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RESUMO

FURTADO, Waléria Cristina de Arruda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio
de 2013, Ultra-estrutura e transcriptoma de urécitos de pupas de Melipona
quadrifasciata (hymenoptera: meliponini). Orientador: José Eduardo Serrdo.
Coorientadores: Lucio Antonio de Oliveira Campos, Gustavo Ferreira Martins, Leandro
Licursi de Oliveira e José Cola Zanuncio.

O corpo gorduroso das abelhas adultas € constituido por trofocitos e endcitos,
entretanto, em pupas de abelhas recém-emergidas alguns trofocitos sdo modificados em
células denominadas urdcitos, cuja funcdo permanece desconhecida nas abelhas. Este
trabalho avaliou a morfologia de urdcitos na abelha Melipona quadrifasciata, bem
como a possibilidade de manutencéo dessas células em cultivo primario. Os urdcitos de
M. quadrifasciata sdo células esféricas de superficie irregular e coloracdo branca
quando observadas ao estereomicroscopio. Podem se apresentar individualizados ou em
grupos associados a traqueias. Os urocitos apresentaram um Gnico nicleo, pequeno,
esférico e centralizado. O presente trabalho revelou no citosol dos urocitos
polissacarideos neutros, gotas lipidicas, vesiculas de proteinas, célcio e vesiculas
contendo granulos de urato. Isto sugere que eles funcionem como células excretoras em
pupas da abelha. As células de urato do corpo gorduroso da abelha M. quadrifasciata
foram purificadas e tiveram seu RNA extraido para constru¢édo da biblioteca de cDNA.
Foi realizada a PCR dos fragmentos de cDNA e esses foram fracionados em coluna para
separacdo de fragmentos maiores que 200 pb. Seguiu-se o protocolo de ligacdo dos
fragmentos >200pb ao vetor pTZ57R/T e posterior clonagem. O DNA plasmidial foi
extraido dos clones e enviado para sequenciamento automatico. As sequéncias obtidas
foram analisadas utilizando-se 0 BLASTn e BLASTx do NCBI. A maior parte das
sequéncias obtidas ndo encontrou homologia com os dados disponiveis para abelhas,
bem como para outros organismos, nao resultando em descobertas significativas para o
desenvolvimento de conhecimentos sobre 0s transcritos obtidos para as células de urato

neste trabalho.
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ABSTRACT

FURTADO, Waléria Cristina de Arruda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, may,
2013, Ultrastructure and transcriptome of pupal urocytes in the stingless bee
Melipona quadrifasciata (Hymenoptera: Meliponini). Advisor: José Eduardo Serrdo.
Co-advisor: Lucio Ant6énio de Oliveira Campos, Gustavo Ferreira Martins, Leandro
Licursi de Oliveira and José Cola Zanuncio.

The fat body of adult bees consists of different cell types as trophocytes and oenocytes,
however, in young pupae some trophocytes are modified in cells called urocytes whose
function remains unknown in bees. This study evaluated the morphology, transcriptome
and the viability to maintain primary culture of urocytes in the stingless bee Melipona
quadrifasciata. The urocytes of M. quadrifasciata are spherical cells with an irregular
surface and white color when observed under the stereomicroscope. May present
individually or in groups associated with tracheae. The urocytes had a single core,
small, spherical and centered. This work revealed the cytosol of urocytes neutral
polysaccharides, lipid droplets, vesicles protein, calcium and urate granules containing
vesicles. This suggests that they function as excretory cells in bee pupae. The cells of
the fat body urate bee M. quadrifasciata were purified and their RNA were extracted for
cDNA library construction. We performed PCR of cDNA fragments and these were
fractionated on a column for separation of fragments larger than 200 bp. This was
followed by the protocol binding fragments > 200bp to the vector pTZ57R / T and
subsequent cloning. Plasmid DNA was extracted from clones and sent to automated
sequencing. The sequences obtained were analyzed using the BLASTn and BLASTXx of
the NCBI. Most sequences obtained did not find homology with the data available for
bees, as well as to other organisms, resulting in no significant findings for the

development of knowledge about the transcripts obtained for urocytes in this work
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INTRODUCAO GERAL

A principal funcéo das abelhas na natureza é a polinizacdo de plantas nativas e
cultivadas, sendo responsaveis por cerca de 80% da producdo agricola de sementes e
frutas, portanto, sdo indispensaveis para a manutencao da biodiversidade (KERR, 1996;
WIESE, 2005).

Apinae possui 0 maior nimero de espécies sociais, tendo representantes em
todo o mundo, destacando-se por sua grande diversidade de comportamentos sociais e
por suas multiplas relagdes com plantas e animais. Esta subfamilia subdivide-se em
quatro tribos: Apini, Bombini, Euglossini e Meliponini (MICHENER, 2000), sendo que
a tribo Meliponini agrupa as abelhas sociais sem ferrdo, distribuidas na regido
neotropical desde o norte da Argentina, passando pelo Paraguai ao nordeste do Brasil
(MOURE et al., 2008).

A espécie Neotropical de abelhas sem ferrdo Melipona quadrifasciata dividi-se
em duas subespécies: Melipona quadrifasciata quadrifasciata e Melipona
quadrifasciata anthidioides. A principal diferenca entre elas sdo as listras amarelas
metassomais que sdo continuas em M. quadrifasciata quadrifasciata e descontinuas em
M. quadrifasciata anthidioides. A subespécie M. quadrifasciata quadrifasciata esta
distribuida da porcao sul desde a Argentina, Paraguali, regido sudeste do Rio Grande do
Sul ao Sul do Estado de S&o Paulo. No Brasil, a subespécie M. quadrifasciata
anthidioides, adaptada a regides de temperaturas mais elevadas, distribui-se mais ao
norte como Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia e Goias (BATALHA - FILHO et al.,
2009; BATALHA - FILHO et al., 2010).

Em virtude da dependéncia dos recursos florais para extracao de polen e néctar,
as abelhas apresentam muitas adaptacfes a localizacdo e coleta desses recursos,
caracteristicas que as tornam eficientes polinizadoras. A atividade de polinizacdo faz
com que as abelhas desempenhem um importante papel na manutencdo da diversidade
das plantas que, por sua vez, é fundamental na conservacao dos ecossistemas (SILVA e
PAZ, 2012). As abelhas nativas sdo importantes polinizadoras, no entanto, perdas de
habitat, invasfes de espécies exdticas e transformacoes climaticas parecem ser a causa

da diminuicao dessas populacGes (GIANNINI et al., 2012).



As abelhas sdo insetos holometéabolos, isto €, passam por uma fase larval logo
apos a eclosdo do ovo, que é seguida por uma metamorfose, onde ocorrem as mudancas
que as transformardo nos insetos adultos (CRUZ - LANDIM, 2008). A fase larval nesse
tipo de inseto é uma fase de alimentag&o intensiva, e 0s nutrientes obtidos sdo utilizados
para o crescimento, o desenvolvimento da massa corporal e também se acumulam em
tecidos de reserva para serem utilizados durante a metamorfose (CHAMPMAN, 1998).

O corpo gorduroso dos insetos é representado por uma massa celular de origem
mesodérmica que preenche 0s espacos existentes entre 6rgdos na cavidade celomatica
destes, estando suspenso pela membrana basal, misculos e traqueias. Este é o principal
6rgdo do metabolismo intermediario dos insetos, sendo responsavel pela sintese e pelo
fornecimento da maioria dos componentes da hemolinfa (CHAPMAN, 1998). Em
principio o corpo gorduroso, além de participar do metabolismo intermediério, é o local
de armazenamento de reservas como lipideos, carboidratos e proteinas, que sao
metabolizados durante a metamorfose, 0 voo e a reproducdo (SNODGRASS, 1935;
ROSSEL e WHEELER, 1995; MARTINS et al., 2011; PASCINI et al., 2011).

Geralmente, o corpo gorduroso dos insetos holometabolos é subdividido em
pariental ou periférico e perivisceral. A por¢do parietal € formada por uma massa celular
localizada imediatamente abaixo da epiderme, enquanto, a porgdo perivisceral é
formada por uma massa celular que se dispbe em torno dos sistemas digestivo e
reprodutor (CHAPMAN, 1998; MARTINS et al., 2011).

O corpo gorduroso € constituido por um conjunto de células que se dispdem em
camadas e/ou l6bulos, sendo os tipos celulares mais comuns os trofocitos, os
micetocitos, 0s urocitos e 0s enocitos, embora este uUltimo tipo seja de origem
ectodérmica e em muitos insetos nao esteja embebido no corpo gorduroso (CHAPMAN,
1998; GULLAN e CRANSTON, 2005).

O corpo gorduroso das abelhas adultas é quase que essencialmente constituido
por trofocitos e endcitos (PAES DE OLIVEIRA e CRUZ-LANDIM, 2006), enguanto
nas abelhas recém-emergidas sdo encontrados trofocitos, endcitos e urocitos, estes
Gltimos também denominados trofocitos modificados (PAES DE OLIVEIRA e CRUZ-
LANDIM, 2003; DEAN et al., 1985)

Os trofocitos sdo células de origem mesodérmica e possuem o citoplasma rico

em lipideos, proteinas e glicogénio que fornecem nutrientes e energia usados



principalmente para a locomogdo e reproducdo (ARRESE & SOULAGES, 2010;
MARTINS et al., 2011).

Granulos de urato foram observados em Calpodes ethlius (Lepidoptera)
(LOCKE, 1984; DEAN et al., 1985). A origem destes granulos é principalmente a partir
da degradacdo de proteinas absorvidas da hemolinfa ou do metabolismo dos &cidos
nucleicos, resultantes da autofagia do reticulo endoplasmatico ap6s uma intensa fase de
sintese protéica.

