AL
HO L,
RS
.7-( . . X
/\,/ ey (oo

ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL

NA DIVISAO DE TRABALHO EM Apis mellifera
LINNAEUS, 1758 (HYMENOPTERA, APIDAE) POR
DDRT-PCR

WALDESSE PIRAGE DE OLIVEIRA JR

Tese apresentada 4 Universidade
Federal de Uberlandia como parte dos
requisitos para a obten¢io do Titulo de
Mestre em Genética e Bioquimica, area
de concentracio Genética.

DIRBI/UFU

AEERTL

1000187156

Uberlandia — Minas Gerais — Brasil
Margo de 1999



........... obrigado por me tornarem
parte de suas vidas, Amo vocés.

| Dedicatoria

Dedico carinhosamente este trabalho.......

...... Aos meus pais, Sr. Waldesse e D.
Mair, pelo exemplo de vida, pelo amor
eterno, pelo carinho e respeito e,
principalmente, pelo apoio durante os
momentos tristes e dificeis. Enfim, por tudo
que realizaram e realizam em minha vida,
para que eu possa, quem sabe um dia,
tornar-me um Homem digno, como eles
foram para mim......

ii




........ Ao anjo que me apresentou o
Amor, & minha Princesa Jaqueline,
minha Pititinha que sempre esteve ¢
estd ao meu lado. Pelos momentos
felizes que me proporcionou. Seu
amor, sua simplicidade, carinho, suas
criticas, sua paciéncia e disposi¢ao
tornaram  possivel mais  essa
realizacdo. Dedico essa pequena parte
da minha vida ao espirito iluminado
que me fez acreditar que construirei
um castelo e nele viverei ¢ morrerei
feliz sabendo que fui digno, honesto
e amado......

........ Por ser forte nos meus dias de
fraqueza e pelas suas lagrimas, que se
juntaram as minhas nos muitos momentos,
dificeis e felizes, te dou meu respeito e
gratiddo. Es pititinha, mas sua for¢a me
faz sentir invencivel. Junto de vocé sinto
que vencerei. Por tudo isso, s6 tenho o
meu amor para lhe pagar..............

....... Amo voce.

iii



Agradecimentos

Agradego primeiramente & DEUS, por ter me dado o dom da vida e me

proporcionado compartilhar essa com varias pessoas maravilhosas, como meus

amigos.

Aos meus amigos Elisdngela, Edivane, Junior, Kleber e Marcus, por

continuarem comigo € me ajudarem em mais essa etapa.

Aos meus orientadores Prof. Dr. Malcon, Prof. Dr. Luiz Ricardo e Prof.

Dr. Rodolpho Satrapa, por acreditatem em mim e me conduzirem até aqui, com

paciéncia, respeito e carinho.

Aos meus varios amigos dos Laboratorios de Genética Molecular e

Genética, pela for¢a, apoio e confianga. Em especial ao grupo do Prof. Dr. Luis

Ricardo, que me receberam com carinho, paciéncia e me ensinaram muito do

que sei.

MUITO OBRIGADO!!



COMISSAO JULGADORA

MEMBROS TITULARES

Prof. Dr. Malcon Anténio Manfredi Brandeburgo
Orientador

Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho
Co-Orientador

Prof. Dr. Rodolpho Satrapa
MEMBROS SUPLENTES

Prof®. Dra. Ana Maria Bonetti

Prof. Dr. Warwick Estevam Kerr

Uberlandia — Minas Gerais - Brasil
Marco de 1999



INDICE

ABREVIACOES. .......ioovemieeeeses s sessesessessesesisassssssecsseseseseessessessessersssasssessees vii

