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6% uréia 8M, corado com nitrato de prata. B: branco (sem RNA). B1, B2, B3 ¢
B4: controles negativos (sem RT). T1: Reacdes em triplicata de Larva 3 apos 1h
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Resumo

O objetivo desse trabalho foi detectar, pela técnica de Differential Display Reverse
Transcriptase — Polymerase Chain Reaction (DDRT-PCR), os efeitos do Horménio Juvenil
(JH) III na expressdo génica, quando aplicado no estagio tardio de larva 3 (L3) de Melipona
scutellaris. Nas fases que abrangem L3 e larva pré-defecante (LPD) ha uma janela temporal
de expressdo dos genes feminizantes, durante a qual eles podem ser ligados ou desligados
por agdo do HJ, o qual é capaz de promover a diferenciagio das larvas fémeas, em rainhas.
A combinagdo dos primers HT11A-AP4 revelou uma expressdo diferencial no individuo
tratado com HJ III, com fraca expressio do transcrito, apos 1 hora de tratamento do
individuo, enquanto que no Controle e individuos com 4 horas de tratamento, a expressio
foi mais forte. As combinagdes dos primers HT11G-AP4 e HT11G-APS revelaram, em
cada uma dessas combinagdes, a supressio de um produto génico na larva apés 1 hora de
tratamento com HJ III em relagdo ao expresso nos individuos de mesma idade ndo tratados
© no individuo com quatro horas apos o tratamento. Foi observado, também, expressdo
diferencial de transcritos durante o desenvolvimento ontogenético. Esses resultados
demonstram que o HJ III suprime ou altera o perfil de expressdo génica durante a fase de

L3 de Melipona scutellaris.

Palavras-chave: Expressdo Génica, DDRT-PCR, Horménio Juvenil, Melipona, Castas.



1. INTRODUCAOQ
1.1 Abelhas sem ferrio

As abelhas sem ferréo pertencem a superfamilia Apoidea que se subdivide
em 8 familias: Colletidae, Andrenidae, Oxaeidae, Halictidae, Melittidae,
Megachilidae, Anthophoridae e Apidae (KERR et al., 1996).

Os Apidae subdividem-se em quatro subfamilias: Apinae, Meliponinae,
Bombinae e Euglossinae. Em Meliponinae estio descritos 52 géneros com mais
de 300 espécies, espalhadas em todo o mundo. Os povos pré-colombianos ja
conheciam as abelhas sem ferrio e as domesticaram, dando-lhes nomes que
ainda hoje persistem na cultura popular brasileira como, jatai, urugu, titiba,

mombuca, irapud, tataira, jandaira, guarupu, manduri (KERR ef al., 1996).

As abelhas sdo parte integrante do ecossistema da regido em que vivem.
Sua principal fungdo na natureza é a polinizagio das flores e,
consequentemente, produgdo de sementes e frutos. As abelhas brasileiras sem

ferrdo sdo responsaveis por 40 a 90% da polinizagdo das arvores nativas; as

restantes sdo polinizadas por abelhas solitarias, borboletas, coledpteros,



morcego, aves, alguns mamiferos, agua, vento ¢ pelas abelhas africanizadas
(KERR et al., 1996).

Para a implantagio de um Meliponario, local onde sdo mantidas as
colméias de meliponideos, devem ser considerados varios fatores importantes
tais como: local onde haja florada, agua, sol e sombreamento em proporgio
adequada e, principalmente, considerar o nimero de colméias ali colocadas o
que € importante para que ndo se perca a variabilidade genética devido ao
endocruzamento, com conseqiente, morte das colonias. Esse nimero
corresponde ao minimo de 44 colonias de uma mesma espécie, em um mesmo
local. Esse nimero de colonias foi determinado em fungdo do sistema de
determinagdo do sexo e de acasalamento dos Meliponineos (YOKOYAMA e
NEI, 1979).

Considerando-se que os meliponineos estdo intrinsecamente ligadas a
polinizagdo de espécies vegetais que compdem a diversidade da flora brasileira,
torna-se importante conhecer sua biologia e o0s mecanismos genéticos
envolvidos no seu desenvolvimento para contribuir com a sua preservagio e
consequente preservagao da biodiversidade.

A abelha sem ferrdo, popularmente conhecida como Urugu do Nordeste,
que se constitui no objeto de estudo para as informagbes desse trabalho,
pertence a espécie Melipona scutellaris, e tem se mostrado em excelente
material biologico para analises genéticas devido a0 mecanismo peculiar, do
género Melipona, de determinag@o de castas por fatores genético-alimentares, o

que difere do padrdo apresentado por outros Apidae.



