdo por abelhas
proporciona ao fruto um maior tempo de prateleira e melhor qualidade pds colheita, o que
impacta diretamente no seu valor comercial.

Devido a contribui¢do comercial e do impacto financeiro que as abelhas
apresentam para a economia, a mortandade desses insetos € um evento que tem chamado
atencao nos ultimos anos. As abelhas estdo suscetiveis aos mesmos varios fatores que
comumente afetam as populagdes animais como mudangas climaticas, perda de habitat,

disponibilidade de alimento, dentre outros. Este Gltimo tem uma peculiaridade, as abelhas
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também sdo conhecidas pela sua predilecdao, ou nao, pelo polen de plantas especificas
(Murray et al., 2009). Robertson, em 1925, foi quem primeiro descreveu que a busca por
pélen ndo acontece aleatoriamente para as abelhas, e as dividiu entre Monoléticas, que
coletam podlen de uma espécie especifica, Oligoléticas, que coletam de duas espécies ou
mais porém de um mesmo género, e Poliléticas, que coletam polen de mais que quatro
géneros de até duas familias diferentes (Society, 2013). Estes conceitos foram trabalhados
e atualizados recentemente por outros autores, que propuseram outra divisdo, por
exemplo uma em que as Mesoléticas coletam polen de mais que quatro géneros de plantas
pertencentes a até trés familias diferentes, enquanto que as Poliléticas coletariam em
plantas de inimeros géneros e pelo menos quatro familias diferentes (Miiller &
Kuhlmann, 2008). Essa caracteristica deixa esses animais ainda mais susceptiveis ao
desaparecimento quando de eventos catastroficos que eliminem espécies de plantas
endémicas, deixando as espécies de abelhas monoléticas sem alimento disponivel.

Além das causas ja conhecidas que incidem sobre todos os animais de vida
selvagem, a partir do inverno de 2006, EUA e Europa anotaram perdas significativas em
coldnias de criadores, chegando a 30% de colmeias de Apis mellifera (Pires et al., 2016),
e até entdo, sem uma causa provavel. Diante dessas perdas, diversos grupos se formaram
no intuito de investigar as causas de mortandade nessas colonias, ndo se chegou a uma
causa especifica, mas sim em um diagndstico de que uma gama de eventos
correlacionados (patogenos, mudangas climaticas, parasitas, uso de agrotoxicos, dentre
outros) estavam causando o problema; esse fendOmeno passou a ser tratado como
sindrome, sendo nomeado como CCD, “Colony Collapse Disorder” (vanEngelsdorp et
al., 2009).

Fato €, o conhecimento da biologia basica desses insetos ¢ de suma importancia
para delinear agdes de conservagao eficientes. O conhecimento de fatores que controlam
a populacao e as comunidades, e como as abelhas reagem por si proprias a esses fatores,
permitem um manejo focado tanto em espécies especificas, como para géneros inteiros

(Murray et al., 2009).

2.2 Niveis de Socializagao

Conceitualmente, a sociabilidade dentro de qualquer grupo ¢ dita como o
propodsito que leva os individuos a interagirem entre sim, sendo uma caracteristica

fundamental para determinados organismos (Ward & Webster, 2016). Em abelhas, essa
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caracteristica ¢ marcada por fatores como sobreposicdo de geragdes, cuidados com os
membros da comunidade, divisdo de trabalho dentro da colmeia, reconhecimento de
individuos da mesma colmeia e de intrusos, e exclusividade de um unico individuo
responsavel pela reproducao (Danforth, 2002; Hewlett et al., 2018). A evolugao das
espécies traca um caminho compreendendo desde as espécies solitarias, primitivamente
eusociais e altamente eusociais, ¢ ¢ considerada uma das maiores transigdes evolutivas da
terra, sendo um evento que fascina bidlogos e pesquisadores da area (Szathmary & Smith,
1995; Woodard et al., 2011).