Segundo CRUZ -LANDIM (2008), em M. quadrifasciata anthidioides, o0s
urécitos comecam a se formar quando se inicia 0 acumulo de uratos em alguns
trofdcitos nos ultimos estagios larvais e, portanto, funcionam como células excretoras.

Existem duas hipéteses em relacdo a funcdo realizada pelas células de urato.
Uma delas sugere que eles sdo substitutos dos tubulos de Malpighi durante a
metamorfose quando os tubulos das larvas sdo reabsorvidos e os do animal adulto ainda
estdo em processo de formacéo e, portanto, ndo se abrem para o intestino. Isto acontece
principalmente em larvas de himenopteros Apocrita e lepidopteros. Na segunda
hipdtese, as celulas de urato armazenam granulos de urato que sdo produzidos no
interior das células do corpo gorduroso pelo metabolismo das inclusdes proteicas
resultantes da atividade dos trofocitos, sendo que os urdcitos absorvem esses produtos
da hemolinfa e acumulam no citoplasma até que possam ser excretados pelos tabulos de
Malpighi reduzindo, assim, a concentracdo de produtos toxicos na hemolinfa
(SNODGRASS, 1935). Nas abelhas a maior incidéncia de células de urato é verificada
no final da fase larval para o inicio da vida adulta (CRUZ-LANDIM, 2000).

Culturas de células de insetos sdo amplamente utilizadas na biotecnologia para
a sintese de proteinas recombinantes, pesticidas virais e vacinas, bem como, em
pesquisa basica em genética, biologia molecular, bioquimica, endocrinologia e
virologia. O corpo gorduroso é o principal 6rgdo metabdlico dos insetos e o principal
local de ativacdo transcricional e de sintese de moléculas efetoras, tais como peptideos
antimicrobianos (AMPS), que sdo pecas-chave na resposta imune contra varias bactérias
e fungos (TZOU et al., 2002)

O presente trabalho pretende desenvolver estratégias para a coleta e
manutencdo de urdcitos do CG de M. gquadrifasciata anthidioides in vitro, bem como,

descrever a morfologia e o transcriptoma, e dessa forma contribuir para o entendimento



das fungdes que os urdcitos desempenham dentro do corpo gorduroso da abelha em sua

fase pupal.



CAPITULO 1

Histoquimica e Ultra-estrutura de urocitos de pupas da abelha Melipona
quadrifasciata (Hymenoptera: Meliponini)

Waléria C.A. Furtado, Dihego O. Azevedo, Gustavo F. Martins, José Eduardo Serr&o.

RESUMO: O corpo gorduroso (CG) das abelhas adultas é constituido por trofocitos e
endcitos, entretanto, em pupas alguns trofocitos sdo modificados em células
denominadas urécitos, cuja fungdo permanece desconhecida nas abelhas. Este trabalho
avaliou a morfologia de urdcitos da abelha Melipona quadrifasciata, bem como a
possibilidade de manutencdo dessas células em cultivo primario. Os urdcitos ou células
de urato, de M. quadrifasciata sdo células esféricas de superficie irregular e coloracdo
branca quando observadas ao estereomicroscopio, Podendo se apresentar
individualizados ou em grupos associados a traqueias. Os urdcitos avaliados
apresentaram um Unico ndcleo, pequeno, esférico e centralizado. Os resultados
revelaram no citosol dos urdcitos polissacarideos neutros, gotas lipidicas, vesiculas de
proteinas, calcio e vesiculas contendo granulos de urato, 0 que sugere que eles podem
funcionar como células excretoras em pupas de M. quadrifasciata. Apds 24 horas de
cultivo dos urdcitos ja era observada a adesdo dos mesmos a laminula com base na
presenca de lamelipddeos. Os urdcitos mantidos em cultivo primario por 24 a 72h
apresentaram, o nucleoplasma elétron transparente, com a cromatina restrita a poucos
nodulos condensados proximos ao envoltorio nuclear e o citoplasma rico em vesiculas
com diferentes eletrondensidades e em figuras mielinicas. Os resultados obtidos
sugerem que os urécitos tém funcdo no estoque de carboidratos, lipideos e céalcio em
pupas de M. gquadrifasciata e que estas células podem ser mantidas em cultura por até
72h.



CAPITULO 1

Histochemistry and ultrastructure of urocytes pupae bee Melipona quadrifasciata
(Hymenoptera: Meliponini)

Waléria C.A. Furtado, Dihego O. Azevedo, Gustavo F. Martins, José Eduardo Serréo

ABSTRACT: The main cell types of the adult bees fat body are trophocytes and
oenocytes; however, in pupae of some newly emerged bees, trophocytes are modified
into cells called urocytes, which has unknown functions. This study evaluated the
morphology of urocytes in the stingless bee Melipona quadrifasciata as well as
evaluated the possibility of maintaining these cells in primary culture. The urocytes M.
quadrifasciata are white spherical cells with irregular surface as observed under
stereomicroscope. They may be found individually or in groups associated with
tracheae. The urocytes have a single, small and spherical nucleus. The urocytes
cytoplasm is rich in neutral polysaccharides, lipid droplets, protein, and granules
containing calcium and urate salts. Our findings suggest that urocytes play a role in
storage of neutral polysaccharides and calcium in M. quadrifasciata pupae and that

these cells can be cultured for 72 h.



1- Introducéo

As abelhas séo parte integrante do ecossistema da regido em que vivem e sua
principal funcdo na natureza é a polinizacdo de plantas nativas e cultivadas, sendo
também responsaveis por cerca de 80% da producdo agricola de sementes e frutas
(KERR, 1996; WIESE, 2005). Em virtude da dependéncia dos recursos florais, as
abelhas apresentam adaptacdes a localizacdo e coleta desses recursos, caracteristicas
que as tornam eficientes polinizadoras (SILVA e PAZ, 2012). Embora as abelhas
nativas sejam importantes polinizadoras, perdas de habitat, invasbes de espécies
exéticas e transformagdes climaticas parecem ser a causa da diminuicdo dessas
populacdes (GIANNINI et al., 2012).

Apinae possui 0 maior nimero de espécies sociais, tendo representantes em
todo o mundo, destacando-se por sua diversidade de comportamentos sociais e por suas
maltiplas relagbes com plantas e animais. Esta subfamilia € subdividida em tribos
Apini, Bombini, Euglossini e Meliponini (MICHENER, 2000), sendo que Meliponini
agrupa as abelhas sociais sem ferrdo, tambem distribuidas na regido Neotropical
(MOURE et al., 2008).

As abelhas sdo insetos holometabolos, isto é, passam por uma fase larval logo
apos a eclosé@o do ovo, que é seguida por uma fase de pupa, onde ocorrem as mudancas
que as transformardo nos insetos adultos (CRUZ - LANDIM, 2008). A fase larval nesse
tipo de inseto é uma fase de alimentagéo intensiva, e 0s nutrientes obtidos sao utilizados
para o crescimento e desenvolvimento da massa corporal e que também se acumulam
em tecidos de reserva para serem utilizados durante a metamorfose (CHAMPMAN,
1998).

O corpo gorduroso dos insetos é caracterizado por uma massa celular de origem
mesodérmica que preenche 0s espagos existentes entre 0rgaos na cavidade celomatica,
estando suspenso pela membrana basal, musculos e traqueias. O corpo gorduroso € o
principal 6rgdo do metabolismo intermediario dos insetos, sendo responsavel pela
sintese e pelo fornecimento da maioria dos componentes da hemolinfa (CHAPMAN,
1998). Em principio, o corpo gorduroso, além de participar do metabolismo
intermediario, ¢ o local de armazenamento de reservas como lipideos, carboidratos e
proteinas, que sdo metabolizados durante a metamorfose, 0 voo e a reproducdo
(SNODGRASS, 1935; ROSSEL & WHEELER, 1995; MARTINS et al., 2011,
PASCINI et al., 2011).



O corpo gorduroso é constituido por um conjunto de células que se dispdem em
camadas e/ou l6bulos, sendo os tipos celulares mais comuns os trofocitos, os
micetdcitos, os urdcitos e os enocitos, embora este Ultimo tipo seja de origem
ectodérmica e em muitos insetos ndo esteja embebido no corpo gorduroso (CHAPMAN,
1998; GULLAN & CRANSTON, 2005).

O corpo gorduroso das abelhas mais velhas é quase que essencialmente
constituido por trofocitos e endcitos (PAES DE OLIVEIRA & CRUZ-LANDIM, 2006),
enquanto nas abelhas recém-emergidas sdo encontrados trofocitos, endcitos e urdcitos,
estes Ultimos sdo trofocitos modificados (PAES DE OLIVEIRA & CRUZ-LANDIM,
2003; DEAN et al., 1985)

Os urdcitos presentes no corpo gorduroso de alguns insetos ndo tem sua funcéo
esclarecida, havendo duas hipéteses: i) os urdcitos seriam substitutos dos tdbulos de
Malpighi durante a metamorfose quando os tubulos de Malpighi das larvas séo
reabsorvidos e os do inseto adulto ainda estdo em processo de formacdo, como ocorre
em pupas de himenodpteros e lepidopteros, ii) na segunda hipétese, as células de urato
armazenariam granulos de sais de urato que seriam produzidos no interior das células do
corpo gorduroso pelo metabolismo proteico, bem como, absorvidos da hemolinfa e
acumulam no citoplasma até que possam ser excretados pelos tubulos de Malpighi
reduzindo, assim, a concentracdo de produtos toxicos na hemolinfa (SNODGRASS,
1935). Em abelhas a maior incidéncia de células de urato é verificada no final da fase
larval para o inicio da vida adulta, quando os tabulos de Malpighi ndo sdo funcionais
(CRUZ-LANDIM, 2000).

