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To make a prairie it takes a clover and one bee,
One clover, and a bee,
And reverie.

Emily Dickinson

The scientist is not a person who gives the right answers,
he is one who asks the right questions.

Claude Lévi-Strauss

Se as coisas sdo inatingiveis... ora!
N&o é motivo para ndo queré-las...
Que tristes os caminhos se n&o fora
A presenca distante das estrelas!
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RESUMO

O loco enzimatico Mdh-1, codificante da malato desidrogenase citoplasmatica,
possui trés alelos comuns — Mdh-1"% (F), Mdh-1% (M) e Mdh-1°° (S) — e tem sido
extensivamente utilizado como um marcador racial nos estudos de populagao de
Apis mellifera. Analises eletroforéticas demonstram o surgimento de isoformas
adicionais durante o desenvolvimento ontogenético de A. mellifera, indicando que o
loco apresenta expressao diferencial, e um amplo conjunto de evidéncias sugere
que os alelos deste loco estdo sob acido da selecdo natural mediada pela
temperatura. Neste trabalho, nos propusemos a estudar aspectos moleculares deste
loco com o objetivo principal de entender a natureza do polimorfismo observado e os
possiveis mecanismos que levam a formacido das isoformas adicionais. Nossos

resultados sugerem que o alelo Mdh-1"%

€ ancestral e originou os outros alelos
Mdh-1%° e Mdh-1%°, e que a diferenca na mobilidade eletroforética dos produtos
destes alelos pode ser atribuida a alteracdo de um Unico aminoacido em cada uma
das variantes. Em relagdo a expressao génica durante o desenvolvimento, pudemos
determinar que tanto o loco Mdh-1 quanto o loco Mdh-2, codificante da malato
desidrogenase mitocondrial, apresentam elevada expresséo durante a fase de larva
e no final da fase de pupa, e uma significativa redu¢ao durante a transicao de larva a
pupa. Também determinamos que as isoformas adicionais sado caracteristicas do
corpo gorduroso e da hemolinfa, ndo sendo encontradas em outros tecidos, e
surgem no final da fase larval e comegcam a desaparecer com o inicio da
pigmentagdo das pupas. Nao pudemos identificar as causas que promovem o
aparecimento dessas novas isoformas, porém, nossos resultados sugerem que o
fendmeno nao deve ser devido a splicing alternativo ou expressao de um novo gene

estagio- e tecido-especificos.
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ABSTRACT

Mdh-1 enzyme locus coding for cytoplasmic malate dehydrogenase has three
common alleles — Mdh-1'% (F), Mdh-1%° (M) e Mdh-1%° (S) — and it has been
extensively used as racial marker in populational studies of Apis mellifera. Additional
isoforms are detected by electrophoretic analysis during ontogenetic development of
A. mellifera, indicating differential expression of this locus, and a large set of
evidences suggests that Mdh-1 alleles are under temperature-mediated selection. In
this work, we proposed to study molecular aspects of this locus aiming to understand
the nature of observed polymorphism and possible mechanisms leading to the

1'% as the ancestral allele

formation of additional isoforms. Our results suggest Mdh-
that gave origin to alleles Mdh-1%° and Mdh-1%°, and electrophoretic mobility
differences of allelic products may be attributed to the substitution of a single
aminoacid in each variant. Regarding genic expression during development, we're
able to determine that both loci Mdh-1 and Mdh-2, coding for mitochondrial malate
dehydrogenase, have high expression in larval and late pupal stages, and present a
significant decrease in expression during transitional stages between larva and pupa.
We also determined that additional isoforms are characteristic of pupae fat body and
hemolymph, not being detected in other tissues, appearing at late larval stage and
starting to disappear with beginning of pupal pigmentation. We were not able to
identify the causes promoting the formation of the new isoforms, but our results
suggest that this phenomenon is not due to alternative splicing or expression of a

stage- and tissue-specific gene.
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1. INTRODUGAO

1.1 Hymenoptera

A ordem Hymenoptera compreende uma grande diversidade de organismos.
Com, aproximadamente, 125 mil espécies conhecidas atualmente, ha estimativas
conservadoras que a diversidade total da ordem varia entre 600 mil a 1,2 milhdo de
espécies (GASTON, 1991; GRISSELL, 1999). Essa vasta diversidade desconhecida
sugere que Hymenoptera pode igualar, ou até mesmo superar, a diversidade dos
coleodpteros (GRISSELL, 1999; KRISTENSEN, 1999), hoje contendo o maior numero
de espécies dentre todas as ordens de organismos.

Os espécimes mais antigos de Hymenoptera provém de formacbes do
Triassico da Australia, Asia Central e Africa (SCHLUTER, 2000). Apds o surgimento
no Triassico Superior, ha cerca de 230 milhdes de anos, a ordem teve eventos de
extensiva irradiagdo no Jurassico, novamente no Cretaceo e durante o Terciario.

Os himenodpteros apresentam uma complexa combinacao de tragos primitivos e
numerosos tracos derivados Unicos, o que resulta em dificuldades para se
determinar as relagdes filogenéticas com as demais ordens de insetos
holometabolos. A hipdtese filogenética classica posiciona a ordem Hymenoptera
como grupo irmao de Mecopterida (incluindo Diptera e Lepidoptera), com Coleoptera
em uma posigdo mais basal como grupo irmédo de Neuropterida (KRISTENSEN,
1999; WHITING, 2002). Porém, estudos recentes propdem uma relagdo mais
préxima entre Coleoptera e Mecopterida, situando Hymenoptera como grupo basal
das grandes ordens de insetos holometabolos (SAVARD et al., 2006; WIEGMANN et
al., 2009).

Um importante trago derivado apresentado pelos membros da ordem
Hymenoptera é o sistema haplodipléide de determinacdo do sexo, no qual as
fémeas possuem dois conjuntos cromossOmicos (dipldides) e os machos se
desenvolvem de ovos nao fertilizados e possuem apenas um conjunto
cromossdmico (haploides) (HEIMPEL; DE BOER, 2008). Machos dipléides ocorrem
ocasionalmente, e este topico, assim como a viabilidade destes machos,
principalmente nos grupos sociais, tem sido interesse de numerosos estudos
(DUCHATEAU; MARIEN, 1995; ELIAS et al, 2009; TAKAHASHI et al., 2001;
ZAYED; PACKER, 2001).



A ordem Hymenoptera tem sido dividida em duas subordens: Symphyta e
Apocrita. A subordem Symphyta (sawflies - “moscas-serra” - e wood wasps - “vespas
da madeira”) € um grupo parafilético agrupando as familias mais basais da ordem
Hymenoptera (VILHELMSEN, 2001). A subordem Apocrita, monofilética, apresenta
uma grande diversidade e é caracterizada pela ocorréncia de uma constricdo entre o
primeiro e o segundo segmento abdominal dos individuos (SHARKEY, 2007). Essa
subordem é subdividida em dois grupos: Parasitica, grupo parafilético no qual quase
todos os membros s&o parasitas ou parasitdides, e Aculeata, grupo monofilético,
caracterizado pela modificagcdo do ovipositor em ferrdo, que compreende outros

grupos de vespas, as formigas e as abelhas.

1.2 Abelhas e o grupo dos corbiculados

As abelhas estdo entre os insetos mais conhecidos, ainda que somente por
algumas espécies, e estdo amplamente inseridas na cultura popular. O
comportamento social é, provavelmente, a caracteristica mais associada as abelhas;
porém, esta presente em apenas uma pequena parcela da diversidade das abelhas,
sendo a maioria delas solitarias (MICHENER, 1974). O habito polinivoro também é
caracteristico das abelhas (com raras excegbes — CAMARGO; ROUBIK, 1991),
realizando servigos ecoldgicos essenciais como polinizadores (LOSEY; VAUGHAN,
2006).

As abelhas constituem uma linhagem monofilética derivada de vespas
esfeciformes (ENGEL, 2001; MELO, 1999; MICHENER, 2000). O registro geolégico
das abelhas é bastante escasso, porém sua histéria evolutiva € relativamente bem
compreendida. O registro féssil mais antigo de uma abelha vem do Cretaceo
Superior do norte de Mianmar (Sudeste Asiatico) e demonstra que muitos dos tragos
atuais das abelhas ja estavam presentes ha 100 milhdes de anos (POINAR;
DANFORTH, 2006). A divergéncia da linhagem das abelhas com a das vespas
crabronideas (o provavel grupo irmao das abelhas) (MELO, 1999) deve ter ocorrido
ha, aproximadamente, 120 milhées de anos, pouco anterior ao aumento significativo
da diversidade das angiospermas, suportando a relagao frequentemente sugerida
entre as abelhas e as fanerogamas.

As cerca de 20 mil espécies de abelhas conhecidas atualmente séo

classificadas, no modelo tradicional, em sete familias separadas em dois grupos



informais: as abelhas de lingua curta (short-tongued) (Andrenidae, Colletidae,
Halictidae, Melittidae e Stenotritidae) e abelhas de lingua longa (long-tongued)
(Apidae e Megachilidae). Nao existe um agrupamento formal para as familias de
abelhas, ja que estas estdo inseridas na superfamilia Apoidea, que também
compreende familias de vespas esfecideas da antiga superfamilia Sphecoidea.
Denominagdes informais como Apiformes ou Anthophila tém sido utilizadas para se
referir ao conjunto das abelhas, entretanto, recentemente Melo & Gongalves (2005)
propuseram uma reclassificagdo na qual todas as abelhas estdo agrupadas em
subfamilias dentro da familia Apidae.

O grupo de abelhas mais estudado provavelmente é o dos corbiculados, que
inclui espécies economicamente importantes e que apresentam um complexo
comportamento social. A principal caracteristica deste grupo € a presenca da
corbicula, uma modificacao estrutural na tibia do ultimo par de pernas das fémeas
para o transporte de polen. Os corbiculados sdo um grupo monofilético inseridos na
subfamilia Apinae (ROIG-ALSINA; MICHENER, 1993), consistindo de quatro tribos
modernas: Apini, Meliponini, Bombini e Euglossini (Figura 1). Essas tribos também
sdo monofiléticas (MICHENER, 2000), porém a relagéo filogenética entre elas ainda
€ bastante controversa, com nove das 15 possiveis topologias sendo suportada por,
pelo menos, um marcador morfolégico ou molecular (CARDINAL; PACKER, 2007;
KAWAKITA et al., 2008).

Os Euglossini, as abelhas das orquideas, com mais de 175 espécies
conhecidas, distribuidas em 5 géneros (CAMERON, 2004), usualmente apresentam
comportamento solitdrio, comunal ou primitivamente eussocial (AUGUSTO;
GAROFALO, 2004; GAROFALO et al., 1998; SOUCY; GIRAY, 2003). A tribo
Bombini compreende as mamangavas, 239 espécies inseridas em um unico género
Bombus, e apresentam comportamento primitivamente eussocial (sociedades com
divisdo de castas, porém estas nao sdo morfologicamente diferenciadas)
(WILLIAMS, 1998). A tribo Meliponini, as abelhas sem ferrdo, compreende quase
500 espécies em 56 géneros, com distribuicdo restrita a regides tropicais e
subtropicais e comportamento altamente eussocial (sociedades com castas
morfologicamente diferenciadas) (CAMARGO; PEDRO, 1992). A tribo Apini possui
apenas um género, Apis, com onze espeécies (LO et al., 2010) apresentando
comportamento altamente eussocial, incluindo a espécie mais estudada de abelha,

Apis mellifera.



Figura 1 — Abelhas das quatro tribos atuais que compdem o grupo dos corbiculados.
A: Euglossini. (Foto de Nicole Tharp) B: Apini. (Foto retirada de http://
thesymbioticapparat.us) C: Meliponini (Foto de Manoel Mahybe). D: Bombini (Foto
de Kerry Matz).

1.3 Apis mellifera

A abelha comum ou abelha-do-mel, Apis mellifera, € uma das abelhas mais
conhecidas e de intensa presenga no cotidiano da sociedade moderna. A
associagao entre humanos e A. mellifera é bastante antiga, evidenciada por pinturas
em cavernas datadas de 7000 anos atras (CRANE, 1999). Essa espécie tem sido
utilizada em beneficio do homem por meio da apicultura para obtencao de produtos
como mel, cera, prépolis e geléia real. Outra grande importancia dessa abelha esta
relacionada com a polinizagao de culturas, conferindo-lhe também um grande valor
econdmico (LOSEY; VAUGHAN, 2006; SOUTHWICK; SOUTHWICK JR., 1992).

Uma das caracteristicas mais marcantes de A. mellifera € o comportamento
eussocial. A eussocialidade corresponde a um complexo comportamento social
caracterizado pela sobreposicédo de geragdes, divisao do trabalho reprodutivo e
cuidado cooperativo da prole, tendo surgido entre as abelhas varias vezes de forma
independente (CAMERON; MARDULYN, 2001; DANFORTH, 2002). Os individuos



de A. mellifera vivem em coldnias constituidas por uma Unica fémea reprodutiva, a
rainha (Figura 2B), e milhares de fémeas geralmente estéreis, as operarias (Figura
2A), que sao morfologicamente diferentes da rainha e realizam o restante do
trabalho para manutencao da col6nia, como cuidado dos juvenis, limpeza da colméia
e forrageio. Sazonalmente sdo produzidos machos, os zangbes (Figura 2C), com a
principal funcdo de se acasalar com rainhas de outras colénias, mas que podem

auxiliar na termorregulacao da colénia (KOVAC et al., 2009).

Figura 2 — Castas e sexos dos individuos de A. mellifera. A: operaria, fémea estéril;
B: rainha, fémea reprodutora; C: zangao, macho. As imagens nao estao em escala e
foram obtidas de Dorling Kindersley™ Ltd.

A cooperagédo e o altruismo envolvidos na eussocialidade sao assuntos dos
mais intrigantes da biologia evolutiva. A selegéo por parentesco, potencializada pela
assimetria de parentesco genético originada no interior da colonia pela
haplodiploidia, tem sido proposta para explicar a origem e manutengdo deste
comportamento (FOSTER et al.,, 2006; HAMILTON, 1964; mas ver WILSON;
HOLLDOBLER, 2005). Para os estudos da socialidade, de identificagdo de genes
envolvidos no comportamento social, de fatores envolvidos na diferenciagdo de
castas, de investigacdo dos efeitos de parentesco e diversidade genética nas
coldnias, da ecologia comportamental, entre outros, Apis mellifera se tornou um
organismo-modelo (e.g. ROBINSON et al., 2005).

1.3.1 Origem e Evolucio

O género Apis, provavelmente, surgiu no inicio do Oligoceno, ha cerca de 30 a

40 milhdes de anos, visto que os fdsseis mais antigos encontrados em formacdes da



Europa datam desse periodo (ENGEL, 1998).

As espécies A. mellifera e A. cerana sao consideradas espécies irmas e as
mais derivadas do género. A cladogénese das espécies, estima-se, ocorreu entre 6
e 8 milhdes de anos atras de acordo com analises de fosseis, dados de alozimas e
sequéncias do DNA mitocondrial (ARIAS; SHEPPARD, 2005; SHEPPARD;
BERLOCHER, 1989). Entretanto, estima-se que a divergéncia das subespécies de
A. mellifera tenha ocorrido ha apenas entre 0,7 a 1,3 milhdes de anos. Devido a
distribui¢ao restrita no continente asiatico de todas as espécies do género Apis, com
excecdo de A. mellifera (com distribuicdo original da Africa Subsaariana até a Asia
Central e Norte da Europa), acreditava-se na hipotese na qual as duas espécies
teriam divergido na Asia e, em seguida, A. mellifera teria se expandido para a
Europa e Africa (RUTTNER, 1988; SHEPPARD; MEIXNER, 2003). Entretanto,
estudos recentes baseados em SNPs dao suporte para a hipétese alternativa na
qual A. mellifera teria se originado no continente africano e, entao, expandido para a
Eurasia (WHITFIELD et al., 2006).

As abelhas A. mellifera possuem uma grande capacidade de colonizar
diferentes ambientes e se adaptar a diversas condi¢gbes ecoldgicas, o que levou a
origem de diversas ‘ragas geograficas’, isto é, subespécies adaptadas a
determinadas areas geograficas. No momento, s&o reconhecidas 28 subespécies de
A. mellifera (RUTTNER, 1988; SHEPPARD et al., 1997; SHEPPARD; MEIXNER,
2003), agrupadas de acordo com caracteristicas morfométricas, biogeograficas e
comportamentais em cinco diferentes linhagens evolutivas (ou ramos evolutivos)
propostas por Ruttner et al. (1978) e Ruttner (1988).

