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Apresentagdo




O presente trabalho apresenta uma revisdo da literatura sobre aspectos
gerais da abelha sem ferrdo Melipona scutellaris, a acdo do Hormoénio Juvenil em
insetos, a funcdo das glandulas corpora allata e o papel da heterocromatina na
regulacdo da expressdo génica. Em seguida, descrevemos a andlise por
microscopia confocal com reconstrugdo computacional, do padrdao da

heterocromatina em nucleos de células dos corpora allata de Melipona scutellaris.
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Capitulo 1

Fundamentacdo Tedrica




1 Melipona: Aspectos Gerais

A ordem Hymenoptera, um dos maiores grupos dentre o0s insetos,
compreende vespas, abelhas e formigas. Possui cerca de 115 000 espécies
descritas, nas quais destacam-se as abelhas com alta complexidade de
organizacdo social. As abelhas sem ferrdo pertencem a Ordem Hymenoptera,
Subordem Apocrita, Superfamilia Apoidea, Familia Apidae, Subfamilia Apinae e
Tribo Meliponini, essa ultima, incluindo todas as abelhas sem ferrdo (Michener,
2007). Segundo esse autor, ja foram descritas cerca de 423 espécies de abelhas,
distribuidas em 24 géneros.

A espécie objeto do presente estudo é a Melipona scutellaris (Latreille,
1811). O género Melipona apresenta cerca de 40 espécies, desde o México até a
Argentina, com ampla distribuicho na bacia amazobnica. Geograficamente,
Melipona ocupa regides tropicais de todo mundo (com poucas excecdes)
estendendo-se, no sul, para regibes temperadas e ao norte, até perto do Tropico
de Céancer (Michener, 2007). No Brasil, a espécie Melipona scutellaris ocorre
(Figura 1) nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Sergipe (Camargo & Pedro, 2013).



Figura 1. Estados do Brasil (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande
do Norte, Sergipe) de ocorréncia natural de Melipona scutellaris. Fonte: Catalogue of
Bees (Hymenoptera, Apoidea) in the Neotropical Region—online version Disponivel em
http://www.moure.cria.org.br/catalogue . Acesso Maio 2014.

As abelhas do género Melipona constroem células de cria (alvéolos) em
favos horizontais ligados por pilastras de cera e, separadamente, potes de cera
ovalados, para armazenamento de pélen e mel. As células de cria, para postura
dos ovos, sdo abastecidas com alimento, que consiste de uma mistura de pélen,
secrecdo glandular, néctar ou mel, de textura semi-liquida, colocado
integralmente na célula de cria antes da postura, processo conhecido como
alimentacdo massal. Sobre o alimento, o ovo é posicionado verticalmente e, em
seguida, a célula é operculada por uma operaria, sendo aberta apenas para a
eclosdo do imago. Apds a eclosao, a célula é destruida, ndo sendo reusada como
em Apis. O desenvolvimento larval prossegue sem alimentacdo suplementar e
contato com outras abelhas da colbnia, diferentemente da alimentacao
progressiva, encontrada nas abelhas africanizadas, onde as operarias alimentam
as larvas, por varias vezes, durante seu desenvolvimento inicial (Kerr & Nielsen,
1966; Kerr et al.,1996).



Os machos de abelhas tém como funcéo fecundar as rainhas jovens. Em
Melipona, eles permanecem na colmeia durante o primeiro terco de vida e ja
foram vistos trabalhando no aquecimento de cria, producdo e manipulacdo de

cera e coleta de pdlen nas flores (Kerr et al., 1996).

2 Melipona: Determinagé&o de Casta

Os Meliponini compartilham com todas as abelhas da familia Apidae a
condicdo de eusocialidade, a qual pressupde a existéncia de castas, divisdo de
tarefas, sobreposicdo de geracdes e cuidados com a prole (Wilson, 1971;
Michener, 2000).

Em uma colonia s&o encontradas, convivendo, duas castas: as rainhas,
fémeas férteis, que possuem como funcdes a reproducdo e a manutencédo da
coesdo dos individuos da colbnia por meio de producdo de feroménios; e as
operarias, fémeas estéreis ou semi-estéreis, responsaveis por atividades de
manutencdo da colmeia como limpeza, cuidado com a prole, defesa,
forrageamento e, eventualmente, postura de ovocitos que dardo origem a machos
(ovos reprodutivos) ou alimentardo a rainha (ovos troficos) (Velthuis et al., 2001;
Cruz-Landim, 2009).

Além de diferencas comportamentais, rainhas e operarias se distinguem
morfologicamente pelo tamanho da cabeca, dos olhos compostos, forma do
clipeo, cor do corpo, volume da espermateca, ocorréncia de glandulas tergais e
outras (Bonetti, 1984; Bonetti et al.,1994). As operarias possuem corbicula, uma
estrutura adaptada a coleta de polen, localizada na tibia do terceiro par de pernas;
possuem espermateca reduzida e ovarios, que apesar de apresentarem 0 mesmo
namero de ovariolos do que nas rainhas, sdo menos desenvolvidos do que os
delas (Michener, 1974, 2000; Bonetti, 1982,1984; Bonetti et al.;1994).

A determinacdo de castas nos Hymenoptera ocorre, de forma geral, via
alimentacdao diferencial da larva (Kerr & Nielsen, 1966).

Em Apis mellifera, o dimorfismo depende do regime alimentar; as larvas que

dardo origem as rainhas sao alimentadas durante todo o desenvolvimento larval



com geléia real e as larvas destinadas a serem operérias, recebem até o terceiro
dia de vida, geléia real, a qual € substituida posteriormente por uma mistura de
mel, pblen e secrecdes das glandulas hipofaringeanas, comumente denominada
de “geléia das operarias”. As larvas de A. mellifera sdo alimentadas
progressivamente pelas operarias nutridoras e variagdo na quantidade e
qualidade do alimento é responsavel pela producdo de rainha ou operaria
(Haydak, 1970; Beetsma, 1979; Maleska, 2008; Miklos & Maleszka, 2011).

Em algumas espécies de individuos da Tribo Meliponini a quantidade de
alimento recebida pela larva é o fator critico para a determinacdo das castas. Ha
diferenca no tamanho das células de cria, sendo que nas maiores, que possuem o
dobro ou triplo do alimento larval em relacdo a uma célula normal, sdo produzidas
as rainhas e nas outras, de menor tamanho, nascem operarias e machos
(Camargo, 1972; Campos, 1979; Hartfelder & Engels, 1988).

Em Frieseomellita varia (Meliponini) onde o estimulo alimentar € o
desencadeador da producéo de rainhas, as células de cria sdo todas do mesmo
tamanho e as larvas que dardo origem a rainhas perfuram a célula vizinha, matam
a larva presente nela e comem o alimento extra (Terada, 1974; Faustino et al.,
2002).

Nos Meliponini, o mecanismo trofogénico é o que predomina na
determinacao de castas. As abelhas sem ferréo do género Melipona representam
uma excecao a essa regra, pois nessas abelhas a quantidade e qualidade do
alimento larval ndo sdo suficientes para a diferenciacdo em rainha ou operaria
(Kerr et al., 1996; Camargo et al., 1976; Bonetti, 1983). A determinacéo de castas
em Melipona baseia-se em um mecanismo que envolve componente genético
(dois genes) associado a componente ambiental (alimento). Operarias e rainhas
de Melipona emergem de células de cria do mesmo tamanho, com a mesma
guantidade e qualidade de alimento (Kerr, 1946, 1948, 1950, 1974, 1975, 1976;
Kerr et al., 1966; Kerr & Nielsen, 1966; Bonetti, 1983; Bonetti et al., 1995).

Dentre as larvas, igualmente alimentadas, até 25% do total de fémeas

podem se desenvolver em rainhas (Kerr, 1950) conforme mostra a Figura 2.



Quantidade
suficiente de
alimento

Quantidade
insuficiente de
alimento

Figura 2. Determinacdo de Casta em Melipona quadrifasciata. Fonte: CIENCIA E
CULTURA 25 (10) Outubro 1973 (Capa e Artigo “Genética e Biologia de Abelhas”)

A dupla heterozigose dos genes responsaveis pela producao de fémea
completa e a quantidade de alimento insuficiente leva a producéo de fenocdpias,
isto €, fémeas com fendtipo de operarias e caracteristicas morfoldgicas internas
de rainha (Cruz-Landim et al., 1980) (Figura 2).