Em Calpodes ethlius (Lepidoptera) os granulos de urato acumulados nos
urdcitos tem origem a partir da degradacao de proteinas absorvidas da hemolinfa ou do
metabolismo dos acidos nucleicos, resultantes da autofagia do reticulo endoplasmatico
rugoso apos uma intensa fase de sintese protéica (LOCKE, 1984; DEAN et al., 1985).

Em Melipona quadrifasciata anthidioides os urécitos comecam a se formar
quando tem inicio o acumulo de urato em alguns trofocitos nos Gltimos estagios larvais
indicando uma possivel funcéo excretora para estas células (CRUZ -LANDIM, 2008).

O presente trabalho descreveu a histoquimica e a ultra-estrutura de urécitos
presentes no corpo gorduroso de pupas de M. quadrifasciata. Os dados obtidos poderédo

ser utilizados para a compreensdo das func6es dos urdcitos em pupas de abelhas.



2- Materiais e Métodos

2.1- Material Bioldgico
Para a realizacdo de estudos morfoldgicos das células do corpo gorduroso de M.
quadrifasciata foram utilizadas pupas de olho branco e rosa, de operérias, obtidas em

colbnias naturais mantidas no Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa.

2.2- Obtencao dos Urdcitos

Todos os materiais utilizados nos procedimentos seguintes foram previamente
esterilizados em autoclave e secos em estufa. A bancada de trabalho e o
estereomicroscopio foram desifectados com solucdo de alcool 70% antes do inicio do
trabalho para reducdo de contaminantes.

No momento da extracdo dos urdcitos, favos contendo pupas de operérias foram
coletados e mantidos em placas de vidro em estufa a 28°C. Durante este periodo, as
pupas eram alimentadas com mel por abelhas nutridoras até serem submetidas a
dissecacéo.

Os urdcitos apresentam coloracdo branca e podem ser observados a olho nu,
dessa forma, foi estabelecida a seguinte estratégia de coleta: 1) As pupas foram lavadas
em solucéo de agua e detergente por 30 segundos e desinfectadas em alcool 70%. 2) A
pupa foi espetada, com alfinetes entomoldgicos, em parafina solida de coloracao escura
em meio de cultura Larval Honey Bee (LHB) estéril contendo antibioticos de
RACHINSKY & HARTFELDER, 1998. 3) As pupas foram dissecadas em
estereomicroscopio, com abertura cautelosa do abdome evitando o derramamento do
corpo gorduroso total, utilizando-se ponteiras de plastico. 4) Para purificacdo dos
urdcitos, o contetdo da ponteira foi dispensado em gotas de meio LHB limpas e depois,
0s urocitos foram succionados com ponteiras novas e transferidos para microtubos
contendo 1,5mL de LHB. 5) Manutencdo dos urocitos em 1,5 mL de meio de cultura
LHB, em gelo durante a extracdo e até a obtencdo do nimero desejado de células (60 a
100 urécitos/pupa). 6) lavagem dos urdcitos por trés vezes com LHB, seguidas curtas
centrifugacdes (spins) e retirada das demais células sobrenadantes com o uso de
micropipetas, até a obtencdo de um preciptado contendo urécitos como o principal tipo

celular. 7) Ressuspensdo dos urdcitos em 1,5 mL de meio LHB estéril.



2.3- Cultivo Primario de Urocitos

Dos urdcitos ressuspendidos em 1,5 mL de LHB, aproximadamente 30 células
foram transferidas para laminulas arredondadas e essas mantidas em placas de cultivo a
temperatura ambiente por uma hora, para permitir a adesdo dos urdcitos a laminula. Em
seguida, as laminulas foram mantidas em estufa a 28°C (MARTINS, 2008) e apods 24,

48 e 72h os urdcitos foram coletadas para as analises.

2.4- Morfologia das Células do Corpo Gorduroso Total

Para a identificacdo dos tipos celulares que constituem o corpo gorduroso total
das pupas, algumas laminulas contendo células do corpo gorduroso total, foram
cultivadas por 24 horas, depois transferidas para solugdo fixadora de Zamboni
(STEFANINI et al., 1967), lavadas com tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 7,2 (PBS),

coradas com Giemsa e observadas ao microscépio de luz.

2.5- Histologia

Os urdcitos cultivados por 24, 48 e 72 horas, em meio LHB em microtubos de
1,5 mL, foram transferidos para solucdo fixadora de Zamboni (STEFANINI et al.,
1967). Além disso, amostras de corpo gorduroso total foram obtidas diretamente das
pupas e transferidas para solucdo fixadora de Zamboni. Apos a fixacdo, ambas as
amostras foram desidratadas em série crescente de etanol (70, 80, 90, 95 e 100%),
embebidas e incluidas em Historesina® JB4. SeccBes com 2um de espessura foram
coradas com hematoxilina e eosina e fotografadas em um microscopio de luz. Laminas
contendo cerca de 10 seccdes cada foram submetidas aos seguintes testes histoquimicos:
mercurio bromofenol para evidenciacdo de proteinas totais (PEARSE, 1985), PAS para
evidenciar polissacarideos e glico-conjugados neutros (PEARSE, 1985), von Kossa para
evidenciar sais de calcio e Hexamina-prata para deteccdo de sais urato (PEARSE, 1985;
JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983)

2.6- Microscopia eletronica de varredura (MEV)
Urocitos em cultivo primario por 24, 48 e 72 horas, aderidos em laminulas,
foram transferidos juntamente com a laminula para glutaraldeido 2,5% em tampédo

cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,2, contendo sacarose a 2,5%, depois foram lavados no
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mesmo tampdo duas vezes, e pos-fixados em tetroxido de 6smio a 1% contendo
ferricianeto de potassio 0,8% por uma hora. A seguir as amostras foram desidratadas em
concentracdes crescentes de acetona (70, 80, 90 e 100%), seguindo-se a secagem em
ponto critico, metalizacdo com ouro e observagdao no MEV LEO VP 1430.

2.7- Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Urdcitos em cultivo primario por 24, 48 e 72 horas e urdcitos recém-isolados,
seguiram o protocolo descrito no item 2.6 para (MEV) até a etapa de desidratagdo,
seguindo-se embebicdo e emblocamento em resina Spurr.

Secc0es ultrafinas (60-90nm) foram obtidas com navalha de diamante, colocadas
em grades de cobre (300 mesh), contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo
e observadas em MET Zeiss EM 1009.

2.8- Espectroscopia prdton-induzida por raios X (EDXS)

Uraocitos recém-isolados aderidos em laminulas seguiram o protocolo descrito no
item 2.6 para (MEV) ateé a etapa de secagem em ponto critico, seguindo-se metalizacao
com carbono e analise em micro-sonda de incidéncia de Raios X acoplada ao MEV
LEO VP 1430.

3- Resultados

3.1- Cultivo primario de urdcitos.

O cultivo das células realizado sobre laminulas forneceu uma superficie para que
as células pudessem aderir. Apés 24 h apds de cultivo, foi observada a adesdo dos
urécitos a laminula evidenciada pela presenca de lamelipodeos (Figura 1). Durante o
periodo de cultivo das células houve perda significativa da coloracdo do urdcito que

passou de branca a leitosa transparente (dados ndo mostrados)
3.2- Morfologia das células do corpo gorduroso de pupas de M. quadrifasciata.

Os urdcitos de pupas de M. quadrifasciata anthidioides foram caracterizados

como células esféricas de superficie irregular e coloracdo branca quando observadas ao
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estereomicroscopio (Figura 2A), podendo ser encontrados individualizados ou em
grupos, associados a traqueias.

Os urdcitos aderiram facilmente as superficies como vidro e plastico durante o
processo de extracdo e quando transferidos para microtubos contendo LHB depositaram
no fundo, enquanto trofécitos e endcitos formaram uma camada leitosa transparente na
superficie, facilitando a identificacdo dos tipos celulares. Os trofocitos apareceram
como células individualizadas, esféricas e de aspecto transparente leitoso, enquanto os
endcitos foram menos abundantes, menores e dispersos entre os trofocitos.

Os urdcitos apresentaram um Unico nucleo, pequeno, esférico e centralizado,
com citosol reticulado e corado fracamente em torno do nicleo (Figura 2B). Os
trofocitos tiveram dimensdes semelhantes as dos urdcitos, porém o ndcleo foi irregular e
o citoplasma rico em vacuolos e inclusdes que se coraram fracamente (dados nédo
monstrados), enquanto os endcitos foram menores que 0s urdcitos e apresentaram o

citoplasma homogéneo e fortemente corado pelo Giemsa (Figuras 2C e 2D).

3.3- Histologia do corpo gorduroso de pupas de M. quadrifasciata anthidioides

Os urdcitos mostraram-se integros, com nucleo Unico, centralizado, esférico e
evidente, mostrando maior concentracdo de cromatina descondensada, distribuida de
maneira homogénea pelo mesmo. O citosol mostrou aspecto reticulado e com acidofilia
homogénea (Figura 3A).

Os trofécitos apresentaram tamanho similar ao dos urdcitos, no entanto,
possuiram um nucleo irregular, central, rico em cromatina condensada. No citoplasma
foram observados granulos corados pela eosina bem como vacuolos (Figura 3A).

Os enocitos foram diferenciados dos urdcitos e trofocitos por apresentarem
citoplasma homogeneamente acidéfilo, sem presenca de inclusdes ou granulos (Figura
3B).