As linhagens evolutivas de A. mellifera sao:

» Linhagem A: Caracteristico das subespécies africanas: A. m. adansonii, A. m.
capensis, A. m. intermissa, A. m. lamarckii, A. m. litorea, A. m. major, A. m.
monticola, A. m. sahariensis, A. m. scutellata, A. m. siciliana e A. m. unicolor.

» Linhagem M: Subespécies da Europa Ocidental A. m. iberiensis e A. m. mellifera.

» Linhagem C: Subespécies do leste europeu e mediterraneo A. m. carnica, A. m.
cecropia, A. m. macedonica, A. m. ligustica, A. m. ruttneri e A. m. sicula.

» Linhagem O: Subespécies do Oriente Médio A. m. adami, A. m. anatoliaca, A. m.
armeniaca, A. m. caucasica, A. m. cypria, A. m. meda, A. m. pomonella e A. m.

Syriaca.



» Linhagem Y: A. m. yemenitica, subespécie da regido africana da Etidpia e Sudéo.

Os dados moleculares de DNA mitocondrial suportam as linhagens A, M, C e O
(FRANCK et al., 2000; GARNERY et al., 1992). Entretanto, as espécies A. m.
caucasica e A. m. anatoliaca, inseridas no ramo O, apresentam mtDNA
caracteristico da linhagem C (GARNERY et al, 1992; SMITH et al., 1997). A
subespécie A. m. meda, também inserida no ramo O, apresenta haplotipos
mitocondriais tanto da linhagem O quanto da linhagem C e A. m. lamarckii, inserida
na linhagem A, também apresenta haplétipos mitocondriais da linhagem O
(FRANCK et al., 2000).

A distribuicao original de A. mellifera tem sido sistematicamente alterada por
introducdes antrépicas associadas ao seu alto valor econbmico, de maneira que a
espécie pode ser encontrada distribuida por todos os continentes. Como resultado
dessa atividade humana, as linhagens antes alopatricas passaram a se misturar e
resultou na formacdo de hibridos. Muitos estudos tém sido realizados para se
conseguir discriminar as linhagens evolutivas e composicdo genética dessas

populacgdes introduzidas, com um caso especial conhecido por ‘Africanizacao’.

1.3.2 Africanizacio

A introducéo da abelha A. mellifera no continente americano ocorreu a partir do
século XVII (CRANE, 1975), inicialmente com a subespécie A. mellifera mellifera,
seguida por introdugbes de outras subespécies européias. Em meados da década
de 1950, um projeto brasileiro visando aumentar a baixa producdo de mel dos
apiarios com colénias de subespécies européias resultou na introdugcdo da
subespécie africana A. m. adansonii (atual A. m. scutellata) no pais. Em 1956, o
pesquisador W. E. Kerr trouxe rainhas da subespécie para um apiario na regiao de
Rio Claro, SP, Brasil. No ano seguinte ocorreu um escape acidental de 26 rainhas
dessa subespécie africana, dando inicio ao processo de africanizagao das abelhas
no continente americano, um dos mais rapidos e bem sucedidos eventos de invasao
bioldgica.

A colonizagao pela subespécie A. m. scutellata se deu pela substituicdo das
colbnias européias ou pelo intercruzamento com as subespécies européias

previamente existentes, formando hibridos que com o tempo apresentaram uma



tendéncia de perder as caracteristicas européias e as terem substituidas pelas
africanas (SCHNEIDER et al., 2004). Em 1970, as abelhas africanizadas ja haviam
atingido o sul da Argentina, e em 1990 alcang¢ado o sul dos Estados Unidos, assim,
rapidamente colonizaram praticamente todo o continente em menos de 50 anos.

O estudo deste processo resultou em uma ampla literatura, abordando topicos
como as caracteristicas da subespécie africana que favoreceram o0 sucesso
adaptativo no continente americano, a prevaléncia das caracteristicas africanas, o

grau de hibridagao e as origens raciais das populag¢des africanizadas.

1.3.3 Ciclo de Vida

Como um inseto holometabolo, A. mellifera apresenta um desenvolvimento que
pode ser dividido em quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 3). O tempo de
desenvolvimento depende de condicdes ambientais e da subespécie, podendo variar
de 16 dias (média para as rainhas) até 24 dias (média para os zangdes), sendo que
o desenvolvimento das subespécies tropicais é levemente menor. As abelhas
africanizadas possuem um tempo de desenvolvimento intermediario entre as
subespécies européias e africanas (MICHELETTE; SOARES, 1993).

+—— Larva —» Pw Pp Pdp Pb Pbl Pbm Pbd RN

NOATOOITN: ¢

Figura 3 — Desenvolvimento ontogenético de Apis mellifera com fases de ovo, larva,
pupa e adulto. Pw: pupa de olho branco; Pp: pupa de olho rosa; Pdp: pupa de olho
rosa escuro; Pb: pupa de olho marrom; Pbl: pupa levemente pigmentada; Pbm: pupa
moderadamente pigmentada; Pbd: pupa pigmentada; RN: recém-emergido.
Adaptado de Elias-Neto et al. (2009). Foto do ovo de The Pennsylvania State
University.

Os ovos sao postos pela rainha em células especificas do sexo e da casta do
individuo a ser formado. Ovos nao fertilizados, portanto hapldides, geralmente se
desenvolvem em zangdes, e ovos fertilizados, diploides, originam fémeas, que

podem vir a ser operarias ou rainhas. A eclosao ocorre, em media, 72 horas apos a
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postura, com a gradual dissolu¢ao do cério e liberagao da larva.

O estadio larval é, basicamente, um periodo de alimentagdo e crescimento,
refletido na auséncia de muitas estruturas nas larvas. As larvas sdo alimentadas em
suas células pelas operarias nos primeiros dias com geléia real; em seguida, apenas
as larvas que se tornardo rainhas continuam a ser alimentadas com geléia real,
enquanto as demais passam a ser alimentadas com néctar e pélen. No ultimo dos
cinco estadios larvais, as operarias fecham as células e as larvas cessam a
alimentacdo, defecam e comegam a tecer o casulo, seguida da penultima apdlise
que corresponde a metamorfose para a pupa, obtendo a forma da abelha adulta.

A pupa é a fase de transicao da morfologia pouco diferenciada do estadio larval
para o adulto altamente especializado. Utilizando somente as reservas energéticas
acumuladas no estadio larval, durante este periodo ocorrem diversas alteracdes
fisiolégicas e morfologicas, muitas também relacionadas com a diferenciagéo das
castas. As fases do estadio pupal sao caracterizadas pela coloragao dos olhos e
pelo processo de pigmentagdo da cuticula do individuo. Apds a ecdise final, o
individuo adulto emerge da célula.

Apds a emergéncia, o desenvolvimento é completo apds alguns dias, com o
endurecimento da cuticula, desenvolvimento glandular e crescimento dos corpos
gordurosos. No caso dos zangdes e da rainha, ocorre também o desenvolvimento
dos ¢6rgéos reprodutores. A longevidade dos individuos depende de inumeras
variaveis como fatores genéticos, disponibilidade de alimento e fatores sazonais. A
maior longevidade é observada para as rainhas, que vivem em média de 1 a 3 anos;
os zangbes vivem em média 30 dias. A maior variagdo é observada entre as
operarias, que podem viver de 12 dias a até mais de 300 dias; as abelhas
africanizadas parecem possuir uma longevidade menor do que as das subespécies
européias. Um interessante comportamento observado entre as operarias € o
polietismo etario, no qual os individuos realizam diferentes tarefas de acordo com
sua idade (na verdade, de acordo com caracteristicas fisiolégicas que se modificam
com o tempo, mas podem ser revertidas em determinadas situacdes) (WINSTON,

1991, e referéncias contidas).

1.3.4 Genoma

O conjunto de caracteristicas interessantes de A. mellifera levou este a ser o



11

quinto inseto a ter o genoma completamente sequenciado. Com tamanho estimado
em 262 +/- 1Mb, o genoma de A. mellifera apresenta importantes diferencas em
relagdo ao genoma sequenciado de outros insetos (Anopheles gambiae, Aedes
aegyptii, Bombyx mori, Drosophila melanogaster e Drosophila pseudoobscura)
(ROBINSON et al., 2006).

Uma das principais distingdes refere-se a composi¢cédo do genoma. O conteudo
de A+T presente no genoma de A. mellifera, 67%, € significativamente maior do que
em outros insetos como D. melanogaster (58%) e A. gambiae (56%). Os genes de A.
mellifera estao presentes mais freqlientemente em regides do genoma ricas em
A+T, apresentando conteudo médio de G+C de apenas 29%. Em contraste,
dinucleotideos CpG estao representados 1,67 vezes acima do esperado pelas
freqiiéncias de mononucleotideos, uma caracteristica Unica entre os genomas
eucariotos sequenciados (HONEY BEE GENOME SEQUENCING CONSORTIUM,
20086).

A disponibilizagdo do genoma permitiu 0 avango em estudos moleculares em
diversas areas de pesquisa. Em relacdo a D. melanogaster e A. gambiae, A.
mellifera possui menor numero de genes relacionados a enzimas de detoxificagao
(CLAUDIANOS et al., 2006), imunidade (EVANS et al., 2006), proteinas de cuticula
e receptores gustativos, porém mais genes de receptores de odores e novos genes
relacionados com a utilizagdo de néctar e polen, refletindo a ecologia e
comportamento social da espécie (HONEY BEE GENOME SEQUENCING
CONSORTIUM, 2006). E interessante, entretanto, que a abelha apresenta
semelhangas com D. melanogaster em fungbdes que diferem grandemente entre as
duas espécies, como determinacgao do sexo (CHO et al., 2007).

O genoma de A. mellifera também evidenciou muitas caracteristicas mais
semelhantes aos vertebrados do que aos outros insetos. Por exemplo, a retencédo de
80% dos introns ancestrais, o compartilhamento Unico de determinados genes
(MATSUI et al., 2009), o ritmo circadiano mais similar ao de mamiferos (RUBIN et
al., 2006), e a presenca de um sistema completo de metilacdo de DNA (WANG et
al., 2006).

As diferencas em relagao a outros insetos e algumas das similaridades com os
vertebrados sao indicativos de que a divergéncia de A. mellifera ocorre a uma taxa
evolutiva mais lenta (HONEY BEE GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2006).
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1.4 Malato Desidrogenase

Malato desidrogenase € o nome aceito de, pelo menos, sete enzimas no
sistema de nomenclatura e classificagdo da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB) (ENZYME NOMENCLATURE, 1992; para atualizagdes e
modificagdes recentes ver http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/). Dessas enzimas,
entretanto, somente aquelas que catalisam a conversao reversivel de L-malato a
oxaloacetato utilizando o sistema de cofator NAD(P)'/NAD(P)H (Figura 4) séo
comumente referidas como malato desidrogenase (E.C. 1.1.1.37 e E.C. 1.1.1.82).

A malato desidrogenase mais comum e bem estudada € a malato
desidrogenase NAD-dependente (L-malato: NAD® oxidoredutase; MDH; E.C.
1.1.1.37). A enzima MDH desempenha papel importante no metabolismo central dos
organismos e ja foi identificada em organismos dos trés dominios da vida: Archaea,
Bacteria e Eukarya (GOWARD; NICHOLLS, 1994).

Oxaloacetato + NADH + H+

G N
O OH 0} +
oA+ 1 T T ey ™+ 7 Wb L+ H
0 </N ]\N 0o O <fN ‘ =N
=l N 7 0=P-0 N P
| ] | N
OH OH OH OH

Figura 4 — Reacéo catalisada pela malato desidrogenase de conversao reversivel do
malato a oxaloacetato com reducdo de NAD* a NADH.

Nos eucariontes, a enzima ocorre tanto no citoplasma (malato desidrogenase
citoplasmatica ou soluvel — MDHc ou MDHs) quanto nas mitocéndrias (malato
desidrogenase mitocondrial — MDHm); nos vegetais também sado encontradas
isoformas nos cloroplastos (MDHch) e microcorpos (glioxissomos (MDHg) e

perixossomos (MDHp)). As isoformas dos microcorpos também estdo presentes em



13

alguns fungos. Cada isoforma é codificada por um gene nuclear distinto, apresenta
propriedades fisico-quimicas especificas e tem atuacdo em vias metabdlicas
associadas com sua localizacdo (e.g. GIETL, 1992).

A MDHg participa do ciclo do glicolato, que converte duas moléculas de acetil-
CoA produzidas pela B-oxidagcao de acidos graxos em uma molécula de succinato. A
MDHp é idéntica a encontrada nos glioxissomos e esta envolvida na fotorrespiragao.
Nos cloroplastos, sdo encontradas tanto a malato desidrogenase NAD-dependente
quanto uma forma NADP-dependente, ambas essenciais para a fixacdo de CO,. A
MDHc é componente do shuttle da malato-aspartato, atuando na transferéncia de
equivalentes redutores entre o citossol e a matriz mitocondrial na forma de
malato/oxaloacetato. A MDHm possui uma funcéo dupla, participando no shuttle do
malato-aspartato e no ciclo do acido tricarboxilico. O oxaloacetato produzido na
reacdo catalisada pela MDH também participa de outros importantes processos

metabdlicos, incluindo a sintese de aminoacidos e a gliconeogénese.

1.4.1 Estrutura e Mecanismo

A MDH é uma enzima dimérica com subunidades de peso molecular entre 30 a
40 KDa. Enzimas tetraméricas com atividades de MDH também ja foram
identificadas (LEE et al., 2001; SUNDARAM et al., 1980), e sédo referidas como
[LDH-like] MDH. Enzimas com ambos os estados oligoméricos apresentam atividade
(MADERN et al., 2001).

Cada subunidade funciona de forma independente sem cooperagao entre os
sitios cataliticos (MCEVILY et al., 1985); entretanto, existem evidéncias de que a
atividade enzimatica depende da estrutura quaternaria (BREITER et al., 1994). As
subunidades da enzima sdo compostas de dois dominios distintos. A metade
amino-terminal da molécula contém o dominio de ligacdo de NAD, formado pelo
motivo Rossman, caracteristico de ligacdo de nucleotideos, com quatro folhas b e
uma alfa-hélice. O dominio carboxi-terminal contém os sitios de ligacdo de substrato
e sitios envolvidos no mecanismo catalitico (HALL et al., 1992).

Estudos cinéticos demonstram que a reacdo de conversdo de malato a
oxaloacetato é ordenada, com a ligagdo de NAD/NADH ocorrendo inicialmente,
seguida pela ligacdo do acido dicarboxilico (SILVERSTEIN; SULEBELE, 1969). A

comparagao de sequéncias da MDH de diversos organismos, estudos estruturais e
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de mutagénese possibilitaram a identificacdo dos sitios importantes para a atividade
da enzima (GOWARD; NICHOLS, 1994). A numeragao dos residuos segue o
estabelecido por Eventoff et al. (1977).

O residuo Asp-53 é importante para a ligagao e especificidade da coenzima. A
substituicdo de apenas trés residuos em um loop, incluindo o residuo Asp-53, na
MDH de Thermus flavus altera a especificidade de NAD" para NADP™ (NISHIYAMA
et al., 1993). O sitio ativo da MDH consiste de um vacuolo hidrofébico que contém
sitios para a ligacdo do substrato e do anel de nicotinamida de NAD*. O par de
residuos His-195 e Asp-168 forma um sistema de transferéncia de proétons no sitio
ativo (BIRKTOFT; BANASZAK, 1983), e trés residuos de arginina sdo importantes
para a ligacado do substrato e catalise. Arg-102 e Arg-171 contribuem para a ligacéo
e orientacdo do substrato no sitio ativo, e Arg-109 esta envolvido na estabilizacdo do
substrato durante o estado de transicdo. Todos esses residuos se apresentam
conservados em todas as sequéncias de MDH conhecidas (GOWARD; NICHOLS,
1994).

1.4.2 Evolucdo da MDH

A MDH é uma enzima da classe das desidrogenases NAD-dependentes, uma
das mais bem estudadas e com mais de 100 membros conhecidos. Em conjunto
com a lactato desidrogenase (L-lactato: NAD+ oxidoredutase; LDH; E.C. 1.1.1.27),
enzima tetramérica NAD-dependente que catalisa a interconversdo de lactato e
piruvato, forma uma superfamilia de proteinas encontradas nos trés dominios da
vida.

