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RESUMO

SOARES, Fernanda Aparecida Ferrari, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2012. Determinacdo da composicdo de bases AT e GC por
citometria de fluxo em abelhas. Orientador: Carlos Roberto de Carvalho.
Coorientadores: Mara Garcia Tavares e Gustavo Ferreira Martins.

A determinagdo do tamanho gendmico e da composicdo de bases AT e GC é
considerada uma informacdo crucial dentro das analises que visam a
caracterizacdo do material genético de um individuo, ou mesmo em estudos de
biologia molecular e de interpretacdes filogenéticas e evolutivas. Por ser
relativamente rapida, precisa e econdmica, a citometria de fluxo tem se destacado
como ferramenta para quantificacdo do conteudo de DNA e caracterizacdo da
composicao de bases em diversos grupos de plantas e animais, incluindo insetos.
Considerando os insetos himenopteros, até o momento cerca de 100 individuos
tiveram seu conteudo de DNA determinado, e 46 % destes sdo abelhas sem
ferrdo. Apenas uma espécie de abelha, a Apis melifera, teve sua composicao de
bases AT e GC determinadas até o momento e esses dados foram obtidos por
meio do sequenciamento gendmico. Esse trabalho buscou detalhar o
procedimento para a quantificagdo de DNA e desenvolver metodologia para a
determinacdo da composicdo de bases AT e GC por citometria de fluxo em
abelhas. Objetivou-se entdo contribuir com o aumento do numero de espécies
com conteudo de DNA determinado e disponibilizar uma metodologia eficiente
para caracterizacdo do genoma. As espécies de abelhas empregadas foram
Scaptotrigona xantotricha, Trigona hyalinata e Partamona rustica. Os ganglios de
cada pupa foram utilizados para preparacdo da suspensdo nuclear analisada no
citbmetro de fluxo. A S. xantotricha (2C = 0,88 picogramas) foi utilizada como
padrdo interno nas andlises de determinacdo do contetdo de DNA nuclear total e
da proporcéo de bases AT e GC. Os histogramas gerados na citometria de fluxo
apresentaram coeficientes de variacdo abaixo de 5,0 % e possibilitaram a
determinacao da quantidade absoluta de DNA nuclear e da composicéo de bases
AT e GC. P. rustica e T. hyalinata apresentaram 1,15 e 1,07 picogramas de DNA,
respectivamente. S. xantotricha apresentou 61,32 % de bases AT e 38,68 % de
bases GC; P. rustica apresentou AT = 62,82 % e GC = 37,18 %; T. hyalinata
apresentou AT = 62,40 % e GC = 37,60 %. Esse trabalho detalha o protocolo para
quantificacdo do DNA por meio da citometria de fluxo, contribuindo para o
aumento do numero de espécies com conteudo de DNA determinado. Ainda,
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disponibiliza metodologia para a determinacédo da composicao de bases AT e GC
em abelhas também empregando a citometria de fluxo. Essa nova técnica pode
ser aplicada a outras espécies de abelhas ou até mesmo a outros insetos
himendpteros, a fim de fornecer dados relevantes para analises de caracterizacéo

do genoma.

\Y



ABSTRACT

SOARES, Fernanda Aparecida Ferrari, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2012. Determination of the AT GC base composition by flo w
cytometry in bees. Adviser: Carlos Roberto de Carvalho. Co-advisers: Mara
Garcia Tavares and Gustavo Ferreira Martins.