3.4- Histoquimica das células do corpo gorduroso de pupas de M. quadrifasciata
anthidioides

Os urdcitos mantidos em cultivo primario por até 72 h e aqueles obtidos
diretamente de pupas apresentaram reacdo fraca para proteinas totais, sendo mais
evidente no nucleo e na regido do nucléolo (Figura 4A). Os trofdcitos apresentaram

reacdo positiva para proteinas em granulos citoplasmaticos, enquanto 0s endcitos
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apresentaram reacdo positiva homogénea tanto no nicleo quanto no citoplasma (Figura
4B).

Os urdcitos submetidos ao teste de von Kossa para identificacdo de célcio,
mostraram grande quantidade de grénulos citoplasmaticos marcados positivamente
(Figura 5), o que ndo foi observado para trofocitos e endcitos (dados néo
demonstrados). Nas amostras de urdcitos obtidas diretamente do corpo gorduroso de
pupas foram observados granulos citoplasmaticos positivos para sais de urato (Figura
6A), os quais ndo foram evidenciados naqueles urdcitos mantidos em cultivo primario
por 24h (Figura 6B). Ressalta-se que o processo de centrifugacdo por spins e lavagens
sucessivas dessas células no momento da purificacdo pode ter contribuido para perda
dos sais de urato.

Os urdcitos mantidos em cultivo primario apresentaram granulos PAS-positivos
no citoplasma proximo ao nucleo (Figura 7A) e na superficie da célula (Figura 7B). Os
trofdcitos apresentaram granulos PAS-positivos e 0s enocitos ndo apresentaram reagdo

positiva ao PAS (dados ndo mostrados).

3.5- Ultra-estrutura de urocitos de pupas de M. quadrifasciata anthidioides

Os urdcitos apresentaram um nucleo bem desenvolvido, de aspecto lobulado,
com predominancia de cromatina descondensada e nucléolo evidente (Figura 8A). O
citoplasma apresentou algumas cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso, em
continuidade com o envoltorio nuclear bem como mitocondrias esféricas (Figura 8A). O
citoplasma apresentou ainda acumulo de granulos delimitados por membrana com
conteddo interno apresentando diferentes aspectos (Figura 9A). Alguns granulos
citoplasmaticos apresentaram conteddo granular eletrondenso na periferia, formando
agregados (Figuras 9A e 9B). Granulos com tamanhos variados, com conteddos
apresentando acumulo de material uniforme na periferia com baixa eletrondensidade;
granulos com 2,5 um de didmetro contendo o interior totalmente preenchido por
material fortemente eletrondenso, outros contendo inclusdes paracristalinas, bem como
acumulo de gotas lipidicas entre os granulos também foram observados (Figuras 9A a
9C).

A membrana plasmatica mostrou acimulo de substancias na superficie externa

similar a glicocélix (Figura 8B).
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Os ur6citos mantidos em cultivo primério por 24 a 72h mostraram o0
nucleoplasma elétron transparente, com a cromatina restrita a poucos nodulos
condensados proximos ao envoltério nuclear (Figura 10A). O citoplasma mostrou-se
rico em vesiculas com diferentes eletrondensidades e em figuras mielinicas (Figura 10B
10C). Naqueles urocitos com 48 e 72 horas de cultivo priméario, ocorreu aumento no
tamanho dos nodulos de cromatina condensada na periferia do nicleo, bem como no
namero de figuras mielinicas no citoplasma, sendo que os granulos, quando presentes,

estavam com conteudo elétron transparente (Figura 10C).

3.6- EDXS

A espectroscopia préton-induzida por raios X foi realizada no urécito como um
todo e em regides especificas onde foram encontradas granulos. Nos dois casos 0s
compostos quimicos e suas quantidades foram semelhantes, sendo evidenciada a
presenca de sodio, calcio, magnesio e fosforo em maiores quantidades (Tabela 1) e no

espectro mostrado (Figura 11).

4- Discussao

Os urdcitos de pupas de M. quadrifasciata apresentaram distribuicdo aleatoria
entre o corpo gorduroso sendo células esféricas de superficie irregular e coloragéo
branca, assim como urécitos de rainhas de Apis mellifera (CRUZ-LANDIM, 1985),
rainhas de formigas A. disciger e A. laevigata (ROMA et al., 2010) e do grilo
Troglophilus cavicolae (Orthoptera: Rhaphidophoridae) (LIPOVSEK et al., 2011).

As analises histologicas mostram que os urocitos de pupas de M. quadrifasciata
apresentam nucleo centralizado, esférico, bem desenvolvido e evidente, com cromatina
descondensada distribuida de maneira homogénea e citoplasma de aspecto reticulado
similar ao descrito para formiga Pachycondyla villosa (Ponerinae) (ZARA &
CAETANO, 2004) e para o grilo T. cavicola (LIPOVSEK et al., 2011). Entretanto, as
analises ultra-estruturais revelaram que o ndcleo apresenta pequenos lobos, como
reportado para adultos da abelha Melipona bicolor (PAES DE OLIVEIRA & CRUZ-
LANDIM, 2003) e pupas de Manduca sexta (Lepidoptera) (EHRESMANN, 1990).

Nucleos lobulados indicam células com alta atividade metabdlica, como ocorrem em
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trofécitos (CRUZ-LANDIM, 1985) e em células nutridoras de ovarios (MARTINS &
SERRAO, 2004).

A principal caracteristica do citoplasma de urdcitos de pupas de M.
quadrifasciata é a presenca de grande quantidade de granulos delimitados por
membrana com conteldos de diferentes aspectos similar ao encontrado nos trofdcitos
aqui analisados, nos trofocitos de operérias e rainhas virgens de M. bicolor (PAES DE
OLIVEIRA & CRUZ-LANDIM, 2003), bem como em rainhas fisogéstricas de M.
quadrifasciata anthidioides (PAES DE OLIVEIRA & CRUZ-LANDIM, 2006),
indicando que os urdcitos de pupas podem ser trofécitos modificados.

Os urdcitos de pupas de M. quadrifasciata em cultura ou presentes em amostras
de corpo gorduroso total apresentaram reacao fraca para a presenca de proteinas totais,
sendo mais evidente no nucleo e na regido do nucléolo, bem como citoplasma
reticulado, indicando que os granulos presentes no citoplasma ndo armazenam grandes
quantidades de proteinas. Foi identificada ainda, pouca ocorréncia de reticulo
endoplasmatico rugoso nestas células. Os urocitos de rainhas de A. mellifera (CRUZ-
LANDIM, 1985) e das formigas P. villosa (ZARA & CAETANO, 2004), Cyphomyrmex
rimosus e Atta laevigata (ROMA et al, 2006) também apresentaram pequena
quantidade de proteinas armazenadas, o que corrobora 0s resultados encontrados para
M. quadrifasciata neste trabalho.

Em pupas de M. quadrifasciata, os urocitos apresentam carboidratos no
citoplasma como evidenciado pela forte reacdo PAS. Resultado semelhante foi obtido
para 0 mesmo tipo celular de A. mellifera (CRUZ-LANDIN, 1985), M. parallellus e A.
leavigata (ROMA et al., 2006). A presenca de reservas de carboidratos nos urécitos
indica uma alta atividade metabolica para estas células, pois o glicogénio é a principal
reserva de acglcares das células animais utilizada para obtencdo de energia para 0s
processos metabolicos das células (NELSON & COX, 2008).

Como esperado, o teste histoquimico de hexamina-prata evidenciou a presenca
de urato no interior do citoplasma dos urdcitos. Por outro lado, o teste de histoquimico
de von Kossa associado com as analises de espectrometria por emissdo de raios X
indica a ocorréncia de calcio no interior dos granulos citoplasmaticos de urécitos de
pupas de M. quadrifasciata. fons calcio tem importante funcdo em diversas atividades
metabolicas de células animais, pois ha grande quantidade de proteinas celulares calcio-

dependentes, embora a concentracdo de fons célcio livre seja baixa (< 10™ M) no citosol
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(ALBERTS et al., 2010). A presenca de célcio no interior dos granulos citoplasmaticos
dos urdcitos, sugere que estes estejam na forma de sais de urato, podendo os urécitos
serem considerados como células envolvidas na reserva de calcio. Acimulo de ganulos
contendo calcio foram demonstrados nos trofocitos de A. mellifera (KUTERBACH &
WALCOTT, 1986) e nos esferocristais de células do intestino médio de M.
quadrifasciata anthidioides (CRUZ-LANDIM & SERRAO, 1997).

Além de célcio, os granulos presentes nos urdcitos contém fésforo, magnésio e
sodio. Ca e P armazenados em granulos no camardo Penaeus semisulcatus tem funcéo
no endurecimento do exoesquelero (AL-MOHANNA & NOTT, 1989) e uma funcdo
similar é sugerida para estes compostos inorganicos presentes em larvas de besouros
Cerambycidae e de Musca domestica para formacdo da cuticula das pupas
(LIPOVESEK et al., 2012). Além disso, fosfato € o principal &nion intracelular com
importantes reagdes para producdo de ATP (ALBERTS et al., 2010). Da mesma forma,
em pupas de M. quadrifasciata, as reservas de Ca e P, podem estar associadas a
producéo do exoesquelto do adulto. O P que ocorre em maior quantidade que o Ca pode
ser usado na producdo de ATP que fornece energia para 0s processos celulares,
especialmente durante a metamorfose que é uma fase do desenvolvimento do inseto
com intenso consumo de energia.

Os ions sddio e magnésio também foram encontrados em granulos celulares dos
caramujos Helix aspersa e Arion rufus (HOWARD et al., 1981; JANSEN, 1985) porém
a funcao destes elementos inorganicos permanece para ser esclarecida.