A MDH e a LDH sao proximamente relacionadas como € demonstrado pelas
similaridades nas sequéncias, nas estruturas tridimensionais e propriedades
bioquimicas, e sugere que derivam de um ancestral comum (BIRKOFT et al., 1982;
MCALISTER-HENN, 1988). A alteracdao de um unico residuo na posi¢cao 102, na
qual a MDH apresenta uma arginina conservada, enquanto a LDH possui
geralmente uma glicina, é suficiente para alterar a especificidade de substrato das
duas enzimas entre oxaloacetato e piruvato (WILKS et al., 1988; CENDRIN et al.,
1993; BOERNKE et al., 1995). A descoberta das LDH-like MDH, enzimas que
possuem atividade MDH com estrutura que se assemelha mais a LDH, reforca a

hipétese de uma origem evolutiva comum (CENDRIN et al., 1993).
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As analises filogenéticas realizadas por Madern (2002) fornecem um cenario
mais detalhado para a evolugdo da superfamilia MDH/LDH (Figura 5). De acordo
com o autor, o putativo gene ancestral seria codificante de uma enzima tetramérica
com atividade de MDH, semelhante as enzimas [LDH-like] MDH. Apds uma
duplicacao deste gene ancestral, uma das cépias sofreu mutagdes relacionadas ao
estado oligomérico da proteina, mas ndao com a fung¢ao, produzindo uma linhagem
de enzimas diméricas com atividade de MDH (grupo MDH) cuja evolugao sera
discutida a seguir. A outra cépia do gene teria passado por um segundo evento de
duplicacdo génica. Um dos genes manteve as caracteristicas ancestrais e originou o
grupo [LDH-like] MDH, enzimas tetraméricas com atividade MDH, enquanto a outra
copia do gene sofreu mutagcdes associadas com a alteragdo da fungao e resultou no

grupo LDH, enzimas tetraméricas com atividade LDH.

LDH [LDH-like] MDH MDH

B, E \( A B E B E B, E

MDHm

Duplicagdo ancestral .
associada com Tetramérica
alteragdo funcional

Dimérica
Duplicagdo ancestral associada com

~ ~ . alteragdo no estado oligomérico e
sem alteraces funcionais

-~

Ancestral putativo:
[LDH-like] MDH

Figura 5 — Evolugdo da familia LDH/MDH envolvendo dois eventos de duplicagéo
génica na origem dos trés grupos de enzimas: LDH, [LDH-like] MDH e MDH. A, B e
E representam os dominios da vida nos quais enzimas de cada grupo da familia
LDH/MDH ja foram identificadas (Archae, Bacteria e Eukarya, respectivamente).
Reproduzido com modificagbes de Madern (2002).

No grupo MDH, as andlises de sequéncias primarias das enzimas de diversos
organismos demonstram que mesmas isoformas em diferentes espécies apresentam
maior similaridade do que isoformas distintas dentro da mesma espécie (JOH et al.,
1987; MCALISTER-HENN, 1988). Por exemplo, a MDHm de suino apresenta
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identidade de apenas 19,6% com a MDHc de suino; entretanto, a identidade
observada entre a MDHm de suino com a MDHm de levedura é de 53,6%. Esta
caracteristica difere o grupo MDH de outros sistemas de isozimas
compartimentalizados, como citrato sintase e aspartato-aminotransferase, indicando
uma divergéncia mais recente de um gene ancestral (MCALISTER-HENN, 1988).

Andlises filogenéticas demonstram que o grupo MDH diverge em dois clados
distintos (Figura 6). Um dos clados compreende as isoformas MDHm, MDHp, MDHg
e MDHch (NAD-dependente) junto com a maior parte das MDH de procariontes (e.g.
Escherichia coli). A outra linhagem compreende as MDHc e MDHch (NADP-
dependente) e alguns membros procariontes (e.g. Thermus flavus). A observacao de
que a MDHm de eucariontes esta mais relacionada com a MDH de E. coli
(identidade de 58,3%) do que com a MDHc de eucariontes, e de que esta apresenta
maior similaridade com a MDH de outro procarionte, 52% de identidade com a de T.
flavus, se encaixa na teoria endossimbidtica e sugere que o evento de duplicagao
génica precedeu a origem dos eucariontes (JOH et al., 1987; MCALISTER-HENN,
1988; MADERN, 2002).

—: S. cerevisiae
T. brucei
_: Camundongo
Rato Mitocondrial
—————— Porco
Soja
{ Melancia
— T. cruzi
Glioxissomal
L— 7 brucei }
— S. typhimurium _
L Ecoi Bacteriana
G. lamblia
Porco . -
Citoplasmatica
_: Camundongo
Humano
—: T. flavus } .
M. tuberculosis Bacteriana

=

Soja

Ervilha

Cloroplastica

Figura 6 — Arvore filogenética de MDHs evidenciando a divisdo em dois grupos:
citoplasmatica e mitocondrial. Baseado nos resultados de Goward & Nichols (1994)
e Madern (2002).
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1.4.3 MDHc de A mellifera

A MDHc de A. mellifera € uma enzima dimérica com subunidades de peso
molecular estimado em 34 KDa (CONTEL et al., 1977; SNYDER et al., 1979). O
polimorfismo genético da MDHc foi caracterizado por Contel et al. (1977) e atribuido
a acgao de trés alelos codominantes no loco enzimatico Mdh-1 (Figura 7). Seguindo a
nomenclatura baseada na mobilidade eletroforética de cada variante apos
eletroforese em gel de amido estabelecida por Sheppard & Berlocher (1984), sédo
conhecidos atualmente sete alelos deste loco — Mdh-1°°, Mdh-1%°, Mdh-1%°, Mah-1%7,
Mdh-1" Mdh-1""° e Mdh-1"® —, mas somente trés sdo comuns: Mdh-1%° (S ou

slow), Mdh-1%° (M ou medium) e Mdh-1"’ (F ou fast).

FS MM MS MS FS FF FM MM SS MS FF FM

Figura 7 — Eletroforese em gel de amido representando os fenoétipos produzidos
pelos alelos comuns da Mdh-1. O padréao de trés bandas dos heterozigotos deve-se
a formacao de heterodimeros. Foto: LGEH.

O loco enzimatico Mdh-1 tem sido o mais utilizado em estudos populacionais
de A. mellifera, principalmente para se determinar a composicdo racial de
populagdes hibridas ou a origem de populagdes introduzidas (LOBO et al., 1989;
DEL LAMA et al., 1990), por apresentar diferengas significativas nas frequéncias
alélicas entre as trés principais linhagens evolutivas de A. mellifera.

As subespécies africanas (linhagem A) possuem elevadas frequéncias do alelo
Mdh-1". Nunamaker & Wilson (1981) e Nunamaker et al. (1984) relatam Mdh-1"%

como um alelo fixado (f = 1,00) em populagdes de A. m. scutellata de regides da
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Africa do Sul. Ndiritu et al. (1986) e Meixner et al. (1994) relatam freqiiéncias do
alelo Mdh-1' variando entre 0,94 a 1,00 para populagdes de subespécies do
Quénia (A. m. litorea, A. m. monticola e A. m. scutellata). Dada essas altas

freqliéncias de Mdh-1"%

nas populacoes de subespécies africanas, este alelo tem
sido utilizado como indicativo de ancestralidade africana de populagdes introduzidas
ou hibridas (e.g. NUNAMAKER et al., 1984).

As subespécies da Europa Ocidental (linhagem M) apresentam elevadas
freqliéncias do alelo Mdh-1%°. Nunamaker et al. (1984) relatam freqiiéncias do alelo
Mdh-1% variando entre 0,79 e 0,93 em populagdes de A. m. mellifera de diversos
paises. Sheppard & Berlocher (1984) encontraram frequéncia média de 0,85 do alelo
Mdh-1% em populactes de A. m. mellifera da Noruega.

As abelhas da Europa Ocidental (linhagem C) apresentam uma maior variagao
regional na distribuicio alélica, principalmente dos alelos Mdh-1%° e Mdh-1"%. A
frequiéncia do alelo Mdh-1%°
em meédia acima de 0,70 (CONTEL et al., 1977; BADINO et al., 1983; SHEPPARD;

BERLOCHER, 1985; DEDEJ et al., 1996). Entretanto, nas subespécies A. m. sicula
1100

€ alta em populagdes de A. m. ligustica e A. m. carnica,

e A. m. macedonica, o alelo Mdh-
0,85 e 0,7, respectivamente (BADINO et al., 1985; DEDEJ et al., 1996). Além disso,

as subespécies A. m. caucasica e A. m. anatoliaca (linhagem O, haplétipo mtDNA C)

€ mais comum, com freqliiéncias superiores a

apresentam freqiiéncias do alelo Mdh-1'’ préoximas a 1,00 (ASAL et al., 1995;
KANDEMIR; KENCE, 1995), assim como as subespécies africanas.

Como nao existem diferencas alélicas fixadas entre as linhagens, o uso
somente do loco Mdh-1 para se inferir a origem das abelhas apresenta
complicacdes, sendo necessaria a utilizagdo em conjunto de outros marcadores
(mtDNA ou morfométricos) (SHEPPARD, 1988; SCHNEIDER et al., 2004). Além
disso, ha consideravel evidéncia de que a variacdo no loco Mdh-1 ndo é
seletivamente neutra, estando sob influéncia de selecdo mediada pela temperatura,
tanto em A. mellifera quanto em outros organismos (NIELSEN et al, 1994;
MAGALHAES CARACIOLO et al., 1996; LIN et al., 1996; KIRBY et al., 1997).

Clines latitudinais dos alelos do loco Mdh-1 sdo observados em populacdes de
A. mellifera da Europa, América do Norte, América do Sul e Australia; entretanto,
existem discrepancias em relacao a quais alelos estdo sob selecdo nas areas de
estudo. Na peninsula ibérica, Cornuet (1983) observou um cline Mdh-1"%/Mdh-1%°

(F/M), com o alelo Mdh-1"" aumentando de freqiiéncia do norte para o sul. Badino
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et al. (1984) relataram clines latitudinais para os alelos Mdh-1%° (S) e Mdh-1"% (F) na

Italia, no qual o alelo Mdh-1%

aumenta de freqliéncia com o aumento da latitude e,
consequente diminuicao da temperatura.
A analise realizada por Nielsen et al. (1994) com dados da Europa, América do

Norte e América do Sul concluiu que o alelo Mdh-1%°

(S) nao apresenta distribuigao
clinal aparente, enquanto o alelo Mdh-1"% (F) diminui de freqiiéncia e a freqiiéncia
do alelo Mdh-1%° (M) aumenta com o aumento da latitude (regides mais frias).
Porém, Hatty & Oldroyd (1999) observaram um cline na Australia e concluiram que o
alelo Mdh-1%° (S) era mais freqliente em regides quentes e o alelo Mdh-1% (M) em
regibes mais frias, enquanto que a distribuicdo do alelo Mdh-1" (F) nao
apresentava correlagdo com fatores ambientais. Del Lama et al. (2004) relataram um
cline latitudinal no Chile, no qual a freqtiéncia do alelo Mdh-1'? (F) aumentava em
regides mais frias em relagso a freqiiéncia do alelo Mdh-1%° (S). Os estudos de Hatty
& Oldroyd (1999) e Del Lama et al. (2004) também verificaram que nao existia um
cline paralelo de marcadores raciais do mtDNA ao observado para os alelos do loco
Mdh-1, evidenciando que os clines latitudinais ndo eram devidos a um evento de
hibridizagdo incompleto.

Diferengas na termoestabilidade das alozimas da Mdh-1 relatadas por Cornuet
et al. (1995) suportam a hipotese de selegao dependente da temperatura atuando

sobre o loco Mdh-1. Os autores verificaram que o alelo Mdh-1%

(M) produz uma
alozima com menor termoestabilidade do que os alelos Mdh-1"% (F) e Mdh-1%° (S), e
sugerem que este alelo teria desvantagem seletiva em regides mais quentes. Os
gendtipos da Mdh-1 também ja foram relacionados com diferentes taxas de
consumo de O, (COELHO; MITTON, 1988) e capacidade de voo (Harrison et al.,
1996), reforcando as evidéncias de que a variagdo neste loco apresenta
consequéncias funcionais.

Outro aspecto de interesse em relacdo ao loco Mdh-1 diz respeito a variagao
no padrao eletroforético das alozimas durante o desenvolvimento ontogenético de A.
mellifera. Contel et al. (1977) observaram que o padrao eletroforético observado em
pupas era mais complexo do que o observado em larvas e adultos, apresentando

regides adicionais de atividade (Figura 8).
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Figura 8 — Esquematizacdo dos padroes alozimicos da MDHc de Apis mellifera
observados por Contel et al. (1977). A banda intermediaria nos heterozigotos indica
a estrutura dimérica da enzima. Os fendtipos assinalados com um asterisco (*)
representam os padrbes observados em pupas, sendo possivel visualizar as
“bandas adicionais” especificas deste estadio do desenvolvimento.

O padrao de banda unica caracteristico de larvas e adultos homozigotos /
hemizigotos alterava-se para o padrao de duas bandas durante a fase de pupa; o
padrao de trés bandas caracteristico dos heterozigotos passava a apresentar quatro
ou cinco bandas nas pupas.

Os autores apresentaram duas hipoteses que poderiam explicar o complexo
padrdo observado em pupas. A primeira hipotese seria a expressdo de um novo
gene restrito ao estadio pupal, que codificaria um polipeptideo que se ligaria aos
polipetideos produzidos pelo loco Mdh-1 durante todo o desenvolvimento. A
segunda hipotese consistiria na formagao epigenética de isozimas secundarias, por
alguma modificagao pds-traducional dos polipeptideos da Mdh-1 ou por diferentes
graus de polimerizagdo da molécula. As causas do surgimento dessas novas bandas

no padrao eletroforético e o seu significado funcional ainda nédo foram esclarecidos.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As causas do aparecimento das isoformas adicionais de MDHc em pupas de
A. mellifera foram investigadas por estudos bioquimicos e genéticos realizados por
Del Lama (1982). Adicionalmente, o loco Mdh-1 tem sido interesse de outros
estudos conduzidos no Laboratério de Genética Evolutiva de Himendpteros (LGEH —
Ufscar).

A prosposta inicial deste trabalho foi dar continuidade ao trabalho de Del
Lama (1982), com o principal objetivo de determinar se as isoformas adicionais eram
resultantes de causa genética, isto €& splicing alternativo do gene Madh-1.
Simultaneamente, buscamos estudar outros aspectos moleculares deste loco e
associar os resultados dos estudos previamente desenvolvidos no LGEH.

Apresentamos este trabalho em trés capitulos no formato de artigo, reunindo
os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste projeto e outros de trabalhos

previamente mencionados.

Capitulo 1 — “Bases moleculares do polimorfismo da malato desidrogenase
citoplasmatica (MDHc) de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)”

Este capitulo teve como objetivo a identificagdo do gene Mdh-1 e a
caracterizacao molecular da variacdo alozimica com a descricao das substituicoes
nucleotidicas associadas as trés variantes eletroforéticas comuns da MDHc de A.
mellifera. Também buscamos as condi¢cbes para amplificacao alelo-especifica dos
alelos comuns da Mdh-1 para fornecer um método alternativo de fenotipagem deste

polimorfismo enzimatico.

Capitulo 2 — “Analise da expressdo da malato desidrogenase citoplasmatica
(MDHc) e mitocondrial (MDHm) no desenvolvimento ontogenético de Apis mellifera

(Hymenoptera: Apidae)”

O objetivo deste capitulo consistiu em verificar a expressdao dos genes da
MDHc e MDHm, Mdh-1 e Mdh-2, durante o desenvolvimento ontogenético de A.

mellifera. Verificamos os padrbes eletroforéticos em gel de amido das enzimas ao
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longo do desenvolvimento e em diferentes tecidos, o perfil de expressao dos genes

e quantificamos a atividade enzimatica e a expressao génica.