Um ponto chave que distingue os animais eusociais dos que se desenvolvem
solitarios € o altruismo com relagdo aos demais integrantes da colmeia, onde os individuos
mais velhos sdo responsaveis pelo cuidado aos mais novos (Michener, 1969). Esse
comportamento influencia em uma outra caracteristica das abelhas eusociais, que € o
proprio desenvolvimento da sociabilidade € o cuidado com o ninho. As abelhas sociais,
como por exemplo a A. mellifera, tem que desenvolver alguma ferramenta que as
permitam identificar os individuos da colmeia, pois apenas os moradores da comunidade
tém passe livre, o que ocorre normalmente a partir do olfato. Isso possibilita aos insetos
que ficam na entrada do ninho, identificar e permitir, ou ndo, a entrada dos demais (Breed
& Stiller, 1992; van Zweden & d’Ettorre, 2010). Essa capacidade de identificar os
moradores da colmeia € desenvolvida nas primeiras 24 horas ap6s a eclosdo dos ovos, €
¢ dependente da exposi¢do das abelhas ao meio, e ao tempo que as mesmas gastam
socializando umas com as outras (Breed & Stiller, 1992; D’Ettorre et al., 2006; Downs &
Ratnieks, 1999; van Zweden & d’Ettorre, 2010). O tempo de exposicao entre os insetos
também dita o nivel de sociabilidade dos mesmos, onde mesmo espécies ja descritas como
altamente sociais perdem essa capacidade de sociabilidade quando em isolamento, assim
como a capacidade de predilecdo pelas abelhas da mesma colmeia (Hewlett et al., 2018).

A caracteristica de sociabilidade também tem um impacto consideravel na questao
populacional de cada espécie, afetando profundamente sua capacidade de
autoconservacao. Este fato esta diretamente ligado a organizacdo dos individuos capazes
de reproduzir dentro da comunidade. Assim, temos uma relacdo em que quanto mais
social a espécie, maior a tendéncia de um menor nimero de individuos para um censo
geral, uma vez que organizacionalmente as espécies sociais tem apenas um individuo
encarregado de se reproduzir, enquanto que nas espécies solitarias cada qual € capaz de

colaborar com a perpetuagdo da espécie através da reproducdo (Murray et al., 2009).
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Apesar de toda a ideia construida em torno das grandes colmeias de abelhas, de
todos os estudos sobre como as comunidades se organizam, de como esses insetos
desenvolvem mecanismos tao precisos para viver em sociedade, o outro lado, das espécies
solitarias, também abriga comportamentos tdo formidaveis quanto.

Com cerca de 78% das espécies de abelhas ja catalogadas classificadas como
solitarias, essas espécies sdo de certa forma negligenciadas pelos especialistas, com uma
literatura longe de ser tdo vasta quanto o que ha descrito para as espécies sociais. As
espécies solitarias se distinguem das espécies sociais em praticamente todos os seus
habitos, cada ninho é composto por um individuo fémea que ¢ rainha e operaria,
realizando todas as obrigacdes da colmeia. Ela quem constroi e protege o ninho, reproduz,
busca alimento, dentre outras tarefas (Morato & Martins, 2006). Neste caso, hd ninhos
menores, apenas para abrigar a abelha responsdvel e sua ninhada, normalmente
construidos em buracos no solo, na madeira, ou no caule de plantas (Linsley, 1958).

No que tange a capacidade de polinizagdo, as preferéncias de abelhas solitarias
também se diferem das sociais. Espécies sociais como A. mellifera € Bombus spp tem a
capacidade de buscar alimento a quilometros de distancia do ninho, e estas tém predile¢cao
por grandes floradas; enquanto que espécies solitdrias como Lasioglossum spp se
deslocam por apenas algumas dezenas de metros para a coleta de pdlen, e podem coletar
tanto de flores esparsas como de grandes plantagdes; bem como ter preferéncia por
determinadas espécies de plantas (Bénsch et al., 2021; Linsley, 1958). Isso torna as
abelhas sociais mais cotadas para o trabalho de polinizagdo, pelo numero de individuos,

e sua capacidade de cobrir areas maiores (Leonhardt et al., 2011).