3 Hormonio Juvenil e Expresséo Génica em Insetos

O Hormoénio Juvenil (HJ) faz parte de um grupo de hormonios
sesquiterpendides aciclicos, constituido em uma extremidade da molécula por um
grupo epoxide e, na outra, por methyl ester (Roller et al., 1967).

Nos insetos, sua sintese ocorre basicamente nos corpora allata, glandulas
enddcrinas localizadas em ambos os lados do eséfago, perto do cérebro
(Snodgrass, 1956; Wigglesworth, 1970; Gilbert et al., 2000; Lattorff & Moritz,
2013).

Abordagens que utilizam a aplicacdo de HJ e estudo de suas vias de sintese
e degradacao seguida de andlises moleculares indicam expressao génica-casta
especifica em Melipona (Hartfelder & Engels, 1988; Bonetti et al., 1994, 1995;
Evans & Wheeler, 2000; Judice et al., 2004, 2006; Santana et al., 2006; Vieira et
al., 2008; Siquieroli et al., 2009) com o propoésito de elucidar o mecanismo de
determinacao e diferenciacao de castas nessas abelhas.

O papel do HJ tem sido estudado ao longo de décadas e sua importancia
tem sido demonstrada na regulacdo da metamorfose, determinacdo de castas,
comportamento, diapausa, polifenismos, fisiologia (Campos, 1979; Nijhout &
Wheeler, 1982; Bonetti, 1983, 1984; Bonetti et al.1994, 1995, 2006; Gilbert et
al.,2000; Gelman et al., 2007; Barchuk et al., 2007).

A embriogénese, o desenvolvimento larval e adulto, a determinagcédo de
castas em insetos sociais e a metamorfose assim como o metabolismo em todos
os insetos tem o HJ como fator regulador, o que o torna de significante
importancia para a compreensao dos processos biolégicos em insetos (Bonetti,
1984; Hammock, 1985; Hartfelder & Engels, 1988; Barchuk et al., 2002; Barchuk
et al., 2007).

Os niveis de HJ s&o controlados por processos de sintese, degradacédo e
ligacdo a proteinas especificas na hemolinfa. Neuropeptideos que controlam a
sintese de HJ tém sido identificados em insetos. As alatotropinas estimulam a
producdo de HJ e as alatostatinas inibem a producéo desse horménio (Taylor et
al., 1996).



Precursores biossintéticos de HJ como Methyl Farnesoate, Farnesoic Acid,
phenoxy-phenyl (phenoxycarb, thiroxine, triiodothyronine) fitojuvendides e alguns
peptideos podem funcionar como HJ (Gilbert, 2005).

Em Melipona a producao de rainhas pode ser induzida pela aplicagéo de HJ
ou seus analogos (Campos, 1979; Buschini & Campos, 1991; Bonetti et al., 1995)
em larvas que recebem o tratamento em estagio de Larva 3 (L3-3) até 75 horas
apos o inicio de tecelagem de casulo (Larva Pré-Defecante, LPD) (Bonetti et al.,
1994, 1995).

A aplicacdo de HJ em larvas de Melipona causa a feminizacdo da pupa e
dos machos adultos haploides indicando presenca de genes feminizantes e de
receptores para HJ ou proteinas ligantes nos machos de M. marginata e M.
compressipes (Campos, 1978; Bonetti, 1982). Camargo (1977) verificou 0 mesmo
efeito com a aplicacdo de HJ em machos dipléides de M. quadrifasciata.

Além de papel fundamental na determinagdo de castas, os niveis de HJ
também sdo responsaveis pelo polietismo etario em abelhas eusociais. Ocorre
aumento progressivo nos niveis de HJ na hemolinfa de operéarias de A. mellifera,
que iniciam suas atividades com as tarefas internas na colmeia e terminam
realizando atividades de forrageamento. Operérias tratadas com analogo de HJ
apresentaram comportamento de forrageamento mais cedo do que o controle e
tiveram sua longevidade diminuida (Jaycox et al., 1974; Robinson & Vargo, 1997)
assim como as operarias que tiveram o gene da vitelogenina silenciado (Marco
Antonio, 2008).

A relagéo do HJ com o desenvolvimento do comportamento esta associada
a mudanca de funcdo desse hormonio, que passa de regulador de processos

reprodutivos para integrador da vida social (Hartfelder, 2000).

4  Epigenética: Implicacdes na Expressdo Génica

A Conrad H. Waddington é dado o crédito por cunhar o termo epigenética,
gue usou para descrever eventos que ndao podem ser explicados por principios
genéticos. Definiu epigenética como ‘the branch of biology which studies the

10



causal interactions between genes and their products, which bring the phenotype
into being” (Jablonka & Lamb, 2002).

Literalmente, o prefixo “epi” significa “acima de”, “nivel acima” e a palavra é
definida hoje como “estudo da regulagdo de genes, sua expressdo e como sao
traduzidos em fendtipos diferentes independente de alteragdo na sequéncia de
DNA” (Sasaki & Matsui, 2008; Miklos & Maleszka, 2011).

A epigenética nasceu para responder questbes sobre como células
geneticamente idénticas produzem fendtipos distintos.

Os mecanismos epigenéticos envolvem modificagbes quimicas do proprio
DNA, modificacdes pos-traducionais das proteinas associadas a ele,
posicionamento dos nucleossomos ou, ainda, alteracdes provocadas por micro
RNAs nao codificantes que em conjunto definem o epigenoma de um organismo
(Nelson & Cox, 2011; Chen & Dent, 2014).

Eventos epigenéticos tém sido considerados importantes para o
desenvolvimento e estabelecimento da programacao correta da expressao génica
e sao estudados para a compreensdo de processos que envolvem imprinting
genbmico, reproducdo humana, imortalidade de células cancerigenas,
estabilidade genémica, inativacdo do cromossomo X em fémeas de mamiferos,
plasiticidade cerebral em insetos e expressdo génica de modo geral (Lyko &
Maleszka, 2011; Bergman & Cedar, 2013; Hackett & Surani, 2013). Enzimas
envolvidas em mecanismos epigenéticos estdo entre o0s importantes alvos
farmacéuticos devido ao seu envolvimento em processos celulares e etiologia de
doencas como cancer, doencas neurodegenerativas e desordens de
desenvolvimento (revisdo em Chen & Dent, 2014).

A metilacdo do DNA é um dos mecanismos epigenéticos, onde um grupo
metil (-CHs) é ligado, usualmente, a Citosina na molécula de DNA (Figura 3) em
dinucleotideos CpG, por meio de enzimas especificas (Chen et al., 2003; Goll &
Bestor, 2005; Jeltsch, 2006; Clouaire et al., 2010; Nelson & Cox, 2011) sem afetar
a sequencia de nucleotideos. E uma modificacdo do DNA que, quase sempre,
esta associada a condensacado da cromatina e inibicdo da expressao génica por
inibicdo da atividade do promotor génico, contribuindo para a manutencdo dos

sitios de cromatina silenciada nos eucariotos com genomas complexos (Grewal &
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Moazed, 2003). O doador de grupo metil €, geralmente, a S-adenosyl-L-

methionionine (SAM-CH3;) encontrada nas células.

NH,,
_.-"'.'--?hh. . H
T
citosina
Df'd”‘“x_,/’

SAM-CH,
> = DNA-metiltransferases
SAM
S-adenosilmetionina

__.;__"'-T\H‘H CH,
/j j -metil-citosina
o ‘“x\_,_/"

Figura 3: Mecanismo de metilacdo do DNA. A 5-metil-citosina € produzida pela agédo das
DNA-metiltransferases que catalizam a transferéncia de um grupo metil (CH3) da S-
adenosilmetionina (SAM) para o carbono na posicdo 5 da Citosina. Fonte: Genética e
cancer. Disponivel em http://dc150.4shared.com/doc/rMY3odZX/preview.html. Acessed
May 2014.

