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RESUMO

NASCIMENTO, Marcilia Aparecida @ D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
abril de 2012Estudos moleculares e morfologico em abelhas do g&a Melipona
(Hymenoptera). Orientador: Tania Maria Fernandes Saloméo. Co@ukmes:
Denilce Meneses Lopes e Gustavo Ferreira Martins.

O géneroMelipona érepresentado por 65 espécies reconhecidas de sbiskra
ferrdo” distribuidas nas regides neotropical. Derdstas espécies encontraMe
scutellaris, abelha nativa, tipica de regibes com clima e ualét diferentes do
nordeste brasileiro, sendo, no estado da Bahianénaca em altitudes entre 36 e
1200 metros. Um dos objetivos deste estudo foiiaval efeito da altitude na
diversidade genética e morfoldgica de populacbeddscutellaris coletadas em
diferentes altitudes de regides de Mata Atlanti€aatinga do estado da Bahia. Este
trabalho objetivou, também, investigar se a pratdieterocromatina 1 (HP1) é
expressa no génendelipona. A diversidade genética foi estimada com base em
haplétipos mitocondriais obtidos por PCR-RFLP dgide COI/COIl do DNA
mitocondrial de 29 operéarias amostradas nas |auisl de Camacari, Mundo Novo
e Morro do Chapéu. Foi obtida uma composicao higgdat com 12 haplétipos.
Haplotipos exclusivos e alta estruturacdo gendticam observados quando as trés
populacdes foram avaliadas. O dendrograma UPGMAtroosa divisdo das
populacdes em dois grupos principais. A topologiaddndrograma mostra, maior
diferenciacdo genética entre a populacdo de Camags populacdes do Mundo
Novo e Morro do Chapéu e uma estreita relacdo ganéntre as populacdes do
Mundo Novo e do Morro do Chapéu. Dados genéticosptementares poderao ser
obtidos por avaliacdo de populacdesMiscutellarisndo analisadas, 0 que podera
permitir uma caracterizagdo genética mais pre@stedyrupo de abelhas. Utilizando
microscopia eletrbnica de varredura, sensilas argtedo tipo tricoides foram
avaliadas nos trés flageldmeros (F) mais dist&8,(F9 e F10) de antenas Nk
Scutellarisamostrada em localidades com altitudes de 200 nmp@=1) e acima de
900 m (Grupo 2). Sensilas de extremidade curva eexdeemidade reta foram
observadas nos dois grupos, no entanto, as semkglasxtremidade reta foram
detectadas em maior nimero nas abelhas coletad@® an e as de extremidade
curva nas abelhas de altitude mais elevada (acen@08 m). A comparacdo do
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namero de sensilas de extremidade reta entre gsldlaeros das abelhas dos dois
grupos resultou em diferenca significativa par&rés flageldmeros. No entanto, para
sensila de extremidade curva, a diferenca foi 8agtiva apenas quando as sensilas
do flagelémero F9 foram comparadas. Estes resdtgomderdo, no futuro,
contribuir, para a compreensao das relacdes #htrecutellarise o ambiente em
funcdo da altitude. Uma das caracteristicas dorgéxelipona € a variacdo no
conteudo de hetrocromatina (alto e baixo conteadte as espécies. Para investigar
uma possivel relacdo entre a proteina Heterocroedti (HP1) e o conteudo de
heterocromatina deste género, duas espécieMelgpong M. mondury (alto
conteudo) eM. quadrifasciata(baixo conteudo) foram avaliadas com base em@nsai
de imunolocalizacdo e analise Wéestern Blat O resultado obtido mostrou que a
proteina HP1 é expressa nas duas espécies angligapgeesenca de trés marcacdes
de imunolocalizacdo para HP1 para cada espéciaesiagéeeteccdo de possiveis
isoformas de HP1. A marcacdo mais intensa de umaassiveis isoformas dé.
mondury sugere maior expressao da mesma nesta espécieor@rio deM.
quadrifasciata M. mondury possui alto conteddo de heterocromatina e analises
posteriores poderdo, no futuro, contribuir paraficar se existe relagdo com a
isoforma mais expressa (marcagdo mais intensajoateddo de heterocromatina de

M. mondury.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Marcilia Aparecida @ D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
April, 2012. Molecular and morphological studies in bees of thgenusMelipona
(Hymenoptera). Advisor: Tania Maria Fernandes Salom&o. Co-advisDenilce
Meneses Lopes and Gustavo Ferreira Martins.

The genusMelipona is represented by 65 known species of “stinglessésh
distributed in the neotropical regions. Among thegpecies we can find thil.
scutellaris,native bee, typical of regions with climate anffedent altitude from the
Brazilian northeast. In the state of Bahia it isirfd in altitudes of 36 and 1200
meters. One of the purposes of this study wasdtuate the effect of the altitude in
the genetic and morphological diversity of popwas ofM. scutellariscollected in
different altitudes of regions of Atlantic Forestda‘Caatinga” in the state of Bahia.
This paper also had as a purpose to investigatéhehthe protein heterocromatin 1
(HP1) is expressed in the geridslipona.The genetic diversity was estimated based
on mitochondrial haplotypes obtained by PCR-RFLRhefregion COI/COII of the
mitochondrial DNA of 29 workers sampled in the nuipalities of Camacari,
Mundo Novo and Morro do Chapéu. A haplotypical cosifion with 12 haplotypes
was obtained. Exclusive haplotypes and high germtjanization were observed
when the three populations were evaluated. The NR@endrogram showed the
division of the populations into two main groupshe dendrogram topology shows
greater genetical differentiation among the popmtatof Camacari and the
populations of Mundo Novo and Morro do Chapéu aralbae genetic relationship
among the populations of Mundo Novo and Morro doaggu. Complementary
genetic data may be obtained by evaluation of s of M.scutellaris not
analyzed, which may allow a more precise genetaratterization of this group of
bees. Using scanning electronic microscopy, anteseasillas of the type trichoid
were evaluated in the three most distal ( F8, FAL@ flagellomers (F) of antennas
of M. Scutellarissampled in the locations with altitudes of 200 Grdup 1) and
above 900 m (Group 2). Sensillas of curved endadndtraight edge were observed
in both groups; however, the sensillas of straigge were detected in higher
number in the bees collected at 200 m and of cueweldin the bees of more elevated
altitude (above 900m). The comparison of the nundfesensillas of straight edge

Vi



among the flagellomers of the bees from both growgsulted in significant
difference for the three flagellomers. However, floe sensilla of curved end, the
difference was significant only when the sensibé$lagellomer F9 were compared.
These results may contribute in the future foruhderstanding of the relationships
between M. scutellaris and the environment regarding altitude. One o th
characteristics of the genteliponais the variation in the content of hetrocromatin
(high and low content) among the species. In ongerinvestigate a possible
relationship between the protein Heterocromatin HPY) and the content of
heterocromatin of this genus, two speciesvialipona M. mondury(high content)
and M. quadrifasciata (low content) were evaluated based on the assay of
immunolocalization and/NVestern Blottinganalysis. The obtained result showed that
protein HP1 is expressed in both analyzed specidhe presence of three
immunolocalization stains for HP1 for each spesigggests the detection of possible
isoforms of HP1. The most intense stain of oneh& possible isoforms dfl.
mondurysuggests a greater expression of the proteinisrsgiecies. Contrary d.
quadrifasciata M. monduryhas high content of heterocromatin and furthetysea
may contribute in the future to verify whether #hés a relationship with the most
expressed isoform (most intense stain) and theeobrdf heterocromatin oM.

mondury.
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INTRODUCAO GERAL

As abelhas séo, do ponto de vista ecoldgico, iesetoito importantes nos
diversos ecossistemas da terra pela sua indispansidvidade polinizadora para a
perpetuacdo de espécies silvestres. Como partgante da biodiversidade mundial,
a elas é, também, atribuida grande importanciaGecma devido, a producdo de
prépolis e mel.

A conservacdo, 0 manejo e a recuperacdo de popslagégradadas de
abelhas envolve nao so6 fatores demograficos egcok) mas também a genética de
populacdes. Dados de caracterizagdo da estruturgticge e do tamanho efetivo
populacional séo utilizados para inferir, por epmsobre os efeitos da intervencéo
antropica (MSON & HAMRICK, 1997)

Dentre as abelhas eussociais o0 grupo Meliponini énas diverso
(SakaGAMI, 1982) apresentando, espécies com variagdes quantspectos
comportamentais, sistema de comunicacao, estratdgiéorrageamento, densidades
populacionais e arquiteturas de ninhosqMENER, 1974).

Com uma distribuicdo pantropical, a tribo Melipanpossui espécies com
ocorréncia na regido Neotropical (MENER, 2000). No Brasil, essa tribo é
amplamente distribuida em todo o pais e esta mpata, por mais de 300 espécies
descritas (BMARGO & PEDRO, 2007). Essas abelhas apresentam uma grande
capacidade de adaptacdo a condicbes ambientarsavé\s fémeas apresentam um
ferrdo vestigial e sdo conhecidas como “abelhasfegén” (MICHENER, 2000).

