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POLIMORFISMO DO 16S mtDNA POR LIS-SSCP EM Melipona scutellaris Latreille,
1811 (HYMENOPTERA, APIDAE, MELIPONINI)

POLYMORPHISM OF THE 16S mtDNA FOR LIS-SSCP IN Melipona scutellaris Latreille,
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RESUMO: A técnica de Low lonic Strength Single-Strand Conformation Polymorphism (LIS-SSCP) foi
desenvolvida, como forma de detectar mutagdo em fita simples de DNA. Esta técnica consiste basicamente na
separacdo de fragmentos de DNA de fita simples por desnaturagéo, por meio de uma solugéo de baixa forca idnica
(LIS) a base de sacarose. Utilizou-se a técnica de LIS-SSCP para estudar populacdes de Melipona scutellaris
Latreille, 1811 quanto a presenca de variagdes do 16S mtDNA. Estas populag¢des foram introduzidas no Meliponario
Uberlandia, Uberlandia-MG, em diferentes periodos de tempo, colonias K (introduzidas em 1987) e colonias AB e N
(introduzidas em 1999 e 2000 respectivamente). Os resultados ndo mostraram variagdes no 16S mtDNA entre as
colonias K e colonias AB e N, embora houvesse nitidas diferengas morfologicas e comportamentais entre elas.

UNITERMOS: Melipona scutellaris, 16S rRNA mtDNA, Polimorfismo, LIS-SSCP.

INTRODUCAO

A familia Apidae esta subdividida em quatro
subfamilias: Apinae, Meliponinae, Bombinae, Euglossinae,
sendo os Meliponinae os polinizadores principais de 40 a
90% da flora nativa (KERR; CARVALHO;
NASCIMENTO, 1996) e, portanto, responsaveis, em
parte, pela manutencdo da biodiversidade. A subfamilia
Meliponinae dividi-se em duas tribos Trigonini, com
diversos géneros e Meliponini, com apenas o género
Melipona (KERR, 1948; KERR; CARVALHO:;
NASCIMENTO, 1996).

A Melipona scutellaris Latreille, 1811 (‘Urugu
do Nordeste’ ou ‘Urugu do Campo’) é encontrada da

Bahia até o Rio Grande do Norte, ocupando
principalmente a Zona da Mata (CARVALHO, 1996).
A técnica de Single Strand Conformation
Polymorphism (SSCP) foi desenvolvida por Orita et
al. (1988), como forma de detectar mutagdo em fita
simples de DNA. Maruya; Saji e Yokoyama (1996)
otimizaram a técnica, propondo o uso de um tampao
de desnaturacdo composto por uma solugdo de baixa
forga idnica (LIS), a base de sacarose. A partir disso,
a técnica passou a ser denominada de Low [lonic
Strength Single-Strand Conformation Polymorphism
(LIS-SSCP). As fitas desnaturadas adquirem uma nova
conformacgdo e alcancam uma nova estabilidade de
acordo com a sua seqiiéncia especifica e peso
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molecular, o que confere uma migracéo diferencial em
gel de poliacrilamida.

Este trabalho teve como objetivo analisar, por meio
da técnica de LIS-SSCP, um fragmento de 580 pares de
base (pb) da regido 16S mtDNA, para comparar
populagdes de Melipona scutellaris Latreille, 1811
introduzidas em 1999 e 2000, com populagdes mantidas
no Meliponario Uberlandia desde 1987.

MATERIAL E METODOS

Abelhas sem ferrdo Melipona scutellaris
Latreille, 1811 provenientes de Catu (litoral da Bahia—S
12°21°; W=GR 38°23”); Lengois (Chapada Diamantina-
BA — S 12° 34’; W-GR 41°23”); Piata- BA (S 13° 8’;
W-GR 41° 46°) e de Andarai (Chapada Diamantina-BA
—S 11°41°; W-GR 40° 38°) sdo mantidas no Meliponario
Uberlandia (Uberlandia-MG — S 18°55°; W-GR 48°17°).

As abelhas utilizadas nesse estudo foram divididas
em trés grupos, de acordo com o periodo em que foram
introduzidas no Meliponario: colonias K que estdo no
Meliponario desde 1987, coldnias AB, mantidas no
Meliponario desde agosto de 1999 e colénias N, que
passaram a integrar o Meliponario em Outubro de 2000.

Esse estudo originou-se da observagdo de
diferencas morfoldgicas registradas por Tannts-Neto
(2001) referentes a coloragio das nervuras das asas, dos
pélos do torax, do escutelo, do clipeo, dos olhos, da tibia e
das corbiculas, além de diferengas comportamentais,
evidenciadas pela diferenca de defensividade quando da
revisdo periodica das colméias, entre as colonias K e as
mais recentes (AB e N), sendo que essas ultimas
apresentam uma maior defensividade.

Por meio da técnica de LIS-SSCP, analisou-se
um fragmento de 580 pb da regido 16S mtDNA, para
comparar populagdes de Melipona scutellaris Latreille,
1811 introduzidas em diferentes periodos de tempo.

Foram feitos bulks com cinco individuos de cada
coldnia em estudo. As abelhas foram coletadas na entrada
de cada colméia e conservadas em ultrafreezer a -80°C,
até o momento da extragdo do DNA, que foi realizada
segundo protocolo Sheppard; Steck e McPheron (1992).