Capitulo 3 — “Anélise de splicing alternativo e estudos bioquimicos da malato

desidrogenase citoplasmatica de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)”

Neste capitulo nos propusemos a investigar possiveis causas do surgimento
das isoformas adicionais de MDHc no desenvolvimento ontogenético de A. mellifera.
Analisamos o padrdo da MDHc no desenvolvimento ontogenético de outras espécies
de abelhas e vespas, determinamos o peso molecular da isoforma adicional da
MDHc, investigamos a ocorréncia de splicing alternativo no gene Mdh-1, o efeito de

neuraminidase, dialise, fosfatase no padrao eletroforético da enzima.
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4.1 Resumo

Clines latitudinais envolvendo os alelos do loco Mdh-1 (malato desidrogenase
citoplasmatica) em populagdes de Apis mellifera de trés continentes sugerem a agao
da selecado natural sobre este polimorfismo. Neste capitulo, nés descrevemos a
estrutura do gene Mdh-1 e sequenciamos os trés alelos comuns deste loco para
identificar as substituicbes associadas com o polimorfismo alozimico. Nossos
resultados indicam o alelo Mdh-1"% (F) como alelo ancestral que deu origem aos
alelos Mdh-1%° (M) e Mdh-1%° (S) e que as diferencas na mobilidade eletroforética
das alozimas podem ser atribuidas a substituicdo de um Uunico aminoacido nas
variantes S (Glu-114 - Lys) e M (Asp-215 - Asn) a partir da variante F. Também
relatamos outros sitios polimérficos encontradas nos alelos e discutimos a
fenotipagem por sequenciamento ou por amplificagdo alelo-especifica como

métodos alternativos a fenotipagem por analise eletroforética.

Palavras-chave: amplificagédo alelo-especifica, Mdh-1, substituigdes nao-sinénimas,

variantes eletroforéticas.
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4.2 Introdugao

A malato desidrogenase (E.C. 1.1.1.37) tem papel fundamental no ciclo de
Krebs ao catalisar a converséo reversivel do L-malato a oxaloacetato utilizando
NAD*/NADH como cofatores. Nos animais eucariotos, duas formas da enzima estdo
presentes nas células, a citoplasmatica ou soluvel (MDHc ou MDHs) e a mitocondrial
(MDHm), ambas codificadas por genes nucleares independentes (Mdh-1 e Mdh-2,
respectivamente). As duas isoformas apresentam mecanismo catalitico similar, mas
propriedades fisicas, quimicas e imunolégicas distintas (O’'BRIEN, 1973; GIETL,
1992; LIN et al., 2002).

A verificagdao do carater genético das variantes de MDHc de Apis mellifera
representou um dos primeiros polimorfismos protéicos descritos na espécie
(CONTEL et al., 1977). Os padroes eletroforéticos em gel de amido foram
interpretados pelos autores como a acéo de trés alelos codominantes de um loco
génico — Mdh-1"% (F ou fast), Mdh-1%° (M ou medium) e Mdh-1°° (S ou slow) — cujos
produtos interagiam para produzir a estrutura dimérica esperada para a enzima e
confirmada pelos padrbées do presumido heterozigoto.

Analises em diferentes populacbes revelaram que as alozimas F e M
encontravam-se praticamente fixadas nas linhagens africana (A) e da Europa
Ocidental (M), respectivamente, enquanto que na linhagem evolutiva C da Europa
Oriental (carnicalligustica) as variantes F e S ocorriam em frequéncias proximas de
25% e 75%, respectivamente (CONTEL et al., 1977; BADINO et al., 1983). Esta
distribui¢ao diferencial dos alelos levou a utilizagao do polimorfismo da MDHc como
importante marcador racial em A. mellifera, tendo sido muito utilizado para se
determinar a composicao racial de populagdes hibridas ou a origem de populag¢des
introduzidas (LOBO et al., 1989; DEL LAMA et al., 1990).

Estudos com populagdes naturais da Italia e com populagdes introduzidas na
Austrdlia e na América do Norte e do Sul demonstraram a existéncia de clines
latitudinais para as variantes de MDHc, verificando-se alta correlagdo entre a
distribuicdo dos alelos de Mdh-1 e a temperatura dos sitios de amostragem
(BADINO et al., 1984; NIELSEN et al., 1994; HATTY; OLDROYD, 1999; DEL LAMA
et al., 2004). Diferencas na termoestabilidade dos produtos destes alelos
(CORNUET et al., 1995) e a auséncia de clines para marcadores raciais do mtDNA
(HATTY; OLDROYD, 1999; DEL LAMA et al., 2004) nestas mesmas populag¢des
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sustentam a hipotese de selecdo natural mantendo as distribuicdes diferenciais dos
alelos da Mdh-1.

A demonstracao de que a distribuigéo clinal dos alelos de Mdh-1 é o resultado
de selecdo diferencial requer inicialmente que tais variantes genéticas sejam
caracterizadas, permitindo que se possa demonstrar o efeito das substituicbes de
aminodacidos sobre as propriedades fisico-quimicas das alozimas geradas e como
tais alteragdes poderiam ser modeladas pela sele¢cdo. Neste estudo, nds relatamos
as bases moleculares do polimorfismo alozimico da MDHc. Descrevemos a estrutura
do gene Mdh-1 de A. mellifera e as substituicdes nucleotidicas associadas as trés
variantes eletroforéticas de MDHc. Nés também apresentamos os primers e as
condicbes para uma identificacdo dos alelos da Mdh-1 por meio de amplificagédo

alelo-especifica.

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Amostragem das abelhas

Abelhas provenientes de colénias Africanizadas ou Européias de A. mellifera
mantidas no Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP — Universidade de S&o Paulo) foram analisadas. O material foi

estocado a - 20° C até as analises serem realizadas.

4.3.2 Analise alozimica

A identificacdo dos fendtipos enzimaticos foi obtida a partir de extratos
individuais de cabec¢a de zangdes e operarias apds homogeneizacdo do material em
200 pL de mercaptoetanol 0,2 % e centrifugagéo a 5000 g por 10 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi submetido a eletroforese horizontal em gel de amido 14%
(Penetrose 30, Corn Brazil) em tampao Tris-citrato pH 7,5 (TC - 0,1 M Tris + 0,028 M
acido citrico) por 5 horas e meia a corrente constante de 55 mA. A coloragao

histoquimica foi realizada segundo Del Lama et al. (1990).
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4.3.3 ldentificacdo do gene Mdh-1 de A. mellifera

Realizamos uma busca TBLASTN no banco de genes oficiais de A. mellifera
(Honey Bee Official Gene Set) em busca de uma sequéncia similar a MDHc de
humanos (Numero de acesso NCBI: NP_005908). A regido do genoma de A.
mellifera no qual identificamos o gene Mdh-1 também foi submetida a andlise de
predicdo de genes com o software Augustus (STANKE; MORGENSTERN, 2005)
para identificagdo do cddon inicial. A plataforma Artemis 7.0 (RUTHERFORD et al.,
2000) foi utilizada para anotacdao manual da sequéncia encontrada, visualizagao da

estrutura do gene e desenho de primers.

4.3.4 Extracdo de DNA e RNA

O DNA genbmico total foi extraido pelo método de fenol-cloroférmio
(SHEPPARD; MCPHERON, 1991) do mesossoma das abelhas previamente
fenotipadas para o polimorfismo da MDHc. O RNA de operarias recém-emergidas foi
extraido com TRIzol (Invitrogen) segundo o protocolo do fabricante. O RNA extraido
foi incubado com RNase-free DNAse | (Promega) por 40 minutos a 37° C para
eliminar contaminagdes de DNA. Foram utilizados 2 ug de RNA total para sintese do
cDNA em reagao com SuperScript Il (Invitrogen) e primer oligo(dT)2-1s seguindo as

recomendacgdes do fabricante.

4.3.5 Amplificacdo via PCR / RT-PCR

Desenhamos trés pares de primers — F5R6 (683 pb), F8R14 (506 pb) e F7R9
(583 pb) — do inicio do segundo éxon até 47pb downstream do stop cédon, para a
amplificacdo via PCR (Figura 1). Os primers utilizados em todos os procedimentos
experimentais estao apresentados na Tabela 1. O DNA genémico de individuos com
o fendtipo de interesse foi amplificado para as trés regides em volume final de
reacao de 25 uL, contendo tampé&o 1 x, 250 uM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl,,
1,0 uM de cada primer, 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 1,0 uL de DNA nas
seguintes condigdes: 35 ciclos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 52° C e 45
segundos a 72° C. O cDNA foi amplificado para verificagao dos limites dos éxons e

ORF, também para as trés regides, em volume final de reagdo de 20 pL, contendo
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MasterMix (Promega) 1 x, 0,4 uM de cada primer e 1,0 yL de cDNA, nas seguintes
condi¢bes de reacdo: 2 minutos iniciais a 94° C, 35 ciclos de 94° C por 30 segundos,
52°C por 30 segundos e 72° C por 30 segundos, e um passo final de extenséo por 5
minutos a 72° C. Produtos de PCR foram purificados com protocolo EXOI-SAP e

sequenciados em sequenciador ABI 3100.

4.3.6 Analise de Sequéncias

O DNA genbmico foi seqlienciado para os trés fragmentos do gene Mdh-1 de
27 individuos de origens genéticas distintas, sendo 10 de fendtipo F, oito de fendtipo
M e nove S. O fragmento F8R14, por compreender as substituicbes que levam a
alteracado na carga liquida da proteina, foi sequienciado adicionalmente para outros
10 individuos de origens genéticas distintas, totalizando 11 sequéncias para o
fenodtipo S, 13 seqliéncias para o fenotipo M e 13 sequéncias para o fenétipo F. As
sequéncias foram analisadas utilizando o software CodonCode Aligner 3.5
(CondonCode Corporation, Dedham, MA, USA) e a ferramenta on-line de
alinhamento MultAlin (CORPET, 1988). A analise das sequéncias de aminoacidos
codificada por cada alelo para visualizagado de substituicdes e alteragdo na carga
total da proteina foi realizada com o software Gene Runner (Hastings Software, Inc.).

4.3.7 Amplificacdo alelo-especifica

As reagdes de amplificagédo alelo-especifica para o alelo S (F3+R11) e seletiva
para os alelos F e M (F3 + R10) foram em volume final de 25 uL, contendo tampé&o 1
X, 250 uM de cada dNTP, 2,0 mM de MgCl,, 0,4 uM de cada primer, 1U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e 1,0 uL de DNA nas seguintes condigdes: 35 ciclos de 30
segundos a 94° C, 10 segundos a 60° C e 30 segundos a 72° C. As reagbes de
amplificacéo alelo-especifica para o alelo M e seletiva para os alelos F e S foram em
volume final de 25 uL, contendo tampao 1 x, 250 uM de cada dNTP, 1,5 mM de
MgCl,, 0,5 uM de cada primer, 1U de Taq DNA polimerase (Biotools) e 1,0 yL de
DNA nas seguintes condi¢des: 35 ciclos de 30 segundos a 94° C, 10 segundos a 51°

C e 30 segundos a 72° C (Protocolos apresentados no Apéndice A).
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Tabela 1 — Primers e respectivos procedimentos experimentais nos quais foram
utilizados

Primer Seqliéncia -> 3 Procedimento Experimental
F5 AGAGTGAACCAATAAATGTGGTAG PCR /RT-PCR
F8 GCCTCGAAAAGAAGGAATGG PCR / RT-PCR
F7 AATATCCTGATGCTTCTCAT PCR /RT-PCR
R6 GCATTTGTGTTAGCAGGATTACC PCR /RT-PCR
R14 TTACAGCTGCACCACGTTTC PCR / RT-PCR
R9 GCCAGAACAAGTAATTGGCT PCR /RT-PCR
F3 GCTGATCCAAGTGTAGCTTTCA Alelo-especifico
F15 GAAATTTTTAAAGTTCAAGGAG Alelo-especifico
R10 GAGCATATTTGTCCAAAGCTTC Alelo-especifico
R11 GAGCATATTTGTCCAAAGCTTT Alelo-especifico
R12 GTAGTATTTAACCAATTTTCATC Alelo-especifico
R13 GTAGTATTTAACCAATTTTCATT Alelo-especifico

4.4 Resultados

4.4.1 Estrutura do gene

O gene Mdh-1 é identificado no banco Honey Bee Official Gene Set pelo
numero de acesso GB-18727. Encontra-se situado no grupo 4.22 do genoma de A.
mellifera, com estimativa de comprimento total de 1993 nucleotideos, formado por
cinco éxons e quatro introns (Figura 1) (Apéndice B). O primeiro éxon é composto
basicamente da UTR 5’, inferida pelo alinhamento com ESTs de Melipona
quadrifasciata (ROBINSON et al., dados nao publicados), terminando com o cédon
de iniciagao (ATG). A regido UTR 3’ foi inferida pela comparacdo com EST de A.
mellifera (BB160017B10A08 — WHITFIELD et al., 2002).

O conteudo de A+T do gene é de 74,96 % (éxons mais introns; 65,94 % nos
éxons e 88,47 % nos introns). A regido codificante & constituida de 1002
nucleotideos, e foi verificada pelo sequenciamento do cDNA (exceto ATG inicial),
com uma proteina predita de 333 aminoacidos e peso molecular estimado em 36,1

KDa, apresentando dois dominios conservados da superfamilia lactato/malato
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desidrogenase: dominio ligante de NAD (cddigo de acesso Pfam: PF00056) e
dominio alpha/beta C-terminal (cédigo de acesso Pfam: PF02866).

Amel. 4.0 Group 4.22 GB18727-PA
F5 F8 RS F7 Ri14
| Y | IT ' ' | T1T ' '
5 247 B> 74 E3 72 E4
114 +Met 196 323 378
Stop Codon
=111 1-3 351 546 821 1143 1216 1593 1699 1777 1882

Figura 1 — Estrutura do gene Mdh-1 de Apis mellifera. Exons (E) sdo representados
pelas caixas e introns (I) pelas linhas; a area hachurada representa as regides UTR
5 e UTR 3’. O numero sobre as linhas e sob as caixas indica o respectivo tamanho
em nucleotideos. A posicao dos nucleotideos dos limites inicial e final de cada exon
esta representada abaixo das caixas, 1 indicando o primeiro nucleotideo do cédon
inicial ATG. Os triangulos pretos invertidos indicam os primers utilizados para
amplificacdo via PCR (primers alelo-especificos ndo indicados). GB: Honey Bee
Official Gene Set Number.

4.4.2 Polimorfismo e evolucdo dos alelos de Mdh-1 de A. mellifera

Um total de 12 sitios polimoérficos e uma delegcdo foram detectados nas
sequéncias analisadas, cinco em regides intrénicas assim como a delecido de oito
nucleotideos no intron Ill. Dos seis sitios polimdrficos localizados em éxons, cinco
constituiam substituicdes ndo-sinbnimas.

Nao foi detectada variagdo entre as sequéncias dos nove individuos de
fendtipo S (alelo Mdh-1%). Das seqiiéncias dos oito individuos de fenétipo M (alelo
Mdh-1%), apenas um apresentou uma mutagao sindnima (alelo Mdh-1%%). Dentre os
dez individuos de fendtipo F (alelo Mdh-1"), encontramos cinco seqiiéncias
distintas  (Mdh-17°% Mdh-1"%  Mdh-17°,  Mdh-1"°  Mdh-1"°%),  quatro
diferenciadas por muta¢des em introns e uma por mutagdo n&o-sindnima no éxon 3
(Figura 2).

O alelo Mdh-1"" foi o Unico dos alelos Mdh-1"° encontrado em mais de um
individuo. Em todos os sitios polimérficos, este alelo compartiha o mesmo

nucleotideo com pelo menos um dos outros alelos, sugerindo que este representa o
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alelo ancestral que originou os demais. Em relacdo ao alelo Mdh-1""% seis
substituigdes ocorrem nos individuos de fendtipo S (alelo Mdh-1%°) — duas em
introns, uma sinbnima e trés ndo-sinbnimas —, e outras duas ocorrem em todos os
fenétipos M (alelo Mdh-1%% e Mdh-1%%) — uma em intron e uma n&o-sinénima. Desta
forma, dois sitios permitem diferenciar o alelo Mdh-1%° dos alelos Mdh-1"" e Mdh-
1%, enquanto o alelo Mdh-1%° diferencia-se dos alelos Mdh-1'% e Mdh-1% por seis
mutagdes. No entanto, em todos estes sitios o alelo Mdh-17%° compartilha uma base
com um dos alelos Mdh-1%° ou Mdh-1° e ndo apresenta uma mutacéo caracteristica

que permita distingui-lo dos alelos Mdh-1%° e Mdh-1%°.