Nos meliponineos, encontra-se o génédelipona com aproximadamente 68
espécies na regiao Neotropicah(fARGO & PEDRO, 2007). No Brasil, muitas dessas
espécies apresentam atividade polinizadora de 3808wmdas arvores nativaseRRr

et al, 2001; MCHENER, 2007).

Melipona scutellaris,tem se destacado pela facilidade de domesticacao,
producao de mel e eficiéncia no processo de palgdia de plantas nativas com 40%
a 90% (®uza et al, 1998). No nordeste brasileiro, a apicultura éom um
complemento de renda para diversas familiaR{&LHO-ZILSE et al, 2009) sendo
M. scutellaris considerada uma alternativa como atividade sustehtem areas
rurais (DRUMOND, 2004).



Melipona scutellarisera encontrada desde a Amazo6nia até o estadolhia Ba
(CARVALHO, 2000), porém, atualmente sua distribuicdo enaesdrrestrita a uma
area que abrangeestado da Bahia atéRio Grande do Norte (MARGO & PEDRO,
2007) com ocupacao, principalmente, na area da danMata Fatores como a
perda de habitats, destruicdo de ninhos por cagsdibe mel, a pulverizagdo de
inseticidas e outros agroquimicos tém contribuig@ peducdo das populacdes desta
espécie (BRVALHO-ZILSE et al, 2009). A reducdo dessas populacbes podera,
consequentemente, acarretar a perda de espegémties que dependem das visitas
destas abelhas para ocorrer a polinizagao.

Conforme Hby (1994), a analise do DNA mitoconrdrial (mtDNA) nou-se
uma ferramenta importante para compreender os nsewas subjacentes a dinamica
populacional de insetos incluindo as abelhas. ONAL[possui caracteristicas que
permitem a sua utilizacdo em estudos evolutivosjozopor exemplo, a heranca
materna e taxa evolutiva rapida, sendo, este (ltamoparte devido a uma provavel
deficiéncia no sistema de reparo de mutacdes n&cuolal (A/ISE, 1994). Estas
caracteristicas estdo dentre aquelas que tornamiAntbna ferramenta muito til
para a diferenciacdo de espécies em grupos del difémtificacdo morfologica.
Além disso, 0os genes mitocondriais que podem salades, amplificados e
sequenciados, mesmo em amostras degradadas, saaitiizados em estudos com
diferentes organismos, incluindo insetosv&Z& BARROWCLOUGH, 2008).

Em estudos com insetos, o gene codificador da ipeotgtocromo oxidase |l
(COIl) do mtDNA é um dos mais utilizadosIN®N et al, 1994). Por outro lado, o
gene que codifica para citocromo oxidase | (CO¢pnegmais conservado que COIl
em termos de evolucdo de aminoacidos tem sido rpref@almente utilizado para
estudos de DNA barcoding (codigo de barras de DXN#ando a diferenciacéo e
identificacdo de espécies de diferentes gruposntar@os (RTNASINGHAM &
HERBERT, 2007). No entanto, o uso combinado dos genesraitax oxidase | e Il
mostrou ser util em estudos evolutivos a nivel ei§ige em varios insetos 8oN et
al., 1994).

Uma das metodologias empregadas em estudos comosngecluindo as
abelhas, utilizando como alvo os genes que codifipara COl e COIl é a PCR-
RFLP Polymerase Chain ReactionRestriction Fragment Length Polymorphidms



Esta técnica se baseia na amplificagao de DNA €ia B obtenc&o de polimorfismo
de tamanho de fragmento de restri¢éo, utilizanadameas de restrigao.

Embora a técnica de PCR-RFLP da regido COI/COHaesido utilizada em
alguns estudos com diferentes espéciesVidipona (ex., TORRES et al, 2009;
MORESCQ 2009) o unico estudo envolvendo regides do mtRIEAM. scutellarisé o
relatado por ERNANDESSALOMAO et al, (2002). Estes autores estudaram 16
espécies d&leliponacom base na deteccdo de polimorfismo de restrigaegiao
COI/COIl do mtDNA e na regido ITS-1 do rDNAmbora tenha sido detectado alto
nivel de variabilidade genética interespecifia scutellariscompartiihou o mesmo
perfil eletroforético com as espécids capixaba e M. subnitida

Véarios aspectos da biologia d& scutellarisforam descritos por meio de
estudos de seus caracteres morfologicos e morfimo®tEm estudo realizado por
PINTO (2004), demonstrou que as abelhas dessa espéstiades proximas ao nivel
do mar apresentavam abddomen relativamente granescwo, e a medida que
aumentava a altitude, o tamanho do abdémen dimgrai@ativamente e as abelhas
apresentavam coloracdo mais clara e maior pilosidadéraxNuNEset al., (2007)
com base em morfometria de asas, distribuidmscutellaris em trés grupos
distintos conforme a altitude, sendo o primeiro pgrucomposto por abelhas
localizadas a 1100 m, o segundo entre O e 560 mere@ro entre 600 e 964 m.

Uma das caracteristicas bl scutellarisé a capacidade de habitar regides de
clima e altitudes diferentes. Considerando querdatabidticos como umidade,
temperatura e concentracdo de oxigénio e fatorétctss como qualidade e
quantidade de recursos florais associados a p@seiséncia de competidores e
predadores variam de acordo com a altitude, atesizeocdo de estruturas sensoriais
pode ser utilizada como uma ferramenta para ampéiazonhecimentos a cerca de
M. scutellarisfrente as variagbes de clima e altitude em quers®ntram essa
espécie.

Estruturas sensoriais estdo presentes em difengattEs do corpo de insetos
sendo importantes para a percep¢ao do meio emigem®.vAo longo da superficie
das antenas, por exemplo, sdo encontrados vapios tie sensilas, envolvidas na
comunicacao e comportamento de insetos, sendaficdadas considerando a forma

e tamanho das mesmasoiA et al.,2007; $AETHE et al.,2007; NAGBOLA et al.,



2008). Em abelhas, as sensilas antenais saoficiadas como tricoidea, basiconica,
celocdnica, campaniforme, placoidea e ampulaceagCANDIM, 2009).

Cada tipo de sensila desempenha uma ou mais fumgdeensilas placoides
estdo relacionadas ao olfato q@ENG et al, 2000); as basiconicas, a
quimiorrecepcdo  (MRTINI & ScHMIDT, 1984); as ampulaceas atuam como
receptores de CKLEINEIDAM & TAUTZ, 1996); as celocdnicas sdo normalmente
orgaos higrorreceptorres £EBORA et al, 2007); as campaniformes apresentam
funcdo termorreceptora, higrorreceptora e de peémema concentracdo de £0
(MusT et al, 2006) e as sensilas tricoides apresentam furgdimio e
mecanorreceptora f0z-LANDIM, 2009).

Estudos com abelhas mostram a eficiéncia deste§o®rgensoriais na
percepcdo do inseto com o0 meio. Ao estudar opsrad@ Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidaegfricanas e européias, as quais possuem habitésibims e
nao higiénicos, respectivamen@RAMACHO et al, (2003) observaram que aquelas
que apresentavam maior quantidade de sensilasigdasonos antendmeros da
extremidade da antenas possuiam melhor desempenterenhecer e remover, das
col6nias, pupas doentes ou feridas. Bombus terrestriglymenoptera: Apidaeps
individuos com maior quantidade de sensilas olfaéexibiram melhor capacidade
de reposta a odores dentro de uma mesma colérjaedos individuos com antenas
pequenas e com menor densidada\($Heet al.,2007).

Assim como os estudos moleculares e morfolégicogstudos citogenéticos
em meliponineos tem se destacado como ferramentapdata inferéncias
filogenéticas, taxonomia e estimativa de diversédgdnética. O primeiro trabalho
relacionado a estudos citogenéticos em Melipominrdalizado por KRR (1948) e,
posteriormente, 27 géneros foram citogeneticamegtenhecidos (BCHA et al,
2003).

As abelhas da tribo Meliponini apresentam um padi@adistribuicdo de
heterocromatina muito semelhante entre as espé&gado observado, na maioria
das espécies, um braco cromossomico heterocrom@ticom eucromatico. Esses
dados coincidem com a explicacdo da evolucdo credmasa desta tribo, pela
Teoria da Interacdo Minima proposta panil (1991). Porém, um padréo diferente
foi observado no génerdelipona por possuirem espécies com baixo (Grupo 1) e
espécies com alto conteudo (Grupo 2) de heterot¢noan§RocHA & POMPOLO
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(1998). No primeiro grupo a heterocromatina apresentou udigtribuicdo
pericentromeérica ou no brago curto dos acrocémtridd no segundo, o percentual de
heterocromatina atingiu valores superiores a 5@¥centra-se distribuida por quase
toda extensdo do cromossom@@RA & PomMPOLO1998).