The genomic size determination and AT GC base composition should be
considered an important factor in the analysis to genetic material characterization,
or even in studies of molecular biology and phylogenetic interpretations. Flow
cytometry has emerged as a tool for quantification of DNA content and
characterization of base composition in many plant and animal groups, including
insects. Considering the hymenopterous, about 100 species had their DNA content
determined, and 46 % of them are stingless bees. This work aimed to detail the
procedure for DNA quantification and to develop methodology for determining the
AT and GC base composition by flow cytometry in bees. It will increase the number
of species with DNA content determined and provide an effective genomic
characterization procedure. Scaptotrigona xantotricha (2C = 0.88 picograms) was
used as internal standard to determinate the DNA content and base composition of
Trigona hyalinata and Partamona rustica. The histograms generated in the flow
cytometry showed coefficients of variation below 5.0 % and enabled the
determination of the nuclear DNA content and AT GC composition. P. rustica and
T. hyalinata showed 1.15 and 1.07 picograms of DNA, respectively. S. xantotricha
presented 61.32 % of bases AT and 38.68 % of GC, P. rustica presented AT =
62.82 % and GC = 37.18 %, T. hyalinata presented AT = 62.40 % and GC = 37.60
%. This study details the protocol for DNA quantification by flow cytometry,
contributing to increasing the number of species of DNA content determined. Also
provides methodology for determining the base composition AT and GC bees
using flow cytometry. This new technique can be applied to other bee species or
even other hymenopteran insects, in order to provide relevant data for genomic

characterization analysis.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento do tamanho do genoma de um organismo € de grande
relevancia em virtude da sua aplicagdo direta em estudos filogenéticos, em
analises de correlacdes entre o tamanho do genoma e caracteristicas fisiologicas,
em andlises do efeito ambiental sobre o tamanho do genoma, em estudos de
variabilidade intra e interespecifica e em estudos evolutivos (Ochatt, 2008).

A determinacdo da composicdo de bases AT e GC complementa a
caracterizagcdo gendmica de um organismo, contribuindo principalmente para: (i)
estudos taxondmicos e evolutivos, (i) analises comparativas da estrutura
gendmica, (iii) projetos de sequenciamento e (iv) mapeamento genético (Gregory,
2005).

Segundo Gregory (2005), a citometria de fluxo, a citometria de imagem e o
sequenciamento gendmico tém sido considerados o0s principais métodos para
estimar o tamanho do genoma nuclear. Dentre eles, a citometria de fluxo tem se
mostrado uma ferramenta relativamente econdmica, rapida, precisa e de
reprodutibilidade e, portanto, tem ganhado destaque.

Diversas plantas e animais, incluindo insetos, apresentam seu contetdo de
DNA determinado (Bennett e Leitch, 2012; Gregory, 2012). No entanto, o tamanho
do genoma da maioria das espécies de abelhas da familia Apidae ainda
permanece completamente desconhecido, apesar da reconhecida importancia
ecoldgica como polinizadores ativos e da grande diversidade deste grupo. Estudos
sobre a quantidade de DNA em abelhas foram realizados recentemente por Lopes
et al. (2009), Tavares et al. (2010a,b, 2011). Como resultado desses trabalhos, 45

espécies de abelhas sem ferrdo tiveram seu conteaddo de DNA (valor 1C)



determinado por citometria de fluxo, dentre as quais trés espécies de Partamona e
trés espécies de Trigona.

Até o momento ndo se encontra disponivel nenhuma metodologia de
citometria de fluxo para determinacdo da propor¢cao de bases AT e GC em
abelhas. Apis melifera € a Unica espécie desse grupo cujo contetudo de bases AT
e GC esta estimado. Esses dados foram obtidos por meio de sequenciamento de
DNA. Os autores determinaram que o genoma dessa abelha apresenta 67 % de
bases AT e 33 % de bases GC (The Honeybee Genome Sequencing Consortium,
2006). Segundo Bennett et al. (2003), considerar um genoma completamente
sequenciado implica num conceito relativo, jA que os dados obtidos por meio do
sequenciamento podem conter erros causados por subestimacdo do numero de
bases. Isso porque dificimente todas as sequéncias de bases serdo
representadas ao final da analise.

Portanto, esse trabalho propbe detalhar o procedimento para a
quantificacdo de DNA nuclear por citometria de fluxo, além de contribuir para o
aumento do numero de espécies de abelhas com conteddo de DNA mensurado.
Propde ainda disponibilizar metodologia para determinacéo do contetdo AT e GC
também baseada na técnica de citometria de fluxo, visto que essa ferramenta é
relativamente rapida, e de grande reprodutibilidade, além de ser amplamente
empregada para a quantificacdo e caracterizacdo do genoma nuclear de diversas

espécies.