LISTA DE FIGURAS. ...cvectireereeerresrerere st ssssssssessssessesesss e sesasesnesens viii
RESUMO ..o ceieceeeeeeeerteeeteeeeeseaaesesresaee e s sssest s sass s s s s s b s n e e s s e et e e e ennes Xi
1. INTRODUGAQ . c...oiiiietvieereeeeeeresssesesesssssesssseesssessssesessssssssssssssssesssnnns 1
1.1, APIAC. ... et 1
1.2. A Apis mellifera.........coiiiieniiiiinceeeeni e, 1
1.3. A divisdo de trabalho em Apis mellifera...........ccoovvenveiiiinnnnninnniin, 2
1.4. Genes X Comportamento..........ccoceerereiinniniresneesennssste s sereseesnnens 6
1.5. TransSCriGa0 FEVEISA....uuerruerereereersriretersressussneessuessesssesssesseesisssssesnneas 7
1.6. Reagdo em cadeia da polimerase.......cc.ccoeuereeeniiiieennenuesseesseenuennnn, 8
1.7. Differential Display-Reverse Transcriptase-PCR (DDRT-PCR)........ 9
1.8. Aplicagdes do DDRT-PCR e refinamento da técnica......c...coeeuunn.... 11
2. MATERIAL E METODOS......coeveeuereeeessesseessssnsssssssesssssssssnssssesnnns 15
2.1. Material biolOZICO.....ccovvirveiercrerieecir et 15
2.2. Extracdo do RNA total.......cooeiiiiiiie e 17
2.3. Eletroforese do RNA total.......coceeeiemieeeeeeeeeeeeee e 18
2.4. Tratamento do RINA tO1al...cocueeeeeeeiiiiiieee e eeeeeeeeeee e e e e eeeser e e en 19
2.5. Quantificago e qualificagdo do RNA total.......cccecoeeiverrieenineniinennee, 19
2.6. Differential Display-Reverse Transcriptase -PCR........cc.coovevvenvenennene. 20
2.7. ADALISE dO EEliueirieeiiiiiiiiiiiiiit e 23
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ........comtrerirreemeriecriresssneeresecmsesesene, 24
4, CONCLUSOES.......oeveuemeemsearessssanecessessssesssneesssesessssssmsesssessssesssmmsssnon 42
5. CONSIDERACOES FINAIS....ovivirrreeierirerreessessssrssssessessssssssessseessenas 44
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.....couerrenrereeseserinsecriesenssssnns. 47

vi



ABS
M gC 12
dNTP
dATP
dCTP
dGTP
dTTP

RNA-m
DNA
cDNA
EDTA

mm
nm
DEPC
KCl

ABREVIACOES

microlitro(s)

absorbancia

cloreto de magnésio
dexoxirribonucleotideo(s) trifosfato
5’- desoxiadenosina trifosfato
5’- desoxicitosina trifosfato
5’- desoxiguanosina trifosfato
5’- desoxitimidina trifosfato
acido ribonucléico

acido ribonucléico mensageiro
acido desoxirribonucléico
acido desoxirribonucléico complementar
acido etilenodiaminotetra acético sal dissodico
molar

mililitro(s)

milimolar

micromolar

nanograma

fosforo 32 radioativo

fésforo 33 radioativo

enxofre 35 radioativo

pares de base

pico-mol

rotagdes por minuto
unidade(s)

ultra-violeta

volts

centimetro(s)

milimetro(s)

nandmetro(s)
Dietilpirocarbonato

Cloreto de potassio

vii



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

LISTA DE FIGURAS

Esquema mostrando a estratégia basica da técnica do DDRT-

Grafico representando a distribuicio de tarefas durante os 30
dias de vida adulta das operarias observadas na colmeia.

Trab.= trabalho Qtde = quantidade.........cc.oeevvrvrnvinveeninnnnnnin, 24

Grafico representando as principais tarefas desempenhadas por
operarias durante os dias especificos de coleta para extragdo de

RINA TOLAL ... eeeeeieieeeeeeeeeeeeeierereeeserermnessssnnnsesemsnsssssseeansensesnns 26

Fotos mostrando o crescimento de bactérias das amostras
tratadas ou ndo com 4lcool 70% e hipoclorito de sodio 2,5%.
A- Experimento completo com controle positivo e controle
negativo. B- Amostras maceradas e inteiras tratadas. T= torax.
C= cabeca. 1= controle negativo sem a amostra; 2= tecidos
macerados com e sem tratamento de hipoclorito; 3= material
tratado com &lcool; 4= controle positivo (sem tratamento); 5=
tecidos macerados com e sem tratamento de alcool; 6= tecidos
integros com e sem tratamento de dlcool; 7= tecidos integros

com e sem tratamento de hipoclorito............veeeeeevveevnvecnnennne.. 27

Fotos mostrando o padrio de extragdo do RNA total de
abelhas de 1 dia de idade em gel de agarose 2%. A, C e E-

utilizou-se o protocolo descrito por Chomczinski. B, D e F-

viii



Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

usou-se o protocolo descrito por Klementz. M= marcador de

100 pb. Setas mostram contaminagdo por

Fotos mostrando padrio de extragdo de RNA total, utilizando-
se TRIZOL REAGENT, de abelhas de 1 dia (C 1), 5 dias (A 1
e 2), 15 dias (C 2) e 25 dias (B 1). M = marcador de 100