1.2 Hormonio Juvenil

Um dos hormonios envolvidos no processo de metamorfose de insetos € o
Hormonio Juvenil (HJ) sintetizado pelas glandulas endocrinas corpora allata
(CA) e secretado na hemolinfa, o qual promove, de alguma maneira, a interagio
dos CA com o genoma, provavelmente, via receptor nuclear da superfamilia dos
esteroides (DAVEY, 2000).

Em 1974, KERR propés um modelo para explicar, em Melipona, a
segregacdo de 75 operarias para 25 rainhas em cada 100 nascimentos. Dois
genes principais X* e X°, com dois alelos cada um, seriam os responsaveis por
produtos feminizantes, de modo que larvas duplo heterozigotas, quando bem
alimentadas, desenvolvem-se em rainhas e larvas mal alimentadas ou
homozigotas para esses genes, tornam-se operarias, em conseqiiéncia de baixa
produgdo de HJ.

A aplicagédo topica de Horménio Juvenil em larvas de Melipona que estdo
em fase de tecelagem de casulo (larvas pré-defecantes) e, mesmo, no estagio de
L3 tardio, confirma a influéncia desse horménio na producio de rainhas a partir
de larvas de operarias, pelo desencadeamento de mecanismos genéticos que
promovem a diferenciagio dessas larvas em fémeas completas, rainhas
(BONETTI, 1982). A anatomia externa de ovarios de rainha de Melipona
quadrifasciata induzida por tratamento com HJ é idéntica a de rainha natural
(BONETTI, 1984). Glandulas tergais de rainhas induzidas por tratamento com
HJ mostram, também, padrdo de distribuicdo idéntico ao de rainha natural

(BONETTI et al., 1994).



Os cfeitos dos Hormonios Juvenil I, 11 e T foram estudados por
BONETTI et al. (1995) que determinaram a dosagem minima suficiente para a
produgdo de rainhas a partir de larvas de operarias de Melipona. O HJ 1
demonstrou ser o mais eficiente na produgéo de rainhas em Melipona, seguido

do HJ IIL.

Para SILVA (1999) o HJ III na dosagem de 0,5ug/ul foi capaz de induzir
a produgdo de até 100% de rainhas em Melipona scutellaris, quando aplicado

topicamente em larvas pré-defecantes (LPD).

1.3 Differential Display Reverse Transcriptase — Polymerase Chain

Reaction (DDRT-PCR)

O material genético de um individuo € igual em todas as suas células, mas
se expressa de forma diferente em cada tipo celular. A técnica de Differential
Display Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction (DDRT-PCR)
desenvolvida por LIANG e PARDEE (1992) permite a detec¢io de genes
diferencialmente expressos em células, tecidos e organismos, por meio de um
perfil de mRNA.

A técnica consiste na transcrigdo reversa do RNA mensageiro (mRNA),
em cDNA (DNA complementar obtido a partir do RNA) por meio de um primer
oligo-dT que se liga a cauda poli-(A) do mRNA, selecionando um tipo
especifico de mRNA.

FRANZ et al. (1998) utilizaram a técnica de DDRT-PCR para analisar os
genes diferencialmente expressos no sistema neural de gafanhoto Schistocerca

gregaria. KEDAR et al. (1996) a utilizaram para identificar mRNAs



diferencialmente expressos em figado hemocromatico e figado normal, em
humanos.

Desde a sua publica¢do, inimeros trabalhos tém apresentado propostas de
otimizagio da técnica (MOU et al., 1994; GUIMARAES et al., 1995; DOSS,

1996; BONNET et al., 1998).
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2. Objetivo

Este trabalho teve por objetivo investigar por meio da técnica de DDRT-
PCR, o perfil de mRNA de Melipona scutellaris apos aplicagdo topica de HJ

II em larva, buscando identificar genes cujo padrio de expressio mostram

influéncia do Horménio Juvenil,
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4. Resultados e Discussio

O RNA extraido pelo método TRIzol foi tratado com DNase I para remogéo de
DNA gendmico, que poderia contaminar a reagdo produzindo falsas bandas no gel e
levando a interpretagdo inadequada dos dados. Sabe-se que a DNase I € uma
endonuclease que hidrolisa, prefere;lcialmente, cadeias simples ou duplas de DNA
nos sitios adjacentes aos nucleotidios pirimidinicos (SAMBROOK, 1989). Apds o
tratamento, a integridade do RNA foi analisada em gel de agarose 1%. Os RNAs

mostraram-se integros para a transcri¢do reversa (Figura 1).

