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RESUMO

A espécie Melipona quadrifasciata se encontra distribuida ao longo de toda a
costa brasileira da Paraiba até o Rio Grande do Sul apresentando duas
subespécies, Melipona quadrifasciata quadrifasciata Lepeletier. e Melipona
quadrifasciata anthidioides Lepeletier.. A identificacdo de mutagdes SSCP
Single' Strand Conformation Polymorphism (SSCP) desenvolvida como uma
forma de detectar uma sequéncia que tenha sofrido mutacédo tem apresentado
um grande potencial para estudos filogenéticos e evolutivos especialmente
quando utilizada com mtDNA. A variagdo inter-regional nas taxas
evolucionarias do mtDNA é particularmente (til pois facilita a escolha de genes
apropriados para estudos de biogeografia ou filogenia. Amostras de individuos
de colbnias diferentes de Melipona quadrifasciata anthidioides Lep.
provenientes do estado de Sio Paulo, Sul de Minas e amostras de Melipona
quadrifasciata quadrifasciata Lep. provenientes do Parana foram analisadas
Para o gene mitocondrial 16S rRNA por SSCP. Para a populagédo analisada de
Melipona quadrifasciata anthidioides Lep. nédo foi encontrada divergéncia entre
as amostras analisadas, mas em Melipona quadrifasciata quadrifasciata Lep.
ocorreram 3 haplétipos. Tais resultados demonstram que estas abelhas
apresentam uma maior variabilidade genética por encontrarem-se em um
ecossistema mais preservado que propicia a conservacdo de um maior numero
de colbnias ou ainda erro nas informagdes sobre a procedéncia das coldnias
coletadas, que pode levar a um falso resultado e que devera ser
posteriormente verificado. Os hibridos amostrados em Pedreira-SP
apresentaram o mesmo padrdo de bandas de Melipona quadrifasciata
anthidioides o que pode ser explicado com base no fato de que na maioria

animais, a progénie apresenta mitocdndrias somente do tipo materno.
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1.INTRODUGAO

1.1. Os meliponineos:

Os meliponineos sdo conhecidos popularmente como abelhas indigenas sem
ferréo, s&o parte integrante do ecossistema da regido em que vivem, responsaveis
por realizarem de 40 a 90% de polinizagéo de arvores nativas €, consequentemente
pela producéo de frutos (KERR ef al., 1996). Por isso torna-se importante o estudo
da biologia destas abelhas, seu correto manejo e sua reproducéo controlada

As abelhas nativas pertencem 3 superfamilia Apoidea, familia Apidae e
subfamilia Meliponinae, esta dltima dividida em duas tribos: Meliponini e Trigonini
(KERR et al, 1996). Na familia Meliponinae se encontram mais de 300 espécies,
dentre elas a Melipona quadrifasciata (KERR ef al., 1996).

1.2. A ESPECIE Melipona quadrifasciata:

A Melipona quadrifasciata Lepeletier é encontrada em muitas regibes do Brasil
e se destaca no género Melipona pela intensa atividade das abelhas campeiras,
mesmo em temperaturas baixas e horarios matutinos quando outras espécies ndo
forrageiam (IMPERATRIZ-FONSECA & KLEINERT-GIOVANNINI, 1983 apud
AIDAR, 1996).

Ha duas subespécies de Melipona quadrifasciata Lep:



® Melipona quadrifasciata anthidioides

Ocorre ao norte e nordeste de Szo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro indo
em direcdo ao nordeste do Brasil E uma subespécie de regides quentes. (KERR,
1951), (MELO & CAMPOS, 1987apud AIDAR, 1996).
= Melipona quadrifasciata quadrifasciata

Ocorre no sul de Sao Paulo seguindo para o sul do Brasil em regiées mais
altas e frias, ao sul de Minas Gerais ocorre em alturas acima de 1.500 m; na Serra
de Bocaina, Serra do Mar, Litoral Norte de Sao Paulo e em alturas superiores a
1600 m (KERR, 1951e MOURE, 1975 apud AIDAR, 1996).

A subespécie Melipona quadrifasciata quadrifasciata difere morfologicamente
da Melipona quadrifasciata anthidioides, pela primeira possuir bandas amarelas
inteiras nos tergitos 3 a 6 (as vezes a banda do tergito 3 possui um espaco
Separando-a) e na segunda as mesmas bandas da subespécie Melipona
quadrifasciata quadrifasciata possuem uma interrupgdo mediana nos tergitos 4 a 6
(KERR, 1951).

