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RESUMO

IRSIGLER, André Southernman Teixeira, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
Marco, 2002. Machos dipl6ides em col6nias endogamicas de Melipona
quadrifasciata (Hymenoptera, Apidae): analises morfologica e genética.
Orientador: Lucio Antonio de Oliveira Campos. Conselheiros. Mara Garcia
Tavares e Cosme Damiéo Cruz.

A espécie de abelha sem ferrdo Melipona quadrifasciata Lep. é um
importante agente polinizador, assim como um 6timo material para estudos
biol6gicos. Nessa espécie, assim como na maioria dos Hymenoptera, os machos
se desenvolvem a partir de 6vulos ndo fecundados e sdo hapldides, enquanto as
fémeas se originan de oOvulos fertilizados e sdo dipldides. Melipona
quadrifasciata possui um sistema de determinacdo do sexo de um unico loco e
multiplos alelos e, sob endogamia, ha producdo de machos dipldides. Estes
machos dipldides sdo, geralmente, invidveis ou estérels, e impdem um custo
significativo no sucesso reprodutivo de seus progenitores. Nesta espécie, 0s
machos dipldides emergem como adultos, possuindo, no entanto, uma menor
longevidade que os machos hapldides. Em Melipona quadrifasciata, estes
machos se assemelham visualmente aos haploides. Neste trabalho, buscou-se
caracteristicas que distinguissem machos dipléides de hapldides de Melipona
quadrifasciata. A caracteristica analisada foi o tamanho dos testiculos, que em
outras espécies apresentou uma consideravel variacdo entre machos diploides e
hapl6ides. Para realizar esta comparacdo, utilizou-se duas colbnias fornecedoras
de machos dipldides e duas fornecedoras de machos hapléides. Dez pupas de
cada populacdo foram analisadas, com medicdo do tamanho dos testiculos e
largura do térax. Foi observado que machos hapldides possuem testiculos
significativamente maiores que machos dipldides, tornando esta caracteristica Util

para a diferenciagdo destes machos. Houve uma correlagdo positiva entre o
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tamanho dos testiculos e a largura do térax em machos diploides. A producéo de
machos dipl6ides em Melipona quadrifasciata foi acompanhada em trés colbnias
submetidas a cruzamentos endogamicos. Uma destas col6nias foi obtida pelo
cruzamento de uma rainha com um de seus filhos, resultantes de um prévio
cruzamento desta rainha com um macho estéril. As outras duas foram obtidas
pelo cruzamento de uma rainha com um irmé&o. Todas as colonias produziram
machos dipldides. Na colbnia resultante do cruzamento mée x filho houve uma
producdo consideravel de machos hapldides, aparentemente devido ao primeiro
cruzamento com um macho esterilizado. Nesta colGnia a proporgéo entre machos
diplGides e fémeas ndo foi estatisticamente diferente de 1:1, como esperado pelo
sistema de determinacdo de sexo desta espécie. Em ambas as colbnias de
cruzamento irma x irméo, os machos foram todos dipléides. Em uma destas
colOnias a proporcdo de machos e fémeas foi aproximadamente 1:1. No entanto,
na outra colénia houve um numero significativamente maior de fémess.
Demonstrou-se, por meio de marcadores RAPD, que parte das operarias
produzida nesta col 6nia era resultado de um segundo acasalamento da rainha. Foi
feita uma analise para identificacdo do loco sexual. Um total de 376 marcadores
polimorficos foram obtidos pela amplificagdo do DNA de cinco machos
hapl6ides com 343 primers, obtendo-se um polimorfismo médio de 1,1 bandas
polimorficas por primer. Para a andlise de ligag&o ao sexo, amplificou-se 0 DNA
de trés machos dipldides e trés operarias (da mesma colénia) com 119 primers
polimorficos, ndo se obtendo evidéncias de ligagdo de nenhum destes marcadores

ao loco sexual.
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ABSTRACT

IRSIGLER, André Southernman Teixeira, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
March, 2002. Diploid males in inbred colonies of Melipona quadrifasciata
(Hymenoptera, Apidae): morfological and genetic analysis. Adviser:
Lucio Antonio de Oliveira Campos. Committee members. Mara Garcia
Tavares and Cosme Damido Cruz.

The species of stingless bee Melipona quadrifasciata Lep is very
important in pollination, as well as a great model for biological studies. In this
species, as in the majority of Hymenoptera, males develop from non-fertilized
eggs, and are haploids, while females originate from fertilized eggs, and are
diploids. Melipona quadrifasciata has a sex determination system of one locus
and multiple alleles, and under inbreeding, diploid males are produced. These
diploid males usually are unviable or sterile, and decrease the reproductive
success of their progenitors. In this species, diploid males emerge as adults, and
have less longevity than haploid males. In Melipona quadrifasciata, these males
visually resemble the haploids. In this study, traits that distinguish haploid from
diploid drones in this species were sought. The trait analyzed was the testis
length, which presented a considerable variation between diploid and haploid
drones in others species. In order to do this comparison in Melipona
quadrifasciata, two colonies that provided diploid males, and two that provided
haploid males were used. Ten pupae of each colony were anayzed, by
measurements of testes length and thorax width. It was observed that haploid
drones had smaller testes than diploid drones, what make this trait useful to
distinguish these drones. A positive correlation was observed between the length
of testes and width of thorax in diploid drones. The production of diploid drones
in Melipona quadrifasciata was anayzed in three colonies submitted to
inbreeding crossings. One of these colonies was obtained by crossing a queen

with one of her sons, resulted from an earlier crossing of this queen with a
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sterililized drone. The other two were obtained by the crossing of a queen with
her brother. All colonies produced diploid drones. In the colony resulted from
mother X son crossing occurred a considerable production of haploid drones,
apparently due to the first crossing with a sterilized drone. In this colony, the
proportion of diploid drones and females was not statistically different from 1:1,
as expected by the sex determination system of this species. In both colonies of
sister x brother crossings, the drones were al diploids. In one of these colonies
the proportion of males and females was 1:1. However, in the other colony the
number of females was significantly greater than the number of males. It was
demonstrated that part of the workers produced in this colony was resulted from
a second crossing of the queen. An analysis to identify the sexual locus of the
species Melipona quadrifasciata was done. A total of 376 RAPD markers was
obtained by the DNA amplification of five haploid drones, with 343 primers,
obtaining a mean polymorphism of 1,1 polymorphic bands per primer. To
analyze sex linkage, DNA of three diploid males and three workers (from the
same colony) was amplified with 119 polymorphic primers. However, it was not

observed evidences of linkage of any markers to the sexual locus.



1. INTRODUCAO

1.1. A tribo Meliponini e a espécie Melipona quadrifasciata

A tribo Meliponini, pertencente a familia Apidae e ordem Hymenoptera, €
um grupo de abelhas sem ferrdo. A familia Apidae € constituida também pelas
tribos Bombini, formada pelas mamangavas sociais, Euglossini, com as abelhas
de cores metdlicas visitantes de orquideas, e Apini, representada pelas abelhas
meliferas (MICHENER, 1990). A tribo Meliponini € dividida em dois géneros:
Melipona e Trigona (MICHENER, 1990).

Os Meliponini se caracterizam por ndo construirem células reais. Todas as
rainhas, operarias e machos nascem e se desenvolvem, até o estégio adulto,
dentro de células de cria de igual tamanho (KERR, 1946). Além disso, a entrada
dos ninhos fica quase sempre no centro de uma estrutura de terra ou de
geopropolis (argila e resinas vegetais). Esta tribo inclui apenas um género:
Melipona Illiger (1806), com distribuic&o geografica exclusivamente neotropical,
abrangendo desde o sul da América do Sul até a América Central e ilhas do
Caribe (KERR, 1969; CAMARGO et al, 1988; MICHENER, 1990). Este género
compreende mais de 40 espécies conhecidas (CAMARGO, 1979; MICHENER,
1979).

A especie Melipona quadrifasciata Lep., popularmente conhecida como
mandacaia, é encontrada no territorio brasileiro da Paraiba ao Rio Grande do Sul
(MOURE e KERR, 1950). Taxonomicamente, esta especie pode ser divida em
duas subespécies. Melipona quadrifasciata anthidioides e Melipona
quadrifasciata quadrifasciata Lep., que possuem diferentes habitats e
caracteristicas morfol 6gicas (CAMPOS, 1987). Machos e operarias de Melipona

quadrifasciata quadrifasciata apresentam bandas tergais amarelas e continuas



(de trés a cinco bandas) do 3° ao 5° segmento, e estas sdo interrompidas em
Melipona quadrifasciata anthidioides (SCHWARZ, 1948).