P2 3. 4

Figura 1: Perfis do RNA de Melipona scutellaris obtido pelo método trizol, em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, depois da remog&o
do DNA contaminante pela digestdo com DNase L.
1- L3 ap6s 1 h de tratamento com HJ III
2- Controle (apds 1 hora sem tratamento com HJ III)
3- L3 apos 4 h de tratamento com HJ 111
4- Controle (ap0s 4 horas sem tratamento com HJ III)

A transcrigd@o reversa do mRNA foi obtida com a enzima SUPERSCRIPT RT
I (GIBCO) e um primer oligo-dT. Somente 0 mRNA sofre transcri¢do reversa
porque possui uma cauda poli-A onde o primer oligo-dT se anela, selecionando-o.

Foram feitas triplicatas das reagdes de transcrigdo € um branco para cada amostra, a

reacdo com RNA sem a presenca da SUPERSCRIPT. Bandas nas 2 ultimas
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situagdes, mostram que o RNA estd contaminado com DNA. Foi feito, ainda, um
branco geral que consiste em uma reacdo onde se colocam todos os reagentes com
excegdo do RNA. Com essa reagdo € verificado se os reagentes estdo contaminados.
Os produtos das transcrigdes foram amplificados por reagdo de PCR,
utilizando-se primer oligo-dT e um primer aleatério. A combinagdo dos primers
HT11A-AP4 revelou expresséo diferencial de intensidade, com fraca expressdo do
transcrito no individuo submetido 4 uma hora de tratamento com HJ III, enquanto
que nos individuos Controle e tratados por 4 horas, a expressdo foi mais intensa

(Figura 2).

Tl Cl T2 c2
B Bl «—» p» <4—Ppp;3 4GP gy ——»

Figura 2: Produtos de DDRT-PCR (combinagdo HT11A-AP4) em gel de
poliacrilamida 6% uréia 8M, corado com nitrato de prata. B: branco (sem RNA). B,
B2, B3 e B4: controles negativos (sem RT). T1: Reagbes em triplicata de Larva 3
apos 1h de Tratamento com HJ IT; C1: Controle /1h; T2: Larva 3 apos 4 horas de
Tratamento com HJ III; C2: Controle/4h. As setas (- » ) indicam expressdo

diferencial.
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A cominagdo HT11G-APS revelou a supressdo de um produto génico na larva
ap6s 1 hora de tratamento com HJ III, em relagdo ao seu Controle. Ap6s 4 h de

tratamento esse produto estava com mesma expressdo do Controle de 1 h (Figuras 3).

N

T1 Cl1 T2 c2

B Bl «—» B2 4—> B3 4«—» B 4—»

Figura 3: Produtos de DDRT-PCR (combinagdo HT11G-AP5) em gel de
poliacrilamida 6% uréia 8M, corado com nitrato de prata. B: branco
(sem RNA). Bl, B2, B3 e B4: controles negativos (sem RT). T1:
Reagdes em triplicatas de Larva 3 apds 1h de Tratamento com HJ ; C1:
Controle /1h; T 2: Larva 3 ap6s 4 horas de Tratamento com HJ III; C2:
Controle /4h. As setas (— ) indicam a posi¢do do transcrito no
individuo ap6s 1h de tratamento com HJ III (T1) em comparagdo ao

controle (C1).

A combinagdo HT11G-AP4 revelou expressdo génica diferencial durante o
desenvolvimento larval, com forte expressdo das bandas 2 € 3 em larva Tratada (T1)
e Controle (C 1) de 1 h comparado com Tratado (T 2) e Controle (C 2) de 4 h. Em
adigdo, essa combinagdo, também, revelou a supressdo de um produto génico no

individuo ap6s 1 hora de tratamento com HJ III (Figura 4).
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Figura 4: Produtos de DDRT-PCR (combinagdo HT1 1G-AP4) em gel de
poliacrilamida 6% uréia 8M, corado com nitrato de prata. B: branco
(sem RNA). B1, B2, B3 e B4: controles negativos ( sem RT). T1:
Reagdes em triplicatas de Larva 3 ap6s 1h de Tratamento com HJ
IIT; C1: Controle /1h; T 2: Larva 3 ap6s 4 horas de Tratamento com
HJ 1II; C 2: Controle /4h. As setas (— ) indicam o transcrito
no controle € a posigdo correspondente nos individuos tratados. As
setas ( —> ) indicam expressdo diferencial de intensidade durante

o desenvolvimento larval, nos individuos tratados e controle.