Quatro DNA metiltransferases foram observadas em mamiferos: DNMT1,
responsavel pela manutencdo da metilacdo durante a replicacdo do DNA,
copiando na fita nova o padrao de metilacdo da fita antiga. DNMT3a e DNMT3Db,
responsaveis pela metilacdo de novo em sitios CpG nao metilados, além de
cooperarem com a DNMT1 na propagacédo da metilacdo (Liang et al.,2002) e
DNMT2, com pequena atividade de DNA metilase e que segundo Goll et al.(2006)
funcionaria, primariamente, como RNA metiltransferase, metilando residuos de
citosina do tRNA no citoplasma, indicando uma nova funcdo da DNMT2 na
hereditariedade epigenética mediada por RNA (Kiani et al., 2013).

Dois modelos sao propostos para explicar como a metilacdo do DNA age na
repressdo da cromatina: diretamente, quando a Citosina metilada impede a

ligacdo de fatores de transcricdo aos promotores génicos ou indiretamente, pelo
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recrutamento de proteinas que se ligam as ilhas CpG (Methyl-CpG-binding
domain proteins- MBPs) (Klose & Bird, 2006).

Tem sido atribuido a metilacdo um papel de defesa, que protege a célula
contra transcricdo de sequéncias estranhas, silenciando elementos de
transposicdo e sequéncias repetitivas de DNA e, assim, estabilizando o genoma e
garantindo a sua manutencdo, de forma que genes vitais sejam acessiveis e
ativos (Santos et al., 2005; Weber & Schubeler, 2007).

As histonas séo susceptiveis a varios tipos de modificacées pos-traducionais
em sua cauda amino terminal (Peterson & Laniel, 2004). Muitos dos fatores trans-
acting requeridos para a remodelagem da cromatina ligam-se diretamente as
caudas das proteinas histonas por acdo das enzimas metilases, acetilases e
outras proteinas especificas (Lv et al 2012).

No processo de acetilagcdo um grupo acetil (CH3CO-) liga-se ao aminoacido
lisina na cauda das histonas. A acetilacdo est4 associada com a remodelagem da
cromatina e ativacdo de transcricdo, enquanto a desacetilacdo provoca repressao
de transcricdo pela condensacdo cromatinica (Gilbert et al., 2005). A adicdo ou
remocao de grupos acetil a cauda amino terminal das histonas é controlada por
enzimas e desempenha papel importante na remodelagem da cromatina e
expressao génica (Choudhary et al., 2009; Nelson & Cox, 2011; Morine et al.,
2012).

O mecanismo de RNAI (interferéncia pelo RNA) por meio de RNAs néo
codificantes (ncRNAs) pode, também, recrutar complexos de metilagéo,
promovendo silenciamento génico em nivel transcricional.

Andlise da remodelagem cromatinica, via mecanismos epigenéticos, é de
interesse para muitos campos da Biologia e Medicina e uma variedade de
métodos tem sido desenvolvidos para obtencdo de dados que possibilitem

complementar os estudos genéticos com analises epigenéticas.
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5 Epigenética: Estudos em Abelhas e outros Insetos

InvestigacBes tém demonstrado que alteracdes epigenéticas ocorrem em
muitas linhagens de insetos, incluindo Hymenoptera (revisao em Glastad et al.,
2011). Wang et al (2006) mostraram, a partir do genoma de Apis mellifera, que
esse inseto tem sistema funcional de metilacdo em CpG, representado pelas
enzimas DNA metiltransferases DNMT1 e DNMT3. O genoma revelou, ainda, que
A. mellifera é mais similar aos vertebrados do que a outros insetos, com relacédo a
metilacdo do DNA.

Kucharski et al. (2008) demonstraram que, em A. mellifera, o knockdown da
expressdo da metiltransferase DNMT3 € capaz de promover reprogramacao
epigenética e mimetizar o resultado da alimentacao diferencial, com producéo de
rainhas a partir das larvas que foram submetidas a RNAI para o gene codificador
da metiltransferase. Esse resultado demonstrou que a down regulagédo da DNA
metiltransferase € capaz de reproduzir a mesma trajetoria de desenvolvimento e
induzir o mesmo fendtipo produzido pela dieta com geléia real (Miklos &
Maleszka, 2011).

Analise da distribuicdo de metil Citosina em rainhas e operarias de A.
mellifera mostrou diferengas moleculares ndo apenas durante o desenvolvimento
larval, mas também no cérebro adulto (Lyko et al., 2010).

Na vespa Nasonia vitripennis, a enzima DNMT3 se expressa durante o
desenvolvimento, em ambos 0s sexos, com niveis de transcritos
significantemente mais elevados nos ovarios do que em testiculos (Santoro,
2009). No pulgdo-da-ervilha Acyrthosiphon pisum foram identificados duas
isoformas da DNMT1 e DNMT3 e 12 genes metilados (Walsh et al., 2010).

Nem todos os insetos estudados, entretanto, mostraram sinais evidentes de
metilacéo.

Em Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans né&o foi detectado um
sistema de metilacdo ativo, com um repertorio definido de enzimas responsaveis
pela metilagdo do DNA. Nos Diptera, ndo foram detectadas as proteinas DNMT1
ou DNMTS3. (Urieli-Shoval et al., 1982; Wang et al., 2006; Miklos & Maleszka,
2011).
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O besouro Tribolium castaneum perdeu a DNMT3 e, aparentemente, é
incapaz de metilar DNA (Tribolium Genome Sequencing Consortium, 2008) mas,
Feliciello et al. (2013) encontraram nesse inseto, Citosina metilada em embrido e
metilacdo fraca em outros estagios.

Pediculus humanus (piolho) revelou perda de DNMT3, sugerindo que esse
inseto nao dispde de sistema de metilagdo de DNA completamente funcional
(Kirkness et al., 2010).

Em revisdo sobre o tema, Glastad et al. (2011) apresentam um perfil da
distribuicdo do sistema de metilacdo do DNA no taxa inseto. Ao contrario do
genoma de vertebrados que € globalmente metilado, nos insetos, a metilacao €
gene-especifica e, mesmo nos grupos de insetos onde a metilacédo foi detectada,
as MBDs (Methyl-CpG-binding domain proteins) ainda s&o pobremente

estudadas.
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Capitulo 2

Padrdo de Heterocromatina em
~ S| corpora allata de Melipona scutellaris
(Apidae, Meliponini)
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1. Resumo

Na maioria dos Hymenoptera, a diferenciacdo de castas ocorre via
alimentacdo diferencial da larva. As abelhas sem ferrdo do género Melipona
representam uma excecao a essa regra. Operarias emergem de células de cria do
mesmo tamanho, com a mesma quantidade e qualidade de alimento e os
fendtipos divergentes das fémeas dependem de um mecanismo que envolve
componente genético associado a componente ambiental. Os diferentes fenotipos
das fémeas pode ser resultado de modulacdo casta-especifica por Hormonio
Juvenil (HJ) durante o desenvolvimento larval. Além disso, a heterocromatina
desempenha papel importante na regulacdo da expressdo génica durante o
desenvolvimento e diferenciacdo celular, por meio de controle epigenético de
processos fisioldgicos, morfolégicos e comportamentais. Com objetivo de verificar
possivel papel epigenético na diferenciacdo de castas em M. scutellaris, nucleos
de células de corpora allata de rainha e operarias e, também, de rainha induzida
por tratamento com HJ foram comparados por meio de imagens obtidas por
microscopia confocal e analisados por reconstrucdo computacional. Nossos
resultados apresentam semelhancas e diferencas de padrdo da heterocromatina,
formato, volume total e de heterocromatina em nucleos de células de corpora

allata de operaria e rainha de M. scutellaris.

Palavras-chave: abelha sem ferrdo, padrdo de heterocromatina, expressédo génica,

Melipona scutellaris, analise de imagens

28



2. Abstract

In a majority of Hymenoptera, the caste differentiation occurs via larva
differential feeding. Melipona stingless bees representan exceptionto this
rule. Workers and queens emerge from brood cells of the same size, with the
same quantity and quality of food and the different phenotypes of female bees
depend on a mechanism involving a genetic component associated with the
environmental component (food). The different female phenotypes may be a
result of the caste-specific modulation of Juvenile Hormone (JH) titers during
larval development. In  addition, heterochromatin plays an important role in
regulating gene expression during cell development and differentiation, by means
of epigenetic control of physiological, morphological and behavioral
processes. With the objective of evaluating the possible epigenetic role in caste
differentiation in M. scutellaris, cell nuclei of the corpora allata glands of queens,
workers, and JH induced queens were compared usingimages captured by
confocal microscopy and analyzed by computational reconstruction. Presented are
the results of similarities and differences in the pattern, format, and total
volume of heterochromatin in the cell nuclei of corpora allata of worker and queen

bees of M. scutellaris.

