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1. INTRODUCAO

As abelhas fazem parte de um grupo monofilético pertencente a ordem dos
Hymenoptera e séo caracterizadas por utilizarem néctar e pdlen oferecidos por plantas para
alimentar a si mesmas e suas larvas (Wcislo & Cane 1996; Michener 2007). S&o consideradas
como importantes organismos que participam de uma relacdo mutualistica para manutengéo
ecoldgica, pois sdo responsaveis pela polinizacdo e dependem exclusivamente dos recursos
ofertados pelas angiospermas, com algumas fémeas possuindo adaptacbes morfoldgicas
exclusivas para esse comportamento (Thorp 1979; Kremen et al. 2002; Michener 2007). O
surgimento desse grupo € estimado entre 100 — 120 milhdes de anos atras, correspondente ao
periodo Cretaceo e atualmente existindo mais de 20.000 espécies de abelhas (Cardinal &
Danforth 2013; Ascher & Pickering 2018), podendo ser sociais ou ndo sociais (solitarias) e
85% delas sdo consideradas solitarias (Michener 2007).

Os recursos ofertados pelas plantas com flores costumam ser o pdlen e néctar, porém
existem polinizadores especializados que também possuem o habito de coletar resina, perfumes
e Oleo floral para alimentar suas larvas ou até mesmo utilizando como revestimento de células
de cria (Neff & Simpson 1981; Michener 2007). Segundo filogenias moleculares, a origem de
producdo de 0Oleos florais nas plantas foi independente em diversas linhagens de angiospermas,
com estruturas florais diversificadas, porém todas as plantas que produzem esses lipideos
possuem uma glandula secretora, denominada elai6foro, que pode ser separada por dois tipos
distintos, epitelial e tricomatico, sendo associada a modificacdes nas estruturas morfoldgicas
das abelhas especializadas na coleta desses 6leos (Vogel 1974, 1989; Renner & Schaefer 2010).

O comportamento de coleta de 6leos florais € exclusivo para o grupo das abelhas, com
surgimento independente e presente em apenas 500 espécies de abelhas com estruturas
especializadas que auxiliam na coleta, manuseio e transporte dos lipideos provenientes dos
recursos florais. Essas estruturas modificadas, geralmente com maior incidéncia em fémeas,
sdo compostas por variacdes na forma, tamanho de alguns segmentos e pilosidades das pernas
ou esternos (Vogel 1974; Neff & Simpson 1981; Roig-Alsina 1997; Cocucci et al. 2000;
Michener 2007; Renner & Schaefer 2010). As abelhas que apresentam a especializa¢do para
coleta de lipideos florais sdo representadas por sete tribos Centridini, Epicharitini,
Tapinotaspidini, Tetrapediini, Ctenoplectrini, Macropidini e Redivivini, sendo as quatro
primeiras exclusivas do Novo Mundo e em grande maioria na regido Neotropical,
Ctenoplectrini dispersa pela regido Paleotropical e sudeste asiatico, Macropidini e Redivivini
presentes na regido Holartica e Afrotropical (Roig-Alsina & Michener 1993; Alves dos Santos

et al. 2007). Na regido Neotropical, esse comportamento é visto em apenas quatro tribos:
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Centridini, Epicharitini, Tapinotaspidini e Tetrapediini (Martins et al. 2014; Moure & Melo
2022).

Todas as abelhas coletoras de 6leo sdo solitarias (Michener 2007). A tribo Centridini
era considerada polifilética de acordo com caracteres morfologicos (Roig-Alsina & Michener
1993) e moleculares (Straka & Bogusch 2007), sendo composta pelos géneros Centris e
Epicharis, representada por 21 subgéneros, com aproximadamente 250 espécies, compondo o
maior grupo das abelhas coletoras de lipideos florais e com presenca do elaiospato, que consiste
no aparato coletor de 6leo presente nas pernas anteriores e médias com pentes basitarsais
(padréo four-legged) (Neff & Simpson 1981; Moure et al. 2012). Entretanto, uma reviséo feita
por Martins et al. (2014) através de dados moleculares propdem a separacao de Epicharis e
Centris, sendo que dentro da linhagem ‘apine’, Centris € grupo irmao das abelhas corbiculadas,
Epicharis grupo irmdo de ambos e Tetrapedia como grupo irmdo de Ctenoplectra. As espécies
de Tapinotaspidini uma vez ja foram pertencentes a Exomalopsini e posteriormente separadas
por Roig-Alsina & Michener (1993) e Moure (1994). Atualmente, Tapinotaspidini é
constituida por 14 géneros 0s quais juntos reinem 144 espécies descritas (Aguiar 2022)
representando o grupo mais diverso em termos das adaptacdes morfologicas para coleta de 6leo
(Roig-Alsina 1997, Coccuci et al. 2000). A tribo Tetrapediini possui apenas um género com
28 espécies e 22 delas com ocorréncia no Brasil (Moure & Melo 2022).