2. REVISAO DE LITERATURA

A determinacao do tamanho gendmico deve ser considerada um importante
dado dentro das analises que visam a caracterizacdo do material genético de um
individuo ou mesmo em estudos de biologia molecular e de interpretacfes
filogenéticas e evolutivas (Gregory, 2005).

A citometria de fluxo é uma ferramenta amplamente utilizada para
guantificar o DNA nuclear (Dolezel e Bartos, 2005). Ela apresenta vantagens
frente outras técnicas de quantificacdo, uma vez que fornece o valor C de forma
rapida e acurada, a partir de uma pequena quantidade de amostra, e é
economicamente viavel. Essa técnica baseia-se no pressuposto de que existe
uma relagao linear entre a quantidade de DNA e a fluorescéncia emitida pelos
nacleos, tanto da amostra quanto do padrao de referéncia utilizado, cujo contetudo
de DNA é conhecido (Zoldo et al., 1998).

O citometro de fluxo avalia a intensidade relativa de fluorescéncia de
nucleos isolados a partir de células obtidas de tecidos ndo proliferativos. A anélise
gera um histograma tipico, em ciclos celulares ndo alterados Nesses histogramas,
0 pico maior corresponde ao numero de ndcleos na fase Go/G; € 0 pico menor ao
namero de nucleos na fase G,, enquanto a regiao entre 0s dois picos corresponde
ao numero de nucleos em fase S (Galbraith et al., 1983; Price et al., 2000; Dolezel
e Bartos, 2005).

A citometria de fluxo foi desenvolvida originalmente como um método para
rapida contagem e analise de células sanguineas. Com a evolugdo da técnica, ela
tornou-se importante ferramenta em muitas areas de pesquisas biologicas

(Dolezel, 1997), destacando-se por permitir 0 monitoramento do ciclo celular e



suas alteracdes (Rabinovitch, 1994) e por possibilitar também a deteccdo de
aneuploidias (Kawara et al., 1999) e apoptose (Vermes et al., 2000).

Para estimar o conteddo de DNA nuclear por citometria de fluxo,
suspensdes de nudcleos sdo coradas com fluorocromos DNA-especificos e a
guantidade de luz emitida por cada particula € quantificada (Dolezel e Bartos,
2005). Segundo Dolezel (1997), a posicdo do pico Go/Gi no histograma da
amostra analisada € comparada com a posi¢cdo do pico de uma amostra padrao,
gue tem seu conteuddo de DNA ja estabelecido. Desse modo, o tamanho do
genoma nuclear é determinado em picogramas (pg) de DNA ou, quando é
realizada a conversao, em mega pares de bases (Mpb); sendo que 1 pg de DNA
representa 978 Mpb (Dolezel et al., 2003).

A tabela 1 apresenta os fluorocromos mais utilizados para estimar o
conteudo de DNA nuclear. Dentre esses fluorocromos, o iodeto de propideo (IP) e
0 brometo de etideo (BE) sdo os mais recomendados para a determinacdo do
valor absoluto, uma vez que esses corantes intercalam-se quantitativamente na
cadeia dupla do DNA (Loureiro e Santos, 2004).

Os demais fluorocromos, tais como DAPI e Mitramicina apresentam
afinidade com regides ricas em pares de bases AT ou GC, respectivamente, o0 que
possibilita determinar a composi¢do de bases de uma determinada espécie em

relacdo a um padrao de referéncia (Marie e Brown, 1993).



Tabela 1. Corantes fluorescentes mais utilizados em CF para estimar o conteido de DNA
nuclear.