Os urocitos isolados do CG das pupas, mantidos em cultivo priméario por 24 a
72h, mostraram quando comparados com os urdcitos nao cultivados, o nucleoplasma
elétron transparente, com a cromatina restrita a poucos nédulos condensados proximos
ao envoltorio nuclear. Nos urdcitos cultivados por 72 h, observou-se aumento nos
nodulos de cromatina condensada na periferia do nicleo, bem como de figuras
mielinicas no citoplasma, sendo que as vesiculas, quando presentes, ndo apresentavam
conteddo. As mudancas morfolégicas observadas como aumento da condensacdo da
cromatina e as modificacdes citoplasmaticas dos urdcitos em cultivo em diferentes
tempos, foram semelhantes aquelas encontradas em cultivos primarios de endcitos de
pupas de Aedes aegypti (MARTINS, 2011c) e de trofocitos de Bombyx mori
(KISHIMOTO et al., 1999). As modificacGes apresentadas pelos urdcitos em cultivo

primario sugerem possivel o consumo de reservas contidas nos granulos citoplasmaticos
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em virtude de caréncias nutricionais do meio de cultura LHB. O meio de cultura LHB
foi desenvolvido para cultura de células de A. mellifera, mas mesmo para esta espécie as
celulas em culturas foram viaveis por curtos periodos de tempos (RACHINSKY &
HARTFELDER,1998). Meios de cultura utilizados para manutencdo de células isoladas
de tecidos dos insetos geralmente ndo sdo eficientes na manutengdo das mesmas por
longos periodos de tempo (EASTON & HORWATH, 1994; SADRUD-DIN et al.,
1996; LYNN, 2001; HUNTER, 2010). Porém, o cultivo primario de urécitos de M.
quadrifasciata em meio LHB foi eficiente, permitindo a obtencdo de um consideravel
nimero destas células purificadas, as quais podem ser usadas para estudos que
demandam alta quantidade de células especificas.

5- Concluséo
Os resultados encontrados mostram que em pupas de M. quadrifasciata, as
células de urato estdo relacionadas com mecanismos de reserva de nutrientes como
calcio e polissacarideos. A andlise ultra-estrutural de urdcitos mantidos em cultura de
células sugere a origem dessas células a partir de trofocitos pela similaridade entre seus

componentes celulares.
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FIGURAS

Figura 01- Eletromicrografia de varredura de Urdcitos de Melipona quadrifasciata. Urécito em cultivo
primario em meio LHB pelo periodo de 48 horas. Célula aderida a laminula exibindo lamelipddeos

(setas).
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Figura 02- A. Urdcitos recém-extraidos de pupas de Melipona quadrifasciata, observados ao
estereomicroscopio. B. Urécitos de pupas, cultivados por 24h e corados com Giemsa, (n) nlcleo evidente
e (c) citoplasma reticulado. C. Visdo geral dos Urdcitos (u), Enécitos (e) de pupas, em cultivo por 24h e

corados com Giemsa. D. Detalhe de C. Urécito (u) de pupas corados com Giemsa, Endcito (e).
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Figura 03- A. Urdcito (u), Trofdcito (t) de pupas de Melipona quadrifasciata, ndo cultivados, fixados e
corados com Hematoxilina e Eosina. A. Nucleo do Urécito (n) com predominio de cromatina
descondensada, citoplama (c) reticulado, corado uniformemente. Notar nlcleo de formato irregular do
Trofécito (ponta de seta) e vactolos (v) corados pela eosina no citosol do Trofdcito (t). B. Endcito, nao

cultivado, mostrando citoplasma acidéfilo homogéneo e ndcleo esférico (n).

Figura 04- A. Nucleo (n) de Urdécito, ndo cultivado, marcado positivamente pelo mercirio bromofenonol,

(*) marcagdo positiva na regido em torno do nicleo do Urdcito. B. vaclolos (v) de Trofécitos, ndo
cultivados, marcados positivamente pelo mercurio bromofenol; endécito (e), ndo culivado, mostrando

reagdo positiva homogénea para proteinas basicas no citoplasma e no nucléolo (seta); urécitos (u).
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Figura 05- Nucleo (n) de Urdcito ndo cultivado. Vaclolos (v) de Trofocitos ndo cultivados. Pontos

enegrecidos no citosol do Urécito evidenciam marcacéo de calcio por von Kossa.

Figura 06- Nicleo (n) de Urécito. A. Marcagdo pela Hexamima Prata (setas) evidencia granulos de urato

no citosol de Urécitos nédo cultivados. B. Auséncia de granulos de urato em Urdcitos mantidas em cultivo

por 24h. Nucleo (n) do Urdcito.

Figura 07- A. nucleo (n) de Urécito em cultivo por 24h. Granulos PAS positivos (setas) na regido do
entorno do ndcleo. B. Setas apontam granulos PAS postivos na superficie do Urdcito (u) mantido em

cultivo por 24h.

21



Figura 08- Eletromicrografias de transmissdo de Urdcitos, ndo cultivados, de Melipona quadrifasciata.
A. Ur6cito mostrando nulcleo de formato irregular (n) com nucléolo (nu) bem definido, reticulo
endoplasmatico rugoso (rer), em continuidade com a membranana nuclear e, no citoplasma, mitocondrias

(m), de formato arredondado. B. Membrana plasmatica (mp) integra, exibindo prolongamentos celulares

().
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Figura 09- Eletromicrografias de transmissdo de Urdécitos, ndo cultivados, de Melipona quadrifasciata.
A. Citosol exibindo gotas lipidicas (li), vesiculas (v) com contetdo granular eletrondenso na periferia. B e
C, detalhe de A. B. Vesicula contendo inclusGes paracristalinas. C. Gotas lipidicas (li) e vesiculas com

depdsito de proteinas (p).
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Figura 10- A. Urdcitos cultivados em meio LHB
por 24 horas. Nucleo (n), setas indicam o inicio da formagdo de nédulos periféricos de condensacdo de
cromatina, citosol exibindo vesiculas (v) diversas, menores que 5 pm, delimitadas por membrana. B.
Urdcitos cultivados em meio LHB por 48 horas. Nucleo (n), setas indicam aumento do tamanho dos
nodulos periféricos de cromatina condensada, citosol exibindo vesiculas diversas (v), algumas menores
que 1 pum, delimitadas por membrana e aparecimento de figuras mielinicas (fm). C. Urdcitos cultivados
em meio LHB por 72 horas. Ndcleo (n), setas indicam aumento consideravel no tamanho dos nédulos
periféricos de cromatina condensada, no citosol figuras mielinicas (fm). E possivel visualizar algumas

vesiculas delimitadas por membrana, mas ndo a identidade de seu contetdo.
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Figura 11- Deteccdo de Elementos quimicos por espectroscopia por emissdo de raios X. A direita as
areas (G) regido com granulos e (T) célula total, do Urdcito exploradas pela microscopia de varredura e
submetidas a sonda de raios X. Abaixo, espetro gerado na analise mostrando os elementos quimicos

detectados em maior concentragdo em ambas as analises.

Tabela 1. Deteccdo de Elementos quimicos por espectroscopia por emissao de raios X.

Elemento Intensidade (c/s) Erro Concentracéo (%/P)*
sodio 118,78 0,925 45,117
magnesio 35,07 0,632 21,640
calcio 18,41 0,495 19,435
fosforo 42,76 0,713 7,966

* Porcentagem peso do soluto/peso total da solugao
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CAPITULO 2

Transcriptoma de urécitos do corpo gorduroso de pupas da abelha Melipona
quadrifasciata (Hymenoptera: Meliponini)

Waléria C.A. Furtado, Dihego O. Azevedo, Leandro Licursi de Oliveira, Gustavo F.

Martins, José Eduardo Serrdo

Resumo: O corpo gorduroso das abelhas adultas é constituido por trofocitos e endcitos,
entretanto, em pupas de abelhas recém-emergidas alguns trofocitos sdo modificados em
células denominadas urécitos, cuja fungdo permanece desconhecida nas abelhas. Neste
trabalho, urdcitos do corpo gorduroso da abelha M. quadrifasciata foram purificados e
tiveram seu RNA extraido para construcdo da biblioteca de cDNA. Foi realizada a PCR
dos fragmentos de cDNA e esses foram ligados no vetor pTZ e clonados em E. coli.
Apos sequénciamento dos fragmentos clonados, as sequéncias obtidas foram analisadas
utilizando-se o BLAST do NCBI. A maioria das sequéncias obtidas ndo mostrou
homologia com as sequéncias depositadas no banco de dados disponiveis para abelhas.
Foi utilizado um banco de dados sem especificacdo de organismo para confrontar
sequéncias contendo mais que 200 pb, destas, a maioria foi homdloga em até 98% com
sequéncias de outros vetores de clonagem diferentes daquele usado neste trabalho e com

sequéncias de bacteriéfago T4.
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CAPITULO 2

Transcriptome urocytes fat body of pupae bee Melipona quadrifasciata
(Hymenoptera: Meliponini)

Waléria C.A. Furtado, Dihego O. Azevedo, Leandro Licursi de Oliveira, Gustavo F.
Martins, José Eduardo Serrdo

Abstract: The fat body of adult bees has different cell types as trophocytes and
oenocytes, however, in young pupae some trophocytes are modified in cells called
urocytes whose function remains unknown in bees. In this work, urocytes of the
stingless bee Melipona quadrifasciata were purified and their RNA were extracted for
cDNA library construction. PCR was performed on cDNA fragment and these were
inserted into pTZ vector and cloned in Escherichia coli. After sequencing of cloned
fragments, the sequences obtained were analyzed using the NCBI BLAST. Most of the
sequences obtained had no homology with sequences deposited in the database
available for bees. We used a database without specifying organism to confront
sequences containing more than 200 bp, of these, most were up to 98% homologous
with sequences of other cloning vectors different from that used in this study and

sequences of bacteriophage T4.
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1- Introducéo

As abelhas fazem parte do ecossistema da regido em que vivem e sua principal
funcdo na natureza é a polinizacdo de plantas nativas e cultivadas. Em virtude da
dependéncia dos recursos florais para extracdo de pdlen e néctar, elas apresentam
muitas adaptacOes a localizacdo e coleta desses recursos, caracteristicas que as tornam
eficientes polinizadoras desempenhando, assim, importante papel na manutencdo da
diversidade das plantas que, por sua vez, é fundamental na conservacdo dos
ecossistemas, no entanto, perdas de habitat, invasbes de espécies exdticas e
transformacgdes climaticas parecem ser a causa da diminuicdo dessas populacdes
(GIANNINI et al., 2012).