Algumas caracteristicas do grupo de abelhas sem ferréo revelam ser este
um importante material de estudo do ponto de vista biol gico e econémico. Além
de muitas espécies de meliponineos produzirem mel de diversos sabores e
geopropolis com potenciais farmacolégicos, a tribo Meliponini € responsavel
pela polinizacdo de cerca de 40 a 90% das plantas da flora nativa (KERR et al.,
1996), sendo esta atividade essencial para a manutencéo da variabilidade

genética de muitas espécies de plantas.

1.2. Sistemas de deter minagéo do sexo nos Hymenoptera

Na maioria dos Hymenoptera, os machos se desenvolvem a partir de
ovulos ndo fecundados e sdo hapldides, sendo que as fémeas se originam de
ovulos fertilizados e sdo diploides (Dzierzon, 1899, in KERR, 1997). Este
processo € conhecido como partenogénese arrenotoca. Além deste tipo de
partenogénese, a telitoquia, a deuterotoquia e a partenogénese alternante também
estdo presentes em algumas espécies de Hymenoptera (CRUZ-LANDIM , 1984).

Para explicar esta forma de determinacdo do sexo foram propostos alguns
modelos.

No modelo de determinacdo de sexo por complementacdo, WHITING
(1943), baseando-se em seus estudos com Bracon hebetor, sugeriu que o sexo
nos Hymenoptera seria determinado por uma série de alelos em um unico loco
génico. Ele concluiu que o0 sexo nesta espécie € determinado por uma série de,
pelo menos, nove aelos em um loco sexual, que em hemizigose (xo', xo° ... X0°)
ou em homozigose (xo'xo', x0?xo® .. xo°x0’) ha determinagdo do
desenvolvimento de machos (haploides ou dipldides, respectivamente). Quando
em heterozigose (x0'x0?, ... x0®x0”), ha determinacao da formacao de fémeas.

Este sistema de determinacdo do sexo sugere que o endocruzamento
aumenta a proporcdo de machos diploides, ja que o nimero de aelos sexuais em
homozigose aumenta com este tipo de acasalamento. De fato ja foram descritas

diversas especies nas quais ocorre a producdo de machos dipléides (WHITING,
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1943; CROZIER, 1975, 1977; CAMARGO, 1979; WOYKE, 1963, 1979; KERR,
1987; COOK, 1993; CROZIER et al., 1996).

No entanto, algumas espécies de Hymenoptera, em geral vespas
parasitoides, nd produzem machos diploides, mesmo apos varias geracbes de
endocruzamentos, sugerindo um modelo aternativo de determinacdo de sexo.
CROZIER (1977) propde que nestas espécies 0 sexo sgja determinado por dois
ou mais locos sexuais, e que heterozigotos em um ou mais locos sgjam fémeas, e
hemizigotos ou homozigotos em todos os |ocos segjam machos.

No modelo do balanco génico proposto por CUNHA E KERR (1957), o
sexo nos Hymenoptera seria determinado por um balangco entre genes
feminilizantes, total ou parcialmente aditivos (F), e genes masculinizantes, total
ou parcialmente ndo aditivos (M), espalhados pelo genoma. A relagdo entre M e
F determinaria o0 sexo do individuo. Em individuos dipléides, a aditividade de
dois aelos de cada loco feminilizante iria ocasionar a formacéo de um individuo
fémea (2F>M). Nos individuos hapl6ides, por conterem somente um aelo de
cada loco feminilizante, o efeito dos genes masculinizantes prevalece,
ocasionando a formacdo de machos (M>F). No entanto, em muitas espécies ndo
haveria aditividade do efeito feminilizante se houvesse homozigose nesses |ocos,
ocorrendo nestes casos a formacdo de machos dipl éides.

Em relacdo a deteccdo do loco de determinagdo do sexo em Apis mellifera,
ja foram identificados dois marcadores moleculares intimamente ligados ao loco
sexua (loco X): um marcador RAPD denominado loco Q (HUNT e PAGE,
1994) e um marcador multiloco fingerprinting (loco Z) (BEYE e MORITZ,
1994). Baseando-se no modelo de determinacéo do sexo por complementacao,
estes locos puderam ser detectados por estarem em homozigose em machos
dipldides e em heterozigose em operarias, ja que estaria fisicamente ligado ao
loco sexual. Posteriormente, o loco Z foi clonado e utilizado como uma sonda
para 0 mapeamento fisico no genoma de Apis mellifera, o que possibilitou a
identificacdo do cromossomo no qual se localiza o loco sexua (BEYE e
MORITZ, 1996). O loco sexual foi entdo localizado na posicéo subtelomeérica do

braco longo do cromossomo 8 desta espécie.



Assim como Apis mellifera, Melipona quadrifasciata também possui um
sistema de determinagdo do sexo de um Unico loco e multiplos alelos, ja que apds
0 cruzamento artificial de uma rainha com um zang&o irméo, em metade dos
casos, a progénie obtida € constituida de operérias e machos diploides, na
proporcdo de 1:1 (CAMARGO, 1977). Em todas as coldnias em que a rainha foi
cruzada com um de seus filhos, machos dipl6ides foram obtidos. No entanto, a
posicdo do loco sexua no genoma desta espécie ainda ndo € conhecida.

TAVARES (1999) realizou estudos genéticos no sentido de mapear o
genoma de Melipona quadrifasciata. O mapa de ligacdo obtido possui um total
de 127 marcadores RAPD, distribuidos em 22 grupos de ligagdo, mais 38
marcadores ndo ligados, cobrindo aproximadamente 1416 cM de distancia de
mapa. Neste mesmo estudo foi feita analise para a deteccdo de marcadores
RAPD ligados ao loco de determinagdo do sexo nesta espécie. Um total de 133
primers foi utilizado, mas nenhum destes produziram marcadores associados ao

|loco sexudl.

1.3. Machos dipléides em espécies par tenogenéticas ar renotocas

A producdo de machos dipléides inevitavelmente ocorre em muitas
populacbes de organismos haplo-dipléides em cada geracdo, mesmo sob
panmixia (ADAMS et al., 1977). Estes machos sdo, geralmente, inviaveis ou
estéreis (PETTERS e METTUS, 1980), e impdem um custo significativo no
sucesso reprodutivo de seus genitores (RATNIEKS, 1990), havendo uma
provavel selecdo para mecanismos que evitem a endogamia por fémeas de
espécies sociais.

Nos Hymenoptera, a viabilidade dos machos dipléides varia de acordo
com a espécie estudada. Em Bracon hebetor esses machos tém viabilidade
baixissima (WHITING, 1943). Em Apis mellifera, zangdes dipldides possuem
baixa viabilidade devido ao canibalismo exercido pelas operarias (WOYKE,
1965, 1986). Em Melipona e Bombus, os machos diploides emergem como
adultos, podendo, em agumas espécies de Melipona, serem mortos

posteriormente pelas operédrias, sendo morta também a rainha responsavel pela
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producdo destes machos (GAROFALO, 1973; KERR et al., 1996). Em Bombus
atratus (PLOWRIGHT e PALLET, 1979) e em B. terrestris (DUCHATEAU e
MARRIEN, 1995), larvas de machos dipldides alcancam o estdgio adulto. Em
Melipona quadrifasciata, os machos dipl6ides tém viabilidade normal durante o
estagio de desenvolvimento, mas sua longevidade maxima é de 17 dias,
contrastando com a longevidade méxima de machos hapldides (30 dias) e de
operarias (190 dias) (CAMARGO, 1982). Esta baixa longevidade pode estar
associada a homozigose do loco Xo e de outros genes ligados, ja que para o
restante dos locos o grau de homozigose de machos dipléides € semelhante ao
das operérias.

Machos diploides se assemelham visualmente aos hapl6ides em Bracon
(WHITING, 1943) e em M. quadrifasciata (CAMARGO, 1979), mas séo
claramente maiores que os hapldides em outras espécies de Hymenoptera
(SMITH e WALLACE, 1971; WOYKE, 1978; ROSS e FLETCHER, 1985;
PACKER e OWEN, 1990; NAITO e SUZUKI, 1991).

Andlises morfométricas ja foram redizadas para a diferenciacdo de
machos dipléides e machos hapléides de algumas espécies do género Apis,
chegando-se a diferencas significativas para algumas caracteristicas medidas
(WOYKE, 1977). O comprimento dos testiculos € uma caracteristica morfol6gica
que difere entre machos hapldides e diploides em algumas espécies. Em A.
mellifera (WOYKE, 1974) e em B. terrestris (DUCHATEAU e MARIEN,
1995), os testiculos de machos diploides s&o menores em comparagcdo aos dos
machos haploides. WOYKE (1973) mostrou que os testiculos de zangbes
dipldides em A. mellifera tém cerca da metade do nimero de tubul os seminiferos,
e que estes tubulos tém somente 42% do comprimento nos machos diploides em

relacdo aos dos hapl 6ides.