Gel de poliacrilamida 6% nfo desnaturante mostrando a
comparagdo enire os diferentes padrdoes de amplificagdo e
detec¢do quando foi utilizado o “primer” T;,GC (1-3) e T|gVN
(4-6). Diferentes “primers” arbitrarios também foram
utilizados: 1 e 4- OPA 05;2 ¢ 5- OPA 16;3 e 6- OPA 17. 7 ¢

8- reagdes de controle negativo. M- marcador de 100

Géis de poliacrilamida mostrando diferentes padrdes de bandas
entre o gel desnaturante (A) e o ndo desnaturante (B),
utilizando os “primers” arbitrarios OPA 14 (1 a 6) e OPAI1S.
M= marcador de 100pD............coverireieriieieeeeeereeeeeee, 32

Géis de poliacrilamida evidenciando os padrdes de banda para:
A= Gel 10 % e B= Gel 6%. M= marcador de 100 pb. Br.=
branca, reagdo controle negativo. As setas indicam algumas

bandas para comparagao...........cceevveniiniinciiiniie e 33



Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Gel de poliacrilamida 10% ndo desnaturante mostrando o
padrio diferenciado de fragmentos da amplificagdo utilizando
os “primers” arbitrarios OPA 16 (1 a8 e OPA17(9a 16). 1 ¢
9= abelhas de 1 dia, 2 e 10=5 dias, 3 e 11=10 dias, 4 ¢ 12= 15
dias, 5 e 13= 20 dias, 6 ¢ 14= 25 dias, 7 e 15= 30 dias, 8 ¢ 16=
controles negativos. M= marcador de 100pb. Setas indicam

fragmentos diferencialmente eXpressos......ovvveeeeeeneinnnnnnne. 34

Gel de poliacrilamida 10% n#o desnaturante mostrando o
padrio diferenciado de fragmentos da amplifica¢do utilizando
os “primers” arbitrarios OPA 08 (1 a7) e OPA 12(7al4). 1 e
7= abelhas de 1 dia, 8= 5 dias, 2 e 9= 10 dias, 3 e 10= 15 dias,
4 e 11=20 dias, 5 e 12= 25 dias, 6 e 13= 30 dias, 14= controle
negativo. M= marcador de 100pb. Setas indicam bandas

QI ENCIAAAS . e eeeeeeeeeeeeeee et eeeee et eeeeeeeeesesensesarsentnsesssnnnss 37

Gel de poliacrilamida 10% ndo desnaturante mostrando o
padrédo diferenciado de fragmentos da amplificagdo utilizando
os “primers” arbitrarios OPA 14 (1a6)e OPA 18 (7a 13). 1 e
7= abelhas de 1 dia, 2 e 8= 10 dias, 3 ¢ 9= 15 dias, 4 ¢ 10= 20
dias, 5 ¢ 11= 25 dias, 6¢3 12= 30 dias, B = controle negativo.

M= marcador de 100pb. Setas indicam bandas

QIO ENCIAAAS . oottt e ee e e et erese e sesssessessess e sessesseeaeeseen 39



| SRS

RESUMO

As abelhas Apis mellifera existem ha cerca de 100 milhdes de

anos, sendo que a sua importéncia para o homem comecou a ser definida

em 2.400 a.C. com o inicio da apicultura no antigo Egito. Atualmente, as

abelhas sio encontradas em varios ambientes, exceto no deserto do Saara e

nas geleiras dos Pélos Norte € Sul. A colonia de Apis é uma das realizages

mais notaveis da natureza, pois € extremamente organizada ¢ §é

fundamentada numa divisdo de trabalho bem definida. Varios estudos
foram feitos para esclarecer essa divisdo, no entanto, pouco se sabe sobre

0s seus mecanismos de regulacdo molecular. A técnica Differential Display

Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction (DDRT-PCR),

descrita por Liang em 1992, ¢ hoje a mais eficiente para identificar e isolar
genes diferencialmente eXpressos numa determinada condi¢do. Assim, esse

trabalho visa otimizar a extragdo de RNA total de Apis mellifera, bem

como otimizar 0O DDRT-PCR com a coloragdo por nitrato de prata, no que

se refere a expressao génica diferencial dessa espécie na sua divisdo de

trabalho. Nesse estudo, foram realizadas sessenta horas de observagdes

para caracterizar a divisio de trabalho numa colmeia de observagio.