Modo de Ligacao Comprimento de Onda
Fluorocromo o
Primario Excitagéo Emisséo
lodeto de Propideo (IP) Intercalacdo 525 (azul-verde) 605 (vermelho)
Brometo de Etideo (BE) Intercalacdo 535 (azul-verde) 602 (vermelho)
4,6-diamidino-2-fenilindol ) )
Regides ricas em A-T 345 (UV) 460 (azul)
(DAPI)
Hoechst 33258 Regides ricas em A-T 360 (UV) 460 (azul)
Cromomicina Regides ricas em G-C 445 (violeta-azul) 570 (verde)
Mitramicina (MI) Regides ricas em G-C 445 (violeta-azul) 575 (verde)

(Loureiro e Santos, 2004)

A quantificacdo do valor C, juntamente com o padrdao de arranjo das
sequéncias e a composicao de bases nitrogenadas dos genomas sao de grande
importancia em estudos moleculares. Por exemplo, o tamanho do genoma
determina o numero de clones necessarios na construcdo de bibliotecas
gendmicas. O padrdo de arranjo das seqUéncias e o conteudo de bases GC
influenciam as estratégias de clonagem e as condi¢des de hibridizacdo (Warren e
Crampton, 1991).

De acordo com Bennett e Leitch (2012) e Gregory (2012), estédo disponiveis
os valores 1C obtidos por citometria de fluxo de 4.945 espécies de plantas e 1.653
espécies de animais, respectivamente. Especificamente em insetos, apenas 706
espécies tiveram seu conteudo de DNA determinado. Dentro do grupo
Hymenoptera, as abelhas destacam-se como polinizadores de plantas floriferas
em diversos ecossistemas (Bawa, 1990; Neff e Simpson, 1993), além de terem a
sua acdo amplamente reconhecida na perpetuacdo de espécies silvestres,
contribuindo assim para a manutencédo do equilibrio ecoldgico (LaSalle e Gauld,

1993).



No Brasil, destacam-se como polinizadoras as abelhas nativas e, por
apresentarem o ferrdo atrofiado, sdo conhecidas popularmente como “abelhas
sem ferrdo”. Essas abelhas pertencem a familia Apidae e segundo Michener
(2000), sdo descritas mais de 500 espécies em 50 géneros, sendo que mais de
300 espécies sao encontradas na América Central e América do Sul.

Esse grupo de abelhas exibe ampla distribuicdo geografica, sendo
encontradas nas regides tropicais e subtropicais do hemisfério sul, nas Américas
do Sul e Central, Asia, llhas do Pacifico, Australia, Nova Guiné e Africa (Camargo
e Pedro, 1992). Algumas espécies dessa familia sdo essenciais para a polinizacao
de grande parte da flora da floresta Atlantica e, dependendo do ecossistema, elas
polinizam de 40 a 90% das arvores nativas (Kerr et al., 1996).

Considerando-se o0 pequeno numero de espécies de Hymenoptera que
tiveram seu conteudo de DNA determinado por citometria de fluxo, cerca de 70
espécies até o momento (Gregory, 2012; Tavares et al., 2010a,b, 2011), pode-se
dizer que pouco se sabe sobre o tamanho do genoma, sua constituicdo e
evolugéo nesse grupo.

Embora algumas espécies de abelhas ja apresentem o seu conteiddo de
DNA determinado, apenas uma espécie, Apis melifera teve sua composicao de
bases AT e GC caracterizada. Desse modo, h& necessidade de disponibilizar uma
metodologia que possibilite a obtencdo desses dados de forma rapida e acurada,

visando a caracterizacdo gendmica desse grupo de insetos.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estabelecimento de metodologia para determinacdo da composicdo de
bases AT e GC utilizando as espécies de abelhas Scaptotrigona xantotricha,

Partamona rustica e Trigona hyalinata como referenciais metodologicos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar o conteiddo de DNA nuclear, por meio da citometria de fluxo,

para as espécies de abelha Partamona rustica e Trigona hyalinata;

e Estimar o conteuddo de DNA nuclear para cada espécie anteriormente

citada em picogramas e em pares de bases;

* Desenvolver metodologia de citometria de fluxo para determinar a
composicdo de bases AT e GC em abelhas utilizando as espécies