1.4. Acasalamentos multiplos

A fregiéncia de acasalamentos pela rainha em muitas espécies de
Hymenoptera se tornou uma importante questdo acerca da evolucdo da
sociabilidade. HAMILTON (1964) sugeriu uma relacdo entre o grau de
parentesco e 0 comportamento altruistico entre individuos, o que levaria a
elevados niveis de sociabilidade em certas espécies. Acasalamentos multiplos
pelas rainhas diminuiriam o grau de parentesco entre operarias de insetos sociais.
No entanto, beneficios adaptativos relacionados a poliandria tém sido
mencionados, tais como 0 aumento de defesa contra parasitas, tolerancia a
variagdes ambientais e reducdo da carga genética (quanto a producéo de machos
dipldides) (BOOMSMA e RATNIEKS, 1996).

Os casos mais extremos de acasalamentos multiplos sdo encontrados no
género Apis. Estimativas indicam que rainhas de algumas espécies desse género
podem chegar a copular com mais de 44 machos (MORITZ, 1995). No entanto,
grupos apresentando acasalamentos multiplos s&o bastante raros, restringem-se,
praticamente, as abelhas meliferas (STRASSMANN, 2001).

No grupo das abelhas sem ferrdo, as rainhas geramente copulam uma
Unicavez (KERR, 1969; SILVA et al., 1972; MACHADO, 1984; PETERS et al .,
1999), sendo esta observacéo feita a partir de contagens de espermatozoides na
espermateca de fémeas, permanéncia da genitdlia do macho na cBmara genital da

fémea ap0s a copula e segregacéo de marcadores genéticos.



Com isso, este trabalho teve como objetivos:

» Diferenciar morfologicamente machos dipléides e hapldides
de Melipona quadrifasciata

» Observar 0 padrdo de producdo de prole em coldnias de
Melipona quadrifasciata submetidas a cruzamentos
endogamicos

» Localizar o loco sexua no mapa genético desta espécie



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

Rainhas virgens de Melipona quadrifasciata de colonias mantidas no
Apiario Central de Vicosa, foram cruzadas em condic¢es controladas, segundo
técnica descrita por CAMARGO (1972), com machos esterilizados. Esta
esterilizacdo foi feita pelo tratamento com 60.000r de raios gama em bomba de
cobalto-60, no Centro Nacional de Energia Nuclear - UFMG. Posteriormente,
rainhas cruzadas foram colocadas separadamente em placas de Petri, em estufa a
28°C, com intruducdo didria de operarias jovens e alimento, até as rainhas
tornarem-se fisogastricas.

As rainhas fisogastricas, juntamente com operarias da mesma placa, foram
transferidas para caixas de madeira para a manutencéo no campo, continuando a
introducdo diéria de operarias jovens e aimentos. Os favos produzidos por estas
rainhas foram col etados para as analises.

Este primeiro cruzamento foi realizado para a obtencdo de dados a
respeito do estado alélico da rainha utilizada no programa de cruzamentos, ja que
0 cruzamento de rainhas com machos estéreis produzem somente machos
hapl 6ides, que representam os gametas desta rainha.

Apos obtencdo do material do primeiro cruzamento, um dos machos
produzidos foi cruzado com a rainha genitora para a obtencdo da geracéo
endogamica. Todos os favos produzidos apos este cruzamento foram retirados
para a analise morfolégica, determinacdo de proporgdes sexuais e identificacéo
de marcadores RAPD proximamente ligados ao loco de determinagcdo do sexo
(X0). Um esguema deste cruzamento pode ser observado na Figura 1A.

Um outro tipo de cruzamento foi realizado utilizando a mesma

metodologia no que diz respeito a obtencdo de colbnias. No entanto, este
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consistiu de cruzamento de uma rainha virgem com um macho hapléide
produzido na mesma col6nia, ou sgja, um irmao desta rainha. Um esguema deste

cruzamento esta representado na Figura 1B.

2.2. Extracdo de DNA

Foram feitas extragbes de DNA das amostras de acordo com o protocolo
descrito por WALDSCHMIDT e col. (1997). Cada individuo foi macerado
separadamente em um cadinho contendo nitrogénio liquido. O macerado foi
transferido para um microtubo e adicionado 1000 m de tampé&o de extracéo
(CTAB 2%; NaCl 1,4 M; TrisHCI 100 mM (pH 8,0); EDTA 20 mM (pH 8,0); e
100 ng/ml de proteinase K). O macerado foi incubado a 65°C por 30 min. A
desproteinizacéo foi feita com 1 volume de cloroférmio, centrifugando a 13000
rpm. Este processo foi repetido mais umavez. O materia foi tratado com RNAse
e incubado a 37°C por 30 min. O DNA foi precipitado em 1 volume de
isopropanol, a —20°C por 12h. Apos a precipitacdo, a solucdo foi centrifugada a
14.000 rpm por 30 min. O precipitado foi lavado com etanol, seco ao ar livre, e
entdo ressuspendido em 100 m de TE (TrisHCIl 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM).
A suspensdo obtida foi submetida a eletrofoerese em gel de agarose 0,8%,
contendo 7 m de brometo de etidio, para se verificar a pureza e integridade do
DNA extraido.
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Figura. 1. Esguema dos cruzamentos realizados com Melipona
quadrifasciata. A: Retrocruzamento. B: Cruzamento entre
Irmaos.
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2.3. Amplificagdo do DNA via PCR-RAPD

Obtido o DNA de cada amostra, foram feitas amplificaces utilizando-se
diferentes primers decameros (OPERON Technologies, Alameda, CA, EUA). A
amplificacBo do DNA foi realizada utilizando-se a técnica RAPD-PCR, de
acordo com a metodologia proposta por WILLIAMS e col. (1990). A mistura de
reacdo de 25 m consistiu de: 3 m de MgCl, 3,5 mM; 1,0 m de dNTP 0,1 mM;
2,5m de TrigKCl 10 mM / 50 mM; 1,0 m de Tag polimerase; 13 m de H,O Mili
Q; 2,5 m de primers 0,4 mM e 2,0 ml de DNA. A mistura foi incubada em um
termociclador modelo PTC-100 (MJ Research) programado para 40 ciclos, cada
ciclo consistindo de um passo de desnaturacéo (15s a 94°C), um passo de
anelamento do primer (30s a 35°C) e um passo de extensdo (1 min a 72°C). Ao
final dos 40 ciclos foi feito um passo extra de extensdo (7 min a 72°C). A
separacao dos fragmentos (produtos de reacéo) foi feita por eletrofoerese em gel
de agarose 1,2% contendo 7 m de brometo de etidio por 350 ml de gel, imerso
em tampéo TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0). As bandas de DNA
foram visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas com camera Polaroid

(Fotodyne - photographic system)

2.4. Analise do loco de deter minacéo sexual

Com o objetivo de detectar o loco de determinagdo do sexo em Melipona
quadrifasciata, foi analisada uma col6nia (identificada pelo codigo 6821) obtida
pelo esquema de cruzamento apresentado na Figura 1A.

Andlises citogenéticas foram feitas em pupas para a distincdo de machos
dipldides e haploides da geracdo endogamica. As pupas de machos foram
identificadas pela presenca de gonostilo. Para a determinacéo da ploidia dos
machos, estes foram dissecados e os testiculos esmagados em laminas de
microscopia com solugdo corante/fixadora de orceina acética 2%, e visualizadas

sob microscopia. Foram analisados cerca de 20 machos.
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Os machos utilizados na andlise citogenética foram imediatamente
congelados apods a retirada dos testiculos. Foi feita a extragdo de DNA de machos
dipl6ides e operarias da mesma coldnia e geracdo segundo protocolo ja descrito.

Para identificar o loco sexual desta espécie, buscou-se marcadores RAPD
gue estivessem proximamente ligados a este loco. Sabendo-se que, de acordo
com o sistema de determinacdo de sexo desta espécie, as fémeas sdo
heterozigotas para o loco sexual, e que 0s machos sdo hemizigotos (hapl 6ides) ou
homozigotos (dipl6ides) para este loco, marcadores que estivessem presentes em
um grupo de operéarias e ausentes em um grupo de machos dipldides de uma
mesma coldnia provavel mente estariam proximamente ligados ao loco sexual.

Foram utilizados machos hapldides da primeira geragéo para identificacéo
de locos polimorficos. As séries de primers utilizadas foram OPA a OPZ e
OPAA. Um numero padronizado de cinco individuos foi utilizado para cada
teste.