Segundo FUTUYMA (1992) uma explicacdo possivel das causas da
distribuicdo geografica de um taxon é a de que o grupo deve sua presenca na area
atual a uma disperséo a partir da regido na qual a linhagem evoluiu originalmente. A
evolucdo das novas espécies ocorre juntamente com a evolugdo das barreiras para
o fluxo génico. As vezes é dificil avaliar se a variagéo que ocorre entre individuos de
uma mesma localidade representa apenas uma espécie com variabilidade ou mais
que uma simples espécie.

1.3. HIBRIDOS

Na regido de S3o Paulo e Minas Gerais hd uma zona de hibridacdo
onde s&o encontrados varios hibridos com diferentes padrbées na distribuicdo das
bandas amarelas dos tergitos abdominais (MOURE & KERR, 1950; KERR, 1951:
MOURE, 1975). Atualmente devido a desmatamentos e a grande reducdo do



nimero de abelhas, a regido da zona de hibridacdo pode ter desaparecido ou
encontrar-se muito reduzida. Entretanto relatos de meliponicultores que adquirem
colonias de localidades diferentes e colocando em contato as duas subespécies
acabam por produzir hibrido como relatado por MOURE E KERR em 1950.

1.4 DNA MITOCONDRIAL

Na década passada, andlises do DNA mitocondrial (mtDNA) estabeleceram-se
como uma ferramenta poderosa para estudos evolucionérios em animais (MORITZ
et al, 1987). Esses estudos t&m sido usados para evidenciar informagdes sobre
estrutura de populagdes, fluxo génico, hibridac&o, biogeografia e relagdes
filogeneticas (AVISE, 1986; WILSON et al., 1985).

O mtDNA redne caracteristicas ideais para andlises filogenéticas pois é uma
molécula distinta e bem distribuida permitindo comparagbes entre uma grande
variedade de organismos. Possui uma estrutura genética simples sem modelos
complexos de DNA repetitivo, elementos de transposicdo, pseudogenes e introns
exibindo um modo de transmisséo genética direta, sem recombinagdes ou rearranjos
(AVISE et al., 1987). Inicialmente, o mtDNA animal foi considerado n3o somente um
"exemplo de extrema economia genética” (ATTARDI, 1985) mas um paradigma de
estabilidade estrutural. Essa percepgdo foi baseada na descoberta de grande
similaridade entre o mtDNA de quatro vertebrados (humanos, ratos, bovinos e
répteis) tanto no tamanho (16.5 a 17.6 Kb) como na ordem invariante dos genes.
Uma pequena variacdo existe entre vertebrados restrita a regido D-Loop (CLAYTON,
1984). Mais recentemente, essa vis3o de uniformidade estrutural tem sido desafiada
por estudos de mtDNA em animais adicionais especialmente invertebrados.

A molécula de mtDNA em primatas apresenta como caracteristica uma taxa de
evolugdo da seqiéncia de nucleotideos cerca de dez vezes mais répida que a

observada em uma coépia Unica de um gene nuclear (BROW et al,, 1979, 1982)



descoberta subseqlientemente estendida a outros mamiferos (MIYATA et al., 1982
apud MORITZ et al,, 1987).

A exposi¢go do DNA a danos oxidativos, a pequena fidelidade do sistema de
reparo ou até mesmo sua deficiéncia ou auséncia, a perda relativa do mecanismo de
recombinacéo que podem eliminar mutagdes deletérias e altas taxas de furnover do
mtDNA s&o algumas possiveis explicagbes para sua alta taxa evolutiva (GRAY,
1989).

1.5- A TECNICA DE SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism)

A técnica de Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP) detecta com
grande sensibilidade seqiéncias que tenham sofrido mutacédo por diferencas de
mobilidade eletroforética em fita Gnica de acido nucléico em PAGE (ORITA et al,,
1989) (Fig.1). Comparacées entre as subespécies podem ser informativas para
estudos populacionais. A analise de fragmentos de um gene mitocondrial, altamente
conservado, permite acesso a uma parte da histéria evolutiva da espécie. Esse
procedimento tem sido usado por, HOSHINO ef al, 1992 e BANNAI, et al, 1994
para tipificar alelos. A formamida age como agente desnaturante tornando instaveis
as pontes de hidrogénio entre timina e adenina.

Procedimento diferente de formacgao de fita Unica de DNA foi desenvolvido por
(MARUYA e YOKOHAMA, 1996) uando uma solugdo LIS (10% de sacarose, 001%
de azul de bromofenol e 0,01% de chileno cianol). A formagéo de fita simples de
DNA por este método foi mais estavel até mesmo a temperatura ambiente.