Keywords: stingless bee, heterocromatin pattern, gene expression, Melipona scutellaris,

images analysis
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3. Introducéo

A andlise do conteudo e localizacdo da heterocromatina divide as abelhas do
género Melipona em dois grupos funcionais, um com baixo conteddo de
heterocromatina e outro com alto contetdo (Rocha & Pompolo, 1998; Rocha et
al.,, 2002) o que foi corroborado por analise de metilacdo em ilhas CpG
(Mampumbu & Mello, 2006). Melipona scutellaris, objeto da presente
investigagdo, pertence ao grupo de alto conteddo de heterocromatina (Rocha et al
2002) .

A divergéncia de fendtipos de fémeas de abelhas pode ser resultado de
modulacao casta-especifica dos titulos de Horménio Juvenil (HJ) e ecdisterdides
durante o desenvolvimento larval (Hartfelder & Engels 1988; Hepperle &
Hartfelder, 2001; Bonetti et al., 1995). Diferencas morfologicas distinguem as
castas em relacdo a capacidade de ovipositar (Bonetti, 1982, 1984; Engels et al.,
1990; Barchuk et al., 2002) dentre outras caracteristicas morfologicas, fisiolégicas
e comportamentais (Bonetti, 1984, 1990; Bonetti et al., 1994, 2006). A regulacao
da sintese de HJ tem sido considerada de extrema importancia e evidéncias tem
se acumulado a respeito do controle génico exercido pelo HJ, especialmente em
Melipona, onde ja foram detectados transcritos génicos diferencialmente
expressos nas castas (Bonetti et al., 1994; Judice et al., 2004, 2006; Santana et
al., 2006; Siquieroli et al., 2009; Vieira et al., 2008).

A heterocromatina desempenha papel importante na regulagcéo da expressao
génica durante o desenvolvimento e diferenciacédo celular, por meio de controle
epigenético sobre processos fisioldgicos.

Epigenética diz respeito a processos que alteram a estrutura da cromatina e a
expressao génica sem que haja mudanca na sequéncia de nucleotideo do acido
nucléico. A montagem e compactacdo da cromatina sdo reguladas por multiplos
mecanismos, que incluem modificacbes do DNA (metilagdo, hidroximemetilacéo)
e modificacdes pos-traducionais das histonas (metilacéo, acetilacéo, fosforilacéo,
ubiquitinacdo) além de remodelagem promovida por RNAs n&o-codificantes
(Revisédo em Chen & Dent, 2014).

E possivel que as abelhas apresentem um sistema de reprogramacio

epigenética funcional devido a presenca de genes e proteinas relacionadas aos
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processos epigenéticos conforme encontrado no genoma de Varios insetos,
inclusive na abelha Apis mellifera (Wang et al., 2006; Kucharski et al., 2008).
Cerca de 600 genes sdo metilados de forma diferente no cérebro de rainhas e
operarias de A. mellifera, o que pode ser indicio de que a plasticidade dos
fenétipos em abelhas esteja ligada a metilacdo do DNA (Frommer et al.,1992).

Nos animais, a metilagdo tem sido relacionada a progressdo e
desenvolvimento (Kurcharski et al., 2008) formacdo da memoria (Lockett et al.,
2010) carcinogénese (Jones & Baylin, 2002) e longevidade (Greer et al., 2011).
Nos vertebrados, outro papel da metilacdo € o de reprimir a atividade dos
elementos de transposicéo (O’'Neill et al., 1998; Grewal & Songtao, 2007).

O estado de condensacédo da cromatina pode sofrer modificacdes ao longo da
maturacdo celular e essa remodelagem estabelece um codigo epigenético que
esta diretamente relacionado a expressdo de genes das células eucaritticas
durante o desenvolvimento e diferenciacéo celular (Fischle et al., 2003; Portela &
Esteller, 2010; Gifford et al., 2013).

A metilacdo do DNA tem sido investigada por meio de técnicas de genética
molecular, bioquimica, métodos de andlise computacional, andlise de imagens,
microscopia, densitometria, analise de conteddo normalizado do dinucleotideo
CpG, polimorfismo, imunoprecipitacdo de DNA metilado, sequenciamento de DNA
tratado com bissulfito e outros (Glastad et al., 2011).

Padrées de heterocromatina e possiveis modificacBes epigenéticas do
material genético, reguladas pela condensacdo do DNA, tém sido alvo de
diferentes estudos. Nos Ultimos anos avancos substanciais tem ocorrido no
entendimento do papel das modificagbes de histonas e da remodelagem da
cromatina na diferenciacdo celular. No entanto, dados sobre a heterocromatina
em diferentes castas de abelhas ainda s&o raros, especialmente, em Melipona
scutellaris, material biolégico desse trabalho.

Genética e Epigenética sdo fendbmenos relacionados, responsaveis pela
heranca de caracteres e producao de fenétipo em cada célula.

Considerando que a variacdo na quantidade e qualidade do alimento larval
ndo é suficiente para diferenciacdo em rainha ou operaria em Melipona (Kerr,
1975; 1976; Kerr et al., 1966; Camargo et al., 1976; Bonetti, 1983) e que analises

moleculares indicam a presenca de transcritos génicos diferencialmente
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expressos nas castas (Bonetti et al., 1994; Judice et al., 2004; Santana et al.,
2006; Siquieroli et al.,, 2009; Vieira et al., 2008) a pergunta que buscamos
responder é se mecanismos epigenéticos associados a remodelagem da
cromatina estariam, de alguma forma, envolvidos na diferenciacdo de castas nas
abelhas sem ferrdo Melipona scutellaris.

Dados preliminares, a partir do transcriptoma de larva total e corpora allata de
Melipona scutellaris (Ueira-Vieira et al., informagéo pessoal) e do transcriptoma
de corpo gorduroso dessa abelha (Sousa et al., 2013) indicam a presenca de
genes codificadores de enzimas da maquinaria de metilagéo.

Se cromatina condensada reflete menor taxa de transcricdo e se um
mecanismo que envolve fatores genéticos e ambientais (alimento) esta envolvido
no dimorfismo entre as fémeas de Melipona, uma hipétese que se levanta é a de
que a organizacdo da heterocromatina e os mecanismos epigenéticos podem ser
agentes da diferenciagcdo de castas nesse género de abelhas, por meio da
expressdo diferencial de genes, em funcdo de um mecanismo genético e
epigenético casta-especifico associado ao alimento.

Essa hipotese nos levou investigar o padréo da heterocromatina em rainhas e
operarias, como fenétipo morfolégico para explicar o dimorfismo, visto que sao
poucos os dados sobre a organizacdo da cromatina em abelhas, especialmente
em Melipona scutellaris, material biolégico deste trabalho.

32



4. Objetivos

4.1. Objetivo geral

Comparar a organizacdo da heterocromatina em rainhas e operéarias de
abelhas sem ferrdo Melipona scutellaris e verificar se ocorre um padrédo de

heterocromatina casta-especifico.

4.2. Objetivo Especifico

Comparar, por meio de andlises morfoldgicas e reconstrugdo computacional
a partir de imagens geradas por microscopia confocal, o padrdo da
heterocromatina em nucleos de células das glandulas corpora allata de rainhas
(natural e induzida por tratamento com Hormdnio Juvenil) e de operarias (recém

emergida, nutridora e forrageira) de Melipona scutellaris.
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5. Material e Métodos

5.1. Material Biolégico

Os experimentos conduzidos nesse estudo utilizaram abelhas sem ferréo,
Melipona scutellaris (Figura 4) mantidas no Meliponario UFU (S 180 55’/ W 450
17’) do Instituto de Genética e Bioquimica / Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia-MG. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Genética /
INGEB e no Laboratério de Andlise de Imagem / ICBIM da Universidade Federal

de Uberlandia.