Scaptotrigona xantotricha, Partamona rustica e Trigona hyalinata;

» Determinar a composicéo de bases AT (%) e GC (%) para as trés espéecies

analisadas.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL GENETICO

Pupas de operarias de Trigona hyalinata e Partamona rustica foram
coletadas de colénias em Lontra/MG. Scaptotrigona xantotricha foi coletada de
colénias em Vicosa/MG. P. rustica foi identificada pela Prof. Silvia Regina de
Menezes Pedro (USP); S. xantotricha e T. hyalinata foram identificadas pelo Prof.
Ldcio Antbnio de Oliveira Campos (UFV). Todas as amostras foram cedidas
gentilmente pela Prof®. Mara Garcia Tavares (UFV). As andlises foram realizadas
utilizando-se o ganglio cerebral de cada individuo. As espécies P. rustica e T.
hyalinata foram utilizadas para quantificacdo do DNA nuclear total. As analises
para determinar a proporcdo de bases AT e GC, por sua vez, foram realizadas
para as trés diferentes espécies citadas anteriormente, sendo a S. xantotricha

empregada como padrdo interno para andlise das outras duas espécies.

4.2. CITOMETRIA DE FLUXO

4.2.1 Determinagdo do conteudo de DNA total

Utilizou-se a abelha Scaptotrigona xantotricha (2C = 0,88 pg de DNA)
(Figura la) como padrdo interno para a determinacdo do conteudo de DNA
nuclear absoluto e em pares de bases (pb) para cada individuo analisado (Lopes
et al., 2009).

Com o auxilio de uma lupa, o ganglio cerebral do padrao (Figura 1b) e de

cada amostra de pupa de abelha foi extraido, lavado em solucéo fisiolégica (NaCl
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0,155 mM) e transferido cuidadosamente, com o auxilio de um estilete de aco
inoxidavel para um microtubo Eppendorf® de 1,5 ml (Figura 2a) com 100 pl do
tampéao de extracdo nuclear contendo 0,1 M de &cido citrico, 0,5 % de Tween 20 e
50 pug. mL™* de RNAse, pH = 2,3 (Loureiro et al., 2006a,b; Tavares et al., 2010).
Em seguida, o ganglio de cada amostra, simultaneamente com o do padréo, foi
celularizado com o auxilio de um pistilo Eppendorf® (Figura 2b) a fim de se obter
uma suspensao de nucleos. A suspensao obtida foi acrescida de 1,0 ml do mesmo
tampao, filtrada em uma tela de nylon de 30 um Partec CellTrics® (Figura 2c) para
um microtubo Eppendorf® de 2,0 ml (Figura 2d) e centrifugada a 100 g por 5
minutos.

O precipitado foi ressuspendido em 100 uyl do tampédo de extracdo e
permaneceu incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. A solucao foi
filtrada em uma tela de nylon de 20 um Partec CellTrics® (Figura 2e) para um tubo
de citometria Sarstedt (Figura 2f). Os nacleos em suspenséo foram corados com
1,5 ml de solug¢do contendo 0,4 M Na,HPO4-2H,0 suplementado com 75 yM de
iodeto de propideo e 50 pg. mi™* de RNAse pH = 7,8, e permaneceram no escuro
de 5 a 20 minutos a temperatura ambiente. Foram realizadas pelo menos quatro
repeticbes para cada amostra, sendo entdo analisada num citobmetro de fluxo
Partec PAS® equipado com um laser de 488 nm. O tamanho médio do genoma de
cada espécie foi mensurado em picogramas de acordo com a féormula adaptada
de Dolezel e Bartos (2005) e o valor 2C foi convertido para megapares de bases

(1pg = 978 Mpb) (Dolezel et al., 2003).