Considerando que as *“abelhas sem ferrdo” sao pasaracterizadas
citogeneticamente, o padrédo de distribuicdo derbatematina bem como as
caracteristicas associadas a ela, tais como cogdposiproteinas associadas podem
contribuir para o entendimento da evolucdo caicdigio grupo (bPEs et al,
2011).

Desde a descoberta da heterocromatina, a qual epadesempenhar
importantes funcdes como, por exemplo, organizag& cromossomos no nucleo
celular e comportamento dos cromossomos durantétasan muito se discute a
respeito deste nivel de organizacdo da cromatir@.ehtanto, ndo existe um
consenso acerca de sua real fungdo, podendo syaosigao e localizacao estar
relacionadas aos eventos que levaram a evoluciipea do grupo.

Algumas proteinas estdo especificamente associaddgeterocromatina,
(EISSENBERG& ELGIN, 2000; SINGH & GEORGATOS 2002) como, por exemplo, a
familia de proteinas conhecida como proteina betematina 1 (HP1) e
identificada pela primeira vez eBrosophila(EISSENBERGet al, 1990). Localizada
predominantemente em regides heterocromaticasradsimas desta familia estdo
envolvidas no estabelecimento e manutencdo da tra@odendo, também, estar
envolvidas em mecanismos de regulagdo da exprgéséca como o silenciamento
de genes (MTAMEDI et al, 2008).

A familia de proteinas HP1 € um elemento necessguara
heterocromatinizacdo facultativaoBGIORGI et al., (2001) demonstraram a atuacao
desta proteina no processo de heterocromatinizdgd@onjunto cromossomico
paterno dd”lanococus citr(Homoptera: Coccoidae). De acordo com estes auytares
cromatina de machos nessa espécie adquire todearageristicas citologicas de
heterocromatina apds sua associacao a proteina HP1.

Os conhecimentos genéticos podem ser (teis paes@@r, com SuUcesso,
colonias de “abelhas sem ferréo” visando a proddeamel e polinizagdo bem como
para estabelecer estratégias de conservacao. Ass rdet presente estudo foram
avaliar o efeito da altitude na diversidade geaétianorfolégica de populacdes de
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M. scutellariscoletada em regides de diferentes altitudes; tigasa presenca da
familia de proteina HP1l em extrato protéico de daapécies meliponineos
Considerando a auséncia de relatos desta protaihaterocromatina de abelhas em
geral, o presente estudo vem contribuir com dadelgrpnares que poderéo ser Uteis
para a compreensdo da organizacdo da cromatin&meraMelipona que possuli
espécies com alto ou baixo contetdo de hetecromatin

Verificar com base em marcador molecular se aidiiinfluencia a estrutura
genética deMelipona scutellarisavaliar possivel variacdo nos tipos, distribuicéo e
na quantidade de sensilas tricoides das extrensdakenais de dois grupos ke
scutellaris em diferentes altitudes e investigar a presencélllh em abelhas do
géneroMeliponacom alto ou baixo contetudo de heterocromatinariova objetivos

deste estudo.
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Capitulo 1

Estrutura genética de populacdes dblelipona scutellarisLatreille 1811
(Hymenoptera: Apidae) de diferentes altitudes

RESUMO: A diversidade genética de trés populacoesMidipona scutellaris
amostradas no estado da Bahia e em localidaddstddes diferentes foi estimada e
a estrutura genética avaliada. Um total de 29 ojpsrde trés localidades (Camacgari,
Mundo Novo e Morro do Chapéu) foi analisado utiida a técnica de PCR-RFLP e
a regido COI/COIl do DNA mitocondrial. A regido QOOII foi amplificada e os
produtos PCR digeridos com quatro enzimas de ¢éstriCom base nos padrdes de
restricdo obtidos, doze haplotipos mitocondriarario identificados sendo trés deles
exclusivos das amostras de Camacari, trés exchisiae amostras de Mundo Novo,
cinco nas amostras do Mundo Novo e um dos hapl@&igompartilhado entre as
amostras do Morro do Chapéu e Mundo Novo O agrupsaomgPGMA mostra a
formacdo de dois grupos principais. Os haplétipeteadados nas amostras de
Camacari foram incluidos em um Unico grupo e osaikerforam distribuidos em
dois subgrupos. Um dos subgrupos incluiu dois higal® detectados nas amostras
do Morro do Chapéu e o outro por haplétipos idamtifos nas amostras das duas
localidades. A maior distancia genética (0, 350pfiservada entre o haplétipo H11
(Morro do Chapéu) e os haplétipos H1, H2 e H3 (Caripe a menor distancia
genética (0,10) foi observada entre varios hapétigomo por exemplo, entre os
haplotipos H4 - H7 e H4 - H8. Nenhuma distanciaégien foi detectada entre os
haplotipos de Camacari, 0 que indica ser os indosd dessa populagédo
geneticamente muito relacionados. A Analise de &rain Molecular (AMOVA)
com indice de fixacaodfst) de 0,6877 mostra que a variabilidade genéticai@&m
entre do que dentro das populacfes, evidenciatna@struturacdo genética. Fatores
como, caracteristicas geograficas, distancia exgrmcalidades e a manutengédo de
colénias dentro de meliponarios podem estar relacios com este nivel de
estruturacdo geneética. presenca da maioria dos haplotipos exclusivos eta ca
populacdo analisada; o isolamento da populacdo amaCari em relacdo as

populacdes de Mundo Novo e Morro do Chapéu e aeattaturacdo genética entre
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as populagcdes analisadas neste estudo, indicam gligude influencia a estrutura
genética dé. scutellaris

Palavras-chave:Estrutura genética, DNA mitocondrial, Enzima detRg&o
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INTRODUCAO

O géneraMeliponapertence ao grupo de “abelhas sem ferrdo” e inédas
espécies com importante atividade socio-econdnmdaiental. Isso se deve a
participacdo destas abelhas em processos de pghinizz a utilizacdo de algumas
espécies deste género no sistema de agriculturdiaianpossibilitando melhor
qualidade de vida aos meliponicultores devido alogapdo racional de seus
produtos (MbDRO, 2006). No Brasil, essas abelhas eram inicialmemtergradas em
todo o pais, especialmente nas regides norte eesterdocais de origem das duas
primeiras espécies domeésticadelipona compressipes fascicula& Melipona
scutellaris(KERRet al., 1996).

Melipona scutellaris,popularmente conhecida como "urucu" do Nordeste,
atualmente encontra-se distribuida em uma éarealyamge @stado da Bahia até o
Rio Grande do Norte ((MARGO & PEDRO, 2007).Essa espécie € muito conhecida
biologicamente, em razdo da sua grande manipulpoé@ocapicultores da regido
nordeste para exploracdo e comercializacdo depsedstos. O elevado numero de
abelhas presentes na colméia, a higiene, a fabdide domesticacdo e a producao
de mel de 6tima qualidade sdo caracteristicas g@éciesM. Scutellaris que
contribuem para que os criadores de meliponinewsie consideravel interesse por
esta abelha (BzA et al, 1998).

Melipona scutellaris € a principal polinizadora de algumas culturas
comerciais como abacate, goiaba e magé&st{Ro, 2002). Além de suas visitas
frequentes a espécies de plantas cultivadas, gstaieatua, também, na polinizacao
de espécies de plantas nativasDAADE et al, (2009) ao avaliarem o perfil polinico
do mel deM scutellarisna regidao de Jequitib4, municipio de Mundo Novo-BA,
identificaram um total de 43 tipos polinicos, pecentes a 15 familias de plantas, o
que deixa evidente a importancia desta abelha materacdo de espécies vegetais.

No entanto, fatores como a perda de habitats, uiglir de ninhos por
meleiros, pulverizacdo de inseticidas e outros@gmicos, tém contribuido para a
reducdo de populacdes dd. scutellaris (CARVALHO-ZILSE et al, 2009). A
conservagao, 0 manejo e a recuperacao de populdedeiadas de abelhas envolve
nao soO fatores demograficos e ecoldgicos, mas tantbéonhecimento da genética
de populacdes desses insetos.
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Uma das metodologias empregadas em estudos gendtion abelhas,
utilizando como alvo os genes que codificam pard €COIl é a técnica de PCR-
RFLP Polymerase Chain ReactionRestriction Fragment Length Polymorphidms
Esta técnica se baseia na amplificacao de DNA @R B obtencao de polimorfismo
de tamanho de fragmento de restricdo, utilizandoneas de restricdo. Com base
nesta técnica, @rRreset al., (2009) ao analisarem a regidao COI/COIl de 29 dakn
de M. g. quadrifasciataprocedentes de trés localidades da regido Sul dsilBr
padrdes de restricdo diferentes foram observados as amostras de Prudentépolis
(PR) e Santa Catarina. Além disso, haplotipos eiabs foram identificados em
cada regido amostrada. ConforrBeTALHA -FILHO et al, (2009), a digestdo da
regido COI Hinfl e Mbol) de 198 amostras dkl. quadrifasciatade diferentes
localidades do Brasil, resultou em padroes RFLP pemnitiram diferenciar as
subespécieM. g. quadrifasciata éM. g. anthidioideSFERNANDES SALOMAO et al,
(2002) estudaram 16 espéciesMelipona. Os dados de polimorfismo de restricdo
da regido COI/COIl do mtDNA e da regido ITS-1 ddi\bdas espécieavaliadas
permitiram identificar alto nivel de variabilidadenética interespecifica, embd/a
scutellaris, M. capixaba e M. subnitida tenham compartilhado o mesmo perfil
eletroforético.