Utilizando-se primers que geraram bandas polimérficas nas amplificacbes
do DNA de machos hapldides da primeira geracéo, foi feita a amplificacdo do
DNA de operarias e machos dipléides da geracdo endogamica para andlise de
ligagdo entre marcadores moleculares e o loco de determinacdo de sexo. Para
isto, foram analisados inicialmente trés machos dipl6ides e trés operarias. Com
esta amostragem ha indicacéo dos provaveis marcadores ligados ao loco sexual.
Obtendo-se a presenca de um marcador no grupo das operdrias e auséncia deste
no grupo dos machos dipl6ides, a amostragem € aumentada para 10 individuos de
cada grupo para confirmagéo de ligagéo deste marcador ao loco de determinagéo

do sexo.

2.5. Analise morfolégica

Foi feita andlise morfolégica para obtencdo de caracteristicas variaveis
entre machos haploides e diploides. A caracteristica analisada foi o tamanho dos
testiculos, que em outras espécies apresentou consideravel variagao entre grupos
de machos hapl6ides e diploides (WOYKE, 1974, DUCHATEAU E MARIEN,

1995).
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Para se estudar a variaco desta caracteristica em relacdo aos individuos
haploides e dipldides, foram utilizadas duas col6nias fornecedoras de machos
dipldides e duas fornecedoras de machos hapléides. Os zangdes haploides
analisados foram progénies de duas rainhas ndo relacionadas, acasaladas com
machos irradiados (Figura 1A). Um grupo de machos dipldides analisado
resultou de acasalamento entre mée e filho (Figura 1A), sendo que o outro foi
obtida por cruzamento entre irméos (Figura 1B).

Dez pupas de olho claro de cada grupo foram analisadas. O estagio
escolhido foi de pupa devido a migracdo dos espermatozéides para a vasa
deferentia apos a emergéncia do individuo, o que poderia aterar o tamanho dos
testiculos. De cada individuo foram retirados os dois testiculos em solugéo salina,
e estes foram montados em laminas de microscopia. Foram obtidas medidas dos
quatro tdbulos seminiferos de cada testiculo, sob uma lupa acoplada a uma
camera digital. A imagen de cada testiculo foi digitalizada, e as medidas feitas
com o auxilio do software Image Pro Plus 4.0™

Para cada macho, foram tomadas medidas da largura do torax (distancia
inter-tégula), sendo esta uma medida representativa do tamanha do corpo. Isto
possibilitou o estudo da correlacéo entre o tamanho dos testiculos e do corpo do
individuo.

As médias foram comparadas usando o teste estatistico t-student ao nivel
de 5% de probabilidade, e a correlacdo entre as caracteristicas foi analisada pelo
teste de correlacdo de Pearson. A discriminagdo entre machos diploides e
hapldides foi realizada utilizando a técnica de andlise discriminante por meio de

componentes principais.

2.6. Producéo de prole em colGnias endogamicas

A razdo sexual e producéo de machos dipl6ides foi acompanhada em trés
colbnias endogamicas. Foi analisada a producdo de uma colonia cuja rainha foi
retrocruzada e duas col 6nias obtidas pelo cruzamento entre irmaos (Figura 1).

Com relagdo a colénia de retrocruzamento, foram feitas contagens

periodicas das diferentes classes de sexo e ploidia na prole da segunda geragéo
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(resultante do acasalamento mée x filho). As pupas foram examinadas nos
proprios favos, retirando-se o fundo da célula e determinando o sexo das pupas
pela presenca ou auséncia de gonostilo, sob microscopio estereoscopico.
Posteriormente, foi feita andlise citogenética dos zangdes da segunda geragéo
para a determinacéo da frequiéncia de machos dipl éides.

De forma semelhante, nas coldnias resultantes do cruzamento irm&/irméo
foi feita a sexagem dos individuos e andlises citogenéticas dos machos para a

determinagdo da ploidia

2.6.1. Analise de parentesco: operarias em geracdo endogamica

Devido a uma producdo excessiva de operarias em relacdo aos machos
diploides observados na prole da colonia 833l1, foi feito um teste de parentesco
com base em marcadores moleculares para determinar se as operarias desta
colénia eram todas irmas, ou se houve um segundo acasalamento desta rainha
com um macho externo.

Para isto, foram amostradas 20 operarias na fase de pupa, diretamente do
favo, em diferentes periodos de producéo da colonia. Como controle para as
analises, foram amostrados 10 machos dipl6ides (analisados citogeneticamente),
também na fase de pupa. Foi extraido DNA das amostras de acordo com o
protocolo ja descrito. Para uma andlise inicial, foram amplificados DNA de cinco
operarias e 5 machos dipléides, com primers identificados como polimorficos
para outras colonias (polimorficos para pelo menos duas colonias do Apiario
Central de Vicosa). Primers que geraram marcadores presentes ou ausentes em
todos os machos dipldides, e parcialmente presentes ou ausentes nas operarias,
foram selecionados para a andlise de parentesco. Obtendo-se estes marcadores,
foi feita a amplificacéo do DNA dos individuos restantes para concluséo do teste
de consanguiinidade e estimativas de freqUéncias de operédrias resultantes de um

SUpPOSto cruzamento externo.

14



3. RESUL TADOSE DISCUSSAO

3.1. Diferenca morfologica entre machos diploides e haploides

O comprimento meédio do testiculo direito do primeiro grupo de machos
hapl6ides foi de 7,73 £ 0,91 mm, e do testiculo esquerdo foi de 7,57 £ 0,87 mm.
Para 0 segundo grupo de machos haploides, o comprimento médio do testiculo
direito foi de 6,36 £ 0,99 mm, e do testiculo esquerdo foi de 6,34 £ 0,82 mm.
Portanto, o comprimento médio dos testiculos de zangbes hapléides em

diferentes grupos foi significativamente diferente (Tabelal).

Tabela 1. Dados morfométricos do comprimento dos testicul os e largura do torax

em machos hapldides e dipl6ides de Melipona quadrifasciata.

Comprimento dos Comprimento dos Largurado
Grupo testiculos direitos testiculos esquer dos torax

(média = dp) (média + dp) (média = dp)

1° Hapl6ide 7,73+ 0,912 7,57 + 0,87% 2,72 +0,04%

2° Hapldide 6,36+ 0,99 6,34 + 0,82° 2,68 + 0,08°
Média 7,05 + 0,96** 6,96 + 0,87** 2,70 + 0,03**

1° Dipléide 4,66 + 0,64° 4,69+ 0,72° 2,86 + 0,11°

2° Dipléide 4,20 + 0,60° 4,19+0,72° 2,79+ 0,13
Média 4,43 + 0,33** 4,44 + 0,35** 2,83 + 0,05**

M édias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,05).
** médias diferem significativamente (p < 0,01)

No primeiro grupo de machos dipldides, o comprimento médio do

testiculo direito foi de 4,66 = 0,64 mm, e do testiculo esquerdo foi de 4,69 + 0,72
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mm. No segundo grupo de machos dipléides, o comprimento médio do testiculo
direito foi de 4,20 = 0,60 mm, e do testiculo esquerdo foi de 4,19 = 0,72 mm. A
diferenca entre as médias do comprimento do testiculo nos dois grupos néo foi
estatisticamente significativa

Comparacdes estatisticas do comprimento médio do testiculo direito e
esguerdo entre grupos de machos hapléides e diploides mostraram diferencas
significativas (Tabela 1). Zangdes dipldides e hapldides puderam, entdo, ser
diferenciados com base nas medidas dos testicul os (Figura 2).

A largura média do térax em zangdes haplodides foi de 2,72 = 0,04 mm no
primeiro grupo e 2,68 = 0,08 mm no segundo grupo (Tabela 1). Nos zangbes
diploides, a largura média do torax foi de 2,86 £ 0,11 mm no primeiro grupo e
2,79 £ 0,13 mm no segundo grupo. A média da largura do térax de zangbes
hapldides (2,70 = 0,03 mm) foi significativamente menor que a média dos
zangOes diploides (2,83 £ 0,05 mm). Houve correlacdo positiva e significativa
entre o tamanho dos testiculos e a largura do térax em zangdes dipldides. Nos
zangOes hapldides, no entanto, ndo foi observada correlagéo significativa (Tabela
2).

Tabela 2. Correlacdo entre a medida do térax e comprimento dos testiculos
direito (TD) e esquerdo (TE), e entre comprimento dos testiculos

direitos (TD) e esquerdos (TE) de zangdes de M. quadrifasciata.

Grupo Térax X TD Térax X TE TDXTE
12 Haploide 0,31 0,32 0,77**
22 Haploide 0,58" 0,47 0,94**
12Dipléide 0,95** 0,92** 0,89**
22Dipldide 0,61 0,87** 0,80**

** * +dgnificativoal, 5 e 10%, respectivamente, pelo teste t
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Figura 2. Discriminagdo de zangbes haploides e diploides de Melipona
quadrifasciata, baseada nas medidas dos comprimentos dos testicul os.
C1 e C2: escores dos componentes principais. Simbolos “[" e “+”
representam zangdes dos dois grupos haploides, enquanto que “*” e
“0" representam zangdes dos dois grupos dipldides. Os nimeros 1, 3 e

2, 4 s80 os centroides das respectivas popul ages representadas.