111 E3 E4 ITV ES
0= < I~O ~~ 3 2 8 8 SRR
OYwoo— o0 0 S H 8 § PGB

Glu Pro Val Asp lle Lys Leu
Mdh-11%7 G C C G GTGATTTT GAA CCA GTA GAT ATT AAG T TTA

Mdh-110% T . . . .. ... ..

Mdh-11%0¢ ... o
Mdh-1100d e - - .-

Mdh-11%% ... . T.

Mdh-180a A . . . . . ... ... A..

Mdh-180 A . . . . .. ... .. T ATy A

Mdh-165 .. TA ..o A.. ... A |...G . |... . ..G
Lys |Ser [lle |Asn |Val |Lys Leu

Figura 2 — Polimorfismos encontrados entre os alelos de Mdh-1 de Apis mellifera. A
posicdo do nucleotideo € dada acima da linha clara e a localizagdo na estrutura do
gene € dada acima da linha escura. Polimorfismos localizados em éxons s&o
representados nos cdédons, com os respectivos aminoacidos codificados indicados.
Pontos representam identidade de nucleotideo e tracos representam delegao de
nucleotideo.
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4.4.3 Bases moleculares do polimorfismo alozimico

A partir do alelo Mdh-1"°, uma mutagdo n&o-sindnima no nucleotideo 961
resulta na substituicdo de um residuo carregado negativamente por um carregado
positivamente (Glu-114 - Lys) e origina a variante S codificada pelo alelo Mdh-1%.
A variante M, codificada pelo alelo Mdh-1%, origina-se de uma mutagao ocorrida na
posicdo 1336 do alelo Mdh-1"%, resultando na substituicdo de um residuo carregado
negativamente por um residuo de carga elétrica neutra (Asp-215 - Asn). Essas
alteracbes de residuos com cargas distintas explicam as variantes da enzima

observadas em eletroforese no gel de amido (Figura 3).

F M S

Glu Glu Lys

114 o) ® ®

Asp  Asn Asp

215 2 A8
caiga @@ QO ©O®

Residuo

Figura 3 — Diagrama esquematizando as substituicdes de aminoacidos nos residuos
114 e 215, que resultam em alteragcao de carga nas trés variantes eletroforéticas de
MDHc. A variante F possui dois residuos carregados negativamente, enquanto M
possui um residuo carregado negativamente e outro de carga neutra; a variante S
possui um residuo carregado negativamente e outro positivamente, anulando as
cargas.

4.4.4 Fenotipagem por amplificacdo alelo-especifica

Os primers para PCR alelo-especifica dos alelos Mdh-1%° e Mdh-1%° foram
desenhados com base nas mutagbes nao-sinbnimas (posicao 1336 e 961,

respectivamente) associadas a alteragdo de residuos responsaveis pela diferenga
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de cargas entre as variantes eletroforéticas. O primer R11 apresenta o nucleotideo
caracteristico do alelo Mdh-1%° na extremidade 3, e em combinacdo com o primer
consenso F3 amplificou um fragmento de 148 pb especificamente para as amostras
de individuos previamente fenotipados para a variante S (zangdes S, operarias FS e
SS). O primer R13 apresenta o nucleotideo caracteristico do alelo Mdh-1%° na
extremidade 3 e, em combinacdo com o primer consenso F3, amplificou um
fragmento de 524 pb especificamente para as amostras de individuos previamente
fenotipados para a variante M (zangées M, operarias MM e FM).

Como o alelo Mdh-1"% nao é caracterizado por mutagao especifica, primers
alelo-especificos para este alelo nao puderam ser desenhados. A combinagao dos
primers F15, para amplificacdo seletiva dos alelos Mdh-1"% e Mdh-1%°, e R13, para
amplificacdo seletiva dos alelos Mdh-1" e Mdh-1%°, foram testados para

1100

amplificacdo especifica do alelo Mdh-1""", porém a padronizacdo da reacido nao foi

bem sucedida.

1100

Ainda assim, a identificacdo do alelo Mdh- nas amostras pode ser feita por

método indireto: quando a amostra ndo apresentava amplificagdo especifica tanto
para o alelo Mdh-1%° 180

quanto para o alelo Mdh-1%, inferiu-se que se tratava de um

individuo hemizigoto ou homozigoto para o alelo Mdh-1"%. Por outro lado, quando a

amostra apresentava amplificacao especifica para o alelo Mdh-15°

, mas néo para o
alelo Mdh-1%°, a presenca do alelo Mdh-1"% foi inferida quando a amostra também
apresentou amplificagcéo utilizando-se o par de primers F3 + R12 (para amplificagao
seletiva dos alelos Mdh-1" e Mdh-1°%). Finalmente, nos casos de amplificacdo
especifica para o alelo Mdh-1%°, mas n&o para o alelo Mdh-1%°, a detecgao do alelo
Mdh-1"% foi realizada utilizando-se o par de primers F3 + R10 (amplificagdo seletiva
dos alelos Mdh-1".e Mdh-1%°). Desta forma, os trés alelos comuns do loco Mdh-1
puderam ser identificados corretamente nas amostras analisadas (conferidos
posteriormente com a fenotipagem prévia por eletroforese em gel de amido) apés as

trés reacbes de amplificacao.
4.5 Discussao
A enzima MDHc estd presente em praticamente todos os eucariontes e

desempenha uma fungao similar em todos na troca de moléculas entre o citossol e a

mitocdndria por meio do shuttle malato-aspartato. Em todos os organismos nos
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quais a MDHc foi estudada, esta consistia numa proteina dimérica, com cada
subunidade variando entre 330 a 340 aminoacidos e peso molecular entre 30 a
40KDa, apresentando-se evolutivamente conservada (JOH et al., 1987; GOWARD;
NICHOLS, 1994). A MDHc de A. mellifera, codificada pelo gene apresentado neste
estudo, possui 333 aminoacidos e peso molecular estimado em 36,1 KDa, préximo
aos pesos moleculares estimado em pupas por filtragdo em gel (DEL LAMA, 1982) e
em larvas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS-uréia
(SNYDER et al., 1979). A similaridade com a MDHc de outros organismos é elevada,
sendo de 60,42 % a identidade com a de humanos (NP_005908) e de 66,97 % com
a putativa MDHc de Drosophila melanogaster (AAF52935). Apesar dessa alta
similaridade na sequUéncia primaria da proteina, a estrutura do gene mostra-se
menos conservada, variando de dois éxons em D. melanogaster (FlyBase: CG5632)
a nove éxons em humanos (Ensembl: ENSG00000014641). A sequéncia do gene
Mdh-1 de A. mellifera apresenta um elevado conteudo de A-T (71,93 %, enquanto
em humanos o conteudo de A-T é de 61,95 % e de 66,97 % em D. melanogaster),
como €& caracteristico do genoma de A. mellfera (HONEYBEE GENOME
SEQUENCING CONSORTIUM, 2006).

O residuo Arg102 (numeragao segundo Eventoff et al. (1977)), identificado
como sitio da especificidade ao substrato (CENDRIN et al., 1993; BOERNKE et al.,
1995) apresenta-se conservado, assim como o residuo Asp53 (associado a
especificidade de ligagdo de NAD") e os residuos Arg109, Asp168, Arg171 e His195
(envolvidos no mecanismo catalitico (GOWARD; NICHOLLS, 1994)) também se
mostram conservados. Embora seja um gene conservado, com 0,8 % de sitios
polimoérficos nas sequéncias analisadas, cinco das seis mutagdes localizadas em
éxons sdo nao-sinbnimas. Comparando-se com a estrutura da MDHc de suino
(BIRKTOFT et al., 1989) (Anexo A), uma das cinco substituicbes (Pro148 - Ser —
Mdh-11ooe) esta localizada em um loop na estrutura secundaria da enzima, e quatro
das substituigdes (Asp215 >Asn — Mdh-1% Glu114 > Lys, Val209 - lle, 11e259 >
Val - Mdh-165) estdo localizadas em estruturas em a-hélice da molécula (a1G, aDE,
aG’, a3G, respectivamente). a1G, aG’ e a3G estdo no dominio catalitico da enzima,
sendo que a a-hélice a3G apresenta um dos lados em contato com o substrato e o
outro lado em contato com outra subunidade da enzima.

1100

A ancestralidade do alelo Mdh-1""", sugerida pelo padrao dos polimorfismos

observados e pelo fato das mutacbes caracteristicas dos outros alelos derivarem
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deste alelo, se encaixa no cenario evolutivo no qual a espécie A. mellifera teria se
originado em regides subtropicais ou tropicais da Africa (WHITFIELD et al., 2006),
onde o alelo Mdh-1"% mostra-se praticamente fixado com freqiiéncia variando entre
0,95 a 1,00 (NUNAMAKER; WILSON, 1981; NDIRITU et al., 1986).

A variante eletroforética M difere da variante ancestral F apenas por um
residuo na posicao 215, enquanto a variante S difere do ancestral F em trés
residuos, porém apenas um deles, na posicdo 114, altera a carga da proteina e
confere menor mobilidade anddica para esta variante. Ainda que estas substituicdoes
nao sejam em residuos criticos para a atividade da enzima, podem alterar a
estrutura terciaria ou as propriedades fisico-quimicas da enzima e justificar as
relatadas diferencas na termoestabilidade das alozimas (CORNUET et al., 1995) e a
possivel acao da selecao natural. Fields et al. (2006), estudando espécies do género
Mytilus, e Dong & Somero (2009), estudando espécies do género Loftia, concluiram
que diferencas na termoestabilidade da MDHc podiam ser atribuidas a substituicdes
de um unico residuo na sequéncia da enzima, e influenciar na adaptabilidade a
temperatura das diferentes espécies.

Além disso, com as sequéncias dos alelos é possivel verificar se as
diferencas na mobilidade eletroforética e, portanto, as substituicbes associadas, sédo
o alvo da selegao ou se estas somente sdo marcadores de outros sitios que estejam
sendo selecionados, e se os clines latitudinais observados para esse loco séo
realmente mantidos por pressdes seletivas associadas a temperatura (CORNUET et
al., 1995), ou outros fatores como diferengcas na capacidade de v6o (HARRISON et
al., 1996) ou no consumo de O, (COELHO; MITTON, 1988).

Como as mutagbes em ponto responsaveis pelas diferengcas de mobilidade
eletroforética das variantes ocorreram em sitios proximos, o sequenciamento de
apenas um fragmento, F8R14 (506 pb de DNA genbmico; 434 pb cDNA), é
necessario para fenotipar os individuos de interesse. Um método alternativo também
€ proposto aqui, a fenotipagem por PCR alelo-especifico. Com trés reacbes de
amplificacdo é possivel fenotipar os individuos, ainda que a identificacdo do alelo
Mdh-1"% por amplificacdo alelo-especifica ndo tenha sido possivel, somente
inferindo-se a presencga dele de modo indireto. Ambos os métodos propostos para
fenotipar os individuos para o loco Mdh-1, por seqlienciamento ou por PCR alelo-

especifico, apresentam vantagens em relagéo a fenotipagem pela analise alozimica,
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pois nao requer que as amostras sejam mantidas em baixas temperaturas (-20° C,
por exemplo), dado que a atividade da enzima nao necessita ser preservada.

O conhecimento da estrutura do gene Mdh-1 de A. mellifera e a caracterizagao
molecular do polimorfismo alozimico da MDHc facilitam o estudo deste marcador ao
possibilitar um método pratico e confiavel de fenotipagem dos individuos
amostrados. Também fornecem informacdes valiosas para futuros estudos
moleculares, bioquimicos e estruturais, de forma que se possa compreender o

significado funcional deste polimorfismo enzimatico.
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APENDICE A - Protocolos utilizados para amplificacdo alelo-especifica dos alelos
Mdh-1% (A) e Mdh-1%° (B).

PROTOCOLO A PROTOCOLO B
16, 25 uL H,0 17,0 uL H,0
2,5uL dNTPs 2,5 mM 25puL dNTPs 2,5 mM
2.5 uL Buffer invitrogen 10x 2,5 uL Buffer /nvitrogen 10x
0,75 pL MgCl, Invitrogen 50 mM 1,0 pL MgCl, Invitrogen 50 mM
0,5 uL Primer F3 25 uM 0,4 puL Primer F3 25 uM
0,5 4L PrimerR13 25 uM 0,4 UL Primer R11 25 uM
1,0 uL Taq (Biotools) 1U/uL 0,2 uL Tag Platinum
(Invitrogen) BU/UL
1,0 uL DNA 1,0 uL DNA
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ANEXO A - Estrutura secundaria da MDHc predita a partir da sequéncia de
aminoacidos da MDHc de suino (BIRKTOFT et al., 1989) (PDB: 4MDH). ‘DSSP’
indica previsédo da estrutura secundaria baseada em Kabsch & Sander (1983) e
‘Author’ indica estrutura secundaria aprovada por Birktoft et al. (1989). Setas
(amarelas) representam estruturas de folha-b, ondulagdes (marrom) representam
estruturas em a-hélice e curvas (roxo) representam ligagdes por pontes de
hidrogénio.
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5.1 Resumo

A malato desidrogenase (MDH, E.C. 1.1.1.37), uma importante enzima no
metabolismo central, € encontrada em duas formas nas células eucarioticas animais,
uma citoplasmatica (MDHc) e outra mitocondrial (MDHm). Variagcdo no padrao
eletroforético da MDHc durante o desenvolvimento ontogenético de Apis mellifera ja
foram relatados, no qual as pupas apresentam um padrdo mais complexo do que
larvas e adultos. Neste capitulo, nds investigamos a expressdo dos genes Mdh-1
(MDHc) e Mdh-2 (MDHm) durante o desenvolvimento de A. mellifera. Ambos os
genes apresentam perfil de expressdao com a caracteristica forma em U, com
elevada expressao nas fases iniciais de larva e mais avangadas de pupa, e redugao
significativa nas fases de transicdo entre larva e pupa. Os resultados da semi-
quantificagdo da expressao génica e da quantificagdo da atividade enzimatica sédo
concordantes, porém algumas discrepancias sao observadas em algumas fases de
pupa. Nossos resultados também demonstram que as isoformas adicionais da
MDHc sao caracteristicas do corpo gorduroso e hemolinfa e surgem ao final da fase

larval e comegam a desaparecer com o inicio da pigmentagao das pupas.

Palavras-chave: atividade enzimatica, Mdh-1, Mdh-2, perfil de expressdo, RT-PCR

semi-quantitativo
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5.2 Introdugao

A abelha Apis mellifera € um inseto holometabolo, uma vez que seu
desenvolvimento ontogenético percorre os estagios especificos de ovo, larva, pupa e
adulto (HEMING, 2003). A fase larval é basicamente um periodo de alimentacao
para incremento de massa e acumulo de reserva energética que sera utilizada nas
fases seguintes (DOWNER; MATTHEWS, 1976). Durante a fase de pupa,
geralmente imovel, ocorre a metamorfose da larva pouco diferenciada na forma do
adulto altamente especializado, com complexas alteragdes morfologicas e
fisioldgicas sem nenhum influxo de energia, resultando num balanco energético
negativo (DOWNER, 1981). Os adultos sdo bastante ativos, com atividades
relacionadas primordialmente com a manutencgao e reproducao.

As atividades realizadas em cada estadio do desenvolvimento necessitam
demandas energéticas especificas e promovem alteragdes metabdlicas, além de
diferentes fontes poderem ser utilizadas para obtengdo da energia necessaria
(DUTRA et al., 2007). Portanto, € esperado que as enzimas apresentem expressao
diferencial para suprir essa demanda ao longo do desenvolvimento (AVISE;
MCDONALD, 1976).

A malato desidrogenase (MDH; E.C. 1.1.1.37) é uma enzima fundamental no
metabolismo central das células animais que catalisa a oxidagao reversivel de L-
malato a oxaloacetato utilizando NAD" como aceptor de elétrons. Encontrada em
duas isoformas distintas, a isoforma MDHc (codificada pelo gene nuclear Mdh-1)
estd presente no citoplasma e atua no shuttle da malato-aspartato, possibilitando
que equivalentes redutores (NADH) sejam transportados através da membrana
mitocondrial na forma de malato. A isoforma MDHm (codificada pelo gene nuclear
Mdh-2) esta localizada na matriz mitocondrial, e além de atuar no shuttle da malato-
aspartato, também desempenha fungao essencial no ciclo do acido tricarboxilico.