O objetivo deste estudo foi investigar, com baséhapidtipos mitocondriais,
como as populacbes dé. scutellarisamostradas em sitios de diferentes altitudes

encontram-se geneticamente estruturadas.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras de DNA total (DNA nuckeamitocondrial) de 29
operarias deM. scutellaris coletadas em sitios especificos de trés municigos
estado da Bahia sendo eles o de Camacari (12° 4&1'588° 127 W, 36m),
Jequitiba, Municipio de Mundo Novo (12°03 S 40,2%3 W 500m) e Morro do
Chapéu (11° 3300'S 41° 09 22° W 1100m) (Figura 1). As amostras foram
preservadas em alcool absoluto, transportadas @ataboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Biologia Geral da ¥rsidade Federal de Vigosa e
estocadas em ultrafreezer (e8Paté omomento da sua utilizagéo.

A extracdo do DNA total foi realizada de acordo cam protocolo
recomendado por Waldschmidt al (1997). A cabeca e o0 mesossoma de cada
individuo foram macerados com nitrogénio liquido gmnal de porcelana contendo 1
ml de tampé&o de extracdo gelado constituido de: EC&aAR% (Hexadecil Trimetil
Brometo de Amonio); EDTA (Acido Tetraacético Diamiktileno) a 20 mM (pH
8,0); NaCl a 1,4 M; Tris-HCI a 100 mM (pH 8,0) e0O1Qg/ml de protease. O
macerado foi incubado a 65 °C por 30 min. A desprtacdo foi feita com 1
volume de cloroférmio, por duas vezes. Apos cadpreinizacdo o macerado foi
centrifugado a 13.000 rpm por 8 min em micro cémgd Eppendorf (Centrifuge
5415C). A precipitacdo do acido nucléico foi feitam 1 volume de isopropanol
seguida de incubacdo a -20°C por 2 a 24 h. O rahtii entdo submetido a
centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 min e o predpitformado foi lavado duas
vezes com etanol 70% e seco a temperatura ambiéntacido nucléico foi
ressuspendido em 1Q0 de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0).
Em seguida, as amostras foram submetidas a eletsef@m gel de agarose 0,8%
contendo 0,2ug/ml de brometo de etidio, para quantificar e \eaifa integridade e

pureza do DNA extraido.
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Baia'f Morro doiChapeu

¥ | l\?ovo Mundo

Figura 1. Mapa do Estado da Bahia: Pontos de coleta ddelipona scutellarisB:
Altitude dos locais de coleta. Ponto vermelho iadiclocalizacdo do municipio de
coleta. Figura A — Adaptada do Google Earth; Figdra Adaptada de Brasil em
Relevo, Embrapa — 2005.
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Aliquotas do DNA total de diferentes amostras fonaitizadas em reacoes
de amplificagdo da regido COI/COIl do mtDNA d& scutellaris. Esta regido
corresponde a extremidade final do gene mitocohdtia codifica para citocromo
oxidase | (COI), um gene de evolucao relativameapeda, e a extremidade inicial
do gene que codifica para citocromo oxidase Il (EQ\ técnica empregada nas
analises realizadas foi a de PCR-RFIEBlymerase Chain ReactiofiRestriction
Fragment Length Polymorphisinsque consistiu em amplificacdo por PCR de
regides especificas do genoma, utilizando primerspeaficos (mtD7-
GGATCACCTGATATAGCATTCCC e COI-lIIR- GATCAATATCATTGATGACC
(HALL & SMITH 1991; SvON et al., 1994), e posterior digestdo dos produtos da
amplificacdo com enzimas de restricao.

Para as reacfes de PCR foram utilizados 1,0 pdgakr 40 ng)de DNA total,
2,5 uL de tampéao PCBuffer, 0,75 pL de cadarimer (20 mM), 2,5 uL de dNTPs
(10 mM cada), 1,25 U ddaq DNA polimerasgPromega) e 15,7uL de.8
Ultrapura totalizando um volume de 25 pL. Cada &eafpi submetida a uma
desnaturacgao inicial a % / 1 min e 20s, seguidos por 35 ciclos de desagdior a
94°C / 1 min, 1 min e 20s a temperatura dé&C4gara anelamento dpsimers,64°C
/ 2 min para alongamento e e um passo de alondarfieal a 64C por 10 min.

Os produtos da PCR foram submetidos a técnica deP Riilizando
endonucleases de restricdo (enzimas de restrigém)reponhecem sequéncias de
bases especificas no DNA e clivaram essa sequé&mcsitios-alvo.

Inicialmente foram testadas as enzimasel, Msd, BamHI, Bccl, BstNI,
Xapl, Folkl, Bglll, Cfol, Clal, Dral, EcoRI, EcoRV, Xbal, Haelll, Hind IlI,
Hinf I, Ndel, Xhol, Pstl e Ssg conforme recomendacdes do fabricaiem base
no numero de sitios de restricdo obtidos e na wedol das bandas de DNA, as
enzimasAsel, Hinf I, Sspl, e Dra | foram selecionadas e utilizadas nas analises
posteriores

O produto da amplificacao foi submetido a reactegigestdo durante 12
horas em banho-maria a temperatura déC37A reacido de digestdo consistiu em
10pL do produto PCR; 0,5uL da enzima, 2uL do tangz@enzima e 7,5uL de agua
ultrapura. Os produtos da digestdo foram submet@adetroforese em gel de
poliacrilamida 8% durante 6 horas a 100 Volts, dosacom brometo de etidio (0,2
pug/ml) e fotodocumentados para posterior analiaea B determinacdo do tamanho
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dos fragmentos de restricdo obtidos para cada enzioram utilizados os
marcadores de tamanho de DNA 1llktdder e©X174DNA.

Os padroes PCR-RFLP polimérficos obtidos com cada das enzimas de
restricdo foram analisados e os haplotipos nomeado®\, B, C, D e E. Os
haplotipos detectados foram utilizados para a cogébd de uma matriz e os dados da
mesma foram submetidos a andlise psdftware GROUP do programa REAP
(Restriction Enzyme Analysis Packad®CELROY, et al, 1991), para remover as
composic¢oes haplotipicas duplicadas.

Os dados de composic¢ao haplotipica foram tambéiisades pelo software
GENERATE do programa REAP e uma matriz binéria (0,ende 1 representou a
presenca e 0 a auséncia do sitio de restricadofmico Essa matriz foi utilizada para
obtencéo da matriz de distancia genética com kmsstimativa do numero médio de
substituicdo nucleotidica dos sitios de restri¢d® & TAJIMA, 1981; NeIl & MILLER,
1990), utilizando o software D, do programa REAP.

A matriz de distancia obtida foi utilizada parawamento dos hapldétipos
utilizando o software SAHN do programa NTSYSpc &erg.2 (RHLF, 1988) e
algoritimo UPGMA.

Utilizando o algoritmanedianjoiningfoi construida a rede de haplotipos pelo
programaNETWORK4.6.0.0 (BWDELT et al. 1999), que identifica os haplotipos
mais relacionados.

Para avaliar como os haplétipos mitocondriais emmaonmse geneticamente
estruturados, foi realizada a Andlise Varianciaédalar (AMOVA) (EXCOFFIER et
al., 1992) utilizando o programa GENESR(@, 2005).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A digestéo da regiao COI/COII déelipona scutellarigesultou em um total
de 19 sitiosle restricdo. A digestdo cardinfl gerouum padrdo RFLP monomorfico,
com trés sitios de clivagem. Perfis de restricAdimdoficos, intra e inter
populacionais, foram detectados quando as enziAsds Ssp e Dral foram
utilizadas.A Figura 2mostra os padrbes de restricdo obtidos apds digekid
produtos de amplificacdo com a enziAss.