O 6leo floral costuma ser misturado ao pdlen para substituir o néctar no alimento larval,
possuindo cerca de oito vezes mais calorias e é produzido por cerca de 2000 espécies em 11
familias de angiospermas. Malpighiaceae é composta por 60 géneros reconhecidos, sendo 47
sdo exclusivamente neotropicais e apenas espécies da regido neotropical possuem glandulas de
6leo funcionais (Anderson 1979, 1990; Vogel 1974, 1990). Os lipideos florais sdo considerados
ndo volateis, podendo ser incolor ou amarelado, inodoros e apresentando uma certa viscosidade
(Buchmann 1987). Consistem em acidos graxos livres, glicerideos com &cidos graxos livres,
mono ou diglicerideos e di- e triacilglicerol (Vogel 1974; Simpson et al. 1977, 1979, Seigler et
al. 1978; Reis et al. 2000).

O corpo gorduroso nos insetos é um érgdo central para o metabolismo de lipideos
(Arrese & Soulages 2010) e é considerado analogo ao tecido adiposo e figado em vertebrados
(Hoshizaki 2005). Ele é composto por trofécitos que preenchem a cavidade abdominal de
insetos, incluindo as abelhas. Também apresenta outros tipos de células, inclusive os adipocitos
e 0s endcitos que estdo intimamente relacionadas ao metabolismo lipidico. O inicio do
metabolismo lipidico se da com a hidrolise dos lipidios da dieta, na qual ocorre a absorcao de

mondmeros lipidicos. Apds esse processo, ocorre o transporte de lipidios do intestino medio

Inserido ao protocolo 22.350.163-0 por: Julia Colombelli Agostini em: 21/06/2024 12:04. A autenticidade deste documento pode ser validada no endereco:
https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o cédigo: 684db2fa9f02b1ldc0e091ea258a8e8f9.




para 0 corpo gorduroso e transporte de lipidios do corpo gorduroso para outros locais que
demandam energia (Chapman 1998; Toprak et al. 2020). Sua funcéao na fase larval é acumular
reservas de lipideos e outros componentes que serdo utilizados posteriormente para obtencéo
de energia no processo de metamorfose (Cruz-Landim 2009).

Os lipideos podem ser considerados a mais importante fonte de energia para insetos,
pois além de auxiliar nos processos de crescimento e desenvolvimento, também atuam em
complexos mecanismos fenotipicos, como voo, migracdo, diapausa, nutricdo do embrido,
sintese de feroménios sexuais, desenvolvimento dos ovdcitos e secre¢des defensivas (Klowden
2013). Nao ha registros de que os lipideos dos recursos florais fagcam parte do habito alimentar
de abelhas adultas coletoras de 6leos, entretanto sabe-se que o néctar e o pdlen também
oferecem esse composto, porém em quantidades infimas (Willmer 2011; Agostini et al. 2014).
Os lipideos estdo presentes em varios tecidos dos insetos. Sdo derivados da dieta larval, sendo
digeridos, convertidos em diacilglicerol, exportados para a hemolinfa juntamente com as
apolipoproteinas e entregue aos trofécitos do corpo gorduroso na forma de triacilglicerol (Liu
et al. 2009).

Muito do que se sabe sobre as vias do metabolismo lipidico em insetos tem sido
geralmente investigada com estudos feitos com a mosca da fruta, Drosophila melanogaster e
quase sempre associado a diapausa (Canavoso et al., 2001; Arrese et al., 2010; Reynolds et al.,
2012; Gondim et al., 2018). Entretanto, os insetos no geral possuem diferentes estilos de vida
e os resultados obtidos por esses estudos podem néo ser representativos (Majerowicz & Godim
2013). Sendo assim, as informacbes de estudos moleculares sobre os genes envolvidos no
metabolismo lipidico atuantes nas vias do metabolismo lipidico em Hymenoptera sdo muito
limitadas e carecem trabalhos que elucidem questionamentos da area.

A expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico de insetos costuma ser
regulada através de uma ampla variedade de fatores de transcricdo que sdo condicionados de
diferentes maneiras. Grande parte dos trabalhos associados ao metabolismo de lipideos de
insetos costumam analisar os genes acetil-CoA carboxilase (acc), sintese de acido graxo (fas),
lipase (lip) e acil-CoA desidrogenase (acd) (Sim & Delinger 2009; Gianetto et al. 2020), que
serdo os genes alvos de estudo associados ao comportamento de coleta de 6leos florais em

abelhas.