Figura 4. Estrutura interna da colbnia de Melipona scutellaris mostrando favos
horizontalmente dispostos com operarias (setas brancas), rainha (seta preta), célula de
cria em construcao (seta azul) e célula de cria operculada (seta verde). Em destaque

célula de cria aprovisionada e com ovo depositado verticalmente.
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5.2.  Inducéo de Rainhas por tratamento com Hormdénio Juvenil (HJ)

Larvas de M. scutellaris do 3° instar (Figura 5) nos estagios L3-3 (Larva 3)
ou LPD (Larva Pre-Defecante) foram retiradas do favo de cria com auxilio de
pinga de ponta romba, colocadas em placa de Petri forradas com papel de filtro e
tratadas topicamente com dose unica de 5 ug de Hormdnio Juvenil Il (C16
Juvenile Hormone FLUKA) dissolvido em 1 yL de Acetona P.A. (MERCK) de

acordo com Bonetti et al. (1995) .

Developmental stage Egg L2 L3-1 L3-2 L3-3 LPD LD

Larval instar 1° 2° 3°

Figura 5: Esquema representando o desenvolvimento larval e os cinco estagios do 3°
instar larval de Melipona scutellaris (Fonte: Amaral et al., 2010). Larvas nos estagios de

L3-3 e LPD foram utilizadas para o tratamento com Horménio Juvenil

O grupo controle foi constituido por larvas tratadas com 1uL de acetona e
larvas sem tratamento, manipuladas do mesmo modo que o grupo experimental.
Larvas para tratamento com HJ e controle foram coletadas em col6nias fortes
(produtoras de operarias, rainhas e machos). As placas com larvas foram
mantidas em estufa a 29-30°C com umidade relativa de 70-75% obtida por meio
de solucao saturada de KCI (ASTM, 2002). A condicdo de operaria, rainha natural
e induzida foi avaliada por meio de caracteristicas morfoldgicas ja definidas em
trabalho anteriores (Campos, 1978, 1979a; Bonetti, 1982).
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5.3.  Obtencéo dos corpora allata

Os corpora allata (CA) de 5 individuos de cada estdgio, operaria recém
emergida, nutridora e forrageira; rainhas naturais e induzida por tratamento com
Hormonio Juvenil (obtida em placa com 100% das larvas induzidas vivas e
transformadas em rainhas) foram obtidos por dissec¢éo sob esteremicroscoscépio

(Nikon) ap0s os individuos serem anestesiados a frio (4°C).

5.4. Microscopia Confocal

O padrédo de heterocromatina em nucleos de células de corpora allata de
operaria (recém emergida, nutridora e forrageira) e de rainha (natural e induzida
por HJ, recém emegidas) foi comparado por meio de analises de imagens
geradas por microscopia confocal.

As glandulas corpora allata foram permeabilizadas in vivo com TRITON X-
100 (0,1%) e Citrato de sodio (0,1%) e mantidas a temperatura ambiente durante
1 hora. Em seguida, lavadas por trés vezes com PBS — phosphate buffered saline
(NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,5) com duracdo de 5 minutos
cada lavagem e incubadas, em camara escura, durante 45 minutos com corante
YO-PRO-1-iodice (491/509 INVITROGEN) 1mM dissolvido em DMSO -
Dimetilsulfoxido (INVITROGEN). Os corpora allata dissecados foram colocados
em lamina com glicerina e vedada com esmalte, para visualizacdo ao Microscépio
Confocal (FluoView® 1000).

5.5.  Montagem de imagem

A montagem das imagens foi processada de acordo com instrugcdes em

Travencolo (2007) e que descrevemos:
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Pré-processamento: cada imagem, com os dados da anatomia dos ndcleos
das células dos corpora allata, foi segmentada por limiarizacdo. N&o foi
necessario o uso de alinhamento das seccdes (imagens) subsequentes pois
imagens coletadas por microscopia confocal ja sdo naturalmente alinhadas.

Reamostragem dos dados: Nas imagens obtidas, o tamanho representado
por um pixel na direcdo do eixo x é igual ao tamanho representado por um pixel
na direcdo do eixo y. Nesse trabalho consideramos volumes 3D, utilizando,
também, o eixo z. Entretanto, o tamanho no eixo z (i.e., a distancia entre duas
imagens consecutivas) é normalmente maior que o tamanho dos pixels nos eixos
x e y. Dessa forma, € necesséario realizar, antes de qualquer célculo ou
reconstrucdo 3D, um processo de reamostragem dos dados, para que a distancia
correspondente em z seja a mesma que em x e'y.

Reconstrucdo 3D: as imagens resultantes do processo de reamostragem
foram suavizadas por um filtro Gaussiano e, em seguida, foi feita a reconstrucao
por isosuperficies.

Os agrupamentos refletem o fluxo usual da informacdo apds a captura dos
dados biologicos.

As imagens foram subdivididas em suas partes ou objetos constituintes,
localizando as regides que correspondem a heterocromatina que queremos
identificar. A imagem resultante da segmentacdo possui apenas trés regifes
sendo que, nesse caso, 0s locais representados pela cor marrom indicam as
regides de heterocromatina e os locais em cor verde correspondem a morfologia
da glandula. Os locais restantes correspondem ao fundo da imagem e n&do séo
considerados em nenhuma andlise. A determinacdo de cada regido é feita por
meio da técnica de limiarizacdo, sendo que o mesmo limiar foi usado em todas as
imagens analisadas.

Apo6s a segmentacdo da imagem, para identificar os diferentes objetos nela
presentes, foi determinado, automaticamente, quantas dessas regides existem na
imagem. Para isso foi realizada a rotulacdo de componentes conexos, que
permite usar técnicas para extrair caracteristicas individuais dos nucleos das
células dos corpora allata, como o volume. No caso, o célculo do volume é feito

contando quantos pixels pertencem a um determinado ndcleo e multiplicando

37



esse valor pelo tamanho do pixel em pm?®. Esse célculo foi usado para determinar
o volume dos nucleos e das regides de heterocromatina.

Com os dados numéricos obtidos, foram quantificadas e comparadas as
regibes heterocromaticas nas células dos corpora allata de operaria recém
emergida, nutridora, forrageira e de rainha natural e rainha induzida por HJ recém
emergidas.

Obtivemos volumes 3D e utilizamos a reconstrucdo por isosuperficies (por
meio da biblioteca VTK), onde todo o volume é percorrido a procura de pontos de
valor pré-definido. Aos pontos sao associadas primitivas geométricas que, ao final

do processo, delimitam uma superficie.

5.6. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas pelo programa estatistico GraphPad
Prism (Version 5.0) utilizando analise de variancia (ANOVA). Para verificacdo de
possiveis diferencas entre as médias de cada fator estudado foi utilizado o teste

de Mann Whitney e Kruskal-Wallis.
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6. Resultados

O padréo de organizagdo da heterocromatina e o volume total de nucleo e de
heterocromatina de células de glandulas corpora allata de abelhas sem ferrdo
Melipona scutellaris foram investigados por meio de reconstrugdo computacional
de imagens capturadas por microscopia confocal.

Os corpora allata (Figura 6) sdo glandulas enddocrinas que se originam a partir
do ectoderma, na porcéo ventral da cabeca e migram para sua posicao definitiva,
dorsolateralmente ao es6fago, no embrido do inseto (Snodgrass, 1956;
Wigglesworth, 1970; Gilbert, 2005, Cuz-Landim, 2009) e séo responsaveis pela
producdo de HJ que é secretado diretamente na hemolinfa (Lattorff & Moritz,
2013).

Figura 6. Glandulas corpora allata (setas) de operaria de Melipona scutellaris. Dissec¢ao
sob estereomicroscopio. Coloragdo com azul de bromotinol (BTB) para fins didaticos de

visualizacdo da glandula.

As imagens obtidas por microscopia confocal das glandulas corpora allata de

operaria adulta (recém emergida, nutridora e forrageira) gerou a sobreposicéao de
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imagens para visualizagdo em 3D das glandulas (Figura7 A-C) mostrando os
nucleos das células de uma glandula.

Foi possivel o isolamento e andlise de nucleos de células das glandulas
corpora allata das operérias e realizada reconstrucéo total para gerar valores de
volume do nudcleo (Figura 7 D-F).

Os nucleos de célula de corpora allata de rainha apresentaram formato mais
ovalado do que os de operaria.