Ao avaliar o tamanho estimado dos fragmentos deig&s resultantes da
digestdo dos fragmentos COI/COIl c@xad, Ssp e Dral observou-se que o menor
fragmento detectado foi de 120 pb e o maior deg®00

Os padrbes RFLP foram nomeados e a combinacao eatreresultou em
uma composicao haplotipica de 12 haplotipos (Tabgl&nquanto trés haplotipos
(H1, H2 e H3) foram detectados nas amostras premtss da localidade de
Camagari, quatro foram identificados nas amosteaddndo Novo (H4, H5, H6 e
H7) e seis nas de Morro do Chapéu (H4, H8, H9, Hld, e H12).

A maioria dos haplotipos identificados represerggpldtipos exclusivos para
determinada localidade amostrada. O haplétipo (fe#)compartilhado entre as
amostras de Mundo Novo e Morro do Chapéu. O hguldjue apresentou maior
frequéncia foi 0 H1, identificado seis vezes nasstras de Camacari e os haplotipos

H6, H8, H10 e H11 foram os que apresentaram meeguéncia.
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Figura 2. Diferentes padrdes de restricdo da re@@BCOII digerida com a enzima
Asel, mostrando polimorfismo entre e dentro das pagiigaMelipona scutellaris
1 a 10: Camacari. 11 a 20: Mundo Novo e 21 a 29rd1do Chapéu. M: marcador
de tamanhapX174/Ha¢ll. Gel de poliacrilamida 8%.

Tabela 1. Haplotipos mitocondriais identificadosuas respectivas frequéncias por

altitude. 40m (Camacar) 500m (Mundo Novo), 1.100orfo do Chapéu). H1 a
H12: Haplotipos mitondriais.

Composicao Haplotipica  Frequéiadaltitude

Haplotipo Asel Sspl Dral 40m 500m 1.100m
H1 A A A 6 0 0
H2 A A B 2 0 0
H3 A B A 2 0 0
H4 B C B 0 3 1
H5 C D A 0 3 0
H6 C C A 0 1 0
H7 B D A 0 3 0
H8 B D B 0 0 1
H9 B C A 0 0 3
H10 D C B 0 0 1
H11 C C B 0 0 1
H12 E C B 0 0 2
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A nédo deteccdo de haplotipos compartilhados est@r@stras de Camacari
(baixa altitude) e as de Mundo Novo (média altijudeMorro do Chapéu (alta
altitude) sugere uma possivel auséncia de fluxacgéentre a populacdo de
Camacari e as outras duas avaliadas, o0 que pagleassbciada a distancia e/ou a
variacdo na topografia dos sitios amostrados. Adr&no, o compartilhamento de
um haplétipo entre as amostras de Mundo Novo e dMdo Chapéu sugere a
ocorréncia de fluxo génico, mesmo que limitadorecrdstas duas populacdes.
Considerando que Mundo Novo e Morro do Chapéu egagraficamente distantes
(92 km), isoladas pelas serras localizadas naaedgdChapada Diamantina e em
altitudes variando entre 500 a 1200 m, a posstmiréncia de fluxo génico deve ser
investigada aumentando a amostragem para estas lateglades, bem como
analisando amostras procedentes de altitudes nliésreas até entédo avaliadas.

Os resultados obtidos mostram que a maior distéyengtica (0, 350) foi
observada entre o haplétipo identificado na po@date Morro do Chapéu (H11), e
os haplodtipos H1, H2 e H3 detectados na populagd@amacari (Tabela 2). Por
outro lado, a menor distancia genética (0, 010y&ectada entre varios haplétipos,
como por exemplo, entre os haplétipos H4 e H7 bapsotipos H4 e H8. Nenhuma
distancia genética foi detectada entre os hap®tii@Camacari, 0 que indica que 0s
individuos dessa populacédo sdo geneticamente malégicionados. Outros haplotipos
como H4 e H9; H7 e H8; H6 e H12, quando comparagiuse eles, também
apresentaram um valor de distancia genética de 0.00

O valor da distancia genética (0.00) observadcedmplétipos de Camacari
revela uma alta proximidade genética entre os iddos dessa populacdo. Essa
situacdo pode ser consequéncia de endocruzamernpopdacdo, o que levou a
formacdo de individuos geneticamente mais aparestadom consequente

diminuicdo da variabilidade.
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Tabela 2.Matriz de distancia genétiantre haplétipos mitocondriais déelipona
scutellaris,com base no nimero estimado de subtituicdo nudleatdos sitios de
restricéo.

H1
H2
H3
H4 0152 0152 D000
H5
HG& 0.152 0152 0022 0010 0,000
H7 0168 0168 0010 0019 04032
HB 0168 0168 0.010 0019 04032
H9 0152 0152 0000 0032 0022

H1D

EEEEEEEEEEES

H11 0053 0080 0037 0000

Hi1Zz 0152 0152 0152 0022 0010 0000 0032 0022 0080 008D D000

A andlise de agrupamento (UPGMA) reuniu as amostnaisadas em dois
grupos principais (Figura 3). Um dos grupos (Grpéoi formado pelos haplétipos
H1, H2 e H3, exclusivos da populacdo de Camacari autro (Grupo 2) pelos
haplotipos H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11 e Hid&ntificados nas amostras de
Mundo Novo e Morro do Chapéu. Os haplotipos do Griforam divididos em dois
subgrupos, sendo um deles composto pelos haplotifids e H11l, presentes
exclusivamente nas amostras de Morro do Chapéu.

A reunido dos haplétipos detectados nas amostrddudeo Novo e Morro
do Chapéu em um mesmo grupo, sendo a maioria detbsidos no mesmo
subgrupo, indica maior proximidade genética endgag duas populacdes. Observa-
se no dendrograma que a maioria dos haplétipos doroMdo Chapéu esta
estreitamente relacionada com os de Mundo Novo,saapede isolados
geograficamente. Ao contrério, a populacdo de Camdiverge consideravelmente
das demais avaliadas. A reunido dos haplotipostdetes nas amostras de Camacari
em um grupo isolado foi observado, também, na dedeapldtipos (Figura 5). Nesta
rede, cinco passos mutacionais separam os hagdatg&amacari do haplotipo H11
identificado em amostra do Morro do ChapBases dados sdo congruentes com 0S

dados morfologicos relatados porumes et al, (2007) onde a populagdo de
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Camacari encontra-se separada das populacdes dioNlavo e Morro do Chapéu,
sustentando a alta divergéncia entre as abelh&rulmo 1 e Grupo 2 avaliadas no

presente trabalho.
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H12
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Figura 3 Dendrograma dos haplétipos obtido com base no igorUPGMA
utilizando a matriz de distancia genética entrpamilacdes analisadas.
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Figura 4.Rede de haplétipos mitocondriais tielipona scutellaris. Os tracos
transversais entre dois haplotipos representanm@ralide passos mutacionais entre
eles. Cada circulo representa um grupo de hap#thoH1, H2 e H3;B: H11;C:

H6 e H12;D: H4 e HOE: H7 e H8;F: H5; G: H10.

A AMOVA realizada com dois niveis hierarquicos fente dentro das
localidades) mostrou que a maior variacdo (68.76844 entre as localidades. Esta
variacdo resultou em um valor dést (0,6877) (Tabela 3)que sugere alta
estruturacdo genética das populacdedldscutellarisavaliadas. Este resultado foi

suportado pelos dados obtidos por analise de UP@Métwork.
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Tabela 3. Analise de Variancia Molecular (AMOVA)raalois niveis hierarquicos
em trés populacdes delipona scutellaris.

Fonte de Variacao GL Soma de Variacéo (%)
Quadrados

Entre localidades 2 1.7959 68.7678

Dentro de localidades 26 1.0489 31.2322

Total 28 2.8448 100.0

indice de fixagéapst=0,6877

GL= grau de liberdade.

O estado da Bahia representa um importante ceateogocriacao de “abelhas
sem ferrdo”, devido ao comércio de seus produtsgjsa espéciBl. scutellaris a
mais explorada. No entanto, a pratica da melipdticau pode ter consequéncias
negativas, como a perda de variabilidade genégead a manutencdo de coldnias
dentro de meliponarios. A diminuicdo da variabitidayenética € um dos fatores que
pode contribuir para que uma espécie passtais de espécie ameacada de
extingao.

Em concluséo, os resultados obtidos neste estudtranoque a altitude pode
estar infuenciando na diversificacao (variacdo tiemé@e 68.76%) e na estruracao

genética @stigual a 0,6877) entre as populacbeddascutellaris.
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Capitulo 2

Estudo comparativo das sensilas antenais de operasi de Melipona scutellaris

(Hymenoptera: Apidae) de diferentes altitudes

Artigo escrito conforme as normas da revista llggainSérie Zoologia, Porto Alegre.