Alteracdes qualitativas e quantitativas na expressdo da MDH durante o
desenvolvimento ja foram relatadas para insetos como Culex quinquefasciatus,
Hyalophora cecropia e Samia cynthia (LAUFER, 1961; NARANG; NARANG, 1975).
Em A. mellifera, analises eletroforéticas (zimogramas) indicam que a MDHc possui
expressdo diferencial durante o desenvolvimento ontogenético (CONTEL et al.,
1977). Os padrdes alozimicos em pupas sdo mais complexos do que os padrdes de

larvas e adultos, ja que isoformas restritas ao estadio pupal sdo observadas. Neste
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trabalho relatamos o padrao eletroforético de MDHc e MDHm, a atividade enzimatica
da MDH e o perfil da expressdo dos genes Mdh-1 e Mdh-2, procurando associar a
expressao deste sistema enzimatico no contexto das alteragcbes metabdlicas

ocorridas durante o desenvolvimento ontogenético de A. mellifera.

5.3 Material e Métodos

5.3.1 Material

Foram utilizadas abelhas A. mellifera africanizadas (AHB) de col6nias mantidas
no Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto (FMRP —
USP). As fases do desenvolvimento foram identificadas seguindo os critérios
estabelecidos por Michellete & Soares (1993), sendo: L1, L2, L3, L4, L5F1, L5F2,
L5F3, L5S1, L5S2 e L5S3: sucessivas fases de larva; PP1, PP2, PP3: fases de pré-
pupa; Pw: pupa de olho branco; Pp: pupa de olho rosa; Pdp: pupa de olho rosa
escuro; Pb: pupa de olho marrom; Pbl: pupa com corpo levemente pigmentado;
Pbm: pupa com corpo moderadamente pigmentado; Pdb: pupa com corpo
pigmentado; RN: adulto recém emergido.

5.3.2 Ensaio espectrofotométrico

A atividade da MDH de A. mellifera foi medida espectrofotometricamente
seguindo-se ou a redugédo do NAD ou a oxidagao do NADH em 340 nm.
Na dire¢édo da reducdo do NAD" (L-malato + NAD* = oxaloacetato + NADH),
os ensaios foram realizados em tampao glicinato 100 mM pH 10,0 contendo 25 mM
de acido L-malico (neutralizado a pH 7,5 com NaOH) e 1 mM B-NAD (neutralizado a
pH 6,5 com NaOH) em volume final de 3,0 mL, em cubetas de 1,0 cm de caminho
optico. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente, utilizando-se
espectrofotdmetro Zeiss PM Qll. A velocidade inicial (A Asso / min), no intervalo de
0,004 - 0,08, foi utilizada para calculo de atividade.
Na direcdo reversa (oxaloacetato + NADH = L-malato + NAD"), a mistura de
reacao padrao continha tampéao fosfato 100 mM pH 7,5, 0,5 mM oxaloacetato (em

tampéo fosfato 0,1 M pH 7,5) em um volume final de 1,5 mL, em cubetas de 1,0 cm
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de caminho 6ptico. Os ensaios foram feitos a 37° C, em espectrofotdmetro Beckman
DU-25. A velocidade inicial (0,02 — 0,25) foi utilizada para calculo da atividade.

Uma unidade de atividade da MDH foi definida como a quantidade de enzima
requerida para oxidar ou reduzir 1 umol de coenzima por minuto, sob as condi¢des
descritas, e foi calculada segundo a férmula:

unidades E/ml = A Azqo/ min - x  fator diluicao

6,22 x mL enzima/mL mistura de reacao

5.3.3 Inseminacéo Artificial de Rainha

Utilizamos uma rainha de gendtipo Mdh-1%/Mdh-1%° e a inseminamos
instrumentalmente com sémen de varios zangdes de gendtipo Mdh-1'%. A rainha foi
presa com o auxilio de uma tela metalica em uma area delimitada de um quadro
previamente preparado (sem cria, mas com algum alimento), onde se permitiu a
postura. Apds 6 horas, a rainha foi retirada e através das malhas da tela, as
operarias tinham acesso a postura, permitindo-lhes desempenhar a tarefa de cuidar
da cria. Em intervalos sucessivos de tempo, amostra de 3 a 5 individuos de idade

conhecida era retirada para verificar o padrao eletroforético da MDHc.

5.3.4 Analise alozimica

As analises eletroforéticas foram realizadas como descrito no Capitulo 1.

5.3.5 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

A extracao de RNA e sintese do cDNA procedeu como descrito no Capitulo 1.

5.3.6 Analise de expressdo semi-quantitativa por RT-PCR

A analise de expressao foi efetuada para os genes Mdh-1 (primers F8 + R14) e
Mdh-2 (primers MDH2F e MDH2R) para diferentes fases do desenvolvimento
ontogenético de A. mellifera. O gene RP49 (proteina ribossomal 49,
NM_001011587) foi utilizado como controle enddégeno. Os primers utilizados estao

apresentados na Tabela 1.
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O volume final de cada reagao foi de 20 ul, contendo Master Mix 1 x (Promega)
e 0,4 uM de cada primer e 1,0 uyL de cDNA. As condigbes das reagdes para o gene
Mdh-1 foram 2 minutos iniciais a 94° C, 35 ciclos de 94° C por 30 segundos, 52° C
por 30 segundos e 72° C por 30 segundos, e 5 minutos finais a 72° C. Para o gene
Mdh-2, o numero de ciclos foi reduzido a 28, e para o RP49 a temperatura de
hibridizagéo foi elevada a 60° C e os ciclos reduzidos a 26.

Para cada fase do desenvolvimento foram feitas triplicatas bioldgicas, e para
cada uma foram realizadas triplicatas técnicas. O produto das reacdes foi submetido
a eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de etideo. A densidade
relativa das bandas foi obtida pela analise de densidade 6ptica utilizando o software

Kodak 1D Image Analysis (Kodak Scientific Imaging Systems, Rochester, NY).

Tabela 1 — Primers utilizados nos experimentos de semi-quantificagéo por RT-PCR.

Primer Seqliéncia 5’ -> 3 Gene

F8 GCCTCGAAAAGAAGGAATGG Mdh-1

R14 TTACAGCTGCACCACGTTTC Mdh-1
MDH2F CGTTCTCCATTAAGTGCTTTG Mdh-2
MDH2R GATCTTACACAGGCTATAGCAG Mdh-2
RP49F CGTCATATGTTGCCAACTGGT RP49
RP49R TTGAGCACGTTCAACAATGG RP49

5.3.7 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o pacote estatistico BioEstat 5.0.
Para a comparacao da expressao de um gene entre as fases do desenvolvimento foi
utilizado o teste Kruskall-Wallis ANOVA seguido do teste de multiplas comparagdes
de Student-Newman-Keul. A correlagéo entre a expressao dos genes Mdh-1 e Mdh-

2 foi calculada utilizando o coeficiente de correlagdo de Spearman.

5.4 Resultados

5.4.1 Expressao temporal dos alelos maternos e paternos da Mdh-1

A inseminacéo instrumental de rainha Mdh-1%>/Mdh-1%° com zangao Mdh-1"%

possibilitou a obtencdo de operarias heterozigotas Mdh-1"/Mdh-1%° e,
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consequentemente, a determinacdo do padrao de expressdo temporal do alelo

materno e paterno de Mdh-1 na prole heterozigota (Figura 1).

Figura 1 — Esquema do padrao eletroforético da MDHc em ovos que originaréo
operarias, descendentes de um acasalamento entre rainha Mdh-1°>/Mdh-1%° e
zangdes Mdh-1'%. 1: padrdo Mdh-1%°/Mdh-1°°; 2: ovos (0 — 2 horas); 3: ovos (2 — 4
horas); 4:ovos (5 — 7 horas); 5: ovos (21 — 24 horas); 6: ovos (48 horas); 7: ovos (60
— 64 horas); 8: padrao Mdh-1"%/Mdh-1%°; 9: padrao Mdh-1""/Mdh-1"%.

Analises eletroforéticas demonstraram que os ovos recém-postos apresentam
o padrdo do homozigoto Mdh-1%°/Mdh-1%°, indicando que o alelo paterno ndo se
expressa durante este periodo. Ovos com 2 — 4 horas de idade apresentavam, além
da regido correspondente ao homozigoto Mdh-1%°/Mdh-1%°, uma regido de menor
intensidade e de mobilidade eletroforética semelhante a regidao correspondente ao
homozigoto Mdh-1""Mdh-1"°. O aparecimento do padrdo eletroforético de trés
regides de atividade se da por volta de 48 horas apds a postura e torna-se o padréo

caracteristico dos heterozigotos Mdh-1"°’/ Mdh-1%° em ovos de 60 - 64 horas.

5.4.2 Perfil eletroforético da MDHc e da MDHm no desenvolvimento ontogenético e

nos diferentes 6rgaos de A. mellifera

A MDHm nao apresentou variagcdo no padrao eletroforético ao longo do

desenvolvimento e nos diferentes 6rgaos analisados de A. mellifera, ao contrario da
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MDHc, que apresentou novas isoformas em tecidos especificos durante um
determinado do periodo de desenvolvimento.

O aparecimento da regido adicional de atividade da MDHc se da aos 6 dias da
vida larval (L5S3 — PP1). A intensidade da regido “extra” vai aumentando, até se
observar o padrao caracteristico de pupa ao final do estagio larval (8 - 9 dias — PP3).
O desaparecimento desta regido adicional também se verifica lentamente. No inicio
da pigmentacgao do térax (5° - 6° dia do estagio de pupa - Pbl), a regido extra, mais
anddica, comega a diminuir de intensidade. Quarenta e oito horas apds, quando o
processo de pigmentacdo esta avancado (Pbd), o padrdo eletroforético que se
observa é o verificado em individuos adultos.

A analise eletroforética dos diferentes 6rgdos de Pw demonstrou que as
regides adicionais da MDHc que se observam nas pupas estdo presentes apenas na
hemolinfa e no corpo gorduroso (Figura 2). O padréo obtido nos demais érgaos (tubo

digestivo completo, cérebro e ovario) € semelhante ao obtido na analise de larvas e

adultos.
Pw
+ L4 Pw CG Cer . TDEENE RN
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

.""'. - -e

Figura 2 — Padrao eletroforético da MDH em diferentes fases do desenvolvimento e
em diferentes tecidos de Pw de operarias de Apis melifera. As isoformas especificas
do estadio pupal sdo observadas apenas em extratos do corpo gorduroso e
hemolinfa (5 e 6). 1 e 2: Extrato de larvas L4; 3 e 4: extrato de corpo inteiro de Pw; 5
e 6: extrato de CG; 7: extrato de cérebro; 8: extrato de TD; 9: extrato de Ov; 10 e 11:
extrato de corpo inteiro de RN. Em 2, 8 e 9 é possivel observar polimorfismo
genético da MDH. L4: 4° estadio larval; Pw: pupa de olho branco; CG: corpo
gorduroso; Cér: cérebro; TD: tudo digestivo; Ov: ovario; RN: adultos recém-
emergidos.
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5.4.3 Atividade enzimatica da MDH no desenvolvimento de A. mellifera

A quantificagdo da atividade da MDH em estagios sucessivos do
desenvolvimento ontogenético de operarias de A. mellifera evidenciou que larvas e
adultos apresentam niveis mais altos de atividade enzimatica (Tabela 2).

Os resultados sugerem que a atividade da MDH ¢ alta em larvas mais jovens (3
a 5 dias — L3 a L5F3), diminuindo nos estagios seguintes. Nas fases iniciais de pupa,
a medida que a atividade enzimdtica diminui, a quantidade da proteina nos
homogeneizados também diminui.

Quando se inicia o processo de pigmentagdo do corpo das operarias (Pbl), a
atividade enzimatica e a quantidade de proteina diminuem acentuadamente; em
consequliéncia, a atividade especifica aumenta ligeiramente. Nas operarias recém-
emergidas (RN), a atividade enzimatica aumenta marcante e abruptamente,

elevando consideravelmente a atividade especifica.

Tabela 2 — Atividade da MDH em sucessivos estadios do desenvolvimento
ontogenético de operarias de Apis mellifera. O ensaio enzimatico foi realizado no
sentido da oxidagdo do NADH.

Estadio do U Mg Atividade Especifica

Desenvolvimento enz./mL prot./mL U/mg

Larva (3 - 5 dias) 38,2+0,3 8,5+0,2 45

Larva (6 - 7 dias) 29,8+ 0,4 95+0,2 3,1
Pré-Pupa 30,4+0,5 10,0+ 0,2 3

Pupa olho branco 26,6 £ 0,4 9,7+0,2 2,7

Pupa olho marrom 244 +0,3 8,9 +0,04 2,7

Pupa em pigmentacéo 14,2+ 0,2 54+0,1 2,6
Pupa pigmentada 12,0 £ 0,05 3,1+0,1 3,9

Recém-emergida 320+0,4 3,2+0,2 10
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5.4.4 Perfil de expressao dos genes Mdh-1 e Mdh-2

O gene Mdh-1, codificante da MDHc, apresentou diferenga visivel na
semiquantificagdo a partir de 35 ciclos da RT-PCR, enquanto o gene Mdh-2,
codificante da MDHm, apresentou diferencga a partir de 28 ciclos.

A amplitude de variagdo observada para o gene Mdh-2 (-6,60 ~ 115,92) foi
maior do que a observada para o gene Mdh-1 (6,42 ~ 75,67) (Apéndice A). No
entanto, o perfil de expressdo dos dois genes apresentou-se bastante similar
(coeficiente de correlacdo de Spearman = 0,8058; p<0,0001) (Figura 3). Ambos os
genes apresentam expressao alta nas fases iniciais de larva e fases finais de pupa e
no recém-emergido. Durante as fases finais de larva e iniciais de pupa,
principalmente no periodo de transicdo de larva a pupa, a expressdo tem uma

reducéo significativa (Tabela 3).
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5.5 Discussao

Os resultados demonstram que a MDH apresenta variacdo na expressao
durante o desenvolvimento ontogenético de A. mellifera. A MDHm apresenta
variagdo quantitativa na expressao e a MDHc apresenta variacido tanto quantitativa
quanto em relagdo ao surgimento e desaparecimento tecido-especifico de novas
isoformas durante o desenvolvimento.

A analise eletroforética permitiu estabelecer que ovos recém-postos
apresentam o padrdo caracteristico do alelo materno, enquanto a expresséo do alelo
paterno s6 € detectada em torno de 48 horas apds o ovo ser ovipositado e o padréo
caracteristico do heterozigoto se observa em ovos de 60 horas de idade.

Ovos de 2 - 4 horas de idade evidenciaram em andlise eletroforética dois
componentes de atividade de MDHc: o primeiro, correspondente ao homodimero
produzido pelo alelo materno; o segundo componente, de menor intensidade,
apresentava mobilidade eletroforética correspondente ao homodimero produzido
pelo alelo paterno. A presenga deste segundo componente indica que, logo apos a
postura do ovo, o pronucleo do zangdo parece apresentar atividade inicial de
sintese.

O gene Mdh-2 possui expressao mais elevada do que o Mdh-1, o que pode ser
deduzido pelo niumero de ciclos de amplificacdo necessarios para se realizar a
semiquantificagdo. Entretanto, os perfis sdo significativamente correlacionados. A
alta correlagao das curvas sugere alguma forma de regulagdo coordenada dos dois
genes cujos produtos participam do shuttle da malato-aspartato (SETOYAMA et al.,
1988) ou apenas uma resposta comum a diminuicao da atividade metabdlica.

Os perfis de expressao de ambos os genes Mdh-1 e Mdh-2 apresentam a
caracteristica forma de U, com alta expressdo nas fases iniciais/intermediarias de
larva e nas fases finais de pupa até o recém-emergido. Este padrao € comum para
muitas enzimas no desenvolvimento de Drosophila (FOX, 1971), e também foi
verificado para a expressao de dois genes de esterases de A. mellifera, Est-1 e Est-
3 (Apéndice B). A curva em U é caracteristica das taxas metabdlicas observadas por
calorimetria durante o desenvolvimento ontogenético de muitos insetos (SCHMOLZ;
LAMPRECHT, 2000), incluindo A. mellifera (SCHMOLZ et al., 2005). A quantificacdo
da atividade enzimatica da MDH também demonstra uma reducao durante as fases

finais do estadio larval e fases iniciais do estadio pupal, e é consistente com os
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resultados de Tripathi & Dixon (1969), que verificaram um pico de atividade a 60 —
72 horas de vida larval.