Essa técnica, pela sua alta sensibilidade, permite detectar até mesmo
mutacdes de ponto em fragmentos analisados. A utilizagcdo do fragmento de um
gene mitocondrial, altamente conservado, permite acesso a uma parte da histéria
evoluciondria da espécie e ainda compara as taxas de divergéncia nuclear e
mitocondrial.
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Figura 1 - Representacado esquematica — SSCP



2. OBJETIVOS

Verificar provaveis variacdes da sequéncia 16S rRNA do mtDNA por
analise do fragmento (534 pb) entre populagbes de duas subespécies de Melipona
quadrifasciata e seu hibrido.
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3. MATERIAL E METODOS

Esse experimento foi desenvolvido no Laboratério de Genética do
Departamento de Genética e Bioquimica (DEGEB) da Universidade Federal de
Uberlandia.

3.1. Material Biologico

Figura2 - Melipona uadrifasciata anthidioides visitando flor

O material biologico deste trabalho foi a Melipona quadrifasciata
(Apidae, Meliponini). Duas subespécies e um hibrido (tabela 3) foram



amostrados para analise: M. quadrifasciata quadrifasciata, provenientes do
estado do Parana (tabelal) e M. quadrifasciata anthididides coletadas no
Estados de S&o Paulo e Sul de Minas Gerais (tabela 2).

Tabela 1 Localizagdo geografica dos pontos de coleta de amostras de
Melipona quadrifasciata quadrifasciata

Pontos de Coleta N°de amostras  Longitude Latitude

1 Curitiba-PR. 18 49°12'0 25°23 8

* As amostras de niimero 1 ao 10 sdo provenientes do Bairro Portdo e as de

numero 11 ao 18 sdo do Bairro Santa Candida da cidade de Curitiba,

Tabela 2 Localizacdo geografica dos pontos de coleta de amostras de
Melipona quadrifasciata anthidioides

Pontos de Coleta N° de amostras Longitude Latitude

1 Itamonte-MG. 01 44°39 0O 27125

2 Jacutinga-SP. 10 48° 277 O 22°12’ S

Tabela 3 Localizacdo geografica dos pontos de coleta de amostras de
Hibridos.

Pontos de Coleta N°de amostras  Longitude Latitude

1- Pedreira-SP 02 46° 55'0 21°44's




3.2 Analise Molecular

3.2.1 Extracdo de DNA

As amostras, constituidas por abelhas adultas, foram coletadas na entrada das
coldnias e colocadas diretamente em vidros com alcool comercial. As amostras de
Curitiba foram coletadas pelo senhor Sebastido Gonzaga e as de Pedreira,
Jacutinga e Itamonte pelo Engenheiro Agronomo José Luciano, sendo enviadas pelo
correio para a Universidade Federal de Uberlandia, onde foram armazenadas a
—20°C

Inicialmente cada individuo foi retirado do alcool lavado em tampéao (Tris-HClI
0,01 M, pH 8,0; NaCl 0,1 M e MgCl, 0,001 M) em trés imersbes sucessivas de 15
min € em seguida foram secos em papel de filtro.

O DNA total foi extraido do térax de uma unica abelha/coldnia segundo
método desenvolvido por AZEREDO-ESPIN ef al. (1991). A amostra foi triturada em
N liquido adicionou-se em seguida 600 ul de solugdo grinding (10 mM Tris, 60 mM
NaCl, 30 mM Sacarose, 10 mM EDTA, 2.700 ul Agua) de acordo com o tamanho da
amostra. Em seguida acrescentou-se a mesma quantidade de tampao de lise, ( Tris
300 mM, 40 mM SDS, 20 mM EDTA, 0,7% DEPEC, 1,191 ul Agua) permanecendo
em gelo por 15 min. .Adicionou-se 10 a 20 ul de proteinase K (10 mg/ml), incubando-
a por 45 min 45°C. Acrescentou-se 20 pl de RNase incubando a 37°C por 1 h e 30
mim. O volume foi dobrado com fenol e centrifugando a 10.000 rpm por 5 min.
Retirou-se a fase superior para um novo tubo e novamente dobrou-se o volume com
fenol: cloroformio: alcool isoamil (25:24:1) centrifugando a 10.000 rpm por 5 min.
Realizou-se uma terceira lavagem somente com cloroférmio semelhante as duas
anteriores. Adicionou-se a fase superior dois volumes de etanol gelado e 1/10 do
volume total de NaCl 2M As amostras foram mantidas a -20°C overnight. O DNA foi
precipitado por centrifugacdo a 13000 rpm por 15 min e a fase aquosa foi

descartada. Procedeu-se a lavagem do pellet com 500 ul de etanol 70%. Pipetou-se
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para fora todo o etanol do tubo. Apés o pellet se encontrar completamente seco este
foi ressuspendido em 70 pl de H,O dd. As amostras estoque foram armazenadas 3 -
80°C.