RESUMO: Sensilaséo estruturas sensoriais presentesantenas dos insetos e sédo
responsaveis pela quimio, termo e mecanorrecepdao presente trabalho, as
sensilas presentes nos trés flageldbmeros maisisdidéaMelipona scutellarisde
diferentes altitudes (200 e acima de 900m) foramaliadas quali e
quantitativamente, considerando os trés flagelosmdF) antenais mais distais.
Imagens das antenas foram obtidas com o auxilian@ooscopio eletrénico de
varredura. Foram encontradas as sensilas placdidsjcénica, celoconica,
ampulacea, campaniforme e tricoide reta e curv@asmparativamente, o grupo
localizado a 200m de altitude possui sensilasitteretas em maior quantidade nos
trés flagelomeros, enquanto que o grupo de 900msaptou maior quantidade de
sensilas tricoides curvadas no F9, sendo as mesmases para o F10. Essas
diferencas foram discutidas em funcdo da localzagéografica dos diferentes
grupos aqui estudados. Este trabalho represemi@io de estudos investigativos da
estrutura da antena d. scutellarise contribui para um melhor entendimento da

biologia dessa espécie.

Palavras-chave: Microscopia eletrbnica de varredura, Meliponiniteama, 6rgao

sensorial.
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A comparative study of the antennal sensilla dflelipona scutellarisLatreille
1811 (Hymenoptera: Apidae) workers from different dtitudes

ABSTRACT: The sensilla are sensitive structures located fierdnt insect parts
including antennae. They are responsible for theemahk, thermo- and
mechanoreception. In the present work, the antetopgraphy of two different
populations ofMelipona scutellarisfrom different altitudes (200 and above 900m)
were studied quali- and quantitatively, considerthg last three distal antennal
flagelomers (F). Images of the antennal surfaceevedrtained with the aid of the
scanning electron microscope (SEM). The SEM amalghiowed that the sensilla
placodea, basiconic, coeloconic, ampullacea, carfgganand trichodea are present
in the dorsal surface of th. scutellarisantennae. The number of sensilla trichodea
of the straight subtype is greater in the lasteHtagelomers in individuals of 200m
altitude, while individuals located above 900m tatte has a greater number of
sensilla trichodea of the subtype curved in theaR@ they have greater length in
individuals of 900m altitude only in the F10. Thesdifferences were
discussed according to the geographic locatiomefdifferent groups studied here.
This work represents the preliminary results cossiy the description of the
antennal structure oM. scutellaris and contributes to a better understanding of

the biology of this species.

Key words: Scanning electron microscopy, Meliponini, antersemsitive organ.
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INTRODUCAO

A espécie de abelha “sem ferradelipona scutellarisLatreille 1811,
conhecida popularmente como Urucu do Nordeste owcwrdo Campo,
originalmente era encontrada desde a Amazonia eséado da Bahia. Porém, dados
atuais mostram que sua ocorréncia restringe-sstdda&da Bahia atéRio Grande
do Norte, ocupando principalmente a regido da LtanMata nordestina @MARGO
& PEDRO, 2007) Especificamente no estado da Balk,scutellarisé encontrada
nas regides planalticas e serranas, com uma dig#it geografica em diferentes
altitudes.

Melipona. scutellarig¢ um dos meliponineos mais manipulados pelo homem,
sendo uma das primeiras abelhas a ser domestiedda pativos e atualmente
representa uma importante fonte de renda paraiadoces da regido nordeste
através da producdo de mel e de prépolisrfiket al, 1996). Outra caracteristica
peculiar dessa espécie é o fato dela nidificarcpaimente em ocos de arvores
velhas de até 80m de alturaufhset al, 2007).

Um fator importante no estudo das interacdes onaetbiente sdo as
estruturas sensitivas encontradas em diferentdsspdo corpo, de forma que as
informacgBes sobre 0s recursos ambientais podepessebidas gracas a presencadas
mesmas. Essas estruturas denominadas sensilas ns@otradas em maior
guantidade nas antenas e em menor nUmero em pattas da cabeca, com maxilas
e palpos labiais (BUYNE & BAKER, 2008), nos tarsos e no aparelho ovipositor
(GIANNAKAKIS E FLETCHER, 1985).

As sensilas sdo estruturas béasicas da percepcaestiosulos ambientais
cujas fungbes mecano, quimio, termo e higrorrecap&stdo relacionadas a sua
morfologia (revisado em APMAN, 1998). Apesar de morfologicamente simples, as
sensilas apresentam uma grande variedade de fursgedo capazes de receber
estimulos luminosos, térmicos, quimicos e mecéanibesn como variacdes na
umidade relativa do ar. Embora as funcdes daslasngriem, sua composi¢ao
celular é relativamente uniforme, sendo compostasnpurénios bipolares, células

tecogénicas, tricogénicas e tormogénicas (revisat6eiL, 1997).
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A classificagdo, a abundancia e a distribuicdo desilas nas antenas
dependem da espécie de insetau(fHEX et al., 2006). As sensilas antenais das
abelhas, por exemplo, sao classificadas como seosldipos tricdidea, basiconica,
celocbnica, campaniforme, placéidea e ampulaceaZ<CANDIM, 2009).

Além de variar quanto a espécie, a quantidadeipoode sensilas também
podem variar entre individuos de uma mesma espdegendendo da sua
distribuicdo geografica @EBAN, et al, 2005). Nesse contexto, no presente trabalho
foram estudados os tipos, a distribuicdo e a quatei de sensilas tricéides retas e
curvadas das extremidades antenais de duas poeslad®M. scutellaris de

diferentes altitudes.
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MATERIAL E METODO

Operarias forrageadoras && scutellarisforam coletadas diretamente nas
entradas dos ninhos em regibes de altitudes ditsemo estado da Bahia. Foi
utilizado um individuo por ninho, sendo 10 indivdduoriundos da regido do
municipio de Cruz das Almas (12°39'S e 39°06'W,nP00ocalizado a 200m de
altitude (denominado grupo de 200m de altitude)s $edividuos oriundos de
Maracas (126’S 4025'W, 915m) e quatro do Morro do Chapéu®8BIS 4109'W,
1100m) (grupo acima de 900m de altitude).

Foi retirada uma antena de cada individuo do ladeital ou esquerdo,
lavadas com solucao fisiol6gica, seguido da desidé@ em solucdo de acetona em
concentracdes crescentes (50%-100%) por 7 minuto€agla uma. As amostras
foram submetidas a secagem no aparelho de potitm@dm CQ e posteriormente
montadas em suportes de aluminio, metalizadas cora e fotografadas em
microscopio eletrbnico de varredura (MEV) modeloCLE/P1430 no Nucleo de
Microscopia e Microandlise da Universidade FedeaeaVicosa.

Os dados para a identificacdo e a quantificacdosdasilas antenais foram
obtidos diretamente das elétron-micrografias, cmrando apenas os trés ultimos
flageldmeros (mais distais) pelo fato dos mesmog@ararem a maior parte das
sensilas antenais RDz-LANDIM, 2009). Para a quantificacdo, foram consideradas
apenas as sensilas tricoides (quimiorreceptoragxttemidades reta e curvada por
estas estarem em maior quantidade e por serencitigisaializacéo e identificacao,
comparativamente as demais sensilas. Os numerssriddlas foram obtidos pela
contagem em uma area quadrada de tamanho fixo @@igéls ao longo de cada
flageldmero utilizando o programadobe Photoshop 7.0lambém foi aferido o
comprimento (um) das sensilas tricoides curvadaslag as imagens analisadas
possuiam 72 pixels/polegadas medidas do comprimento (um) foram feitas com o
auxilio do programémage ProPlus 4.5.

As comparagBes do numero e comprimento das sersdagles entre os
dois grupos estudados foram feitas com o auxiliprdgrama SAEG (Sistema para
analises Estatisticas). Os dados obtidos foram stdbos a analise de variancia com

nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

As antenas de operarias adultas ke scutellaris consistem de 10
flageldbmeros conectados ao escapo por meio de dinghe e apresentam sensilas
distribuidas ao longo de todo seu comprimento (EA). Em relacdo aos tipos de
sensilas encontradas nos trés ultimos flagelomeemtenais dévl. scutellaris foram
identificadas as do tipo tricdide, placdide, basic@, celocdnica, ampulacea e
campaniforme. No caso das sensilas tricoides, asmage exibem tamanhos e
curvaturas diferentes, sendo as do subtipo curada abundantes no flagelémero
mais distal (Fig. 1B).

Os numeros de sensilas tricoides de extremidadeséet diferentes entre os
dois grupos d@/. scutellarisestudados, considerando os trés flagelomeros=g8,
F10) analisados [F8 (F=0,00007, P<0,05); F9 (F=0700P<0,05); F10 (F=0,01648,
P<0,05)] (Fig. 2A). No grupo de 200m de altura,umero de sensilas tricoides de
extremidade reta € maior do que no grupo acima(Ofen9de altitude, sendo as
médias dos numeros dessas sensilas no grupo de 2e0m8= 62,9+1,05,
F9=64,6+0,92 e F10=62,4+1,17; enquanto as mediagugmw de acima de 900m de
altitude sdo de F8=57,7+1,46, F9=59,5+1,29 e F1(=3810 (Fig. 2A).