Pupas de machos dipldides de Melipona quadrifasciata deram origem a
adultos tdo vidveis quanto suas irmas operarias. No entanto, os resultados
mostraram que pupas de machos dipldides tém testiculos menores que 0s
hapl6ides (Figura 3). Portanto, esta caracteristica pode ser Gtil para distinguir
pupas de zangbes hapldides de diploides. Machos diploides com testiculos
menores também foram observados em Apis mellifera (WOYKE, 1973) e
Bombus terrestris (DUCHATEAU e MARIEN, 1995).
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Figura 3. Testiculo de pupa de zangéo haploide (A) e diploide (B) de Melipona

guadrifasciata.

Foi observado também que, enquanto machos diploides de diferentes
populacbes tiveram testiculos de tamanhos semelhantes, machos haploides
produzidos por diferentes rainhas tiveram testiculos com diferencas significativas
no comprimento (Tabela 1). Neste caso, as diferengas observadas entre o
comprimento dos testiculos em machos haploides podem refletir diferencas

individuais entre as rainhas analisadas, pois os machos hapldides sGo somente
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produtos de seus gametas. Em relacdo aos machos dipldides, no entanto,
WOYKE (1974) mostrou que zangdes dipléides de A. mellifera produzidos por
diferentes rainhas tinham testicul os de diferentes tamanhos, sugerindo que, neste
caso, a diferenca poderia ser explicada pela existéncia de poligenes com efeitos
aditivos, que influenciam o tamanho dos testicul os em zangdes dipl 6ides.

No presente trabalho, verificou-se também que machos dipldides de M.
quadrifasciata tém uma largura de térax maior que a dos machos hapldides.
DUCHATEAU e MARIEN (1995) sugeriram que diferencas nos tamanhos de
machos dipldides estdo relacionadas com a aimentacéo da larva. Por exemplo,
em Augochlorella striata, uma abelha eusocial de alimentacdo massal, machos
diploides sdo geralmente maiores que os machos haploides, porque 0s Ovos
fertilizados que ddo origem aos machos dipldides normamente produziriam
operarias (PACKER e OWEN, 1990). Neste caso é esperado que a rainhaforneca
quantidades semelhantes de alimento as operarias e aos machos dipléides, e que
essa quantidade sgja maior do que aquela fornecida aos machos haploides. M.
quadrifasciata é também uma abel ha de provisionamento massal.

No presente caso € esperado que a quantidade de alimento fornecida aos
machos hapldides e diploides sga semelhante, pois os machos haploides séo
resultado de ovos que dariam fémeas, mas, devido ao efeito da radiacdo no
macho parental, 0 conjunto cromossdmico paterno € destruido, resultando no
desenvolvimento de ovos hapldides, dando origem a machos hapldides. Isto
sugere que outros fatores, adém do provisonamento diferencia de alimento,
afetem o tamanho dos machos. Uma das possibilidades seria que as colGnias que
produziram machos hapldides estivessem mais debilitadas que coldnias que
produziram machos dipldides, ocasionando um menor tamanho dos machos
hapl 6ides (e também das operéarias), devido a escassez de alimento na colbnia.

No entanto, WOYKE (1980) sugeriu que o maior tamanho do corpo dos
machos diploides em parte resulta dos maiores nivels de poliploidizacdo de seus
tecidos.

A falta de correlagcéo entre a largura do térax e o comprimento dos
testiculos em machos haploides era um resultado esperado, porque o

comprimento dos testiculos em machos hapldides deve ser um importante fator
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para o desenvolvimento de machos normais e para sua funcéo reprodutiva. Entéo,
o comprimento dos testiculos em machos hapl 6ides n&o deve relacionar-se com 0
tamanho do corpo, e deve haver um tamanho pré-determinado de testiculos, o
que tornaria 0 zangdo capaz de exercer sua funcdo reprodutiva,
independentemente de seu tamanho.

O metabolismo de machos dipléides de M. quadrifasciata, entretanto,
deve apresentar algumas alteractes, de maneira que o0s processos fisiol égicos néo
estariam direcionados a manutencdo de um comprimento de testiculo 6timo,
resultando em correlagbes entre o tamanho do corpo e o comprimento dos
testiculos do macho adulto. Como consequéncia, testiculos menores podem,
provavelmente, produzir menos espermatozoides, 0 que poderia estar associado

a0 seu baixissimo fitness.
3.2. Producéo de prole em colGnias endogamicas

Em muitas espécies de Hymenoptera ha evidéncias de que a determinagéo
do sexo sgja controlada por multiplos alelos em um Unico loco génico. Espécies
como Bracon hebetor (WHITING, 1943), Apis mellifera (DRESCHER e
ROTHENBUHLER, 1964), Solenopsis invicta (ROSS e FLETCHER, 1985) e
Melipona quadrifasciata (CAMARGO, 1979) enquadram-se neste sistema de
determinacédo do sexo. Uma predicdo deste modelo é o aumento de producdo de
machos dipldides sob endocruzamento, devido ao aumento de homozigose. Prole
resultante de cruzamentos entre irmaos em 50% das vezes produzem machos
dipl6ides, na proporcédo de 1 macho dipléide para 1 fémea. A prole dipléide
resultante de qualquer acasalamento entre mée e filho deve ser 50% constituida
de machos (COOK, 1993).

Na colbnia retrocruzada (6821) foram observados 1305 machos e 727
fémeas, o que da uma proporcdo de 0,64 machos : 0,36 fémeas (Figura 5A e
Tabela 3). Esta proporcdo difere significativamente da proporgéo esperada de 1:1
(c?=164,4, p<0,001). O nimero de machos dipldides e hapléides analisados

citogeneticamente (Figura 4) em seis diferentes periodos de producéo da colénia
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foi de 56 e 51 respectivamente, correspondendo a uma proporgdo de 0,52:0,48
(diploides:hapl 6ides) (Figura 5B).

Consegientemente, seria esperada uma frequéncia de 52% machos
diploides entre os 1305 machos totais observados nesta colGnia, 0 que da um
total de 679 machos dipléides. O nimero observado de fémeas foi de 727. A
relacdo entre o nimero de fémeas e 0 numero estimado de machos dipldides é de
0,48:0,52, 0 que ndo difere significativamente da proporcdo de 1:1 (c®=1,37,
p>0,01).

Tabela 3. Raz&o sexual observada em colonias de Melipona quadrifasciata.

Colbnia Freq. Machos Freq. FEmeas

6821 0,64 0,36

740 0,46 0,54

833lI 0,18 0,82
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Figura 4. Metéfases de células de zangéo hapléide (n=9) (A) e diplbide (n=18)

(B) de Melipona quadrifasciata. Barra representa 14 nm.
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Nesta mesma colbnia pode-se verificar dois periodos de maior producéo
de machos em relagdo ao nimero de fémeas (Figura 5A). O primeiro periodo
ocorre entre 104 e 227 dias ap0s o retrocruzamento, e 0 segundo entre 328 e 382
dias ap0s o retrocruzamento. No primeiro periodo, a relacdo de machos e fémeas
foi de 0,67:0,33, respectivamente, em um total de 605 individuos. No segundo
periodo a proporcéo entre machos e fémeas foi de 0,70:0,30, respectivamente,
com amostragem de 758 abelhas. No intervalo entre estes dois periodos, num
total de 669 individuos, a propor¢cdo de machos e fémeas foi de 0,55:0,45,
respectivamente, aproximando-se da proporcao tedrica 1:1 ( ¢?=6,31, p>0,01).

A producdo de machos hapldides, as vezes, € relativamente continua,
esparsa, outras vezes ocorrem em grandes surtos, ou seja, emerge dos favos de
cria um grande numero de zangbes, durante periodos curtos (SILVA, 1977).
BENTHEM e col. (1995) observaram gue em Plebeia remota ocorriam diversos
ciclos de producdo de machos haplides por ano.

Os resultados no presente trabalho sugerem que ocorreram dois ciclos de
producdo de machos haploides, evidenciado pelo excesso de machos em relacéo
a0 numero de fémeas. Ha possibilidade de que esta producdo de machos
hapl 6ides possa ser resultado de eventos normais que também ocorram em outras
colonias.

No entanto, a producéo de machos hapl6ides em uma colonia natural esta
relacionada com a qualidade desta colénia. Col6nias mais fortes produzem um
maior numero de machos haploides que col6nias mais fracas. A colonia de
retrocruzamento (6821) apresentava baixo nimero de operdrias adultas, sendo
notadamente uma col6nia fraca, sendo esperado que houvesse baixa producdo de
machos hapldides. Por estas observagdes, acreditase que nesta colonia a
producdo de machos haploides ndo segja devida a producdo normalmente
encontrada em colOnias naturais.