3.2.2 Quantificacdo do DNA em espectrofotdmetro

O DNA foi quantificado por leitura de absorbancia a 260 nm. Aliquotas de 10 ul
diluidas 100 vezes em 4&gua ultra pura foram submetidas a leitura em
espectrofotometro e a concentragdo calculado com o auxilio da seguinte formula.

[DNAJ= ABS(260) x fc x fd,
Onde:

[DNAJ- concentracdo de DNA

ABS(260)- leitura da absorbancia a 260nm
fc- fator de conversdo da cuveta

fd- fator de diluicdo da amostra

Apds a quantificagdo a amostra foi diluida em agua ultrapura para a

concentracao de trabalho de 10ng/ul. As amostras de trabalho ja diluidas foram

armazenadas a - 20 °C.

3.2.3 CARACTERIZAGAO DE POLIMORFISMO DO GENE16S
rRNA DO DNA MITOCONDRIAL POR SSCP

3.2.3.1 AMPLIFICACAO DO Gene 16S RrNA do mt DNA
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A PCR (Polymerase Chain Reaction) é uma técnica que envolve a sintese
enzimatica de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na presenca
da enzima Tag DNA polimerase. A reacao esta baseada em ciclos de anelamento e
extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos chamados iniciadores ou
‘primers” que delimitam a seqliéncia de DNA de fita dupla alvo da amplificacdo
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o auxilio desta técnica foi feita a amplificacdo da regiao 16S rRNA do
mtDNA do genoma mitocondrial utilizando-se 60 ng de DNA, 400uM de dNTPs, 3
mM de MgCl, e 1,5U de Taq polimerase, e 8 pmols do par de “primer” RCO1/RCO2
especifico para esta regizo, desenvolvido a partir de sequéncias de A. mellifera
descrito por CAMERON ef a/. (1992).

No 1° ciclo ocorre a desnaturagcdo da dupla fita de DNA, a temperatura é
mantida a 94° por 2 min, o 2° ciclo ocorre & 94° C por 5 min. Na fase de anelamento
a temperatura é reduzida & 48° C durante 1 min. a qual posteriormente & elevada §
70° C por 4 min. para que ocorra a extensdo da fita. Os ciclos sd0 repetidos 35
vezes para que a quantidade de DNA da sequéncia alvo dobre a cada ciclo, de
modo que depois de 20 ciclos sio produzidos mais de um milhdo de cOpias da
quantidade inicial da seqiiéncia alvo. A temperatura final é de 4° C.

3.2.3.2 SSCP (single strand conformation polymorphism)

Foram adicionados 2 3 6 ul do produto da purificacdo a 18 ou 14 ul de solucio
de LIS (sacarose 10%, azul de bromofenol 0,01%, xileno cianol 0,01%). Tal mistura
foi incubada a 95°C por 5 minutos e 20 ul foram aplicados em PAGE 14%

(Acrilamida-bisacrilamida 49:1) com espacadores 0,7 mm. A eletroforese foi
realizada a 10 mA por um periodo de 17h.

3.2.3.3 GEL DE POLIACRILAMIDA (49:1)
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Os fragmentos gerados por amplificagGes e submetidos a desnaturacéo em lis-
SSCP foram aplicados em gel de poliacrilamida : bis-acrilamida na proporgédo de
49:1, na concentracao de 14% durante 17h a 10mA em tampao tris-boratc EDTA
(TBE 1,0 x) conforme SAMBROOK ef al. (1989). Foi corado com prata e revelado
com carbonato de sédio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQO

Analise Molecular do Gene 16S rRNA do DNA Mitocondrial por
SSCP (Singie Strand Conformation Polymorphism)

4.1 Melipona quadrifasciata quadrifasciata

A comparacdo das bandas por andlise de migracdo diferencial de
fragmentos amplificados (SSCP) em Mefipona quadrifasciata quadrifasciata
revelou 3 hapldtipos diferentes na cidade de Curitiba-PR em 2 bairros
analisados.