O mesmo padrao também é observado para a enzima malica (E.C. 1.1.1.40)
de Drosophila melanogaster (CHERNIK et al., 1982), a qual apresenta regulagao da
expressao por horménio juvenil e ecdisterdides (FARKAS; KNOPP, 1997). Os perfis
de expressado génica observados em A. mellifera, porém, ndo apresentam relagao
aparente com o0s niveis de hormdnio juvenil e ecdisterdéides durante o
desenvolvimento (Anexo A), indicando que a expressao quantitativa desses genes
nao é diretamente modulada pelos principais reguladores da metamorfose nos
insetos.

A reducdo na expressao dos dois genes pode estar relacionada com o
decréscimo no consumo energético nesse periodo. O metabolismo de acidos graxos
para obtencéo de energia durante a transigdo de larva a pupa e nas fases iniciais do
estadio pupal também pode explicar a redugdo na expressao dos genes Mdh-1 e
Mdh-2 e da atividade enzimatica. Os lipidios sao uma das principais fontes de
energia no estadio pupal (NESTEL et al., 2003). O metabolismo de &cidos graxos
com atividade da carnitina aciltransferase permite que equivalentes redutores sejam
liberados diretamente na matriz mitocondrial, ndo necessitando, conseqientemente,
do transporte de NADH do citoplasma para a mitocéndria por meio do shuttle da
malato-aspartato.

Uma pequena discrepancia é observada quando comparamos os perfis da
expressao dos genes com a quantificacao da atividade enzimatica. O processo de
pigmentagdo da pupa marca um novo aumento da expressdo dos genes Mdh-1 e
Mdh-2; entretanto, a atividade da MDH permanece no mesmo baixo nivel das fases
anteriores do estadio pupal. Isso pode representar a transcricdo de mRNAs que néo
estdo sendo imediatamente traduzidos. O aumento na expressao dos genes pode
ser uma preparagdo para a emergéncia do adulto, que levara a um aumento
consideravel do consumo energético. Scholz et al. (1998) relataram uma
discrepancia similar entre niveis de mRNA e da proteina da MDHm durante o
desenvolvimento cardiaco de suinos, e sugeriram que mecanismos de regulagao
pos-transcricional poderiam estar envolvidos.

Como relatado por Contel et al. (1977), observamos nas analises
eletroforéticas o surgimento de novas regides de atividade da MDHc durante o

estddio pupal do desenvolvimento ontogenético de A. mellifera. A analise
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eletroforética da MDHc nos diferentes 6rgaos de pupas de A. mellifera revelou que o
padrdo observado nos individuos s6 é encontrado na hemolinfa e no corpo
gorduroso, enquanto outros 6rgaos apresentam o padrdao observado em larvas e
adultos. Uma interpretacdo deste resultado pode ser que a isozima originalmente
formada sofre alguma alteracao estrutural pela agcdo de algum fator, enzimatico ou
nao, possivelmente sintetizado no corpo gorduroso e, em seguida langado na
hemolinfa. Uma explicacdo alternativa seria de que no corpo gorduroso ocorre
processamento diferencial do mRNA de Mdh-1 durante o estadio de pupa,
resultando na sintese de polipeptideos que poderao formar dimeros com mobilidade
eletroforética distinta.

O controle da postura da rainha possibilitou determinar que o aparecimento
dessas regides de atividade se da ao final do estadio larval, inicialmente sendo
detectado em larvas de 6 dias (L5S3) e 48 horas apds apresentando o padrao
observado em pupas. O surgimento dessas novas regides de atividade ocorre
durante um periodo do desenvolvimento em que tanto a expressao génica quanto a
atividade esta em declinio. Em contraste, o desaparecimento destas regides se inicia
com o inicio do processo de pigmentagdo do corpo da pupa, quando a expressao
génica volta a aumentar. O aparecimento destas bandas parece estar relacionado
com eventos especificos do desenvolvimento ontogenético, como indicam os
experimentos realizados por Del Lama (1982) para verificar o padrao eletroforético
da MDHc em pupas com o desenvolvimento alterado pela temperatura e por
horménio juvenil. Embora o perfil de expressao quantitativo do gene Mdh-1 em A.
mellifera ndo apresente relagdo com os titulos de horménio juvenil durante o
desenvolvimento, Silva & Bitondi (2002) relatam que a expressao das isoformas
especificas do estadio pupal de A. mellifera (denominada MDHp pelos autores) é
dependente de alto titulo de ecdisteréides (20-hidroxiecdisona).

A variacdo na expressdo da MDHc e da MDHm n&o esta diretamente
associada com a concentracao dos hormdnios de metamorfose, e seguem a
variacao na taxa metabdlica durante o desenvolvimento ontogenético de A. mellifera,
apresentando um significativo declinio durante a transicdo do estadio larval para o
estadio pupal. Neste periodo de declinio, novas isoformas da MDHc séo detectadas,
mas a causa e o significado funcional desta alteragdo ainda permanecem a serem

investigados.
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APENDICE A — Média normalizada da densitometria dptica das triplicatas técnicas e
bioldgicas de cada fase do desenvolvimento da semi-quantificagcdo por RT-PCR da
expressao dos genes Mdh-1 e Mdh-2 de A. mellifera, com respectivo desvio-padrao
(DP) e erro-padréo (Erro).

Mdh-1 Mdh-2

Média DP Erro Média DP Erro
Ovo 6.42 22.55 13.02 Ovo -2.59 17.33 10.01
L1 27.78 17.31 9.99 L1 51.30 22.71 13.11
L2 39.03 8.97 5.18 L2 67.28 8.65 4.99
L3 34.23 13.17 7.60 L3 64.80 10.03 5.79
L4 50.79 2.27 1.31 L4 77.45 3.41 1.97
F1 56.18 7.28 4.20 F1 68.43 19.80 11.43
F2 64.20 3.51 2.02 F2 73.72 12.43 7.18
F3 54.68 8.00 4.62 F3 40.35 10.64 6.14
S1 47.45 18.20 10.51 S1 21.53 28.44 16.42
S2 22.31 20.89 12.06 S2 -0.60 20.62 11.90
S3 25.40 11.44 6.61 S3 6.36 23.80 13.74
PP1 25.58 6.57 3.79 PP1 10.62 9.76 5.63
PP2 18.09 6.14 3.55 PP2 10.06 12.01 6.94
PP3 13.75 13.78 7.96 PP3 -6.60 8.23 4.75
Pw 36.83 3.27 1.89 Pw 9.25 9.01 5.20
Pp 33.85 3.99 2.30 Pp 29.28 17.61 10.17
Pdp 34.77 5.77 3.33 Pdp 24.66 7.83 4.52
Pb 35.39 1.96 1.13 Pb 31.42 9.29 5.37
Pbl 46.22 11.55 6.67 Pbl 59.08 4.95 2.86
Pbm 41.58 2.29 1.32 Pbm 86.75 4.70 2.72
Pbd 47.89 12.86 7.42 Pbd 115.92 14.98 8.65

RN 75.67 3.70 2.14 RN 113.29 2.59 1.50
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6.1 Resumo

A observacdo de padrdes eletroforéticos mais complexos da malato
desidrogenase citoplasmatica em corpo gorduroso de pupas de A. mellifera do que o
observado em larvas e adultos sugere que isoformas adicionais sdo produzidas por
causas genéticas ou epigenéticas durante o desenvolvimento ontogenético de A.
mellifera. Nossos resultados aqui apresentados demonstram que este fendmeno
ocorre em outros grupos de abelhas, provavelmente sendo generalizado entre os
corbiculados. A clonagem do cDNA do gene Mdh-1, codificante da cMDH e ensaios
bioquimicos indicam que as isoformas adicionais de MDHc possuem peso molecular
similar ao das isoformas originais e ndao sado causadas por diferentes graus de
polimerizagado, protedlise significativa, glicosilacdo, fosforilagdo, expressdo de um

novo gene ou splicing alternativo.

Palavras-chave: clonagem, Mdh-1, modificagcbes péds-traducionais, padrao

alozimico, processamento diferencial
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6.2 Introdugao

Os insetos holometabolos passam por complexas alteragdes morfoldgicas,
fisiolégicas e comportamentais durante o seu desenvolvimento que compreende trés
fases com habitos bastante diferentes (HEMING, 2003). A taxa metabdlica da
maioria dos insetos apresenta a caracteristica curva em formato de U, indicando um
alto consumo energético nas fases iniciais de larva, uma diminuigdo durante a fase
de pupa, € novamente um aumento nas fases finais do processo de metamorfose
(SCHMOLZ; LAMPRECHT, 2000). Da mesma forma, muitas enzimas também
apresentam variacdo na expressado durante o desenvolvimento dos insetos, tanto
relacionada a atividade quanto ao surgimento ou desaparecimento de isoformas
(FOX, 1971; AVISE; MCDONALD, 1976).

Na abelha Apis mellifera, uma das enzimas a apresentar variacao tanto quanto
a atividade como quanto ao surgimento de isoformas ao longo do desenvolvimento é
a malato desidrogenase citoplasmatica (MDHc) — enzima que catalisa a conversao
reversivel de L-malato a oxaloacetato utilizando NAD+ como cofator e atua no
shuttle da malato-aspartato para intercambio de moléculas entre o citoplasma e a
mitocondria.

A quantificagdo da expressdo do mRNA e da atividade enzimatica no
desenvolvimento de A. mellifera demonstram que a enzima segue basicamente o
padrao de curva em U, com alta expressao e atividade no estadio larval e no final do
estadio pupal até a emergéncia do individuo, e baixa expressao durante a transigcéo
de larva a pupa e nas fases iniciais do periodo pupal (Capitulo 2).

A anadlise eletroforética em gel de amido revelou que larvas e adultos
apresentam padrdo alozimico idéntico, enquanto o padrdo de pupas é mais
complexo, ja que isoformas restritas ao estadio pupal sao observadas (CONTEL et
al., 1977). Os autores sugeriram que estas novas isoformas poderiam ser o produto
da expressao de um novo gene ou de uma modificagao epigenética das isozimas.

As modificagbes poés-traducionais constituem um importante mecanismo de
modulacao da atividade protéica em eucariontes, compreendendo mais de 300
processos (WITZE et al., 2007) e promovendo, entre outros processos, a ativagéo ou
desativagdo de enzimas, a sinalizagao intracelular, a regulacdo de interagbes
moleculares ou a estabilidade da proteina (MANN; JENSEN, 2003). A regulagao

transcricional também é importante na modulacdo da expressao, consistindo na
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indugao/repressao da transcricdo de genes (e.g. vitelogenina, BARCHUK et al.,
2002) ou no processamento diferencial dos mRNAs (i.e. splicing alternativo; e.g.
doublesex, CHO et al., 2007).

Utilizando técnicas moleculares atuais e a estrutura do gene da MDHc de A.
mellifera que relatamos anteriormente (Capitulo 1), investigamos as possiveis
causas do surgimento das isoformas especificas do estadio pupal no padrao
alozimico de A. mellifera. Neste estudo relatamos o surgimento dessas isoformas
em outras espécies de abelhas e vespas e analisamos a ocorréncia de splicing
alternativo no gene Mdh-1 e de possiveis modificagcdes pds-traducionais na enzima

MDHc em pupas de A. mellifera.

6.3 Material e Métodos

6.3.1 Amostras

Foram utilizadas abelhas africanizadas de A. mellifera (AHB) de colénias
mantidas no Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto. As fases do desenvolvimento foram identificadas seguindo os critérios
estabelecidos por Michelette & Soares (1993).

Foram utilizados larvas, pupas e adultos para andlise do padrao eletroforético
do sistema MDH no desenvolvimento das espécies Nannotrigona testaceicornis,
Scaptotrigona bipunctata, Scaptotrigona tubiba, Frieseomelitta varia, Schwarziana
quadripunctata, Friesella schrottkyi, Leurotrigona muelleri Bombus atratus,
Pseudaugochloropsis graminea, Xylocopa sp., Centris sp., Lithurgus corumbae,
Stelopolybia multipicta, Polybia paulista, Polybia sp1, Polybia sp2, Protopolybia
pumila e Polistes versicolor (procedéncia e numero de amostras analisadas

apresentadas no Apéndice A).

6.3.2 Analise alozimica

Analises eletroforéticas realizadas conforme descrito no Capitulo 1.
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6.3.3 Amostras para ensaios enzimaticos

Extratos de larvas, pupas ou adultos de A. mellifera foram obtidos
homogeneizando-se estas amostras em tampéao fosfato 0,1 M pH 7,5 + 1 mM DL-
DTT (ditiotreitol) em homogeneizador Potter, a 1000 rpm, com 10 excursdes, em
banho de gelo. Em seguida, o macerado era filtrado em 14 de vidro. A solucédo
resultante era recentrifugada por 1 hora a 29000 g a 0° C, o precipitado descartado e

0 sobrenadante resultante filtrado em 14 de vidro.

6.3.4 Determinacdo do peso molecular

Amostras preparadas conforme o item (6.3.3) foram levadas a 40 % de
saturagado pela adigao vagarosa de sulfato de aménio sdlido. O pH da solugéo foi
mantido em 7,5 com a utilizacdo de solugdo de amobnia 0,5 N. A solucdo
permaneceu em agitagao por 2 horas e o precipitado foi removido e eliminado pela
centrifugagdo a 29000 g por 30 minutos a 0° C. O sobrenadante resultante foi levado
a 80 % de saturagdo com sulfato de amdnio. Apds agitagdo por 2 horas, o
precipitado obtido por centrifugagdo a 29000 g por 30 min a 0° C foi dissolvido em
tampéo fosfato de sédio 100 mM pH 7,5 contendo 1 mM DL-DTT.

Extratos obtidos foram aplicados a coluna de Sephadex G-100, calibrada para
determinagdes de peso molecular segundo Andrews (1965), e as fragbes eluidas
foram dosadas para atividade de MDH, seguindo-se a reducao do NAD. Aliquotas
dos tubos contendo alta atividade enzimética foram utilizadas como amostra para
analise eletroforética em gel de amido.

As proteinas usadas como padrées foram soro-albumina bovina (2,8 mg),
ovoalbumina (1,6 mg), inibidor de tripsina de soja (2,2 mg) e ribonuclease A (2,0
mgq). Blue Dextran 2000 (4,0 mg) foi usado para determinar o volume de exclusdo. O

volume de eluigédo destas proteinas foi determinado pela absorbancia em 280 nm.

6.3.5 Tratamento com neuraminidase

Extrato de pupas jovens, preparado conforme item 6.3.3, foi tratado com
liofilizado de Clostridium perfringens de maneira que a atividade neuraminidasica no

extrato fosse igual a 5 unidades de enzima / mL de extrato. A mistura foi incubada



84

por 5 horas a 37° C. O controle consistiu de extrato nio tratado incubado a 37° C.
Apds o periodo de incubagédo, aliquotas destas amostras foram submetidas a analise

eletroforética.

6.3.6 Tratamento com fosfatase

Extrato de volume final de 2 mL foi obtido a partir de macerado de 20 pupas de
olho branco em tampéao Tris-Hcl pH 8,0 com mercaptoetanol 0,2% e centrifugado por
trés vezes a 6000 rpm por 15 minutos. Esse volume foi dividido em 14 aliquotas de
50 pL, com sete amostras sendo tratadas com 10 U de enzima fosfatase Antarctica
Phosphatase (New England Biolabs) e sete amostras controle apenas com tampao
da enzima. Em cada tratamento as amostras foram incubadas a 37°C por 0, 5, 10,
20, 30, 60 e 90 minutos. Apds a incubacao, as amostras foram submetidas a analise

eletroforética.

6.3.7 Efeito de dialise

Extratos liofilizados foram ressuspensos na proporgédo de 20 mg/mL, em trés
tampdes diferentes: tampéao acetato de sodio 0,1 M pH 5,0, tampao fosfato de sédio
0,1 M pH 7,0, e tampao glicinato de sédio 0,1 M pH 9,5. Todos estes tampdes
continham 1 mM de 2-mercaptoetanol.

Os extratos preparados nos diferentes tampdes foram dialisados por 24 horas
contra 1 litro de tampao utilizado na preparacao do extrato, com uma troca. Em
seguida, foram centrifugados por 10 min a 15000 g a 0° C e submetidos a andlise

eletroforética.