As abelhas sdo insetos holometéabolos, isto €, passam por uma fase larval logo
apos a eclosdo do ovo, que é seguida por uma metamorfose, onde ocorrem as mudancas
que as transformardo nos insetos adultos (CRUZ - LANDIM, 2008). A fase larval nesse
tipo de inseto é uma fase de alimentag&o intensiva, e os nutrientes obtidos séo utilizados
para o crescimento e desenvolvimento da massa corporal e também se acumulam em
tecidos de reserva para serem utilizados durante a metamorfose (CHAMPMAN, 1998).

O corpo gorduroso € constituido por um conjunto de células que se dispdem em
camadas e/ou l6bulos, sendo os tipos celulares mais comuns os trofocitos, os
micetocitos, 0s urocitos e 0s enocitos, embora este Ultimo tipo seja de origem
ectodérmica e em muitos insetos nao esteja embebido no corpo gorduroso (CHAPMAN,
1998; GULLAN & CRANSTON, 2005).

Em principio o corpo gorduroso, aléem de participar do metabolismo
intermediario, € o local de armazenamento de reservas como lipideos, carboidratos e
proteinas, que sdo metabolizados durante a metamorfose, 0 voo e a reproducdo
(SNODGRASS, 1935; ROSSEL & WHEELER, 1995; MARTINS et al., 2011;
PASCINI et al., 2011).

O corpo gorduroso das abelhas adultas é quase que essencialmente constituido
por trofdcitos e enocitos (PAES DE OLIVEIRA & CRUZ-LANDIM, 2006), enquanto
nas abelhas recém-emergidas sdo encontrados trofocitos, endcitos e urocitos, estes
altimos sdo trofdocitos modificados (PAES DE OLIVEIRA & CRUZ-LANDIM, 2003;
DEAN et al., 1985)

Os urdcitos presentes no corpo gorduroso de alguns insetos ndo tem sua funcéo

esclarecida, havendo duas hipoteses: i) 0s urdcitos seriam substitutos dos tdbulos de
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Malpighi durante a metamorfose quando os tubulos de Malpighi das larvas séo
reabsorvidos e os animal adulto ainda est&o em processo de formagdo, como ocorre em
pupas de himendpteros e lepiddpteros, ii) na segunda hipétese, as células de urato
armazenariam granulos de sais de urato que seriam produzidos no interior das células do
corpo gorduroso pelo metabolismo proteico bem como absorvidos da hemolinfa e
acumulam no citoplasma até que possam ser excretados pelos tubulos de Malpighi
reduzindo, assim, a concentracdo de produtos toxicos na hemolinfa (SNODGRASS,
1935). Nas abelhas a maior incidéncia de células de urato é verificada no final da fase
larval para o inicio da vida adulta, quando os tabulos de Malpighi ndo sdo funcionais
(CRUZ-LANDIM, 2000).

Em Melipona quadrifasciata anthidioides os urdcitos comecam a se formar
quando tem inicio o acumulo de urato em alguns trofocitos nos Gltimos estagios larvais
indicando uma funcdo excretora para estas células (CRUZ -LANDIM, 2008).

O presente trabalho tratou da construcdo e analise de sequénciamento da
biblioteca de cDNA, proveniente de RNA extraido de urdcitos presentes no corpo
gorduroso de pupas de M. quadrifasciata, o que contribuird para a compreensdo das

funcdes destas células.

2- Materiais e Métodos

2.1- Insetos
Para a realizacdo do transcriptoma das células do CG foram utilizadas pupas de
olho branco e rosa de operarias de M. quadrifasciata, mantidas em col6nias no Apiario

Central da Universidade Federal de Vicosa.

2.2- Obtencao dos Urdcitos

Todo o material utilizado nos procedimentos seguintes, meio de cultivo,
utensilios como pincas e alfinetes entomoldgicos foram previamente esterilizados em
autoclave e secos em estufas. Em todo o experimento foram utilizados microtubos,
ponteiras e tubos Falcon novos. A bancada de trabalho e o estereomicroscopio foram
desifectados com solucdo de alcool 70% antes do inicio dos procedimentos para reducéo

do nimero de contaminantes do ambiente.
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Pupas de M. quadrifasciata, foram primeiramente lavadas em solucéo de &gua e
detergente por 30 segundos para remocéo de sujidades e desinfectadas por imerséo pelo
mesmo periodo em solugdo de &lcool 70%, segundo MARTINS (2008). Apds esse
procedimento, as pupas foram dissecadas em estereomicroscépio em meio de cultura
Larval Honey Bee (LHB) contendo antibidticos (RACHINSKY & HARTFELDER,
1998).

A dissecacdo deu-se em placa de petri contendo parafina de cor escura visando
facilitar a visualizacdo das células. O abdome da pupa foi aberto com auxilio de uma
microtesoura tomando-se cuidado para ndo haver derramamento do corpo gorduroso
total, apds, seguiu-se a coleta dos urdcitos com auxilio de micropipetas. Os urdcitos sao
distinguiveis de trofocitos e endcitos pelo seu maior tamanho e coloragdo branca.

Durante a extracio e até a obtencdo do nimero desejado de células, (1x10% a
5x10°), os urécitos foram mantidos em RNA later (Invitrogen®) em microtubos de 1,5
mL, em gelo, juntamente com alguns trofécitos, enocitos e goticulas de lipideos que
foram sugados juntos com o meio de cultura no momento da coleta das células.

Para purificacdo dos urécitos procedeu-se de duas a trés lavagens das celulas
com RNA “later” (Invitrogen®), seguidas de centrifugaces por meio de curtos spins, o
que permitia o0 assentamento destas no fundo dos microtubos e a separacdo das demais
células e outros componentes pela utilizacdo de micropipetas. Quando o “pelet”
continha urdcitos em sua maioria, estas células foram ressuspendidas em RNA “later”

(Invitrogen®) para utilizacdo nos demais procedimentos.

2.3- Extracdo de RNA total e confeccdo de cDNA

O RNA total foi extraido dos urocitos isolados do CG com o Kit Micro-
FastTrack (Invitrogen®). O RNA foi obtido, eluido, quantificado em espectrofotdmetro
NanoDrop® e analisado quanto & sua integridade em gel de agarose a 1% de acordo com
as instrucdes do fabricante. Aproximadamente 3uL do RNA eluido foi utilizado para a

sintese das primeiras fitas de cDNA, com o Kit SMART™

cDNA Library Construction
(Clontech®) utilizando-se a enzima SMARTScribe™ M-MLV reverse Transcriptase
(Clontech®), 5’PCR primer  contendo uma  sequéncia  ancora 5’
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT- 3°, CDS I1ll/ PCR primer com a sequéncia 5’
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG-  3°,  seguindo-se

incubag&o por 1 hora a 42°C.
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2.4- Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacOes de amplificagdo do cDNA foram realizadas a partir de 5’PCR primer e
do CDS I/ PCR primer do Kit SMART™ cDNA Library Construction (Clontech®),
sendo as reacdes da PCR adaptadas para o Kit MASTER MIX (Promega®). Os ciclos da
PCR foram realizados como se segue: desnaturacéo inicial de 95°C por 60s, 26 ciclos de
desnaturagdo a 95°C por 10s e anelamento a 68°C por 6min.

2.5- Fracionamento da Biblioteca de cDNA

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em coluna CHROMASPIN
do Kit SMART™ cDNA Library Construction (Clontech®) de acordo com as orientacées
do fabricante, seguindo-se a aplicacdo das aliquotas em gel de agarose 1% para selecdo
dos fragmentos de DNA maiores que 200 pb.

2.6- Ligacéo de fragmentos de DNA em vetor e clonagem

Os fragmentos de DNA amplificados que apresentaram mais que 200 pb foram
ligados em vetor plasmidial pTZ57R/T com a enzima T4 DNA LIGASE, ambos
pertencentes ao kit InsTAclone PCR cloning (Fermentas®). O produto dessa reacdo de
ligacdo foi utilizado para a transformacédo de bactérias competentes E.coli TOP10F, para
obtencdo de clones contendo plasmideos recombinantes com sequéncias de DNA de
interesse. Os clones bacterianos foram monitorados quanto a incorporacdo ou ndo dos
plasmideos recombinantes por meio do plaqueamento em LB agar adicionado de IPTG

0,04%, Xgal 0,06% e ampicilina 0,03% com a selecdo de colbnias de coloracdo branca.