Paralelamente, foram coletadas amostras de abelhas com 1, 5, 10, 15, 20,

25 ¢ 30 dias de vida adulta, para posterior extragdo do RNA total. Foi

realizada entdo, a transcrigio reversa e, em seguida, foi feita a amplificagéo

do ¢cDNA combinando um “primer” oligo d(T) com seis “primers”

arbitrarios OPA (10 pb). Dessa forma, foram realizados varios testes para

se obter a otimizagdo completa
do a marcagdo ndo radioativa por nitrato de prata. Os

da técnica. Além disso, a mesma foi

otimizada utilizan




ram polimorfismos que variaram entre os
Os “primers” OPA

resultados encontrados mostra

grupos de idade, para cada combinacdo de “primers”.

08, OPA17 ¢ OPA18 permitiram detectar um maior nimero de fragmentos

que os demais (OPAs 12, 14 ¢ 16). Esses fragmentos apresentavam-se, em

sua maioria, entre 100 e 900 pb ¢ vérios deles estavam presentes em idades

especificas. Das bandas diferenciadas, detectadas pela presenga ou auséncia

em determinada idade ou pela sua variagdo na intensidade, destacam-se:

trés fragmentos (100, 200 e 300 pb) que podem estar relacionados a fungéo

de nutriz ou de faxineira (1° ao 5° dia); um com cerca de 350 pb presente

somente no 15° dia, que pode indicar associacdo com produgdo de cera e

construgdo de favos € um tltimo de 600
ade do 5° ao 15° dia, pode também ter

pb, presente em todas as idades,

porém apresentando maior intensid
relagio com a construgdo de favos. Isso mostrou que a técnica foi realizada

oloracdo por prata pode ser adotada como uma alternativa

com sucesso € ac
a marcacfo radioativa no DDRT-PCR.
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7 - INTRODUCAQO

1.1. Apidae

A classe Insecta representa 0 grupo de seres vivos dominantes na

Ter ) indivi i
ra, apresentando um numero de individuos maior que a soma de todos
08

ou N
tros animais existentes no planeta € ocorrendo em quase todos os ambient
es.

De il i
ntro dessa classe, a superfamilia Apoidea, com 9 familias, destaca-se p
- or

s com comportamentos sociais de diferentes niveis e por suas

multiplas relagdes com plantas e animais (OLIVEIRA, 1998).
50 encontradas em vérios ambientes, exceto nos lugares

apresentar espécie

As abelhas s

OS

Pélos Sul e Norte. A grande concentracio de espécies estd entre os tropicos

(WINSTON, 1992). Os Apidae estio subdivididos em quatro sub-familias:

abelhas com comportamento eusocial co
primitivas Bombus sociais (Bombinae) e as que

(Euglossinae) (KERR, 1969;

mo as meliferas (Apinae) e as sem

ferrdo (Meliponinae); as

apresentam comportamento parasocial ou solitario

MICHENER, 1990).

L.2. A Apis mellifera

Dentro do grupo dos Apinae, recebem maior destaque as abelhas Apis
mellifera, por sua grande capacidade de adaptagio (RIBBANDS, 1953;
WINSTON, 1992), além de sua alta produtividade de mel e pélen que s:?u;

micamente para 0 homem.

Importantes econo
xistem na Terra ha cerca de 100 milhdes de

As abelhas Apis mellifera e

anos, surgindo junto com as primeiras plantas e insetos (PURVES et al., 1995)




ade humana comegou a ser definida em 2.400 a.C

Sua importancia para a socied
com o inicio da Apicultura no antigo Egito.

Em 1839 essas abelhas chegaram ao Brasil. Algumas sub-espécies
européias foram trazidas para o Rio de Janeiro, pelos jesuitas, a pedido do

imperador Dom Pedro II. Varias regioes do pais, principalmente Sdo Paulo e Rio

Grande do Sul, receberam abelhas do género Apis e essas foram sendo instaladas

em outros locais, de acordo com o interesse dos imigrantes (WIESE, 1995).

J4 a popularmente conhecida abelha africana, chegou ao pais trazida

pelo Prof. Dr. Warwick Estevam Kerr, em 1956, a mando do governo brasileiro

para fins de melhoramento, cOm O objetivo de obter linhagens que aliassem sua

boa produtividade & mansiddo das

foi em Rio Claro-SP onde, devido a um
rainhas conseguiram escapar (KERR, 1967, PARDO, 1979). Gragas a esse fato

ocupou toda a América do Sul e, também, grande parte da

melhores linhagens italianas. A sua instalagdo

acidente em 1957, algumas abelhas

a abelha africana
América do Norte (WINS
grande capacidade de adaptagfo € a
abelhas africanas (STORT e GONCALVES, 197
q forma, surgiu a abelha “brasileira”,
ento das abelhas africanas, principalmente Apis mellifera

péias ja existentes no pais. Essa abelha

TON, 1992). Essa ocupagdo aconteceu devido a
maior eficiéncia reprodutiva das espécies de
9; RINDERER et al.,, 1993).