O Horménio Juvenil (HJ) esta relacionado ao desenvolvimento, morfologia e
fisiologia de insetos e seus efeitos tém sido bastante investigados (BONETTI, 1982;
1984; BONETTI et al, 1994; 1995; TOZETTO et al, 2000; HEPPERLE &
HARTFELDER, 2001). O perfil da expressdo génica durante a diferenciagdo de
castas em Apis, em condi¢des naturais, vem sendo estudada por diversos autores
(EVANS & WHEELER, 1999; CORONA ef al., 1999; EVANS & WHEELER,

2000; TAKEUCHI et al., 2001).
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Em nossa anilise verificamos que, a aplicagdo topica de HJ III em larvas de
Melipona scutellaris, no estagio de L3 tardio, provocou alteragdes no perfil de
mRNA, com supressio de transcritos génicos ap6s 1 hora de tratamento da larva.

Onze bandas diferencialmente expressas foram bem marcantes e reprodutiveis,
sendo que duas delas foram totalmente suprimidas apos 1 h de tratamento com HJ III
em L3 Verificou-se, ainda, que o HJ foi capaz de atuar, suprimindo a expressao
génica em larvas com 1 hora de desenvolvimento enquanto que em larvas de 4 horas,
esse horménio nido mostrou qualquer influéncia (Figuras 3 e 4, banda 1).
Similarmente, BONETTI (1990) verificou supressio de Esterases especificas de
adulto, em individuos de Melipona quadrifasciata com 8 dias de idade, tratados com
HJ I no estagio de larva. Seus resultados mostram, ainda, algumas regides de
atividade esterasicas com menor intensidade de expressdo em individuo submetido a
tratamento com HJ 1.

JONES et al. (1996) também observaram a supressio de proteinas de
armazenamento, durante o desenvolvimento larval de Trichoplusia ni, apos a
aplicagdo topica de analogo do HJ. COMAS ef al. (1999) mostraram que em Blatella
germanica cardioalatectomizada e tratada com HJ III, os niveis de mRNA de
vitelogenina se elevam ap6s 2 horas do tratamento, demonstrando o efeito
gonadotropico desse horménio. VERMUNT et al. (1999) verificaram aumento da
expressdo do gene de Horménio Juvenil Esterase (HJE) em larvas do besouro
Leptinotarsa decemlineata e supressdo de sua expressio em adultos, apos a aplicagdo
de analogo do HJ. KRAMER et al. (2002), verificaram a inibi¢do da expressdo de
alguns genes, em analise por DDRT-PCR em pupa de Galleria, em individuos

tratados com HJ, durante metamorfose.
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Alteragbes desse tipo, provocadas pelo HJ ou seus analogos, tém sido
verificadas, ainda, por De KORT ef al. (1997) em Leptinotarsa decemlineata e por
HEPPERLE & HARTFELDER (2001) em Apis meliifera.

Expressdo génica diferencial, também, foi observada em individuos com 1 e 4h
de desenvolvimento (Figura 4, bandas 2 e 3). Esses genes provavelmente sdo ligados
ou desligados em resposta a manipulagdo devido ao estresse ambiental.

A identificacdo e sequenciamento de genes que sao ativados ou desligados
durante o desenvolvimento ontogenético sio metas a serem atingidas para
esclarecimento dos mecanismos moleculares que regem o desenvolvimento em

diregdo a diferenciagio.
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5. Conclusdes

1 — As combina¢des dos primers HT11-AP4, HT11G-AP5 e HTI 1G-AP4,
foram adequadas para detecgio da expressio génica diferencial durante o
desenvolvimento ¢ em individuos néo tratados e tratados com HJ IIL. Onze bandas
diferencialmente expressas foram bem marcantes e reprodutiveis, sendo que duas

delas foram totalmente suprimidas apés 1 h de tratamento com HJ IIT em L3.

2 - Durante o desenvolvimento ontogenético, somente individuos com 1 h
de tratamento sofreram influéncia do HJ NI Individuos tratados com HJ 111,
ap6s 1 hora de tratamento, mostraram expressdo diferencial de intensidade do

transcrito e/ou supressdo da expressdo de alguns genes.

3 - Os genes que sofreram influéncia do HJ I, com supressdo ou
intensidade de expressdo, tiveram retorno aos niveis normais de expressio nos

individuos com 4 h de tratamento.
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