O grupo de 200m de altitude possui um menor nurdereensilas tricdides
curvadas no F9, com uma média de 16,3+0,95 senslas200m e 20,0+1.35 para
acima de 900m de altitude (F=0,03733, P<0,05) (BB). A sensila curvada
apresenta menorEsse no grupo de 200m de altitueleasmo F10, medindo em
média nesse caso 15.0+0.40um contra 15,5+0,43ungrqmo acima de 900m
(F=0,00071 P<0,05) (Fig. 2C).
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Figura 1. Micrografias eletronicas de varredura mostrandoect®s gerais e
detalhados da superficie dorsal da antena de pedtultasie M. Scutellaris(A)
Microgafia mostrando aspectos gerais da antena fwas principais parte€-
escapoP- pedicelo, €- flagelomeros(B) Micrografia evidenciando diferentes tipos
de sensilasSTR: sensila tricoide de extremidade re®&JC. sensila tricoide de
extremidade curvadaSCa sensilas campaniformeSB: sensila basiconicaSA:
sensila ampulace&P. sensila placéides ®ce:sensila celocdnica.
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Figura 2. Niumero e tamanho das sensilas tricoideas da scigedrsal dos
flageldmeros F8, F9 e F10 da antena de operariakaadie M. Scutellarisde
diferentes altitudes. As barras de cor preta reptasn populacdo de 200m de
altitude, enquanto que as de cor cinza represeptapulacdo localizada acima de
900m de altitude. As letras e b representam diferencas significativas a 5%. (A)
NuUmero das sensilas tricOides de extremidades; (@pdlumero e (C) tamanho das
sensilas tricoides de extremidades curvadas.
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DISCUSSAO

A analise por MEV possibilitou identificar os tipde sensilas presentes em
M. scutellaris sendo elas dos tipos basicénica, placoide, ceicap tricoide,
campaniforme e ampulacea. Esses resultados coarobobservacdes feitas em
antenas de outras espécies de abelhas, sendseissegpos de sensilas observados,
também, emM. quadrifasciataLepeletier 1836e Apis meliferaLinnaeus 1758
(FRASNELLI et at, 2010) Essas sensilammbém sdo descritas em formigas das
espéciesSolenopsis invict®8uren 1972 (BNTHAL et al, 2003) eDinoponera lucida
Emery 1901 (MRQUES-SILVA et al, 2006).

As sensilas placdides possuem func¢éo olfativeH{ENG et al, 2000) e em
geral sdo encontradas em toda a superficie dasadeM. scutellaris Pela simples
inspecdo visual, é possivel notar que a quantidbdsas estruturas aumenta a
medida que se aproxima da extremidade antenal. &&fu dessas sensilas foi
estudada na espécie de abeBambus terrestridtinnaeus 1758 (Hymenoptera:
Apidae), sendo que dentro de uma mesma col6niaindigiduos com maior
densidade dessas sensilas exibiam melhor capadigadgosta a odores do que os
individuos com antenas pequenas e menor densidadersilas (SAETHE at al.,
2007). EmM. scutellaris estudos futuros sdo necessarios para elucidangid
dessas estruturas na espécie.

Outros tipos de sensilas com funcdes relacionagescepcao dos estimulos
ambientais, como as ampulaceas, celocbnicas e o#ompaes, estdo concentradas
na extremidade do ultimo flagelébmero (F10) anteteaM. Scutellaris porém, em
quantidade relativamente baixa em comparacao @sdes e placoides. Sugerimos
gue a maior concentracdo de sensilas na extrematadaal facilitaria a percepcao
de estimulos externos. Além disso, essas sengfassentariam um importante
papel na deteccdo da umidade e temperatura parddade de forrageio (B/A et
al.,2011).

Apesar de sido observado maior quantidae de sertsiédides e placoides
em relacdo as, sensilas basicbnicas, estas Ultsd@asconsideradas importantes

quimiorreceptoras (WRTINI & SCHMIDT, 1984).
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As variagdes morfométricas observadas nas semsdégles de extremidade
reta e extremidade curvada entre os grupos avaliado sdo exclusividade dos
orgaos sensoriais de populacbes Me scutellaris de diferentes altitudes. Por
exemplo, foi mostrado que o tamanho das asas daar@s dessa espécie também
variou de acordo com a altitudeuNEset al., (2007). Esses estudos da morfometria
das asas realizadas pooWs et al., (2007) separarafil. scutellarisem trés grupos
distintos de individuos conforme a altitude: grudesl100m, grupos localizados de
0 a 560m e de 600 a 964m. Outras diferencas mgréal® nessa espécie foram
observadas porifro M.F.F.C. (dados nado publicados), onde os espédnietados
préximos ao nivel do mar apresentavam abdémenvata¢nte grande e escuro,
enquanto que a medida que aumentava a altitudamanho do abdémen diminuia
gradativamente e as abelhas apresentavam coloma@i&oclara e maior pilosidade
no térax.

O maior nimero de sensilas de extremidade retaréssflagelémeros das
abelhas do grupo de 200m pode estar refletindo amlagtacdo a fatores como a
umidade do ar relativamente alta e uma menor incidéde ventos, que poderiam
dificultar a difusdo de odores. A percepcdo da adedde modo mais acurado
permite ao inseto determinar as condicfes metagioal® mais apropriadas para o
forrageamento ou, aliado ao aparato olfativo, datear o melhor local e condi¢cdes
do alimento a ser coletado WKNEIDAM & TAUTZ, 1996; WEIDENMULLER, et al.,
2002).

As abelhas de altitude mais elevada e com temparae indice
pluviométrico menores em relacao a altitude mem®gada, apresentam um maior
namero de sensilas tricdides curvadas pelo menos%rAlém disso, essas sensilas
sdo maiores em relacao as observadas nos indivildugsipo de 200m de altitude e
com caracteristicas climaticas e localizacdo difierelo grupo de acima de 900m de
altitude.

O maior numero e tamanho sensilas tricoides cusvada individuos altitude
acima de 900m pode ser uma adaptacdo desses uadivigle vivem em altitudes
relativamente maiores. Porém, até o momento, ol Ep@&rgdos sensoriais mais
desenvolvidos para esse tipo de ambiente é destidohe

Dentre os fatores abidticos determinantes das etif@s fenotipicas,
sugerimos que a altitude e fatores associados comiolade, pluviosidade e
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temperatura podem estar estreitamente relacionemiosas diferencas observadas
entre os dois grupos dié scutellarisestudados.

Embora os mesmos tipos de sensilas tenham sidmteados nas antenas
das M. scutellaris dos dois grupos avaliados, diferencas signifieativforam
observadas no niumero e no comprimento dos doisotipm$ de sensilas tricoides.
Estes resultados mostram que a analise de senegtas abelhas pode constituir em
uma ferramenta importante para o entendimento t#aaigéio destes insetos com o
ambiente.

Em concluséo, os resultados obtidos neste estudtrano que a altitude e
fatores associados & mesma podem estar contribaordas diferengas no tamanho
e numero de sensilas tricoides observadas entrgrgsos deM. scutellaris
estudados. Analises com outros tipos de sensildero resultar em dados que
associados aos obtidos aqui irdo contribuir pamentendimento do papel destes

orgaos sensoriais ell. scutelaris
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Capitulo 3

Imunolocaliza¢do da proteina heterocromatina 1 emkeelhas do género
Melipona com alto ou baixo contetdo de heterocromatina

RESUMO: Em Meliponasao encontradasspécies com diferentes caracteristicas na
heterocromatina sendo possivel distinguir espéaesn alto conteudo de
heterocromatina e outras com baixo conteddo. Nestedo foi investigada a
presenca de HP1 em abelhas do gémdebpona e sua relagdo com alto e baixo
conteudo de heterocromatina destes insetos. Ladsslefecantes dé. mondury
(alto de conteudo heterocromatina) M. quadrifasciata (baixo conteudo de
heterocromatina) foram avaliadas com base em edsaimunolocalizacéo e andlise
de Western BlottingO resultado obtido mostrou que a proteina HPgpéessa nas
duas espécies analisadas. A presenca de trés Gescde imunolocalizacdo para
HP1 para cada espécie analisada sugere que pessfoédrmas de HP1lsédo
expressas enMelipora. A possivel isoforma dél. mondury que apresentou
marcacdo mais intensa pode estar relacionada conalt@ conteddo de
heterocromatina nesta espécie, 0 que pode sermanfd com a implementacdo de

outras analises.