2.3 Vitelogenina (Vg) e Hormonio Juvenil (HJ)

Como ja descrito acima, as abelhas sdo insetos com inimeras particularidades em
seu comportamento, onde a maioria ainda carece de estudos mais especificos. Ainda sobre
essas particularidades, as abelhas possuem uma relagao de expectativa de vida/fertilidade
diferente da maioria das outras espécies de insetos. Para essa maioria, quanto mais
responsavel pela fertilizagdo, menor ¢ a expectativa de vida do individuo. Ja as abelhas
que se comportam de forma contrdria, as operarias, que ndo tém responsabilidade de
reprodugdo, apresentam um ciclo de vida de 3 a 6 semanas, enquanto as rainhas, que se
dedicam quase que exclusivamente a reprodugdo, vivem por até 3 anos. Essa condi¢ao

ainda ¢ pouco elucidada, principalmente por algo que chama atencdo, que ¢ o fato de



18

ambas — operarias e rainhas — se desenvolverem de um mesmo genoma (H. Shi et al.,
2018).

Diante desses fatos, varios estudos tém buscado explicar o porqué dessas
diferencas, primeiramente tentando considerar as questdes genéticas. Diversas
ferramentas de analise biomolecular vém sendo utilizadas para tentar elucidar os
mecanismos que estdo por tras desses sistemas tao diferentes. Uma dessas ferramentas ¢
a analise de transcritoma. Esse tipo de andlise considera todos os transcritos do genoma
de determinado individuo, isso permite analisar os diferentes padroes de expressao génica
de um organismo em diferentes situagdes, estagios de desenvolvimento, exposi¢do a
determinados ambientes, dentre outras possibilidades.

Em meio a andlises comparativas de transcritomas de diferentes individuos, de
diferentes espécies, abelhas e formigas por exemplo, pesquisadores conseguiram
correlacionar dois genes que podem ser pecas chave no envelhecimento das abelhas, o
gene da Vg, e o gene do HJ (Korb et al., 2021).

O vitelo ¢ o material presente nos ovos e que ¢ a principal fonte de alimento
durante o desenvolvimento do individuo apos a fecundag@o. Por meio da vitelogénese,
varios componentes sdo colocados a disposi¢do durante a embriogénese, onde uma das
principais proteinas componentes do vitelo ¢ a Vg, sendo fonte de aminoacidos,
carboidratos e lipideos essenciais (Masuda & Oliveira, 1985). Trata-se de uma
glicoproteina, produzida no corpo gorduroso do inseto sob forma de Vg, a mesma ¢
transportada e acumulada na hemolinfa, a partir dali, é sequestrada para os ovarios e
ovocitos, onde sofre modificacdes e passa a vitelina, que vai ser de fato integrante do
vitelo (Imperatriz-Fonseca et al., 2012). Sua correlagdo com o estigio de
desenvolvimento em abelhas torna a Vg um alvo de extremo interesse para pesquisas.
Seus indices se diferenciam tanto pela casta, quanto pela idade do individuo, sendo que
as rainhas apresentam uma titulacao aproximadamente 20% maior dessa proteina do que
as operarias, que ainda vao sofrer com um decréscimo ao longo da vida. A produgdo de
Vg aumenta logo apds o estagio de pulpa, aumentando os niveis sanguineos. O maior
nivel € observado em abelhas maes de 7 a 10 dias de idade, mas comecam a cair logo que
esses individuos comecam a busca por alimento. Essa caracteristica permite as abelhas
maes utilizar a Vg como fonte de aminoacidos para a sintese de geleia real, principal
alimento das larvas e da rainha (Ament et al., 2012).

Postulado pela primeira vez em 1934, por Wigglesworth, o HJ ¢ um hormoénio

sesquiterpenoide, envolvido em diversos processos bioldgicos em artropodes, com acao







































































http://pfam.xfam.org/
http://www.clustal.org/clustal2/
http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi



http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi



https://hymenoptera.elsiklab.missouri.edu/beebase





















































































































































