Utilizando a intensidade dos pixels emitidos na microscopia confocal foram
geradas imagens que mostram a dispersdo da heterocromatina nos nucleos de

células de corpora allata de operaria adulta de M. scutellaris (Figura 7 G-I).
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Figura 7: Imagens de microscopia confocal de glandulas corpora allata de Melipona
scutellaris em operaria recém emergida (A) operaria nutridora (B) e operaria forrageira
(C). Nucleos individuais, gerados por reconstrugdo computacional de células de corpora
allata de operaria recém emergida (D) nutridora (E) e forrageira (F). Dispersdo da
heterocromatina em operaria recém emergida (G) nutridora (H) e forrageira (l). Em verde,

o nucleo total e em marrom, a heterocromatina. Coloragdo com YO-PRO.
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Resultados da analise individual do volume de heteretocromatina e do nucleo
total em operéarias recém emergida, nutridora e forrageira de M. scutellaris séo

mostrados na Figura 8.
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Figura 8: Representagdo (média e desvio padrdo) do volume da heterocromatina (A) e
volume total de nucleo (B) em operaria recém emergida (NEW) nutridora (N) e forrageira
(F) de Melipona scutellaris. Asterisco (*) indica diferenca estatistica significativa (Mann
Whitney test; p<0,05).

Operaria recém emergida apresentou maior volume de heterocromatina
(Figura 8A) e de volume total do nucleo (Figura 8B) do que nutridora e forrageira
(teste Mann Whitney; p<0,05). Entre nutridoras e forrageiras ndo se detectou
diferenca de volume de heterocromatina ou de nucleo.

A sobreposi¢cdo de imagens proporcionou a visualizacdo 3D das glandulas
corpora allata (Figura 9).
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Figura 9: Imagens de glandulas corpora allata de Melipona scutellaris geradas por
microscopia confocal e coloracdo com YO-PRO. Glandula corpora allata (setas) de
rainha recém emergida (A) de operaria recém emergida (B). Imagem 3D de ndcleos de

glandula de rainha recém emergida (C) e de operaria recém emergida (D).

O volume de nucleo e a dispersdo da heterocromatina nos nudcleos de
células de corpora allata de operaria e rainha recém emergidas sdo mostrados na
Figura 10 (A-D).
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Figura 10: Imagens de nucleos isolados de células de corpora allata de Melipona
scutellaris. Volume total de nucleo em operaria recém emergida (A) e rainha recém
emergida (B). Dispersdo da heterocromatina em nucleo de célula de corpora allata de
operaria recém emergida (C) e rainha recém emergida (D). Imagens obtidas por
reconstrucdo 3D de cada nucleo para gerar valores de volume e andlise de pixels

emitidos pela coloragé@o por YO-PRO para visualizagdo da heterocromatina.

Houve diferenca significativa (teste de Mann Whitney; p<0,05) entre o volume
total de nucleos (Figura 11B) de rainha e operaria recém emergida. Operérias
mostraram nucleo das células com maior volume do que rainhas recém
emergidas..

N&o foi detectada diferenca entre volume de heterocromatina entre rainha e

operaria, em individuos de mesma idade (Figura 11A).
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Figura 11. Representacao gréafica (média e desvio padrédo) de volume de heterocromatina
(A) e volume total de nucleo (B) de célula de corpora allata de Melipona scutellaris. NEQ
= Rainha Recém Emergida e NEW = Operaria Recém Emergida. Asterisco (*) indica
diferenca estatistica significativa (teste de Mann Whitney p<0,05).

Glandulas corpora allata de rainhas natural e induzida por tratamento com HJ
e operaria foram dissecadas para marcacdo com a sonda de fluorescéncia
YOPRO, visualizacdo em microscopia confocal e reconstrucdo computacional de
ndcleos para comparacao (Figura 12).

45



Figura 12: Visao geral das glandulas corpora allata de Melipona scutellaris, a partir de
imagem obtida por coloracdo com YO-PRO em Rainha natural (A) Rainha induzida por
tratamento com HJ (B) operéaria recém emergida (C). Reconstru¢do computacional para
volume total de ndcleo de rainha natural (D) rainha induzida por tratamento com
Horménio Juvenil (E) e operaria recém emergida (F). Dispersédo da heterocromatina em
nucleos de rainha natural (G) rainha induzida por Hormdnio Juvenil (H) e operéaria recém

emergidas (1).

A intensidade dos pixels emitidos na microscopia confocal apdés marcacéo
com o corante YO-PRO gerou imagens que mostraram o volume total do nucleo
(Figura 12; D-F) e a dispersdo da heterocromatina nos nucleos de rainha natural,

rainha induzida por HJ e operarias de M. scutellaris (Figura 12; G-I). Todos séo
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individuos recém emergidos. Foi atentado para o fato de que em rainha induzida,
uma certa porcentagem dos nucleos correspondiam a individiduos que
naturalmente se desenvolveriam em rainhas, independente do tratamento e iSso
foi considerado na analise.

O volume da heterocromatina (Figura 13A) e volume total do nucleo (Figura
13B) nas células de corpora allata de rainha natural e rainha induzida por
tratamento com HJ foram comparados.

N&o se constatou diferenca significativa entre os individuos para volume da
heterocromatina ou do ndcleo das células.

As imagens de microscopia permitiram visualizar diferencas de disposicao da
heterocromatina entre nucleos de rainha (natural e induzida) e de operaria. A
disperséo da heterocromatina em nudcleos de corpora allata de rainha induzida por

HJ é semelhante a apresentada pela operaria.

A B
150- R
T 400- |
- ——
B 2 300 ——
S =2
s z L S 200-
> 50 >
100
c 1 L] ] c T ] L]
o > R\ o > D
& R %% & X &
<~ \&o X A \&o ~

Figura 13: Representacao grafica (média e desvio padrao) do volume de heterocromatina
(A) e volume total de nucleos (B) de células de corpora allata de Melipona scutellaris.
NEQ = Rainha recém emergida; NEQ-HJ = Rainha Induzida por tratamento com

Horm&nio Juvenil recém emergida e NEW = Operaria recém emergida.
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7. Discussao

A regulacdo da expressdo génica é a base da diferenciacdo celular e do
funcionamento balanceado dos diferentes tipos celulares em um organismo
multicelular. A atividade de transcricdo em cada célula depende do estado da
cromatina, que € estruturalmente distinta em regides de transcricao ativa.

Se metilagdo esta associada ao ligar e desligar de genes, € possivel que, em
mecanismo diferenciacdo de castas que envolve varias cascatas génicas, fatores
epigenéticos tenham papel relevantes.

Para analisar um possivel papel epigenético na producdo de castas em
Melipona scutellaris, nacleos de células dos corpora allata foram comparados, a
partir de imagens capturadas por microscopia confocal e analisadas por
reconstru¢cdo computacional quanto ao volume total do ndcleo, volume e
dispersdo da heterocromatina em rainha recém emergida (natural e induzida por
tratamento com Hormonio Juvenil) e operaria (recém emergida, nutridora e
forrageira).

Os corpora allata foram o alvo da investigagdo do presente trabalho por
serem o local de sintese de Hormdénio Juvenil (HJ) horménio responsavel pela
estimulacdo de genes casta-especificos, conforme ja evidenciado em varios
estudos (Hartfelder & Engels, 1988; Bonetti et al.,, 1994, 1995; Barchuk et al.,
2007).

Optamos por microscopia confocal para realizar cortes virtuais com laser nos
corpora allata e montagem da estrutura tridimensional por sobreposicdo das
imagens, utilizando algoritmos e softwares especificos. O processamento das
imagens por reconstrugdo tridimensional permitiu concluir sobre as semelhancgas
e diferencgas nos nucleos das células dos corpora allata dos individuos analisados
(Figura 14).
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Figura 14. Imagem simplificada de obtencdo de dados tridimensionais por microscopia
confocal. Como nao ha necessidade de cortes fisicos, um laser varre toda a amostra
(tracejados em vermelho), focando somente um ponto por vez, ao longo de um plano a

uma profundidade especifica (plano focal). Fonte: Travencgolo, 2007.