4.2.2 Determinagao da composicao de bases AT e GC

A fim de proporcionar linearidade nas analises e determinar um padrédo
interno apropriado para utilizacdo no calculo da composicdo de bases AT e GC
por citometria de fluxo em abelhas, inicialmente a propor¢céo de pares de bases
AT foi determinada para Scaptotrigona xantotricha de tal modo que essa espécie
pudesse ser utilizada posteriormente como padrdo também em outras abelhas.
Essa espécie ja vem sendo empregada como padrdo interno na determinacédo do
conteudo de DNA total em abelhas (Lopes et al., 2009). A analise foi realizada
utilizando como padréo interno a fémea adulta de Drosophila melanogaster, que
apresenta seu contetdo de DNA total mensurado e a composicdo AT e GC
determinada (valor 1C = 0,18 pg; AT =59 % e GC = 41 %).

Com o auxilio de uma lupa, os ganglios cerebrais tanto da Drosophila
quanto da pupa de S. xantotricha foram extraidos, lavados em solucao fisiologica
(NaCl 0,155 mM) e transferidos cuidadosamente, com o auxilio de um estilete de
aco inoxidavel para um tubo Eppendorf® de 1,5 ml com 100 pl do tamp&o de
extracao descrito anteriormente. Em seguida, os ganglios de cada individuo foram
simultaneamente celularizados com o auxilio de um pistilo Eppendorf® a fim de se
obter uma suspensao de nucleos. A suspenséao obtida foi acrescida de 1,0 ml do
mesmo tampao, filtrada em uma tela de nylon de 30 um Partec CellTrics® para um
tubo Eppendorf® de 2,0 ml e centrifugada a 100 g por 5 minutos.

O precipitado foi ressuspendido em 100 uyl do tampéao de extracdo e
permaneceu incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. A solucdo foi
filtrada em uma tela de nylon de 20 um Partec CellTrics® para um tubo de
citometria Sarstedt. Os nucleos em suspensado foram corados com 1,5 ml de
solugéao contendo 0,4 M de Na;HPO,4:2H,0 suplementado com 1,5 yM do corante
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4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), pH = 7,8, e permaneceram a temperatura
ambiente no escuro de 5 a 20 minutos. Foram realizadas quatro repeticées sendo
quatro individuos diferentes da mesma espécie, e as amostras foram analisadas
num citémetro de fluxo Partec PAS® equipado com uma lampada de mercurio de
388nm.

A composicao de bases AT de Scaptotrigona foi determinada por meio da
formula descrita por Godelle et al. (1993): AT (%)amosta = AT (%)padrio X
(Roar/Rip)*3, onde Rjp = razdo entre a intensidade de fluorescéncia da amostra
em relacdo a do padrdo, utilizando o corante IP, e Rpap @ razdo utilizando DAPI. A
composicao de bases GC foi determinada como GC (%) = 100 — AT (%).

ApoOs a determinacdo da composicao de bases AT e GC da S. xantotricha
para utilizacdo como padrdo interno em analises de composi¢cdo de bases em
abelhas, esta foi entdo processada junto as espécies Trigona hyalinata e
Partamona rustica. Seguindo o protocolo descrito acima, as proporcdes de bases

AT e GC foram determinadas para cada individuo.
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Figura 1 - Pupa da fémea de Scaptotrigona xantotricha (a) e o ganglio cerebral (b) utilizado como
padrdo interno nas andlises de quantificagdo do DNA nuclear e determinacdo da composicdo de

bases AT e GC. Barra = 1mm.

Figura 2 — Materiais utilizados para o preparo da suspenséo nuclear. Tudo Eppendorf® de 1,5 ml
(a) e pistilo de plastico Eppendorf® (b) utilizado para celularizar o material. Filtro com membrana de
30 pum Partec CellTrics® (c) e tubo Eppendorf® de 2,0 ml (d). Filtro com membrana de 20 um Partec

CellTrics® (e) e tubo de citometria Sarstedt (f).
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5. RESULTADOS