A rainha desta col6nia havia sido submetida a um cruzamento inicial com
um macho irradiado (estéril). Portanto, uma hipotese a ser considerada é de estar
havendo o aproveitamento, pela rainha, de espermatozéides do macho

esterilizado, mesmo apdés um segundo cruzamento desta rainha, causando a
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producdo dos machos haploides. Em Apis mellifera, uma espécie com ocorréncia
de acasalamentos multiplos, SASAKI e col. (1995) demonstraram haver uma
utilizacdo ndo preferencial de espermatozoides de diferentes machos copulados
com uma rainha. Em Melipona quadrifasciata, CAMPOS e MELO (1990)
observaram que apos copula de uma rainha fisogastrica, tanto espermatozoides
do macho do primeiro cruzamento, quanto do macho do segundo cruzamento
eram utilizados pelarainha.

Uma outra aternativa € que estes machos haploides fossem resultado de
postura realizada por operarias, Situacdo ja observada em colbnias naturais de
meliponineos (KERR et al., 1996). Em Nannotrigona postica, praticamente 90%
dos machos sdo produzidos pelas oper&rias (BEIG, 1972). Em Melipona
quadrifasciata, o ovo colocado pela operaria no interior da célula de cria € igua
ao ovo darainha. Antes de fazer a oviposi¢ao nesta célula, arainha poderaingerir
0 ovo ou ndo. Nesta Ultima hipodtese, apos a operculacdo os dois tipos de ovos
ficam encerrados dentro da célula (SILVA et al., 1972). E possivel que desta
célula emergira um macho. Neste caso é dificil dizer se 0 macho emergiu do ovo
da operéria ou darainha porque, em Melipona, arainha também produz ovos que
dar&o origem a machos hapl 6ides.

A fim de verificar se os machos hapléides eram filhos da rainha (marcada)
ou de operarias, anaisou-se cinco machos hapléides da primeira geracéo
(resultantes do cruzamento da rainha com macho estéril) e cinco machos
hapl 6ides nascidos apos o retrocruzamento. Todos os 8 primers polimaorficos no
grupo de machos hapldides da primeira geragcdo mantiveram-se polimorficos,
para 0S mesmos marcadores, no grupo de machos hapldides produzidos na
geracdo endogamica (Figura 6). Isto forneceu evidéncia de que os machos
hapl6ides produzidos apds o retrocruzamento eram filhos da rainha (a mesma

desde o primeiro cruzamento).
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OPG4 OPJ12
OPP16 OPQ10

Figura 6. Comparagédo de produtos RAPD de cinco machos haploides da
primeira geracdo (esquerda) e cinco da segunda geracdo (direita),

para 4 dos 8 primers analisados.

Na colbnia 740, cuja rainha havia sido cruzada com um irmao, ocorreu a
producdo de machos dipldides. Um tota de 18 machos foi analisado
citogeneticamente, sendo todos diplides. Quanto ao sexo, foram analisados 888
individuos, sendo 410 machos e 478 fémeas (Figura 7), 0 equivalente a
0,46:0,54, respectivamente (Tabela 3). Esta proporgéo se aproxima da proporgéo
tedrica 1:1.( ¢®=5,2, p>0,01). Houve pequena variagdo nas proporcdes sexuais,
tendo ocorrido ligeiro aumento no nimero de fémeas, em relagdo ao nimero de
machos. Estes desvios sugerem uma provavel menor viabilidade dos machos
diploides nesta espécie, fato também observado em algumas especies, como em
Bracon hebetor (WHITING, 1943).
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Col 740
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Figura 7. NUmero de machos e fémeas produzidos em colbGnia de

cruzamento entre irmaos (740) de Melipona quadrifasciata.

CAMARGO (1979), por meio de cruzamentos endogamicos, obteve
zang0es diploides em cinco colonias de Melipona quadrifasciata. Estas colGnias
foram obtidas pelo cruzamento, em condicdes controladas, de uma rainha com
um macho da mesma colonia (irm&irméo). Outras quatro colbnias obtidas pelo
mesmo tipo de cruzamento ndo produziram machos dipldides. Das cinco colonias
gue produziram machos dipldides, trés apresentaram proporcdo de 1:1 (machos
dipl6ides : operérias). Nas outras duas colOnias 0 numero de operérias foi
significativamente maior que o de machos dipl éides.

No presente trabalho, a colonia 8331, resultante de cruzamento irma x
irmdo, também produziu machos dipldides. Todos os 19 machos analisados
citogeneticamente eram dipl6ides. No entanto, nesta coldnia 0 nimero de machos

foi bem menor que o de fémeas. 164 para 724, respectivamente, totalizando 888
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individuos (Figura 8). Esta propor¢do de 0,18 machos : 0,82 fémeas (Tabela 3)
foi estatisticamente diferente da proporcdo de 1:1 esperada (c?=353,1, p<0,001).

Col 833l

150 ]
140
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80 —
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IR I8 1508 IS8 1R

15 30 45 60 75 90 99 109 122

numero de individuos

dias ap0s retrocruzamento
B machos [Ofémeas
Figura 8. Numero de machos e fémeas produzidos em colonia de

cruzamento entre irmaos (833I1) de Melipona quadrifasciata.

Devido & maior producdo de fémeas que de machos observada nesta
colonia, foi feita uma andlise do parentesco entre as oper&rias. Se a maior
producdo de fémeas fosse devido ao cruzamento da rainha com um segundo
macho, seria esperado que as operarias produzidas ndo fossem todas irmas, e que
algumas operdrias ndo fossem irmds dos machos diploides produzidos.
Considerando-se que os machos dipl6ides produzidos sdo realmente resultantes
do primeiro cruzamento da rainha, operarias que fossem resultado de um segundo
cruzamento poderiam ser distinguidas por meio de marcadores moleculares.

Foram utilizadas 20 operérias para se redlizar a andlise de parentesco e 10
machos diploides como controle. De uma série de marcadores RAPD obtidos,

pbde-se encontrar trés que forneceram dados bastante sugestivos a respeito do
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parentesco entre as operarias (Figura 9 e Tabela4). A amplificacdo com o primer
OPI16 gerou dois marcadores Uteis para a andlise de parentesco. Em relagcéo ao
primeiro marcador (OPI16-1), ocorreu a auséncia de banda em todos os machos
diploides analisados, ocorrendo, no entanto, a presenca desta mesma banda em
dezessete das 20 operarias. Com base nesta proporcéo, estima-se que cerca de
85% das operérias sao resultantes de um segundo cruzamento.

Quanto ao segundo marcador obtido com o primer OPI16 (OPI16-2), e
também um marcador obtido com o primer OPM16 (OPM16), estes estavam
presentes em todos os machos dipldides e ausentes em algumas operérias. Isto
sugere que a rainha sgja heterozigota para estes dois locos, e que o macho do
primeiro cruzamento possua um alelo dominante, e do segundo cruzamento
possua um alelo recessivo, para ambos os locos (Figura 10). Desta forma, a prole
resultante do primeiro cruzamento € metade duplo-dominante e metade
heterozigota (ambos com presenca do marcador), para ambos os locos. A prole
resultante do segundo cruzamento, composta por operarias, € metade duplo-
recessiva (sem marcador) e metade heterozigota (com marcador). Pelo efeito de

dominancia deste tipo de marcador, néo foi possivel detectar os heterozigotos.
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Figura 9. Comparacdo entre produtos de RAPD de 20 operérias (1-20) e 10 machos dipléides (21-30) obtidos pela
amplificacdo com o primer OPI16 (acima) e OPM 16 (abaixo). Seta 1. marcador OPI16-2, seta 2: marcador OPI 16-
1, seta 3: marcador OPM 16.
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Tabela 4. Presenca (1) ou auséncia (0) de marcadores moleculares RAPD
utilizados na analise de parentesco em operarias e machos

diplGides (2n). Marcador identificado pelo primer utilizado.

mar cador
operarias OPI 16-1 OPI 16-2 OPM 16
1 1 0 1
2 1 1 0
3 1 1 0
4 1 0 0
5 1 1 1
6 0 1 1
7 1 0 1
8 1 1 0
9 0 1 1
10 1 1 1
11 1 1 0
12 1 1 1
13 1 0 0
14 1 1 1
15 0 1 1
16 1 0 0
17 1 0 1
18 1 1 1
19 1 1 0
20 1 0 1
machos 2n
1 0 1 1
2 0 1 1
3 0 1 1
4 0 1 1
5 0 1 1
6 0 1 1
7 0 1 1
8 0 1 1
9 0 1 1
10 0 1 1
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Figura 10. Esguema de duplo cruzamento da rainha da colénia 833ll,
representando a prole do primeiro e segundo cruzamento, e 0s
gendtipos dos individuos, em relacdo aos marcadores OPI16-2 e
OPM16.