Imagens de fotomicrografia mostram o0s corpora allata de Scaptotrigona
postica como 6rgaos arredondados formados por uma massa celular compacta
bem delimitada por membrana fina (Figura 15, Cruz-Landim, 2009) assim como
obtivemos por miscroscopia confocal (Figura 9B) em adulto recém emergido de

M. scutellaris.

Figura 15. Fotomicrografia dos corpora cardiaca (cc) e copara allata (ca) ao lado do
esb6fago (es) em larva de 3° estagio de Scaptotrigona postica. Fonte: Cruz-Landim (2009).
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Os dados de reconstrucdo tridimensional de nucleos de corpora allata
mostraram diferenca morfolégica entre os nucleos de rainha natural e operéria,
sendo os de rainha natural de formato mais ovalado do que os de operarias
(Figura 10 A-B). O volume total do nucleo mostrou diferenca significativa entre as
castas, com menor volume para os nucleos de corpora allata de rainha (Figura
11B). Isso corrobora com a diferenca visual de dispersdo da heterocromatina que,
em rainha, fica mais condensada na porcao central do nucleo. O volume total da
glandula, porém, é maior em rainha do que operaria de M. scutellaris (ndo
mostrado) assim como ocorre em A. mellifera, onde as glandulas de rainha sao
maiores do que as de operaria e macho (Salomao, 1977, apud Cruz-Landim,
2009).

O volume de heterocromatina nos ndcleos de corpora allata de rainha natural
e de operéaria (Figura 11A) ndo mostrou diferenca significativa entre as castas,
porém, é possivel visualizar diferengcas na dispersdo dela. Nas rainhas, a
heterocromatina esta concentrada na regido central do nacleo enquanto que nas
operarias observa-se dispersdo irregular da heterocromatina (Figura 10C-D;
Figura 12G e 1). Isso, talvez, esteja relacionado a expressao diferencial de genes
nas castas.

Apesar de ndo haver diferenca no volume de heterocromatina nos nucleos, a
diferenca no volume total do nucleo e da dispersdo da heterocromatina entre
rainhas e operarias pode indicar eventos epigenéticos além dos genéticos
envolvidos na diferenca de atividade e de expressdo génica nos corpora allata,
para a diferenciacdo em fémea completa.

Mampumbu & Mello (2006) investigaram, em nucleos de M. rufiventris e M.
quadrifasciata, a metilacdo de DNA em associacdo com analise de imagens e
concluiram que a cromatina em diferentes compartimentos do nucleo pode induzir
silenciamento génico.

A dispersao da heterocromatina e 0s mecanismos epigenéticos podem ser
agentes efetivos de regulacdo da expressdo génica em eucariotos. A molécula de
DNA e as histonas associadas a ele podem sofrer modificagdes, responsaveis
pela remodelagem da cromatina e ativacdo ou inativacdo de regides do genoma.
Fatores associados aos mecanismos mediados por ncRNAs podem recrutar

complexos de metilacdo, promovendo a formagdo de heterocromatina e
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silenciamento génico (Djupedal & Ekwall, 2009). Uma caracteristica da
heterocromatina é sua habilidade de se propagar in cis (Jones & Takai, 2001) e
assim, alterar a expressao génica na regiao para onde se espalhou, independente
da sequéncia de nucleotideos do DNA.

E preciso lembrar que silenciamento génico mediado por heterocromatizacdo
do DNA néo é regra geral, em Drosophila, por exemplo, ha genes dentro de
regides heterocromaticas que séo ativamente transcritos (Yasuhara & Wakimoto,
2008; Miklos & Maleszka, 2011).

As abelhas estdo expostas a varios ambientes dentro e fora da colmeia e
podem sofrer diferentes influéncias do meio, principalmente quanto a oferta de
alimento. Isso pode explicar a diferenca observada entre operarias recém
emergidas quando comparadas as nutridoras e forrageiras (Figura 8). O maior
volume de heterocromatina e do nucleo total nas operarias recém emergidas
sugerem maior condensacdo da heterocromatina e consequente menor
expressao génica nelas do que nas nutridoras e forrageiras, o que é coerente com
o fato de nutridoras e forrageiras desempenharem atividades mais especializadas
do que quando emergem. Os titulos de HJ obtidos por Santana (2007) em
operarias recém emergidas, nutridoras e forrageiras de M. quadrifasciata
suportam nossa hipotese, pois nutridoras e forrageiras apresentam titulos de HJ
mais alto do que as operarias recém emergidas.

As condi¢cdes ambientais tem impacto no epigenoma por meio da exposicéo a
condi¢cbes externas que provocam adicdo ou remocdo de grupamentos ao DNA
ou histonas ou, ainda, ativacdo de ncRNAs. A metilacdo do DNA parece ser
susceptivel a modificacdes da dieta (Ford, 2013).

A influéncia dos efeitos genotipicos e ambientais nas castas varia entre
espécies, desde fendtipos controlados amplamente pelo ambiente até sistemas
guase que somente genéticos (Schwander et al., 2010).

Sabe-se que, em Melipona, larvas abaixo de um peso critico devido a
insuficiéncia de alimento na natureza, ndo se transformam em rainhas, mesmo
gue tenham genotipo compativel para isso (Bonetti, 1982, 1983; Mackert et al.,
comunicacdo pessoal). A disponibilidade de alimento e o consequente peso da

larva durante o periodo critico para diferenciacdo de castas nessas abelhas
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podem influenciar os mecanismos epigenéticos? H&4 uma interacdo entre genoma,
alimento e epigenoma em Melipona?

Barchuk et al.(2007) mostraram, por meio de micro-arranjos de DNA, que a
diferenciacéo de castas em A. mellifera esta relacionada com aumento de genes
envolvidos no metabolismo de rainhas e a ativagcdo de “genes novos” em
operarias, sugerindo regulacdo das taxas de HJ nos corpora allata, em funcéo do
alimento ingerido pela larva que, ao final de uma via de sinaliza¢des, aumenta ou
nao a sintese de HJ nessas glandulas.

Kucharski et al. (2008) demonstraram que o knockdown da expressdo da
metiltransferase de novo DNMT3, chave no processo de modificacdo epigenética,
€ capaz de alterar a cromatina, promovendo reprogramacdo epigenética global
em A. mellifera e mimetizando o resultado da alimentacdo diferencial, com
producdo de rainhas a partir das larvas submetidas a RNAi para o gene
codificador da metiltransferase. Esse resultado demonstrou que a perturbacdo da
regulagdo, pela down regulagdo da DNA metiltransferase, durante o
desenvolvimento, levou a mesma trajetéria que a dieta com geléia real levaria
(Miklos & Maleszka, 2011).

Muitas vezes, o silenciamento génico, via remodelagem da cromatina, é
decorrente do cross-talk entre a metilagdo do DNA e da histona (Tamuru & Selker,
2001; Grewal e Moazed, 2003). A estrutura da cromatina, definida pela metilacao
do DNA e modificacdo das histonas, € reversivel e permite ajustes de transcri¢cao
em resposta as mudancas de condi¢Bes ou sinais ambientais (Chittka & Chittka,
2010). Os fatores epigenéticos tem potencial para se tornar a ponte entre o
genoma e o fendtipo (Lyko & Maleska, 2011).

Nesse contexto, as abelhas sem ferrdo do género Melipona detém um
potencial a ser explorado. Devido a interface dos individuos com os diferentes
ambientes, podemos sugerir um cross-talk entre a genética (componentes
genéticos responsaveis pela diferenciacdo de castas) os fatores ambientais
(alimento) e a epigenética para ativagdo ou silenciamento de genes casta-
especificos em M. scutellaris.

Tem sido cada vez mais aceito que as interacdes gene-ambiente sao

influenciadas por modificagBes reversiveis do DNA, via processos de
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metilacdo/demetilacdo do DNA e modificacdes pds-traducionais das histonas (Fell
& Fragga, 2012; Dickman et al., 2013).

O perfil de heterocromatina obtido por analise de imagens permitiu distinguir
rainha de operaria (Figura 12) porém, a rainha induzida por HJ apresentou padrao
de heterocromatina semelhante ao de operaria e diferente do verificado em rainha
natural.

Apesar das significativas semelhancas morfologicas entre rainha induzida por
HJ e natural (Campos et al., 1975; Campos, 1979, 1979b; Bonetti, 1982, 1984;
Bonetti et al., 1994, 1995) ndo foi obtido sucesso, at¢é o momento, no
estabelecimento de mini colénias de Melipona com as rainhas induzidas (Kerr;
Campos; Bonetti, comunicacao pessoal).