O DNA foi quantificado por absorbancia a 260nm
em espectrofotometro Hitachi U-2000 e sua qualidade
avaliada submetendo-se 5il (aproximadamente 500ng)
do DNA a eletroforese em agarose 1% (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989). Constatada a qualidade
do DNA, as reacdes de amplificagdo foram processadas
com: 50ng de DNA, 6pmoles de cada primer, 2mM de
MgCl,, 1U de 7Taq DNA polimerase , tampdo 1X e
100iM de cada dNTPs. As condi¢des de amplificagdo

SIQUIEROLI, A. C. S. et al.

foram: 94°C a Smin., seguido de 35 ciclos de 94°C por
30seg. , 48°C por 30seg. e 72°C Imin., seguidos de 72°C
por 10min. Os produtos das amplificagdes foram
desnaturados em tampao LIS a 95°C por Smin., separados
em gel de poliacrilamida 12% por 18h a 15mA e
visualizados por coloragdo com nitrato de prata de acordo
com Blum; Beir e Gross (1987), com modificacdes de
Basam; Caetano-Anolees e Gresshoff (1991).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra o resultado da analise por LIS-
SSCP do fragmento do 16S mtDNA entre as coldnias K,
AB e N de Melipona scutellaris Latreille, 1811, no qual
ndo se verifica variagdes. Isso pode ser devido a baixa
taxa de mutacdes nesse gene, que é considerado
altamente conservado, ja que codifica a subunidade maior
do rRNA mitocondrial. Apesar disso, alguns trabalhos
revelam que essa regido tem apresentado polimorfismo
suficiente para separar subespécies ou até mesmo
populacdes, com auxilio da técnica de SSCP.

Carvalho (2000) estudou 29 populagdes de
Melipona scutellaris Latreille, 1811, provenientes de
quatro Estados brasileiros, onde essa espécie ¢ nativa:
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, analisando a
presenca de polimorfismos do 16S mtDNA por meio da
técnica de SSCP. Os resultados obtidos estdo de acordo
com os encontrados nesse estudo, ja que ndo houve
variacdes entre as 29 populagdes analisadas.

No entanto, Oliveira et al. (1999) utilizando a
técnica de SSCP, mostraram polimorfismos no mtDNA
em 30 amostras de Tetragonisca angustula ao longo da
América Latina. Foram obtidos quatro haplétipos
diferentes para um fragmento da subunidade 16S mtDNA.
Os autores concluem que a técnica de SSCP foi eficiente
na detec¢do de polimorfismos.

Vasconcelos et al. (1998) também utilizando essa
técnica, analisaram a ocorréncia de polimorfismos no 16S
mtDNA em populagdes de Melipona rufiventris,
conseguindo a diferenciagéo entre hapldtipos. O mesmo
foi obtido por Cobo et al. (1999) em Frieseomelitta varia.

Nascimento; Vasconcelos e Kerr (1999)
analisando seis espécies de Melipona (M. scutellaris,
M. capixaba, M. compressipes, M. quadrifasciata, M.
bicolor e M. rufiventris) para a regido 16S mtDNA e
gene COI-COIl do mtDNA, usando a técnica SSCP,
encontraram polimorfismos variaveis entre as espécies.

Com a mesma técnica Vasconcelos; Nascimento
e Kerr (1999) conseguiram diferenciar as subespécies
M. quadrifascita quadrifasciata e M. quadrifasciata
anthidioides.
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O aparecimento de mais bandas que as duas
esperadas pela técnica (Figura 1) mesmo néo sendo vistas
bandas inespecificas no gel de agarose, pode ser explicado
pelo uso de primers heterdlogos. Apesar das bandas
inespecificas, verifica-se um padrdo que se conserva,
demonstrando a auséncia de variagdes entre os grupos
analisados, para essa regido do mtDNA em Melipona

SIQUIEROLI, A. C. S. et al.

CONCLUSAO

Os resultados mostram que nao houve variagao
no 16S mtDNA, pela técnica de LIS-SSCP, entre os grupos
K, AB e N, o que confirma o grau de conservacdo do
gene 16S mtDNA que, freqiientemente, ¢ utilizado para
estudos filogenéticos.

scutellaris Latreille, 1811.
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Figura 1. Perfil eletroforético de LIS-SSCP da regido 16SmtDNA de Melipona scutellaris em gel de poliacrilamida
12% corado com nitrato de prata. COLONIAS K: introduzidas no Meliponario em 1987, COLONIAS AB
e N: introduzidas no Meliponario em 1999 e 2000 respectivamente.

ABSTRACT: The Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) is a technique that was developed
to detect mutations in single strand DNAs. This technique consists in separating the single strand DNA fragments by
their desnaturation using a low ionic strength (LIS) solution which is composed of sucrose. We use the LIS-SSCP
technique with the purpose to study populations of Melipona scutellaris Latreille, 1811, about the presence of 16S
mtDNA variations. The populations were introduced in the Uberlandia Meliponary (Uberlandia-MG, Brazil) in different
periods of time, colonies K (introduced in 1987) and colonies AB and N (introduced in 1999 and 2000 respectively).
The results had not shown variations between the colonies K, AB and N, although it had clear morphologic and
behavioral differences between these colonies.

UNITERMS: Melipona scutellaris, 16SrRNAmtDNA, Polimorphism, LIS-SSCP.
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