A partir da proporcdo observada entre machos e oper&rias para esta
colénia (Tabela 3), e considerando-se uma proporcdo tedrica de 1:1, pode-se
relacionar a fragdo de machos com a fragdo de operarias irmas destes machos
dipl6ides. Desta forma, como foi obtido um total de 164 machos, considera-se
uma fragcdo equivalente de oper&rias irmas destes machos. Assim, como foi
obtido um total de 724 operérias dentre os 888 individuos, 164 destas sdo irmas
dos machos dipl6ides, e as 560 restantes ndo sdo irmas destes machos. Isto
resulta em uma proporcao de 0,23:0,77 (irmés:ndo irméas) do total de operarias.

Comparando-se esta propor¢do com as obtidas por analise de parentesco,
pode-se concluir que ndo houve diferenca significativa entre as estimativas
(Tabela 5). No entanto, as estimativas podem sofrer variagbes se aumentada a
amostragem das operarias submetidas a andlise de parentesco. Portanto, esta
analise tem um cardter mais qualitativo, demonstrando ter havido pelo menos

mais um cruzamento da rainha desta col6nia.
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Tabela 5. Comparacdo entre o nimero de individuos e proporcéo estimada de
operérias irméas (I) e ndo irmas (NI) pela razéo sexua (RS), e

estimadas pela andlise de parentesco por marcadores moleculares

(APMM).
N° deindividuos Propor ¢éo
| NI | NI
RS 164 560 0,23 0,77
OPI16-1 3 17 0,15 0,85
APMM OPI16-2 6 14 0,30 0,70
OPM 16 4 16 0,20 0,80

Esta evidéncia de duplo cruzamento da rainha desta colGnia ndo esta de
acordo com a hipotese de Unico acasalamento para especies de abelhas sem
ferrdo, e para a propria espéecie Melipona quadrifasciata (PETERS et al., 1999).

Acasalamento por rainhas fisogastricas copuladas ja foi descrito em
abelhas sem ferrdo (ENGELS e IMPERATRIZ-FONSECA, 1999), sem haver
indicagdo de transferéncia de espermatozéides neste caso. PAXTON e col.
(1999) obtiveram dados com uma indicacdo de acasalamentos multiplos em
Melipona breecheii e Scaptotrigona postica, a partir de andlise de genétipos de
operarias com marcadores microsatélite, dados estes, no entanto, nado
confirmados pelo trabalho de PETERS e col. (1999).

Em Mélipona quadrifasciata, acasalamento de rainhas fisogéastricas ja foi
obtido (CAMPOS e MELO, 1990), sendo demonstrada também a baixa
sobrevivéncia destas rainhas quando submetidas a copulas com maior nimero de
machos. CAMPOS e MELO (1990) observaram que 0s espermatozoides do
macho de um segundo acasalamento misturam-se com aqueles presentes na
espermateca da rainha, e que ha um gradual aumento na porcdo de operdrias
resultantes do segundo acasalamento. No presente trabalho foi observada, na
colonia 833Il, uma ata taxa de operarias resultantes de um segundo

acasalamento da rainha, confirmando a entrada de espermatozoides do macho do

32



segundo acasalamento na espermateca da rainha, e o ato aproveitamento destes
espermatozoides pela mesma

Possivelmente, 0 acasalamento desta rainha fisogastrica de Melipona
quadrifasciata se deu devido a0 manuseio e perturbacéo da colbnia, tornando-a
mais susceptivel a entrada de machos e realizacdo da copula. Em coldnia de
Schwarziana quadripunctata, SAKAGAMI (1982) observou varios machos
tentando copular com uma rainha fisogastrica quando esta colénia era

acidental mente perturbada.

3.3. Analise deligacéo ao loco de deter minagéo do sexo

Para se analisar ligacdo de marcadores ao loco de determinacdo de sexo
em Melipona quadrifasciata, primeiramente foi observado o grau de
polimorfismo existente na coldénia de retrocruzamento (6821). Para isto foi
zangOes hapl 6ides foram analisados por meio da técnica RAPD-PCR.

A andlise por RAPD n&o requer conhecimento prévio do genoma, e requer
peguenas quantidades de DNA nas reacles, o que faz desta técnica uma eficiente
ferramenta para estudos genéticos de diversas espécies. No entanto, devido a
diversos fatores como a temperatura de anelamento usada durante a amplificacéo,
numero de ciclos, composi¢céo da mistura de reagéo, integridade do DNA molde,
a reprodutibilidade dos resultados pode ser afetada, demandando rigorosos
controles dos procedimentos laboratoriais.

A maioria dos marcadores RAPD s&o herdados de forma dominante, ndo
se podendo distinguir os locos heterozigotos dos homozigotos dominantes, ja que
em ambos 0s casos ha a presenca de uma banda. Por esta razéo, marcadores
RAPD fornecem menos informagdes que marcadores co-dominantes, tais como
os microssatélites (WILLIAMS et al. 1990). No entanto, em Hymenoptera, esta
desvantagem pode ser contornada realizando-se andlises de zangdes hapldides,
gerados por partenogénese. A analise destes zangbes suprem informagdes sobre
locos presentes na fémea parental, distinguindo os locos homozigotos dos

heterozigotos.
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A amplificacdo do DNA gendmico dos machos hapléides com 343
primers aleatdrios gerou 1668 bandas, resultando em uma media de 4,86 bandas
por primer. Dentre o total de bandas, 1292 eram monomorficas e 376
polimorficas, com um polimorfismo medio de 1,10 bandas polimorficas por
primer (Apéndice 1).

Com relagcdo a variabilidade genética de Melipona quadrifasciata, na
presente analise foi verificado um nivel de polimorfismos compativel com
estudos previamente realizados com esta especiee. WALDSCHMIDT (1999),
também utilizando-se marcadores RAPD e trabalhando com diversas col6nias de
Melipona quadrifasciata de diferentes localidades, encontrou um valor médio de
polimorfismos por primer de 1,3. TAVARES (1999) ao realizar uma construgao
do mapa genético para a espécie Melipona quadrifasciata, com base em
marcadores moleculares RAPD, observou uma relagdo média de 1,68
polimorfismos por primer. HUNT e PAGE (1992), analisando a progénie de uma
rainha de Apis mellifera com marcadores RAPD, observaram um valor
semel hante (1,3 polimorfismos por primer).

Como observado por TAVARES (1999), na presente andlise puderam ser
distinguidos trés tipos de polimorfismos. presenca/auséncia de banda, intensidade
de banda e tamanho de fragmento. O polimorfismo mais frequente foi o de
auséncial/presenca de banda. O segundo tipo de polimorfismo mais frequente foi
o de intensidade de banda. Também observado por HUNT e PAGE (1992), este
tipo de polimorfismo pode ser devido a amplificagcdo de um fragmento dentro de
uma sequiéncia de repeticdo em tandem para um loco que é polimorfico para o
nimero de cépias, ou pode ser causado por uma diferenca na seqiiéncia de
homologia no sitio de ligacdo do primer, resultando em uma amplificacéo
diferenciada. O polimorfismo por tamanho de fragmento resulta de pequenas
insercoes ou delegdes de DNA (50 a 1500pb) entre sitios de ligagcdo dos primers.
No presente trabalho este foi o polimorfismo menos fregiente.

Um total de 119 primers (polimorficos para a rainha parental) foram
testados quanto a ligacdo ao loco de determinacdo do sexo (Apéndice 2). Para

isto foram amplificados DNA de trés machos diplides e de trés operérias, todos
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filhos da rainha submetida ao retrocruzamento. No entanto, ndo houve nenhuma
situacdo em que uma banda estivesse presente em todas as operarias e ausente
nos machos dipléides (Figura 11), ja que esta espécie enquadra-se no modelo de
determinagdo por complementacdo, com um unico loco, sendo as operdrias
heterozigotas e machos dipléides homozigotos para este loco. Portanto, néo
houve indicacdo de que algum dos marcadores obtidos estivesse proximamente
ligado ao loco sexual.