2. JUSTIFICATIVA
No banco de dados “National Center of Biotechnology Information” (NCBI) estdo

depositados 98 genomas da ordem de Hymenoptera, oito géneros de abelhas solitarias e apenas
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um genoma de Ctenoplectra terminalis representando as abelhas coletoras de 6leos (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Apesar do nimero de trabalhos com genomas de insetos ter
tido um aumento significativo nos Gltimos anos, os estudos com as espécies solitarias sdo
bastante incipientes, e se faz necessario nao sé para compreensao do surgimento da socialidade
(Elias-Neto et al. 2014). Abelhas solitarias sdo conhecidas por serem coletoras de 6leo, facil de
serem estudadas através dos ninhos-armadilha, pois tem grande abundancia numérica (Alves
dos Santos et al. 2007) e por representarem cerca de 85% das espécies de todas as abelhas no
mundo (Michener 2007).

* Relevancia para a linha de pesquisa

Os avancos na tecnologia de sequenciamento de nova geracdo permitem a realizacdo de
estudos que esclarecem certas complexidades fenotipicas (Kocher et al. 2013; Santos et al.
2018). Através dessa metodologia, é possivel observar a organizacdo do material genético, os
genes especificos envolvidos e sua abundancia, aquisicdo de novos genes e manipulacao,
auxiliando de forma direta os estudos evolutivos (Ellegren 2014).

Nos insetos em geral, é possivel observar o mesmo cenario com relagcdo ao aumento de
trabalhos nas areas de fisiologia, composicdo quimica e molecular de lipideos. Entretanto,
existe a importancia de destacar que essas questdes permanecem nao elucidadas em diversas
espécies ou até mesmo desconhecidas. Sendo assim, entender como esses Processos
funcionam, a nivel transcricional, correspondem a desafios futuros para a andlise do
metabolismo lipidico em insetos (Atella et al. 2012).

* Relevancia econdémica-social

Estudos como esse se mostram de extrema importancia para entender a sobrevivéncia,
ciclos de vida e aptiddo dos organismos estudados, além de aprofundar o conhecimento da
tematica do comportamento das abelhas coletoras de 6leos florais, bem como o estudo do
metabolismo desse componente tdo importante na dieta de insetos, considerado
fundamentalmente relevante para a sobrevivéncia e salude dos polinizadores (Durant et al.
2015).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O objetivo principal desse projeto é aprofundar os conhecimentos dos mecanismos
moleculares envolvidos no metabolismo de lipideos dentro do grupo das abelhas coletoras de

oleos florais.
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3.2 Objetivos especificos

* Realizar uma revisdo bibliografica sobre o metabolismo de lipideos em insetos, com foco em
abelhas.

* Gerar o genoma de pelo menos uma espécie dos géneros Centris, Epicharis, Lanthanomelissa
e Tetrapedia e analisa-los sobre o contexto dos mecanismos evolutivos do metabolismo de
lipideos.

* Caracterizar os genes que atuam nas vias metabolicas de lipideos no grupo das abelhas
coletoras de 6leos florais.

» Comparar os genes diferencialmente expressos que atuam nas vias metabolicas de lipideos
entre larvas e adultos.

* Analisar e comparar a expressao dos genes entre abelhas que exibem o comportamento de
coleta de 6leos florais com as espécies de abelhas que continuam a utilizar apenas polen e

néctar como fonte de alimento.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material bioldgico, armazenamento e dissec¢éo

As abelhas adultas representantes dos géneros Centris, Epicharis, Lanthanomelissa e
Tetrapedia utilizadas nesse projeto serdo obtidas por coleta ativa. J& os espécimes de diferentes
estagios de desenvolvimento, serdo coletados através de ninhos-armadilhas confeccionados
com tubo de cartolina preta e gomos de bambu. Os ninhos serdo monitorados e aqueles com
maior nimero de células serdo coletados. Quando possivel, as fémeas também serdo coletadas
juntamente com o ninho construido. Os imaturos (ovos, larvas e pupas) serdo colocados em
placas de cultura de 96 pogos sobre o contedo polinico encontrado na célula e mantidos em
estufa com temperatura a 30°C e umidade relativa por volta dos 70%. Os ovos ou imaturos,
como larvas e pupas serdo separados e removidos para analise molecular de acordo com o
estagio de desenvolvimento. Cada individuo sera pesado para se ter um controle sobre o estagio
em que cada amostra se encontrava. Apos separac¢do, os individuos serdo mantidos a -80° C.
Os individuos serdo dissecados e terdo seus corpos gordurosos retirados, homogeneizados e
armazenados. O material dissecado sera estocado em reagente TRIzol (Invitrogen) para
posterior purificacdo do RNA total e DNA. No estdgio de pupa, o material dissecado do
abddémen também serd armazenado em TRIzol. O mesmo procedimento sera realizado na fase
de ovo. Apos o0 armazenamento, todas as amostras serdo congeladas a -80° C até o momento

da extracdo do RNA total. Cada amostra correspondera a apenas um individuo.
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4.2 Extracdo de RNA, sintese de cDNA e sequenciamento