6.3.8 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir de RNA extraido do corpo gorduroso de um pool
(4 a 5) de Pw de operarias de uma coldnia, seguindo procedimento relatado no

Capitulo 1
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6.3.9 Amplificacdo do cDNA de Mdh-1

Amplificamos os trés fragmentos do gene Mdh-1 — F5R6, F8R14 e F7R9 —
utilizando primers e as condi¢des apresentadas no Capitulo 1. Os produtos de PCR

foram visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

6.3.10 Clonagem e seqiienciamento do cDNA

Os produtos de PCR foram subclonados no vetor pGEM-T Easy (Promega). Os
plasmideos foram extraidos e purificados utilizando o sistema Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification (Promega) e sequenciados em sequenciador ABI 3100.

Os eletroferogramas foram analisados no software CodonCode Aligner v3.1.

6.4 Resultados

6.4.1 Padrio eletroforético da MDHc no desenvolvimento ontogenético em diferentes

espécies de abelhas e vespas

As analises eletroforéticas evidenciaram a ocorréncia de isoformas adicionais
da MDHc no estadio de pupa em Nannotrigona testaceicornis, Scaptotrigona
bipunctata, Scaptotrigona tubiba, Frieseomelitta varia, Schwarziana quadripunctata,
Friesella schrottkyi, Leurotrigona muelleri, Bombus atratus, Pseudaugochloropsis
graminea. As espécies B. atratus e F. varia também apresentaram polimorfismo
genético.

O padrao eletroforético das larvas de F. varia € mais complexo do que o
observado em A. mellifera. Em P. graminea, observamos o aparecimento de 3 ou 4
bandas adicionais de atividade na fase de pupa, além da regido observada em
larvas e adultos, conforme o sistema tampao utilizado.

Os resultados observados em Xylocopa sp., Centris sp. e Lithurgus corumbae,
além das espécies de vespas Stelopolybia multipicta, Polybia paulista, Polybia sp1,
Polybia sp2, Protopolybia pumila e Polistes versicolor sugerem que este fendbmeno

nao ocorre nestas espécies.
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6.4.2 Determinacdo do peso molecular da MDHc de A. mellifera

A determinagdo do peso molecular da MDHc em coluna de Sephadex G-100
indicou que as duas isoformas da enzima observadas em pupas de operarias
apresentavam volume de eluicdo semelhante ao da soro-albumina bovina,
permitindo estimar o peso molecular dos dimeros em, aproximadamente, 67 KDa
(Figura 1). Como a isoforma adicional do estadio de pupa apresenta peso molecular
similar ao da isoforma encontrada em larvas e adultos, podemos concluir que o
aparecimento das novas regides de atividade de MDHc nao é devido a diferentes
graus de polimerizagao da enzima, tampouco a protedlise de parte significativa do

polipeptideo precursor.

9

8

7 :

6 MDHc = Soroalbumina
5

4

Ovoalbumina

Inibidor de Tripsina

Peso Molecular (x10#)

Ribonuclease A

| | |
150 200 250 300 350 400
Volume efluente (mL)

Figura 1 — Filtracdo em gel em Sephadex G-100 da MDHc de pupas de operarias de
Apis mellifera. Volumes de eluigcdo idénticos foram obtidos com a soroalbumina
bovina e as duas formas da MDHc encontradas em pupas de A. mellifera.

6.4.3 Andlise de splicing alternativo do gene Mdh-1

A visualizagdo dos produtos de RT-PCR das trés regides do cDNA de Mdh-1

nao apresentou evidéncias da ocorréncia de splicing alternativo, pois observamos
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apenas uma banda de amplificagdo no gel de agarose apos eletroforese (Apéndice
B).

A andlise das sequéncias dos clones das trés regides também nao evidenciou
sinais da ocorréncia de splicing alternativo. No entanto, observamos sitios
polimorficos nao relatados anteriormente (Figura 2). Os nove clones da regido F5R6
apresentaram tamanho de 409 pb, e foram observadas trés substituicdes sinbnimas
e uma nao-sinbnima num total de quatro haplétipos. Os dez clones da regiao F8R14
apresentaram tamanho de 434 pb, e foram observadas trés substituicdes sinbnimas
e trés nao-sinbnimas num total de seis haplétipos. Sete clones da regido F7R9
apresentaram tamanho de 478 pb e um apresentou uma insercdo; além dessa

insercao foram observadas trés substituicdes nao-sinbnimas num total de quatro

haplétipos.
E2 E3 E4 ES
< -~ - - o o o o
S 8 8 5 8 & EE
Asn Val Leu Val Lys Asn Glu

F5 AAT GTT CTT GTA F7 AAA AAT GAA -

F5A G.. ... ... ... F7 A =
F5_B .C ..C ... F7_B G. .G. -
F5.C .l... .. Frc S P Y
Asp | Val |Leu @ Glu | Ser Ely
E3 E4
Glu Gly Arg  Asn Asp Gly
F3 GAA GGA AGA AAT GAT AAT
FSA .G.
F8 B
F8_C G..
F8 D A..
F8_E ... |A.. ..C

Figura 2 — Polimorfismos encontrados nas sequéncias de cDNA de clones para as
trés regides do gene Mdh-1. F5, F7 e F8 referem-se as regides do gene amplificadas
pelos pares de primers F5R6, F7TR9 e F8R14, respectivamente. As sequiéncias
utilizadas como referéncia das trés regides sdo idénticas ao alelo Mdh-1"9%.
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6.4.4 Efeito de neuraminidase, dialise e fosfatase sobre o padrio eletroforético da

MDHc de pupas de A. mellifera

O padrdo também ndo se alterou quando extratos de pupas previamente
liofilizados s&o preparados em diferentes tampdes (acetato pH 5,0; fosfato pH 7,0;
glicinato pH 9,5) e, em seguida, exaustivamente dialisados contra os mesmos.

A incubacdo de extratos de pupa com neuraminidase de Clostridium
perfringens nao alterou o padréo eletroforético da MDHc de A. mellifera. A incubagao
de extratos de pupas de operarias com fosfatase também nao alterou o padrao

eletroforético da MDHc de A. mellifera (Figura 3).

Fosfatase

Figura 3 — Gel de amido 14% para visualizagdo do padrao eletroforético inalterado
da MDHc em amostras de pupas tratadas com 10U de enzima fosfatase (Antarctica
Phosphatase — New England Biolabs) por 0 (a), 5 (b), 10 (c), 20 (d), 30 (e), 60 (f), 90
(g) minutos e amostras tratadas somente com tampao por 0 (h), 5 (i), 10 (j), 20 (k),
30 (1), 60 (m) e 90 (n) minutos. (0) amostra sem tratamento.

6.5 Discussao

A analise do padrdo eletroforético da MDHc no desenvolvimento de outras
espécies de abelhas indica que a ocorréncia de regides adicionais de atividade

desta enzima ndo € comum a todas as espécies de abelhas, como ndo observamos
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em abelhas das tribos Xylocopini, Centridini (familia Apidae) e Lithurgini (familia
Megachilidae). A ocorréncia de um padrao mais complexo em pupas de P. graminea
(Halictidae: Augochlorini) pode indicar uma natureza distinta do aparecimento das
isoformas adicionais em pupas de A. mellifera.

Entretanto, o fendmeno aparenta ser generalizado nas tribos Apini e
Meliponini, e também pode ser comum as espécies da tribo Bombini. Embora
espécies pertencentes a tribo Euglossini ndo tenham sido analisadas, os resultados
sugerem que a ocorréncia de novas regides de atividade em pupas pode constituir
um evento comum a todas as espécies do grupo dos corbiculados. Essa concluséo
também é suportada pelos resultados de Contel (1975; 1980), que observou o
mesmo fendmeno em todas as espécies analisadas de 10 géneros da tribo
Meliponini.

Embora ndo tenhamos observado nas seis espécies de vespas analisadas
neste estudo, o fendmeno também ocorre em vespas esfecideas (dados LGEH),
provavel grupo ancestral das abelhas. A ocorréncia das isoformas adicionais néo
apresenta relacdo com a filogenia das abelhas. Portanto, caso elas sejam
resultantes das mesmas causas, este achado pode ser interpretado como uma
evidéncia de que o aparecimento de regides extras na fase de pupa nao deve ser
devido a atividade de um novo gene neste estadio do desenvolvimento.

O peso molecular estimado (67 KDa) por filtragdo em gel de Sephadex G-100
confirma as estimativas apresentadas no Capitulo 1 com base na sequéncia predita
da proteina e os resultados de Snyder et al. (1979) que, através de eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo SDS-uréia, demonstraram que as subunidades de
MDHc de larvas de A. mellifera apresentavam peso molecular de 34KDa. Os
mesmos autores, utilizando filtracdo em gel de Sephadex G-150, verificaram que a
enzima nativa apresentava peso molecular em torno de 70KDa, confirmando a
estrutura dimérica da enzima (CONTEL et al., 1977).

A indicagao de que as duas isoformas da MDHc encontradas em pupas de A.
mellifera possuem pesos moleculares similares demonstra que o aparecimento de
regides extras de atividade ndo deve ser devido a polimerizagdo-despolimerizagéao
da molécula enzimatica original, como uma das hipéteses sugeridas por Contel et al.
(1977), nem a protedlise significativa do polipetideo original. Também sugere que a

expressao de um novo gene codificante de um polipeptideo que se ligaria aos
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dimeros originais da MDHc nédo é responsavel pelas novas regides de atividade
observados em pupa.

Os clones de cDNA nao apresentaram variacdo no tamanho dos fragmentos
nas trés regides do gene Mdh-1 (com excecado de um clone que apresentou uma
insercao, que discutiremos a seguir), indicando que um evento de splicing alternativo
nao ocorre no corpo gorduroso durante a fase de pupa de A. mellifera, tecido e fase
do desenvolvimento no qual sdo observadas as isoformas adicionais da MDHc.
Assim, o processamento diferencial do mRNA n&o deve ser a causa das novas
isoformas da MDHc.

A clonagem do cDNA também revelou sitios polimérficos que ainda ndo haviam
sido observados. Do total de 13 sitios polimérficos que observamos nos clones,
apenas um na posicao 1336 — que caracteriza o fenétipo M — ja havia sido descrito
(Capitulo 1). Também observamos a inser¢do de uma adenina — apdés uma
sequéncia de seis adeninas — em um dos clones da regido F7R9. Na regido F8R14,
obtivemos seis haplotipos a partir de dez clones. Considerando-se que utilizamos
cinco operarias de uma mesma coldnia para a obtencdo do cDNA, seria esperado,
no maximo, a ocorréncia de sete alelos. Embora a observacdo desse elevado
numero de haplétipos em uma unica colénia e das varias substituicbes nao
conservativas possa indicar uma maior complexidade na diversidade alélica do loco
Mdh-1, acreditamos que parte desses polimorfismos possam ser artefatos criados
por erros resultantes da amplificagcdo por PCR e clonagem direta dos produtos de
PCR (ENNIS et al., 1990; ECKERT; KUNKEL, 1991), fato que merece maiores
investigacoes.

Com as evidéncias de que nao ha a expressao de um novo gene durante o
desenvolvimento e de que n&o ocorre splicing alternativo do gene Mdh-1, o
aparecimento das isoformas adicionais de MDHc deve ser atribuido a modificagcbes
pos-traducionais da enzima original. Estudos de interconversdo enzimatica
realizados por Del Lama (1982), visando verificar se algum componente presente em
extratos de pupas jovens poderia converter a isoforma da enzima presente em
extratos de larvas nas isoformas adicionais ndo foram conclusivos.

Os resultados eletroforéticos que obtivemos quando extratos de pupas sao
submetidos a tratamento com neuraminidase sugerem que o aparecimento de novas
regides da MDHc nao deve ser resultante de ligagdo de residuos carboidratos

carregados eletricamente (como o acido sialico, por exemplo) a isozima original. O
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aparecimento destas regides parece nao ser devido também a algum fator dialisavel
ou a fosforilagdo da enzima original, ja que extratos submetidos a didlise exaustiva
ou a tratamento com fosfatase nao tém seu padrao eletroforético modificado.

Nossos resultados indicam que as isoformas adicionais de MDHc no
desenvolvimento de A. mellifera ndo devem ser resultantes da expressao estagio e
tecido especifica de um novo gene e nem de um evento de splicing alternativo do
gene Mdh-1. Embora apresentemos indicios que excluem a ocorréncia de trés dos
principais eventos de modificagdo pés-traducional na MDHc de A. mellifera, a
identificagdo da ocorréncia de tais processos requer a caracterizagcdo completa da
proteina utilizando uma combinacdo de técnicas para esse proposito especifico
(MANN; JENSEN, 2003; WITZE et al., 2007), o que vai além do escopo deste

trabalho.
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APENDICE B - Géis de agarose 1% corados com brometo de etideo para
visualizacao de produtos de RT-PCR das regides do gene Mdh-1 em amostras de
Apis mellifera. 1 — Ladder 100pb; 2 — F7+R9; 3 — F5+R6; 5 — F8+R14; 6 — F7+R9; 7
— F5+R6; 9 — F8+R14. 4 e 8 representam outras combinagcbes de primers nao
utilizadas neste trabalho. Pw: Pupa de olho branco; Pbd: Pupa pigmentada; Pp CG:
corpo gorduroso de pupa de olho rosa; Pdp CG: corpo gorduroso de pupa de olho
rosa escuro.

Pré-Pupa 1
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dados apresentados neste trabalho contribuem para maior compreensao da
natureza e do significado funcional e evolutivo do polimorfismo alozimico do loco
Mdh-1 e do aparecimento de isoformas adicionais da MDHc durante o
desenvolvimento de A. mellifera.

Nés identificamos o gene Mdh-1 de A. mellifera e descrevemos os sitios
polimérficos encontrados entre os trés alelos comuns deste loco — Mdh-1"%, Mdh-1%°
e Mdh-1%°. Desta forma, pudemos determinar que a variagcdo na mobilidade
eletroforética é devido a substituicdo de um Unico aminoacido entre as alozimas F, M
e S.

O conhecimento da sequéncia nucleotidica do gene Mdh-1 e dos aminoacidos
da MDHc deve contribuir para futuros estudos da influéncia dos polimorfismos
observados sobre a estrutura das alozimas, que associados com estudos
bioquimicos, podem fornecer um melhor entendimento da atuagdo da selegao
natural sobre os alelos deste loco.

Pela analise das seqliéncias dos alelos do loco Mdh-1, nés inferimos que o
alelo Mdh-1', codificante da variante F, provavelmente deve ser o alelo ancestral
que deu origem aos demais alelos. Uma andlise da evolugdo molecular do gene
Mdh-1 nas subespécies de A. mellifera e nas espécies do género Apis poderia
confirmar tais referéncias, além de demonstrar o padrdo evolutivo de um gene sob
pressao seletiva em diferentes ambientes.

A quantificagdo da expressao dos genes Mdh-1 e Mdh-2 e da atividade
enzimatica da MDH durante o desenvolvimento ontogenético de A. mellifera
demonstra o padrao classico de alta expressao no inicio e final do desenvolvimento,
com um descréscimo significativo durante a transicédo de larva a pupa. Discrepancias
entre a quantidade de mRNA e a atividade enzimatica foram observadas em
algumas fases do desenvolvimento, merecendo maiores estudos.

Com relagao as isoformas adicionais da MDHc, determinamos que elas surgem
a partir do final da fase larval e comegam a desaparecer com 0 inicio da
pigmentacdo das pupas, e que ndo sdo detectadas em outros tecidos sendo a
hemolinfa e o corpo gorduroso.

Nossos dados indicam que o aparecimento das isoformas adicionais de MDHc

no desenvolvimento ontogenético ocorre em outros grupos de abelhas, e deve ser
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um evento generalizado entre as espécies de corbiculados. Sob essa perspectiva, o
estudo da evolugdo molecular do gene Mdh-1 nos corbiculados, além de nos revelar
a historia evolutiva deste grupo inferida por um gene sob selegéo, também poderia
contribuir para os estudos das causas do aparecimento dessas isoformas adicionais.

O objetivo que deu origem a este projeto, investigar se as isoformas adicionais
eram resultado de um evento de splicing alternativo do gene Mdh-1, foi alcangado
com analises de RT-PCR e clonagem de cDNA. Os resultados indicam que as
isoformas adicionais de MDHc ndo s&o resultantes de splicing alternativo e que,
provavelmente, resultam de modificagcbes secundarias da isoforma original. As
causas desse fendmeno deverao ser esclarecidas com estudos utilizando técnicas

voltadas para a identificagdo e mapeamento de modificagées pos-traducionais.