O processamento das suspensfes nucleares por meio da citometria de
fluxo gerou histogramas cujos picos Go/G; do padrao (ajustado para o canal 200)
e das amostras puderam ser diferenciados e identificados. O material biologico
utilizado, o ganglio cerebral, possibilitou a obtencdo de nucleos intactos e
fisiologicamente ativos. Além disso, esse material apresenta ploidia conhecida,
informacédo prévia necessaria nesse tipo de analise. Os histogramas obtidos
apresentaram coeficientes de variacédo (CV) entre 2,93 % e 3,82 % (Figuras 3 e 4).
O desvio padrao para as repeticbes de cada amostra foi menor do que 0,03. O
calculo do conteudo de DNA em pg e em Mpb pode ser efetuado para cada
espécie. Trigona hyalinata apresentou 2C = 1,07 pg, correspondendo a 1C = 523
Mpb. Ja a Partamona rustica, apresentou 2C = 1,15 pg, correspondendo a 1C =
562 Mpb.

A metodologia de citometria de fluxo para determinacdo da composicdo AT
gerou histogramas homogéneos e reprodutiveis, com CV variando de 2,49 % a
3,69 % (Figuras 3 e 4). O desvio padrao para as repeticdes de cada individuo foi
menor do que 8,0. A composicdo de bases AT e GC calculada para a
Scaptotrigona xantotricha foi de 61,32 % e 38,68 %, respectivamente. Para a
Trigona hyalinata os valores obtidos foram AT = 62,40 % e GC = 37,60 %.

Partamona rustica apresentou AT = 62,82 % e GC = 37,18 %.
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Figura 3 - Histogramas obtidos a partir da analise da suspensdo nuclear de células do ganglio
cerebral. a) Nicleos corados com iodeto de propideo (Pl). S. xantotricha fémea (padrao interno, 2C
= 0,88 pg de DNA, canal 200, CV = 2,93) e T. hyalinata fémea (2C = 1,07 pg de DNA, canal 244,
CV = 3,05). b) Nucleos corados com DAPI. S. xantotricha fémea (padréo interno, AT = 61,32 %
canal 200, CV = 3,85) e T. hyalinata fémea (AT = 62,40 %, canal 257, CV = 2,49).
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Figura 4 - Histogramas obtidos na andlise da suspenséo nuclear de células do ganglio cerebral. c)
Nucleos corados com iodeto de propideo (Pl). S. xantotricha fémea (padréo interno, 2C = 0,88 pg
de DNA, canal 200, CV = 3,82) e P. rustica (2C = 1,15 pg de DNA, canal 262, CV = 3,27). d)
Nucleos corados com DAPI. S. xantotricha fémea (padrao interno, AT = 61,32 %, canal 200, CV =
3,69) e P. rustica fémea (AT = 62,82 %, canal 282, CV = 3,33).
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6. DISCUSSAO

A determinacdo de uma espécie de abelha como padrdo interno para
calculos da composicdo AT e GC por meio da citometria de fluxo neste grupo
possibilita a obtencdo de resultados mais confiaveis comparados aqueles obtidos
utilizando uma espécie mais distante filogeneticamente. Além disso, Scaptotrigona
xantotricha j& vem sendo utilizada como padrdo interno para quantificacdo do
genoma total em abelhas (Lopes et al., 2009), e, portanto, é conveniente té-la
como padrao na determinacdo do conteudo de bases nesses individuos. Segundo
dados do Genome Size Database (2012), a maioria dos autores utilizou como
padrdo interno, na quantificacdo do DNA de invertebrados, nucleos de Gallus
domesticus (GD) ou Drosophila melanogaster (DM). De um total de 1741
invertebrados que tiveram seu conteudo de DNA determinado, 22,52 % utilizaram
GD e 16,83 % utilizaram DM, sendo que os 61 % restantes foram determinados
com cerca de 39 padrbes diferentes ou nem mesmo tiveram o padrao utilizado
especificado (Gregory, 2012). Segundo Mendonca et al. (2010), a utilizacdo de
células GD como padrao interno deve ser cautelosa ja que macho e fémea tem
sido utilizados indiscriminadamente. Esses autores determinaram que o macho
apresenta 0,09 pg de DNA a mais do que a fémea.