Os resultados do presente trabalho podem ser uma explicacdo para isso.
Rainhas naturais e induzidas por tratamento com HJ embora apresentem igual
volume de ndcleo e de heterocromatina, rainhas induzidas apresentam padréao
semelhante ao de operarias quanto a dispersdo da heterocromatina, sugerindo
diferenca de expressdo génica, o que pode justificar o resultado obtido
anteriormente. Rainha induzida pode ter o mesmo volume de nlcleo e de
heterocromatina de operaria, porém, o pulso inicial de HJ que desencadeou nela
estruturas de rainha néo foi suficiente para torna-la fisiologicamente uma fémea
completa, devido ao fato de seus corpora allata ndo manterem uma producao
constante e suficiente de HJ.

Judice et al.(2006) mostraram niveis significativos de diferencas de expressao
de genes casta-especificos em rainha induzida e natural de M. quadrifasciata, que
poderiam ser responsaveis por fenébmenos fisiolégicos, impedindo que essas
rainhas sejam funcionais quando maduras.

A diferenca entre o volume total de nucleo de corpora allata de rainha e de
operaria foi estatisticamente significativa (Figurall) porém, quando na
comparacao é introduzida a medida de volume de ndcleo de rainha induzida por
HJ, a diferenca entre a rainha (natural e induzida) e operaria ndo € significativa,
porém, é possivel perceber uma tendéncia de maior volume em operaria e em
rainha induzida por HJ do que em rainha (Figura 13). Diferenca significativa foi

detectada quando se comparou rainha e operéria (Figura 11B). E possivel que o n
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amostral ndo tenha sido suficiente para estabelecer uma diferenca clara e
estatisticamente significativa entre rainha natural, induzida e operaria.

Nucleos de células de corpora allata com menor volume em rainhas do que
em operarias comportam o mesmo volume de heterocromatina (Figura 11A), o
que corrobora com os resultados de diferenca de dispersdo da heterocromatina
nas castas (Figuras 10 C-D; 12G e I). Esses resultados indicam que associado a
diferenca no gendtipo, a remodelagem da cromatina pode ser utilizada como meio
de controlar a producdo de transcritos necessarios em funcdo das condicGes
alimentares da larva. A diferenca no espalhamento da heterocromatina pode ser
associada a diferenca de expressao génica nas rainhas e operarias?

O estado da cromatina tem efeitos marcantes na expressdo génica e é
possivel que contribua para o estabelecimento e manutencdo da identidade
celular, tanto que transicbes de desenvolvimento sdo acompanhadas por
mudancas dinamicas do estado da cromatina (Chen & Dent, 2014).

Os genes nao estdo sempre ligados ou desligados em uma das castas, eles
podem estar expressos em niveis baixos ou moderados, diferencialmente
expressos, fortalecendo a hip6tese de que uma regulacdo sutil dos passos
metabdlicos e expressao diferencial de genes afetam a capacidade reprodutiva e
metabdlica e os diferentes padrdes de comportamento encontrados nas rainhas e
operarias (Chittka & Chittka, 2010).

Em A. mellifera, a porcentagem de metilagdo em gene especifico analisado foi
maior em cabecas de larvas do que no corpo total, tanto em operarias quanto em
rainhas, o que os autores relacionaram com 0 processo replicativo do DNA em
corpora allata e células neurosecretoras (Kucharski et al., 2008). Foret et al (2012)
mostraram que o0 numero de genes diferencialmente metilados (DMGs) em
cabecas de larvas € significativamente maior do que no ceérebro adulto,
associando a metilacdo com a expressdo de genes relacionados ao hormoénio
juvenil, insulina, horménios reguladores de determinagéo de casta.

Kerr et al. (1975) mostraram que corpora allata de rainha tem maior namero
de células e maior volume total do que o de operarias de mesma idade. Baseado
na correlacdo entre o numero de células e o volume da glandula em pool de
rainhas, esses autores concluem que todas ou quase todas as células estédo

sintetizando HJ.
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As pesquisas tem mostrado que embora 0 genoma seja 0 mesmo em todas
as ceélulas de um organismo, o epigenoma € diferente para cada tipo celular.

As modificacbes epigenéticas podem estar embasando as diferencas de
expressao génica na producéo de rainhas e operarias, em associacao aos fatores
genéticos e alimentares.

Trabalhos de nosso grupo demonstraram, em corpo gorduroso de M.
scutellaris, a presenca de transcritos relacionados a maquinaria epigenética
(Sousa et al.,, 2013) e resultados recentes confirmam a presenca de enzimas
epigenéticas DNMT1 e DNMT2 (Cardoso-Junior, comunicacao pessoal).

Apesar dos promissores resultados obtidos, o papel da epigenética e da
remodelagem da cromatina em abelhas sem ferrdo Melipona néo esta ainda claro
o suficiente para embasar diferencas de expressao génica casta-especifica. Uma
hip6tese é que 0s mecanismos epigenéticos representem uma ponte entre 0s
fatores genéticos e os ambientais, desencadeando expressao génica casta-
especifica.

Controle epigenético destaca-se como mecanismo potencial para controle da
expressado génica em abelhas, regulando diferencas morfolégicas, fisiolégicas e
comportamentais que resultam na determinagédo e diferenciacdo em rainhas e
operarias.

Modificagdo do DNA por metilagdo € um mecanismo antigo e amplamente
utilizado, presente nos Metazoa e tem sido apontado como responsavel por
diversas funcdes nos organismos modernos, desde regulacdo da expressao
génica, diferenciacao celular até silenciamento de transposons, porém, a trajetoria
completa desde a alteracdo por metilagdo até a producédo do fendtipo €, ainda,
indireta e desconhecida (Lyko et al., 2010).

Quais genes estariam expressos/silenciados em rainhas e operarias de
Melipona scutellaris em fungéo dos efeitos de enzimas epigenéticas? Essa € uma
guestdo que se levanta e que somente podera ser respondida apds a conclusao
do genoma dessa espécie, que se encontra em processo de sequenciamento, 0
gue dara background para novas analises.

Pesquisas revelam que a metilacdo pode ter papel chave na regulacdo da
plasticidade de fendtipos nos insetos, sugerindo que o0s insetos sdao

particularmente interessantes para avancar no entendimento das funcoes
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biolégicas da metilagdo do DNA (Glastad et al. 2011, Foret et al., 2012) o que nos
leva considerar Melipona um 6timo organismo para estudos de metitransferases e
de epigenética e continuar utilizando essas abelhas sem ferrdo como material
bioldgico de investigacao.

Esses sédo resultados do primeiro trabalho que investiga o padrdao da
heterocromatina em rainhas e operarias de Melipona scutellaris para associar a

diferenciacéo de castas.
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8. Conclusdes

Nucleos de células de corpora allata de operaria (recém emergida, nutridora e
forrageira) e de rainha (natural e induzida por tratamento com Hormoénio Juvenil)
de Melipona scutellaris foram marcados com sonda de fluorescéncia YOPRO e
comparados a partir de imagens capturadas por microscopia confocal e
analisadas por reconstru¢cdo computacional. Com base nos resultados concluimos

que:

e Os nucleos de células de corpora allata de rainha apresentam
formato mais ovalado do que os de operéria.

e O volume total do nacleo e da heterocromatina é significativamente
maior em operéaria recém emergida do que em nutridora e forrageira.

e Entre operérias nutridoras e forrageiras ndo ha diferenca de volume
de nucleo e de heterocromatina.

e Operéaria recém emergida apresentou volume total de ndcleo de
célula de corpora allata maior do que o de rainha recém emergida.

e Em rainha e operaria recém emergidas ndo ha diferenca quanto ao
volume de heterocromatina, porém, é possivel visualizar diferenca
de disperséo da heterocromatina.

e Nao ha diferenca quanto ao volume total do nucleo e da
heterocromatina entre operdria, rainha e rainha induzida por
tratamento com Hormaonio Juvenil (HJ).

e A dispersdo da heterocromatina em nucleos de células de corpora
allata de rainha induzida por HJ apresenta padrao semelhante ao de

operaria.
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