2.7- Extracdo do DNA plasmidial e sequénciamento automatico de nucleotideos

Os clones bacterianos recombinantes foram inoculados, individualmente, em
tubos falcon contendo 5mL de meio LB acrescido de ampicilina 0,5%, e incubados por
16 horas a 37°C sob agitacdo a 180 rpm. Apds crescimento, os clones foram submetidos
ao isolamento plasmidial pelo Kit PUREYIELD™ PLASMID MINIPREP SYSTEM
(Promega®) como descrito pelo fabricante. Plasmideos isolados e purificados foram
encaminhados para 0 sequénciamento automatico de nucleotideos na empresa

Macrogen, (Korea).
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2.8- Analises de bioinformatica

Inicalmente foram removidas das sequéncias obtidas todas as sequéncias
referentes ao plasmideo pTZ57R/T utilizado para inser¢do do DNA de interesse, As
sequéncias agora trimadas, foram submetidas a busca de similaridades utilizando-se o
BLASTn do NCBI.

Para as andlises mais detalhadas de bioinformatica, foram utilizados diversos
programas computacionais para anotacdo e agrupamento manual e automatico das
sequéncias, como o pipeline “phred| phd2fasta| cap3|”, obtendo-se contigs (sequéncias
Unicas combinando os diferentes fragmentos obtidos).

Apbs a montagem de contigs, seguiu-se uma busca de similaridades utilizando-
se 0 BLASTn e BALSTX contra o banco de dados de proteinas NR do NCBI.

3- Resultados e Discussao

Os urdcitos foram dissecados e separados dos trofocitos e enocitos pelas suas
caracteristicas de maior tamanho e coloragéo branca (Figura 01).

Realizou-se a extracdo do RNA dos urdcitos do corpo gorduroso de M.
quadrifasciata. A partir do RNA obtido, o cDNA foi sintetizado e amplificado por PCR
com o uso de primers. O produto da reacdo de PCR foi fracionado em coluna para
selecdo dos fragmentos por tamanho como mostrado no esquema (Figura 02). Apos o
fracionamento as aliquotas contendo cDNA ja amplificado foram visualizadas em gel de
agarose revelando a presenca de fragmentos com diferentes tamanhos (Figura 03).
Foram selecionados os fragmentos que apresentaram >200pb para ligagédo ao vetor pTZ
como mostrado no esquema (Figura 02).

Bactérias competentes TOP10 foram transformadas com os plasmideos
PTZ57/R recombinantes. Os clones bacterianos foram monitorados quanto a
incorporacdo ou nao dos plasmideos recombinantes por meio do plagueamento em LB
agar adicionado de IPTG, Xgal e ampicilina. Colénias de coloracdo branca foram
identificadas como clones positivos e as coldnias de coloracdo azul foram descartadas.

Os clones bacterianos transformantes foram, entdo, submetidos a extracdo
plasmidial e os plasmideos recombinantes foram analisados quanto a sua integridade

para verificacdo da viabilidade de envio para sequénciamento (Figura 04). O cDNA
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obtido, foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop® e posteriormente diluido
para concentracdo adequada ao envio para sequénciamento.

As amostras foram enviadas para 0 sequénciamento automatico na empresa
Macrogen (Korea) e destas amostras cerca de 75% foram sequénciadas.

Os arquivos recebidos continham os espectros mostrando a qualidade do
sequénciamento e as sequéncias correspondentes as amostras (Figura 05). As sequéncias
obtidas foram primeiramente trimadas para remocgdo das sequéncias de vetores
plasmidiais. Inicialmente, todas as sequéncias obtidas foram submetidas a uma pesquisa
na plataforma BLAST (NCBI) contra os bancos de dados de Melipona quadrifasciata
(taxid:166423), Melipona (taxid:28651) e Meliponinae (taxid:83319) e ndo se obteve
nenhum resultado positivo. Dessa foram, optamos por uma pesquisa mais ampla nao
especificando o organismo. Das sequéncias pesquisadas apenas 25 retornaram
resultados positivos e foi verificada homologia com diversos tipos de vetores de
clonagem e bacteriofagos T4 (Tabela 01).

Para uma analise de bioinformatica mais detalhada, apos a trimagem das
sequéncias, foram montados 2 contigs e estes submetidos a busca de similaridades pelo
uso do BLASTn e BLASTX contra o banco de dados de proteinas NR do NCBI.

Com uso do BLASTn foram obtidas 88 sequéncias que ndo apresentaram
nenhuma homologia nos bancos de dados disponiveis no GenBank. Possivelmente estes
genes ainda ndo foram descritos nos bancos de dados existentes, e se tratam, portanto,
de genes novos. Foram encontradas 99 sequéncias similares a vetores, 9 sequéncias
similares ao bacteriéfago T4 e 9 sequéncias de 16S de RNA de bactérias. A ocorréncia
de similaridades com bacteriéfagos T4 e RNA bacteriano, pode estar relacionada com a
forma como € feita a extracdo das células de urato que se localizam nas proximidades
do intestino da abelha utilizada no experimento. A ocorréncia de similaridades com
sequéncias de vetores pode estar ligada a erros metodologicos.

Com o uso do BLASTx foram obtidas 104 sequéncias similares a vetores e 101
sequéncias que nao apresentaram nenhuma homologia nos bancos de dados disponiveis
no GenBank, assim como obeservado para o BLASTn.

Em virtude dos resultados obtidos, foram adotados critérios mais rigorosos para
a montagem de sequéncias e foram obtidos ttrés contigs. Os contigs obtidos podem ser

visualizados a seguir (Figura 06).
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A sequéncia numero 1, por ser muito pequena, ndo apresentou identidade
significativa com nenhuma sequéncia relevante. A sequéncia nimero 2 apresentou baixa
identidade com Apis mellifera regulator of nonsense transcripts 1 (Upfl), apresentando
e-value de 0,014 e identidade de 86%. A sequéncia nimero 3 apresentou alta identidade
com uma sequéncia do bacteriofago T4, com e-value de 0,0 e identidade de 99%.

4- Concluséo

Foi cumprido o propdsito do trabalho de extracdo do RNA e construcdo da
biblioteca de cDNA das células de urato do CG da abelha Melipona quadrifasciata,
bem como, a obtencdo das sequéncias a partir do sequénciamento automatico, no
entanto, ndo foram identificados peptideos relevantes nestas células quando confrontou-
se estas sequéncias com aquelas constantes nos bancos de dados disponiveis. A auséncia
de dados significativos para a avaliagcdo dos transcritos obtidos neste trabalho pode estar
relacionada a indisponibilidade de um maior nimero de dados no sistema para analise e

interpretacédo dos resultados.
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FIGURAS

Figura 01- Urdcitos de Melipona quadrifasciata observados ao estereomicroscopio.

Inserto > 200pb (fracionado da coluna)

PTZ57R/T s N
2886 bp

Figura 02- Esquema mostrando a ligagdo de cDNA>200pb ao vetor pTZ57R/T
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Figura 03- Andlise da integridade do plasmideo extraido e estudo da viabilidade de envio para

sequénciamento.
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Figura 04- Gel representativo para andlise da integridade do plasmideo extraido e estudo da viabilidade
de envio para sequénciamento. Verificacdo da presenca de fragmentos de cDNA de tamanhos médio e
grande. 4/6 — Fracdo 4 - Clones 6, 7 e 8; 7/3 —Fracdo 7 - Clones 3,4 e 5; 11/1 — Fragéo 11 - Clones
1,17 e 18.
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CCCCTGACTTCTCGAATGCATCTAGATTAATGAATCGGCCACGCGCGGGGAGAGGCGGT
TTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCG
GCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG
GGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAA
AAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAA
TCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTC
CCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTG
TCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCT
CAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGC
CCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGAC
TTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGG
TGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTG
GTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCC
GGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCG
CAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGT
GGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACC
TAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAAC
TTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTAT
TTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGC
TACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGAT
TATCAGCAATAACCAGCCAGCCGGAAGGCCGAGCGCAAAATGGTCCTGCAATTTATCCG
CTCCATCCAGCCATTAATTGTTGCCGGAAACTAAATAAGTAGCCGCCATTAAAATTTGG
CCACGTGTTTCCATTGTCAAGGATCTGGGTTCACCCTCGCTTTTGAAGGGTTCTTCAAC
TCCGGTCCCAAAATAAAGGGAATTCATGTCCCCTTTTTTTGCAAAAACGGTTACTCTCT
CGTCCCCTATTGTGCAAAAAAGTGGGCCAGGTTATCCTTGGGTGAGGCCCCGATATTCC
TTTTGCTCCCCCCAAAAAATTTTCTTGGGGGGAACACCCCCTCTTTTAAGAATGGGCGG
GGCAGTTTTGTGCCCGGGGGGAAAAAAACCCCCCCCAAATAAATATTTTTTACTGGGGC
CAGGGTGAGGAGATATTGTAGTGGGAAAAACGCCCTCTCCCCTCTCTTCTACTTTCTTT
CGAGAAGAGGGG

-

Figura 05- Espectro representativo das amostras enviadas para sequénciamento. Sequéncia obtida para o

clone 03 do fragmento 10.
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>Contig_1

GAGAGGGGAGAAGGAAGAAGCGAAGAATTTGAAGCACGTTGGGATTACGT
ACTTTCTTTCTCTTTGACTCTCTCTCGTACGC

>Contig_2

GCGGGCAGTGAAAGAAAGGAAAATAGTAACGGAGAGTAAGCTGCGCGCGA
AACGAAATCGATCGACCGCGTCTCTACGTAAGGGAAGGTTCAAGACTGTAT
GTGCTTTGTATGCATGTATAGCTATGCACGTGATACGGGATTTGCTTTGTCTT
ATGTTCCGCTGGCAGTGCCTTGGTTTTCGCGTCCATCGTCGTCAGACTGGCA
GTAAAACGCGCGTGTCGACAAAAAAAAAAAGAGAGAAAACAAAGCAAAGA
ATCCAAAGTACAAACGATCGCGGAGAGCGACCGACTACGAACGACGATTCG
CGCCAAACTCGGAATTACCAAGATGAAAGATCGCAGTGAAATAATAAGGCT
CAAAAAGATATACGTACGGCTACCATACGTTGCGTTCAAACTGGCTGGCAG
TGCGCGATATTTGGCAGTGACGCGTCTCTTTTTTCTCTTTTTCTCTTTTTCTCT
TTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCATC

>Contig_3

TCTAGATTACATCCGGATATTCAATCATTAGTTGAGAAAAAATAAATGAAA
GATTATTTTGACTATTGGCTGTCCTGGTTCTGGTAAGAGTACTTGGGCTCGG
AATTTATTGCTAAGAATCCCGGGTTTTATAATATCAATCGTGATGACTATCG
CCAATCTATTATGGCGCATGAAGAACGCGATGAGTACAAGTATACCAAAAA
GAAAGGAGGTATCGTAACTGGTATGCAGTTTGATACAGCTAAAAGTATTCG
TACGGTGGCGATTCTGTTAAGGGAGTAATCATTTCAGATACTAACCTGAATC
CTGAACGTCGCCTAGCATGGGAAACTTTTGCCAAAGAATACGGCTGGAAAG
TTGAACATAAAGTGTTTGATGTTCCTTGGACTGAATTGGTTAAACGTAACTC
AAAACGCGGAACTAAAGCAGTACCAATTGATGTTTTACGTTCAATGTATAA
AGCATGCGAGAGTATCTCGGTCTTCCAGTATATAATGGGACTCCTGGTAAAC
CAAAAGCAGTTATTTTTGATGTTGATGGTACACTAGCTAAAATGAATGGTCG
TGGTCCTTATGACCTTGAAAAATGCGATACCGATGTTATCAATCCTATGGTG
TTGAACTGTCTAAGATGTATGCTCTTGGGTTATCAAATCGTAGTCGTTTCAG
TCGTGAAAGTGGAACTAAAGAAGACCCAACGAAATATTATCGTATGACCCT
AAATGGGTTGAGGACATTGCTGGCGTTCCATTAGTTATGCAATGTCAGCGCG
AACAAGGCGATACCCGTAAAGACGATGTAGTTAAAGAAGAAATTTTCTGGA
AACACATTGCACCGCATTTTGACGTGAAATTAGCTATTGATGACCGAACTCA
AGTAGTTGAAATGTGGCGTCGTATCGGTGTTGAATGCTGGCAAGTCGCTTCG
GGAGATTTTTAAGGATCCAGA

Figura 06- Contigs montados para anélises de similaridades por confronto com o banco de dados de
proteinas NR do NCBI.

43



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Chapman RF. (1998). The Insects. Structure and function. 4%d. Cambridge Press,
Cambridge.

Cruz - Landim C. (2008). Abelhas. Morfologia e funcédo de sistemas. Unesp, Séo Paulo.

Cruz-Landim C. (2000). Ovarian development in Meliponine bees (Hymenoptera:
Apidae): the effect of queen presence and food on worker ovary development and
egg production. Genetics and Molecular Biology. 23:83-88.

Giannini TC, Imperatriz-Fonseca VL, Acosta AL, Alves-dos-Santos I, Garofalo CA,
Saraiva AM. (2012 ). Pollination services at risk: Bee habitats will decrease owing
to climate change in Brazil. Ecological Modelling. 244:127-131

Gullan PJ, Cranston PS. (2005). The Insects: an Outline of Entomology. Blackwell
Publishing.

Martins GF. (2008). O corpo gorduroso de Aedes (Stegomya) aegypti (Diptera;
Nematocera) (Linnaeus, 1762): Estudo morfolégico do 6rgao em diferentes idades
e condicdes alimentares, isolamento, cultivo primério e transcriptoma dos endcitos.
Tese de doutorado. Centro de Pesquisas Rene Rachou. Fundacdo Oswaldo Cruz,
Belo-Horizonte MG.

Martins GF, Serrdo JE, Ramalho-Ortigdo JM, Pimenta PFP. (2011a) A comparative
study of fat body morphology in five mosquito species. Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. 106(6):742-747.

Martins GF, Serrdo JE, Ramalho-Ortigdo JM, Pimenta PFP. (2011b). Histochemical
and Ultrastructural Studies of the Mosquito Aedes aegypti Fat Body. Effects of
Aging and Diet Type. Microscopy Research and Technique. 74:1032-10309.

Paes-de-Oliveira VT e Cruz-Landim C. (2006). Histological and ultrastructural aspects
of the fat body in virgin and physogastric queens of melipona quadrifasciata
anthidioides lepeletier, 1836 (hymenoptera, apidae, meliponini). Brazilian journal
of morphological sciences. 23: 385-392.

Paes-de-Oliveira VT e Cruz-Landim C. (2003) Size of fat body trophocytes and the
ovarian development in workers and queens of Melipona quadrifasciata
anthidioides. Sociobiology. 41: 701-709.

Pascini TV, Martins GF, Serrdo JE, Vilela EF, Albeny D S, Ramalho-Ortigdo JM.
(2011). Systematics, morphology and physiology. Changes in the Fat Body during

44


http://www.cababstractsplus.org/Abstracts/SearchResults.aspx?cx=011480691189790707546:cops6fzdyna&cof=FORID:9&ie=UTF-8&q=Gullan,%20P.%20J.&sa=Search
http://www.cababstractsplus.org/Abstracts/SearchResults.aspx?cx=011480691189790707546:cops6fzdyna&cof=FORID:9&ie=UTF-8&q=Cranston,%20P.%20S.&sa=Search

the Post-Embryonic Development of the Predator Toxorhynchites theobaldi (Dyar
& Knab) (Diptera: Culicidae). Neotropical Entomology. 40:456-461.

Rachinsky A e Hartfelder K. (1998). In Vitro Biosynthesis of juvenile hormone in larval
honey bees: comparison of six media. In Vitro Cell. Animal Developmental
Biology. 34:646-648.

Rossel R C, Wheeler D E. (1995). Storage function and ultrastructure of the adult fat
body in workers of the ant Camponotus festinatus (Bukley) (Hymenoptera:
Formicidae). International Journal of Insect Morphology and Embryology. 24: 413-
426.

Snodgrass R E. (1935). Principles of insect morphology. Mc-Graw-Hill, NewYork.
407p.

45



Tabela 01- BLAST ® Basic Local Alignment Search Tool Blast para anélise das sequéncias obtidas.

Clone Resultado mais provavel n°pb Identidade n°Gap E Value
0402 Expression vector pME9, complete sequence 1549 1322/1360 (97%) 17 0.0
0404 Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone 11a block 10 959 926/955 (97%) 24 0.0
0409 Cloning vector p-4725s0x10.cre, complete sequence 815 657/739 (89%) 23 0.0
0501 Enterobacteria phage T4T, complete genome 1793 934/935 (99%) 0 0.0
0503 Cloning vector pG-Sable, complete sequence 1674 1292/1322 (98%) 12 0.0
0508 Cloning vector pG-Sable, complete sequence 1725 1232/1257 (98%) 8 0.0
0517F Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone S32 976 890/968 (92%) 27 0.0
0517R Expression vector pME9, complete sequence 1734 1325/1363 (97%) 19 0.0
0602 Expression vector pME9, complete sequence 1844 1266/1307 (97%) 12 0,0
0604 Expression vector pME9, complete sequence 1855 1362/1413 (96%) 31 0.0
0606 Cloning vector pJAP8, complete sequence 1874 1202/1279 (97%) 14 0.0
0607 Phagemid cloning vector pTZ19U, complete sequence 1000 824/926 (89%) 11 0.0
0703 Expression vector pMCG50-S, complete sequence 829 776/784 (99%) 3 0.0
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Tabela 01- BLAST ® Basic Local Alignment Search Tool Blast para analise das sequéncias obtidas (continuagédo)

Clone Resultado mais provavel n°pb Identidade n°Gap E Value
0704 Expression vector pME9, complete sequence 1378 623/817 (76%) 4 3e-119
0712 Expression Vector pHsh-ex, complete sequence 1450 956/1034 (92%) 26 0.0
0713 Expression vector pME9, complete sequence 1681 1381/1418 (97%) 20 0.0
0717 Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone S32 844 788/840 (94%) 8 0.0
0801 Enterobacteria phage T4T, complete genome 1677 934/935 (99%) 0 0.0
0807 Cloning vector pMAK27, complete sequence 1678 1415/1466 (97%) 20 0.0
0809 Phagemid cloning vector pTZ19U, complete sequence 1793 1209/1229 (98%) 5 0.0
0901 Synthetic construct neomycin-kanamycin phosphotransferase type 800 676/687 (98%) 3 0.0

I11, TrfA transcriptional repressor protein, and phosphinothricin

acetyltransferase 11 genes, complete cds
0904 Expression vector pME9, complete sequence 1150 1020/1090 (94%) 10 0.0
0909 Expression vector pME9, complete sequence 978 821/910 (90%) 27 0.0
1107 Eleutheronema tetradactylum DNA, microsatellite:Eletet2 1392 372/413 (90%) 34 3e-139
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Tabela 01- BLAST ® Basic Local Alignment Search Tool Blast para analise das sequéncias obtidas (continuagédo)

Clone Resultado mais provavel n°pb Identidade n°Gap E Value
1115 Cloning vector pJAP8, complete sequence 1652 1199/1259 (95%) 21 0.0
1118R Cloning vector pJAP8, complete sequence 1653 1227/1283 (96%) 21 0.0
1118F Phagemid cloning vector pTZ19U, complete sequence 1580 1217/1251 (97%) 6 0.0
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