Palavras-chave Proteina HP1, Isoformag/estern Blotting
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INTRODUCAO

As abelhas da tribo Meliponini apresentam cromossolgom padrao de
distribuicBo de heterocromatina muito semelhantéreeras espécies, sendo
observado, na maioria das espécies, um braco cedm@sO heterocromatico e um
eucromatico. Esses dados coincidem com a explicdgdevolucdo cromossoémica
desta tribo, pela Teoria da Interagdo Minima prtgopsr MAI (1991). Porém, um
padrdo diferente foi observado no gén#telipona por possuirem espécies com
baixo (Grupo 1) e espécies com alto contetudo (GR)mte heterocromatina &HA
& PompPoOLO (1998). No primeiro grupo a heterocromatina apresentou uma
distribuicdo pericentromérica ou no brago curto do®céntricos. Ja no segundo, o
percentual de heterocromatina atingiu valores susr a 50% e encontra-se
distribuida por quase toda extenséo do cromoss®moHA & POMPOLO 1998).

Dentre o grupo de espécies Nelipona que apresenta alto conteudo de
heterocromatina, do qual faz parm#éelipona scutellaris, Melipona capixaba e
Melipona mondurypbservou-se uma variagdo cariotipica muito peqeerRasim, a
caracterizacdo de outros elementos € necessaaaapailiar o entendimento de
aspectos relacionados com a evolucéo dessas esfetibora seja considerado que
as abelhas “sem ferrdo” sé@o citogeneticamente poacacterizadas, o padrdo de
distribuicBo da heterocromatina e caracteristicaso@adas a ela, tais como
composicao, proteinas associadas podem contriatargpentendimento da evolucéo
cariotipica do grupo (@reset al, 2011).

Dominios heterocromaticos do DNA desempenham pdp@srtantes na
manutencédo da integridade dos cromossomos e régutie expressado génica em
eucariotos (MTAMEDI et al, 2008) GREwAL (2000) em estudos com
Schizosaccharomyces pom(®ehizosaccharomycetales:Schizosaccharomycetaceae),
demonstrou que a estrutura da cromatina tambénsen@al para a organizacao
funcional de dominios heterocromaticos, como oréemgros e teldmeros

Dentre as proteinas que se associam a cromatingtegmiham suas
propriedades encontra-se a familia de Proteinarétetenatina 1 (HP1). Esta
familia de proteina cromossémica é conservada ecpatesempenhar importante
papel no processo de condensacdo da cromatinaneiginento génico fBAIE et
al.,2008).
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Diferentes isoformas da proteina HP1 ja foram ifleatas em varios
organismos como mamiferos (HRIHP13 e HPY), anfibios (HP& e HPY),
insetos (HP1b HP1 e HP1c) e levedura (Swi6 e CHP@MBERK et al, 2006).
Porém, ainda ndo ha registro da presenca de HPabethas. Assim, por ser a
heterocromatina em abelhas tdo pouco estudadaglgéo a sua composicdo e
estrutura, o objetivo deste estudo foi investigaprasenca dessa proteina nas
espéciedMelipona mondurye M. quadrifasciataque possuem alto e baixo conteudo

de heterocromatina respectivamente.
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MATERIAL E METODO

Material Biolégico

Larvas de Melipona monduryespécie que apresenta alto conteldo de
heterocromatina ®elipona quadrifasciatacom baixo conteido de heterocromatina
procedentes do apiario da Universidade Federal iges® foram utilizadas nas

analises.

Extracdo de proteinas e Analise powestern blotting

Extracdo de proteinas

Para a extracdo das proteinas, ganglios cereledianeas em estagio pos-
defecante foram retirados e macerados em tampaextiacido obtido conforme
PLATERO (1995),com modifica¢cées que consistiu de Tris-EDTA (TEhibidor de
protease P2714-1BTPErotease Inhibitor Cocktail, lyophilizeti0%. Em seguida, o
material macerado foi centrifugado a 10000 rpm p@rminutos, o sobrenadante
coletado. Uma segunda centrifugacéo foi realizamtaSpminutos a 10000 rpm, o
sobrenadante foi coletado e utilizado no procedimee Western blotting Apos a
extragdo, as amostras foram quantificadas em esfbimetro e com base na curva
padrdo construida a partir dos valores obtidos usmtificacdo, foi determinada a

quantidade de proteina total a ser utilizada raoéteese.

Analise deWestern blotting
Na andlise d&Vestern blottingas proteinas foram submetidas inicialmente a

eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturah®8 (150 mA por 4h).
Posteriormente, as proteinas foram transferidas ypae membrana de nitrocelulose
usando o aparelh&emidry electroblottingBioRad) (280 mA por 3h). Apos a
transferéncia, a membrana foi bloqueada por 3h@ &3m uma solugéo de leite em
poé desnatado a 5% em TBST (0,05% Tween 20, TBST1iX-HCI 10 mM, pH 8.0,
NaCl 150 mM)). Em seguida a membrana foi incubawia o anticorpo anti-HP-1
(C1A9 monoclonal), 1:500 em TBST, “overnight” a fgematura ambiente sob leve
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agitacdo. Apos este periodo, a membrana foi larédavezes em TBST por 15 min
cada e incubada por 2h em anticorpo secundarielgdatmouse conjugado com
HRP (Peroxidase) (Santa Cruz Biotechnology, Samtez,GCA) com diluicdo de
1:2000 em TBST. Trés lavagens adicionais em TBSarde 15 minutos cada foram
realizadas. A deteccdo das bandas foi feita em c¢&olude DAB (3,3-

diaminobenzidina), sulfato de niquel eQ4. Como controle positivo 0 mesmo
procedimento foi realizado com gangliddrosophila melanogastenDiptera:

Drosophilidae).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As marcagdes de imunolocalizagdo de HP1 observadsextratos dd®.
melanogaster, M. mondurg M. quadrifasciataindicam que HP1 é expressa,
também, nas duas espéciedMidiponaavaliadas (Figura 1). Foram observadas trés
marcacfes ervl. mondury,e quatro marcacdes avh quadrifasciata Estas marcas
para HP1 podem estar representando isoformas plesténalsoformas de HP1 tém
sido identificadas em diferentes organismos como,epemplo, Swi6 e CHP2 em
levedura (8DAIE et al, 2008) e HPla e 1b e®ombix mori(MITSUNOBU et al,
2012).

Figura 1. Imunomarcacdo de HP1 (proteina hetemuatioa 1) e possiveis
isoformas no génemdelipona;1l: Melipona quadrifasciata?: Melipona mondury3:
Drosophila melanogaster: imunomarcacao de proteina HP1 dn melanogaster
(controle positivo)

A observacdo de marcacdo muito mais intensa depassivel isoforma em
M. mondury sugere maior expressao de HP1 nesta espécie ltmrooateido de
heterocromatina. A possivel relacao entre a ajpgeesdo de HP1 e o conteludo de
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heterocromatina emM.mondury pode ser investigada utilizando metodologias
apropriadas.

Uma das funcdes atribuidas a HP1 é a respostacs danDNA (DNANT &
LUIISTERBURG 2009). Segundo estes autores, a HP1 pode fadliteparo do DNA
por reorganizar a cromatina envolvendo interac@ase eHP1 fosforilada e outras
proteinas de resposta ao danaNn@MT & LUIJSTERBURG 2009). Esta pode ser uma
das funcbes de HP1 nos meliponineos, considerandoaqTeoria utilizada para
explicar a evolucao do caridtipo nesse grupo déhabeenvolve eventos de quebra e
amplificacédo da heterocromatina, duas funcdes eguigarem a participagéo da HP1.

Este é o primeiro relato de expresséo de proteimdamilia HP1 em abelhas.
Andlises mais detalhadas estdo sendo realizadasdasobter conhecimentos que
poderdo contribuir para o entendimento do papdhda®teina no mecacanismo de

heterocromatinizacao emelipona.
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CONCLUSOES GERAIS

A analise por PCR-RFLP permitiu a detec¢cdo dessifi® restricdo ernv.
scutellarise a identificacdo de diferentes haplotipos nasulagpes amostradas. A
alta estruturacdo genética das populagbes anaisaos dados da rede de haplétipos
e da analise UPGMA mostram que a altitude influeraciestrutura genética dé
scutellaris

Com base nos dados obtidos no estudo morfolégiceedsilas antenais, é
possivel concluir que a altitude pode estar comimdlo com as diferencas no
tamanho e niumero de sensilas tricdides observautigs @s grupos dil. scutellaris
estudados (de 200 e acima de 900m). Estudos pmostercom outros tipos de
sensilas poderdo contribuir para melhor entendineatd papel destes O6rgaos
sensoriais emM. scutelaris

A Proteina HP1 é expressa em Melipona; Na espéceaito contetdo de
heterocromatina, a expressao de HP1 é maior. &serl/olvendo caracterizagdo de
isoformas, localizagdo nos cromossomos, sequenatangecomparacdo dos genes
que codificam para HP1, certamente irdo contripama o esclarecimento da funcao

e mecanismos de acdo de HP1 em meliponineos eseiss em geral.
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