Dess chamada de africanizada,

pois é fruto do cruzam

scutellata, com as abelhas euro
africanizada, ao longo dos anos, se mostrou excelente produtora o que motivou

sua utilizagdo na apicultura (PARDO, 1979).

1.3. A divisdo de trabalho em Apis mellifera

A colbnia de Apis € uma das realizagbes mais notaveis da evolugdo
As rainhas de Apis

reproducio; todas as outras ta

~ apresentam morfologia e fisiologia desenvolvidas para
refas dentro e fora da colmeia sfo realizadas por

da rainha. Muitos observadores

operdrias morfologicamente diferentes
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registraram as atividades dessas operdrias, de diferentes idades, e verificaram

que os individuos ndo desenvolviam tarefas particulares, mas que cada um

o de tarefas, sendo que a tarefa desempenhada tende a

980).

realiza uma variedad
mudar & medida que ele se torna mais velho (FREE, 1
Segundo ZUCCHI (1973), a divisdo de trabalho dentro das castas foi o

que permitiu o aumento populacional da colonia, por torné-la independente das

variagdes na quantidade de alimento disponiv
A divisdo de tarefas € fundamental para a

el na natureza, gracas a sua

capacidade de armazenamento.

organizacdo das sociedades de insetos e constitui-se num dos principais fatores

para o seu sucesso ecologico (WILSON, 1984). E
des sdo realizadas simultaneamente por (2)

ssa divisdo ¢ caracterizada por

dois fatores: (1) diferentes ativida
pecializados, sendo isso mais eficiente do que se essas

tarefas fossem feitas por individuos nfio especializados (JEANNE, 1986).
ealizado por ROSCH, em 1925, utilizando

grupos de individuos es

Um estudo pioneiro foi r

uma colénia de observagdo com 6 quadros, nos quais as abelhas podiam realizar

ades, exceto construir favos. El
o da colmeia numa determinada seqiiéncia.

todas as ativid ¢ acreditava que cada abelha

desempenhava todas as tarefas dentr
A partir desse trabalho, postulou-se que as operarias de Apis nos primeiros trés

dias de vida adulta dedicavam-se a limpeza do corpo ©
entacdo de cria (3 a 11 dias de idade);

dos alvéolos. Apés isso, a

seqiiéncia de tarefas divide-se em: alim
recepgiio de néctar das forrageiras (8 a 14 dias); limpeza da colbnia (10 a 23
dias); construgdo do favo (2 a 52 dias) e vo0oS de reconhecimento fora da
colmeia (5 a 15 dias). ROSCH admitiu que havia certa flexibilidade no

desempenho dessas tarefas, podendo abelhas de mesma idade alternarem suas

fungdes.

Acreditava-se que todas as operarias herdavam a mesma programagéo

quanto a seqiiéncia das atividades e que a flexibilidade era dada pela variagao na

duragfo das respostas as condigdes da colmeia (COSTA-LEONARDO e CRUZ-

LANDIN, 1985).




Segundo LINDAUER (1953), ha flexibilidade na distribuicdo de

trabalhos por faixa etdria e que a seqiiéncia de tarefas dentro do quadro da

divisio de trabalho entre as operarias ¢ vélida para um grupo, mas pode mostrar

Gnico individuo. Ja foi verificado que um

efas num mesmo dia (SAKAGAMI

falhas quando analisada em um

individuo pode mostrar superposi¢do de tar
1953, in COSTA-LEONARDO e CRUZ-LANDIN, 1985). Outros autores

estudaram o assunto (RIB‘BANDS, 1953; MICHENER, 1974) e reafirmaram a

flexibilidade na distribuigdo das tarefas por faixa etaria, contradizendo também

as idéias de ROSCH.