Estudos ja feitos no sentido de se localizar marcadores ligados ao loco
sexual em Melipona quadrifasciata também ndo mostraram nenhum marcador
ligado proximamente ao loco sexua (TAVARES, 1999). Provavelmente, para
haver a indicacdo de ligacdo, deve-se obter marcadores bastante proximos ao
loco sexual, pois pode ser que esteja se tratando de umaregido com altas taxas de
recombinagédo, dificultando a andlise. Em Apis mellifera, HUNT e PAGE (1995)
observaram altas taxas de recombinagdo ao construir um mapa de ligac&o para

esta especie.
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Figura 11. Comparacéo entre produtos de RAPD de trés machos diploides (1-3)
e trés operarias (4-6) de Melipona quadrifasciata, com os 8 primers
indicados.
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5. APENDICES

1. Primers utilizados na andlise de polimor fismos, nUmero de bandas e tipo

de polimorfismo gerados por estes primers ap6s amplificacdo do DNA de

zangbes de Meélipona quadrifasciata. (P: polimorfisno por presenca e

auséncia de banda; |: intensidade de banda; T: tamanho de fragmento).

. Ndimero de | Tipo de . Numero de | Tipo de
Primers bandas |polimorfismo Primers bandas |polimorfismo

All 8 P/P/I C11 10

Al2 7 D1 7

Al13 9 P/P D3 5

A15 3 D5 9 T/1

Al6 7 D11 10 P/P

Al7 10 P/PIP/P D12 6 P

Al9 10 P D13 8

A20 5 P D15 6

B1 7 P/P D16 5 /P

B2 1 D18 7 |

B4 9 P/P D20 4 |

B5 12 P El 4 P/P

B6 7 P E2 7

B7 7 E4 4 P

B8 8 P/T E5 1

B9 1 E6 7 I

B12 8 P E7 9 P

B13 2 P E8 2

B14 5 E9 4

B15 10 P/1/1 E10 8

B16 4 E1l 7

B17 6 E12 2

B18 10 P/I E15 8 P

B19 5 I E16 6 P

B20 4 E17 4 I

C1l 5 I E19 6 P

Cc2 6 T E20 5

C3 5 I F1 4

Cc4 7 F7 8 /P

C5 6 T/IP/I F8 3

C6 7 F10 6 I

C7 9 P F13 2

C8 10 P/P F14 6

C9 11 /P F15 2

C10 9 I Gl 7 P/1/P
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. Numero de | Tipo de . Numero de | Tipo de
Primers . - Primers . .
bandas |polimorfismo bandas |polimorfismo

G2 6 P LS 4

G3 6 I L7 4 P

G4 6 /P L8 4 I

G6 4 L10 1

G7 2 | L11 5 P
Gl1 8 I/PI/P/I L13 7 I/1/PIP
H12 6 T/P L14 3 I
H13 5 P L15 4
H15 7 P L16 3 PI/T
H19 9 /T L17 6 P/P/I
14 3 | L18 7 P/IPIP
15 1 T M1 5 P/1/P
16 5 I M2 5

110 2 M5 4 P/P
111 3 M6 6 P/l
112 7 | M7 5 P/l
113 1 M8 3 P

114 6 M9 4 P/PIP
116 6 P/I/IIP M10 3 /171
117 5 P/P M11 3 I/P/I
118 3 P M12 4

119 4 P M13 7 P/1/1/P
J6 3 I M14 4 P/P
J10 3 P M15 4 P
J12 3 P M16 4 P/I/P
J13 3 M17 2 I

J14 5 P M18 2 P
J15 3 M19 2 I

J16 1 M20 5 /1
J19 4 P N1 2

K9 2 N2 5 P
K10 3 N3 6 I/P/P/I
K11 4 /P N4 5 /P
K12 2 N5 6 P/P
K15 4 P N6 1
K16 2 N7 7 P/P/I
K18 2 N8 2
K19 6 P N9 5 P/l
K20 5 P N10 4 P

L1 3 N11 10 I/PIP/P
L2 3 P N12 8 P/P/I/P
L3 9 P/1/P N13 6 P

L4 7 P N14 5 |
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Pri Numero de | Tipo de . Numero de Tipo de
rimers . - Primers . .
bandas |polimorfismo bandas |polimorfismo
N15 2 | Q16 5
N18 2 P Q17 7 /P
O1 5 Q18 1
02 3 Q19 3 P
03 5 R1 7
04 5 P/l R2 6
05 4 P R3 6 P
06 7 1/1/1 R4 7 P/P
o7 6 P/I/I R5 1
08 3 R10 1
09 4 P R11 4 |
010 6 11171/ P R12 5
011 1 I R13 3
012 5 T/II/P/P R14 6
013 1 R15 9
014 2 R16 6
015 3 I R17 6 I
019 2 I R19 4 P/l
P1 5 | S8 4 |
P2 4 S9 3 I
P3 3 P S10 3 I
P4 5 I S11 6 T/P/I
P5 5 P S12 5 I
P8 4 S13 4 P
P11 5 P S14 4 /P
P12 5 S15 5 P/P/P/I
P13 8 P S16 5 P/1/P
P14 6 Tl 8 /P
P15 6 P T2 8 I/P/P/I/P
P16 6 P T3 1
P17 4 T4 6 P/P
P18 5 T5 8 [/1/P/P
P19 4 T11 1
Q1 3 T13 3 P/I/T
Q2 1 T14 5 I/ T/
Q3 1 T15 5 P/l
Q4 5 VANARAS T16 5 I
Q5 5 T17 2 |
Q6 5 P/T T18 6 /P
Q7 1 T19 4 |
Q8 3 P T20 3 /P
Q9 2 Ul 2
Q10 3 P U2 4 |
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. Numero de Tipo de . Numero de | Tipo de

Primers . - Primers . .
bandas polimorfismo bandas |polimorfismo

U3 4 Y16 6

U5 5 [/1/P/1IP Y17 4

U6 3 P Y18 5 /1

us 5 Y19 5 I

U9 3 P W1 4

ul10 3 P/l W2 7 |

uU18 3 I W3 5

U19 3 w4 3

u20 7 [/P/I W5 4

V1 5 P W6 8 P

V2 4 | W7 7 /P

V3 5 P/P w8 7

V4 6 I W9 7 P

V5 1 W10 6 AVAVES

V6 4 | W1l 5

V7 6 P W12 5

V8 8 W13 6

V9 1 W14 2 P

V10 6 W15 6 P

V12 8 P/P/IPI/P/P W16 6 P

V14 4 T w17 3 P

V15 3 W18 4 P

V16 6 P/1/1 W19 6 /P

X16 3 P/l Z1 3

X17 4 P Z3 4

X18 5 P/P Z4 2

X19 5 Z6 3

X20 4 /1 z7 6 [/PIP/IT

Y1l 4 | Z8 2 P

Y2 2 Z9 3 P

Y3 4 Z10 8 P

Y4 3 Z11 6 P/l

Y5 3 P Z12 4 P

Y6 7 | Z13 3 P/P

Y7 5 | Z14 3

Y8 4 Z15 8 P/P

Y9 3 Z18 7 P/P

Y10 11 P Z19 3

Y11 7 AAl 7 P

Y12 5 P AA2 9 P/IP/P/I

Y13 9 I AA3 5

Y14 7 P/P AA4 5 I

Y15 5 AA6 6 |
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. NUmero de Tipo de
Primers . -
bandas |polimorfismo

AA7 6 P/P

AA8 4 PIT

AA9 7 P

AA10 6 P

AAll 6 |

AA12 3

AA13 3

AA14 5

AA15 6 P

AA16 3

AAl7 6 P

AA18 8 /1P

AA19 4
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2. Primer s utilizados na analise de ligac&o ao sexo

OPA11 OPJ12 OPN4 OPT2
OPA13 OPJ14 OPN5 OPT4
OPA17 OPJ19 OPN7 OPT5
OPA19 OPK11 OPN9 OPT13
OPA20 OPK15 OPN10 OPT15
OPB1 OPK19 OPN11 OPT18
OPB4 OPK20 OPN12 OPUS
OPB5 OPL2 OPN13 OPUG
OPB6 OPL3 OPO4 OPU9
OPB8 OPL4 OPO5 OPU10
OPB12 OPL7 OPO7 OPU20
OPB13 OPL11 OPO9 OPV1
OPB15 OPL13 OPO10 OPV3
OPB18 OPL16 OPO12 OPV7
OPC5 OPL17 OPP3 OPV12
OPC7 OPL18 OPP11 OPV16
OPC8 OPM1 OPP13 OPX16
OPC9 OPM5 OPP15 OPX17
OPD1 OPM6 OPP16 OPX18
OPD11 OPM7 OPQ6 OPY5
OPD12 OPM9 OPQ10 OPY 14
OPD16 OPM11 OPR3 OPW7
OPE1 OPM13 OPR4 OoPW14
OPE4 OPM14 OPR19 OPW17
OPE15 OPM15 OPS11 OPZ7
OPE16 OPM 16 OPS13 OPZ13
OPE19 OPM18 OPS14 OPZ15
OPF7 OPM19 OPS15 OPZ18
OoPG2 OPN2 OPS16 OPAA?2
OPG4 OPN3 OPT1
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