Para selecionar os genes relacionados a via do metabolismo lipidico sera utilizada a base
de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). As sequéncias de referéncias
dos genes codificantes de acetil-CoA carboxilase (acc), acido graxo sintase (fas), lipase (lip) e
acil-CoA desidrogenase (acd) serdo obtidas através das sequéncias homologas dos trabalhos
depositados em banco de dados moleculares. As identidades das sequéncias também serdo
confirmadas pela realizacdo de BLASTN pesquisas no NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

A obtencdo do material genético sera feito através da extracao total do RNA coletado em
amostragens recentes, por meio da obtencéo do tecido de interesse, seguindo um protocolo que
se utiliza de beads magnéticas. Seré feita a sintese de cDNA (complementar ao mMRNA) a partir
da transcricdo reversa do RNA total extraido. Os resultados da Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) serdo avaliados através da técnica de Eletroforese em Gel de Agarose, para
analisar se o produto foi gerado com sucesso e, posteriormente, todas as bibliotecas seréo

purificadas e enviadas para sequenciamento (método Next Generation Sequecing).

4.3 Anélise in silico

As sequéncias de genes obtidas (acc, lip, fas e acd) terdo sua qualidade avaliada e serdo
submetidas ao GenBank. As sequéncias de nucleotideos serdo traduzidas em aminoéacidos,
editadas, passardo por alinhamentos multiplos e serdo analisadas em softwares especializados,
para que assim sejam realizados os calculos e construcdo de arvores filogenéticas baseadas nos
genes que atuam no metabolismo de lipideos nas espécies de abelhas coletoras de 6leos florais.
Os grupos externos serdo adicionados de acordo com disponibilidade de informacg6es do banco
de dados moleculares. Com as amostras de cDNA serdo determinados 0s niveis de transcri¢éo
dos genes relacionados ao metabolismo lipideos (acc, fas, lip e acd) e as medidas de expressao

dos genes serdo normatizadas através de um gene de referéncia adequado.

4.4 Caracterizacao da expressdo dos genes acc, fas, lip e acd

ApOs sequenciamento, as sequéncias serdo analisadas para a caraterizacdo dos genes,
quanto ao seu tamanho, quantidade de éxons e introns, e tamanho do open reading frame (ORF)
e sequéncia de aminoacidos da proteina predita. Sera feita a comparacdo da expressao génica
de acc, fas, lip e acd que ocorre entre o desenvolvimento dos estagios de vida das espécies de
abelhas que possuem o comportamento de coleta de 6Oleos, a fim de entender como essa

expressao funciona em cada fase, visto que a quantidade de lipideos consumidos varia durante
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a vida dessas abelhas. Paralelamente, também serd comparada a expressdo desses genes em

espécies de abelhas que ndo coletam o6leos florais. Através dessas andlises sera possivel

entender o funcionamento e a evolucao dos genes relacionados ao metabolismo de lipideos no

grupo das abelhas coletoras de 6leos.

5. ORCAMENTO

Tabela 1. Previsdo orgamentaria para o projeto.

Atividade Despesas Valor estimado
Obtencéo de dados Reagentes para a R$ 20000
moleculares extracdo, PCR,

eletroforese e

seguenciamento
Coletas Transporte R$2000
Total Atividades totais R$22000*

*Todos os recursos financeiros para a elaboracdo do projeto serdo custeados pelo Laboratério de
Biologia Comparada de Hymenoptera, bem como por eventuais auxilios obtidos diretamente junto

ao Programa de Entomologia.

6. CRONOGRAMA

2023 2024 2025 2026 2027
Atividades Semestre Semestre Semestre Semestre Semestre
2° 1° 2° 1° 20 | 1° 20 1°

Cumprimento dos créditos pelo Programa de P6s-

graduacdo em Entomologia

Ajustes no projeto e metodologia

Revisdo bibliogréfica

Coleta de material biol6gico, disseccdo e
armazenamento

Anadlise moleculares e in silico

Elaboracdo de manuscrito para publicacdo

Qualificacdo

Redacdo da tese

Defesa
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