A plasticidade na divisdo de trabalho € uma caracteristica chave no

sucesso da colonia, contribuindo para O desenvolvimento e crescimento

adequado da populagéo (ROBINSON, 1992).
ado nos varios estudos (ROSCH, 1925; RIBBANDS, 1953;

), FREE (1980) estabeleceu um padrdo de comportamento

ho em Apis mellifera, onde as abelhas empreendem

Base
SAKAGAMI, 1953

quanto a divisdo de trabal

quatro séries superpostas de atividades como scgue: limpeza de célula;

e construcdo de favos; recepgdo de néctar,

alimentagio de larvas
acondicionamento de polen, limpeza de células, remog
80). Os sistemas glandulares das abelhas, que estdo associados

do de entulhos e guarda; e

coleta (FREE, 19

a produgdo de alimento larval e de cera, desenvolvem-se © regridem de acordo

com as mudangas na sua preferéncia pelas varias tarefas dentro do ninho.

BROWERS (1982) realizou e

das glandulas hipofaringeanas © constatou um 4
u a primavera, ou seja, 0 periodo onde as abelhas nutrem as

studos in vitro para verificar a atividade

umento na atividade dessas

quando se inicio
crias com maior freqiiéncia. Outras experiéncias, como as de RUTZ et al. (1974

e 1976) mostraram que 0 aume

responsavel pela redugao no tamanho
J4 as abelhas jovens apresentavam glandulas totalmente

nto na concentragio de hormdnio juvenil (HJ) ¢

das glandulas hipofaringeanas em abelhas

mais velhas.

desenvolvidas e conceniragdes baixas ou intermediarias de HJ.




COSTA-LEONARDO (1985), mostrou outra relagdo importante nas

atividades dentro da colmeia. Ela descobriu que a presenca de uma rainha em

uma pequena colmeia afeta o tamanho da glandula mandibular das operarias.

Essas, na falta da rainha, podem desenv
ue afeta todo o equilibrio da colénia. Feromdnios

olver seus ovarios e iniciar um

comportamento de postura, 0 4

produzidos pela rainha garantem O desenvolvimento normal das glandulas

mandibulares das operarias e diminuem a lon
sta, entdo, fundamentada na capacitagdo do

gevidade das mesmas.

A divisao de trabalho ¢

individuo para exercer uma determinada tarefa, sendo essa alcancada pela

maturacéio fisiologica para seu desempenho, adquirida por etapas, com 0 avango

da idade (COST A-LEONARDO e CRUZ-LANDIN, 1985).

Varios outros trabalhos de comportamento tém sido realizados na

tentativa de elucidar 0s mecanismos de controle dessa divisdo de trabalho,

WHIFFLER ef al. (1988) mostraram que a defensividade na colmeia de Apis

mellifera scutellata esta relacionada com o equilibrio e o nimero de individuos

de uma colmeia. Quando essa cra populos
a bem caracterizada e um grande nimero de

a, apresentava boa quantidade de cria

e pélen, a divisdo de trabalho er

abelhas desenvolviam atividade de guarda, 0 que aumentava o poder defensivo

s colmeias fracas € pouco
(1992), estudaram a relagdo operdria-operaria

da coldnia. A populosas mostraram resultados

inversos. HUANG ¢ ROBINSON

¢ concluiram que a integragdo entre as operdrias promove a troca de vdrias
informagdes. [ssas 5o mediadas pela troca de feromOnios e alimento, por
trofalaxis. Assim, O desenvolvimento fisiologico dessas operdrias pode ser
regulado de acordo com 2 necessidade da colmeia e a divisdo de frabalho segue

um padrfio flexivel, de acordo com O desenvolvimento € as necessidades da

col6nia.

Um estudo importante na caracterizacdo dos mecanismos genéticos
que controlam comportamentos sociais foi realizado por ROSS (1998), onde foi
descoberto que o gene Gp-9 esta relacionado ao comportamento social em
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formigas Solenopsis invicta. O polimorfismo nesse gene gera alteracoes

fisiolégicas que determinam mudangas no comportamento de ovoposi¢do da

rainha, definindo o aceite ou ndo da mesma no ninho. No entanto, apesar dog
trabalhos ja realizados, pouco se sabe sobre a regulagio dos diversos
COmportamentos sociais em nivel molecular, principalmente no que tange 3

regulagdo na expressdo génica relacionada com a divisio de trabalho.
SEVERSON et al.(1989) realizaram um estudo pioneiro no qual foi

feita a tradugdo in vitro do mRNA para examinar mudangas especificas de casty

Da transcrigdo de Apis mellifera. Foi observado que haviam diferengas, na

Quantidade de proteinas, entre pupas e larvas. Esses resultados foram 0s

Primeiros a mostrar que as alteragdes relacionadas a diferenciagdo especifica de

Casta, nas fémeas de abelhas, sdo associadas com mudangas na atividade

transcricional.
Assim, pode-se supor que a divisdo de trabalho em Apis mellifera esta

intimamente relacionada com a expressdo génica. Dessa forma, estudos
envolvendo a andlise da expressdo génica podem fornecer informagﬁes

importantes para a melhor compreensdo dos eventos que ocorrem em uma

colmeia, bem como sua organizagio.