Uma possivel consideracdo para tal variabilidade pode estar relacionada
a fatores ambientais como bosques de mata nativa preservada, que podem
abrigar um maior nimero de colbnias proporcionando a esta populacdo uma
maior variabilidade genética.

Ouitra hipotese a ser considerada é a procedéncia destas amostras. O
meliponicultor que as cedeu informou que as colénias sdo provenientes do
municipio de Curitiba, mas a pratica comum entre alguns meliponicultores de
troca de rainhas efou coldnias, pode justificar a variabilidade genética
aumentada. Tal resultado precisa ser verificado para se definir as variagdes da
sequéncia 16S rRNA do mtDNA.
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Esse problema ressaita a importancia da coleta das amostras
preferenciaimente nos troncos originais. Muitas vezes a grande dificuldade de
localizar coldnias naturais levam os pesquisadores a amostrarem colonias de
meliponérios. O controle rigoroso da substituicdo de rainhas nem sempre €
feito e analises de biogeografia e evolugio podem ser comprometidas.

01 02 03 04 05 06 07 08

Figura 03. Padrdo de variabilidade gerado por primer correspondente a regido
de 534 pb do gene mitocondrial 16S rRNA em gel PAGE 14%. Amostras
correspondentes ao municipio de Curitiba PR.

4.2 Melipona quadrifasciata anthidioides

As amostras coletadas das cidades de Pedreira SP, Jacutinga MG e ltamonte
MG, n&o apresentaram diferencgas entre si na comparacao de bandas por analise
de migragéo diferencial dos fragmentos, mesmo entre os hibridos (Figura 4
amostras 1 e 2). Segundo informacgdes do meliponicultor que cedeu as amostras,
os hibridos se originaram devido a presenca de Melipona quadrifasciata
quadrifasciata de um meliponicultor vizinho, em um bosque distante cerca de 1.5
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Km de seu melipondrio. O hapiétipo dos hibridos ndo diferiu do haplotipo
encontrado para as outras amostras, isto indica que o0 padréo de bandas no
abdome, referencial usado neste trabalho para ideniificacdo das subespécies e
hibridos , n&o esta relacionado ao mtDNA. Seria, entdo, interessante andlises do
DNA nuclear para se inferir a formac&o dos hibridos. Em alguns animais mesmo
que as mitocdndrias dos gameta masculino penetrem no dévulo no momento da
fertilizagao, a progénie apresenta mitocéndrias somente do tipo materno. Ha duas
explicagdes para esse fato: diferenca na taxa de replicagdo entre mtDNA materno
€ paterno e maior quantidade no zigoto, de mt DNA materno em relacédo ao
paterno (HECHT et al.,) apud Arias 1992.

Foi descrito em MYTILUS resuliados revelando confribuicdo patemna na
heranca do mtDNA (HOEH ef a/. 1991 apud ARIAS 1992). A transmissdo paterna
e a mutagdo podem ser um dos mecanismos responsaveis pela heteropiasmia, a
qual consiste da coexisténcia de mais de um tipo de mtDNA numa mesma céiula
ou individuo (ARIAS, 1992).

Um unico tipo de hapliétipo observado da indicios de inexisténcia ou de uma

pequena taxa de mitocondrias de origem paterna na fertilizacao do ovo.
Nao se pode afirmar com certeza 3 inexisténcia da heteropiasmia em WM.
quadrifasciata por nao se conhecer previamente o haplétipo de origem paternal.

Figura 4.Padr&o de variabilidade gerado por “primer” correspondente a regiao
de 534 pb do gene mitocondrial 16S rRNA. Gel acrilamida 14%.1e2 Pedreira
oP.. 3,710, 11, 12 13, 14, 15, 16 ltamonte MG_, 9 Jacutinga MG. * Hibridos
amostra 1 e 2.
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5. CONCLUSOES

Os 3 hapidtipos obtidos em 18 populagies de M. quadrifasciata
quadrifasciata indicam um provavel intercambio de colbnias ou rainhas ou
variagdes climaticas e geograficas com diferentes adaptacbes

A nao variagdo entre Melipona quadrifasciata anthidioides e o hibrido
revelam a n&o correlagdo entre a caracteristica listras abdominais e mtDNA.
Também revalam possivel auséncia de heteroplasmia. O que pode ser
esclarecido, posteriormente, realizando-se o cruzamento controlado para se
conhecer o perfil mitocondrial do hibrido e analisar se houve heteroplasmia.
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