A utilizacdo do géanglio cerebral como material biolégico para obtencdo dos
ndcleos implica em uma vantagem quando comparado a outros estudos de
quantificacdo do DNA em invertebrados em que foi usado o corpo todo do
individuo ou tecido espermatico (Gregory, 2012). Segundo Gregory (2005), um
desafio da citometria de fluxo consiste na obtencdo de um material fresco, cujos
nacleos sejam de ploidia conhecida e estavel. A extracdo dos nucleos deve

garantir que estes estejam homogéneos e preservados, o que é resultado de um
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protocolo otimizado para tal fim. Em vertebrados, significa usualmente trabalhar
com sangue, mas em invertebrados ainda ndo ha um consenso sobre qual
material € o mais adequado. Nesse trabalho optou-se pela utilizacdo do ganglio
cerebral de pupas. Esse material apresenta ploidia estavel, ndo havendo a
presenca de células poliploides que poderiam interferir nesse tipo de analise.

A metodologia de citometria de fluxo empregada na determinacdo do
conteudo de DNA em abelhas mostrou-se uma ferramenta apropriada para uma
andlise relativamente rapida e de reprodutibilidade. Os baixos coeficientes de
variagao obtidos, todos abaixo de 5,0 %, estdo de acordo com o padréo
internacional exigido pela European Society for Analytical Cellular Pathology
(ESACP) para esse tipo de andlise. Em comparagdo a outros métodos, como o
sequenciamento gendmico, essa técnica gera resultados mais acurados (Bennett,
2003). Segundo esse autor, o resultado obtido por sequenciamento apresenta
erros causados pela subestimacdo do numero de pares de bases, jA que
dificilmente todas as sequéncias de um genoma estarao representadas.

A citometria de fluxo para determinacdo da composicdo de bases em
abelhas, podendo ser aplicada em outros insetos ou até mesmo em outros
invertebrados, representa um avango para a caracterizacdo do genoma. Essa
ferramenta ja vem sendo empregada em diversos trabalhos envolvendo plantas e
vertebrados. Para invertebrados, no entanto, nenhuma metodologia de citometria
de fluxo havia sido disponibilizada (Gregory, 2012).

Os valores 2C quantificados para as espécies T. hyalinata e P. rustica, 1,07
pg e 1,15 pg, respectivamente, estdo em acordancia com os descritos para outras
espécies de abelhas. Segundo Tavares et al. (2011), o maior valor relatado é de
1,96 pg de DNA para Melipona flavolineata e o menor valor € de 0,52 pg de DNA
para Paratrigona subnuda. A quantidade de DNA determinada para Trigona nesse
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trabalho estd compreendida entre os valores 2C descritos para outras trés
espécies desse mesmo género. O mesmo acontece para Partamona, cujo valor
2C também esta compreendido entre os valores de outras trés espécies.

A composicdo de bases AT e GC encontrada para as espécies analisadas
nesse trabalho esta em acordancia com o padrdo relatado para abelhas por
Lattorff e Moritz (2008). Os referidos autores relataram que esses insetos
apresentam grande quantidade de bases AT, acima de 60 %, e relacionou esse
fato com maior taxa de recombinacdo. Segundo Gregory (2005), existe uma
correlacdo positiva entre conteddo GC e tamanho genbmico, apesar da

guantidade de bases GC néo ultrapassar 46 % do genoma.
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7. CONCLUSAO

As metodologias de quantificagdo de DNA e determinagdo de composicao
de bases AT e GC em abelhas por meio da citometria de fluxo apresentaram
reprodutibilidade, com adequada distingdo dos picos Go/G; do padrédo e da
amostra.

O presente trabalho disponibiliza uma metodologia para determinagdo da
composicdo de bases AT e GC por meio da citometria de fluxo em abelhas,
podendo ser aplicado em outras espécies de abelhas ou mesmo para outros
insetos himendopteros.

A aplicacdo dessa metodologia em abelhas representa um avanco na
caracterizacdo do genoma do grupo, fornecendo dados relevantes para estudos

posteriores.
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