1.4. Genes X Comportamentos

Alguns trabalhos ja foram realizados para determinar quajs og
componentes genéticos estdo envolvidos no comportamento dos animais. Varias

relagdes ja foram estabelecidas, entretanto, muito ainda pode ser feito com ag

diversas técnicas da Biologia Molecular.
PLOMIN (1990), realizou uma revisdo dos diversos mecanismos

genéticos de controle do comportamento. Ele afirma que varios genes sio

Tesponsdveis por determinado comportamento. Mutagdes, dele¢des e outros

fatores relacionados com a expressdo génica podem modificar og mecanismos




fisiolégicos que determinam um padrdo comportamental e essas alteracdes sio
Passadas aos descendentes. Para provar isso, existem vdrios exemplos como o dg
Drosophila melanogaster cacofonica, descrito por PEIXOTO e HALL (1998),
onde uma mutagéo no gene do canal de calcio causa anormalidades sensiveis a
temperatura, convulsdes, que afetam o comportamento de corte da Drosophila.

Um outro exemplo, dado por JUNG e SCHELLER ( 1991), mostra que
alteragdes nos genes do molusco Aplysia californica podem afetar o seu
coOmportamento de postura. Esse comportamento estd associado a uma série de
peptideos que sdo produzidos por um mecanismo secretor neuronal., Quando
Ocorrem alteragdes génicas, hd produgdo de diferentes peptideos que modificam
0 comportamento de postura desses seres.

Viérios estudos foram feitos para determinar a relacio genes X
Comportamento. Porém, com o avango de fisiologia molecular, técnicas como
RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) e hibridizagdo in iz,

Podem ajudar a esclarecer a fisiologia e regulagfo dos comportamentos

(PLORIN, 1990).

LS. Transcrigio reversa

A transcricio reversa consiste na sintese de moléculas de DNA

(cDNA) a partir de RNA. A primeira descri¢do dessa técnica ocorreu em 1987
(VERES et al., 1987), quando foram realizados estudos sobre mutagdes de ponto

no gene da ornitina carbamilase, usando subclones derivados de ymg

amplificagdo de segmentos de RNA. Para que isso fosse possivel foi necessario :

utilizar a enzima de retrovirus transcriptase reversa, para catalisar a sintese do

cDNA.




1.6.Reagﬁo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Um marco na histéria da Genética foi o desenvolvimento dg Reagio

em Cadeia da Polimerase (PCR) por Kary Mullis, em 1985 (INNIS e

GELFAND, 1990; HOY, 1994).
A PCR ¢ um método que permite a amplificacio in vitro de segmentos

de DNA , usando-se “primers” que hibridizam com as fitas Opostas em regides
que “flanqueiam” o segmento a ser amplificado (PASSAGLIA e ZAHA., 1996).
A reagio de amplificagio envolve a combinagio de uma Pequena amostra de

DNA (molde), com dois oligonucleotideos (“primers”), dNTPs e uma DNA

polimerase em um tampdo.
Cada ciclo de PCR envolve 3 passos: desnaturage”lo, anelamento e

cxtensdo. A fita dupla do DNA molde ¢ desnaturada através da elevacio da
temperatura para 92 a 95°C. Na etapa de anelamento, a temperaturg &
rapidamente reduzida para 35 a 60°C, dependendo essencialmente do tamanho
da seqiiéncia do “primer” utilizado, permitindo a hibridizacio DNA-DNA de
cada “primer” com as seqiiéncias complementares que “flanqueiam” a regido
alvo. Em seguida, a temperatura é elevada para 72°C para que a enzima DNA
polimerase realize a extensfo a partir de cada porgdo terminal 3’ dos “primers”,
Essa extensio envolve a adi¢gdo de nucleotideos utilizando como molde a
seqliéncia alvo, de maneira que uma copia desta seqiiéncia & feita no processo
(FERREIRA e GATTAPAGLIA, 1998).

Virios ciclos repetidos de desnaturagdio do DNA molde, anelamento
dos “primers” e extensdo desse pela DNA polimerase permitem a amplificacio
do fragmento, cujo tamanho é limitado pelos “primers” (por¢iio § Y (WHITE ¢
al., 1989). Uma vez que a quantidade de DNA da seqtiéncia alvo dobrs 4 cada
ciclo, a amplificagdio segue uma progressdo geométrica de maneira que, depois
de apenas 20 ciclos, é produzido mais de um milhfo de vezes 5 quantidade

inicial da seqiiéncia alvo (FERREIRA e GATTAPAGLIA, 1998),
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No inicio, assim que foi descrita, a PCR usava o fragmento de Klenow

da DNA polimerase de £ coli para produzir cépias do DNA. molde (SAIKI ¢

al., 1985), sendo que essa era adicionada ao final de cada desnaturacio.
Posteriormente, passou-se a utilizar a DNA polimerase de Thermus aquaticys
(Taq-DNA-poIimerase) e, sendo essa termoestivel, nio hi necessidade de

adiciona-la ap6s cada ciclo de desnaturago (SAIKI ef al., 1988).
As condigdes iniciais para a amplificag¢do, tais como concentragdes de

MgCl,, Taq e de “primers” e a temperatura de hibridizagéo, devem ser definidas

bara cada par de “primers” (PASSAGLIA e ZAHA., 1996).
A partir de sua descrigdo, a PCR ja foi citada em mais de 1000

Publicagdes (entre 1985 e 1989) e em 1993 Kary Mullis recebeu o Prémio Nobel
de Quimica por sua descoberta (HOY, 1994). Além disso, o avanco dessa
técnica, aliada ao crescimento tecnolégico, permitiram o desenvolvimento de

novas metodologias para o estudo do DNA, como o “Differential Display”,

1.7. Differential Display - Reverse Transcriptase — PCR (DDRT-PCR)

Os organismos superiores contém cerca de 100.000 genes diferentes,
dos quais somente uma pequena fragdo, cerca de 10.000 a 15.000, sio expressos
em qualquer célula. A escolha de quais genes sdo expressos é que determina os
processos da vida: desenvolvimento; homeostase; resposta a estimulos;
regulagfio celular; idade, etc. (MANNIATIS ef al., 1987). Assim, comparagdes
da expressio génica em diferentes tipos celulares ou tecidog fornecem

informacdes tteis na compreensdo dos processos biolégicos que controlam g

vida,
Um problema é encontrar meios de identificar e isolar esses genes que

estdo expressos diferencialmente nas varias células ou sob condicses alteradas.

As atividades dos genes sdo refletidas nos tipos e quantidades de syas espécies

de mRNAs e proteinas (LIANG et al., 1995).
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De acordo com LIANG et al. (1995) alguns critérios sdo importantes
®m uma metodologia que vise caracterizar a expressio geénica: (1) a maioria dog
15.000 mRNAs numa célula deve ser visualizada; (2) a reprodutibilidade deve
ser alta; (3) deve permitir a comparagio de mRNA de diferentes fontes; (4) as
diferencas encontradas devem ser tteis para- identificar e isolar og genes
correspondentes, mRNA ou ¢cDNAs, tornando-a uma técnica mais potente que as

analises de proteinas em gel, onde ha dificuldade em obter proteina suficiente

para a caracterizag¢do molecular e (5) deve ser rapida e facil.
Viérios métodos utilizados para distinguir mRNAs, em estudos

Comparativos, estdo associados com técnicas de hibridizagdo subtrativa oy

diferencial (LIANG e PARDEE, 1992). Entretanto, essas técnicas sio pouco
sensiveis e apresentam dificuldade em identificar mRNAs raros; essq

Metodologia também recupera genes de forma incompleta, ¢é trabalhosa ¢

demorada.

A técnica “Differential Display” foi descrita por LIANG e PARDEE
(1992), LIANG et al. (1992, 1993) para identificar genes diferencialmente
eXpressos entre as 15.000 espécies de mRNAs, em duas populacdes de células
Mamdrias. Posteriormente, foi nomeada DDRT-PCR de acordo com a
terminologia da reagdo em cadeia de polimerase — PCR (BAUER et qi, 1993).
Esse método ¢ direcionado para a identificacdo de genes, em duas oy mais
situages, detectando espécies individuais de mRNA que sfo mudadag em
diferentes células eucariéticas e também permite recuperar e clonar o sey DNA.

A estratégia do método consiste de trés passos bdsicos e dois
opcionais (WARTHOE et al. 1995): 1- transcri¢do reversa em fragdes usando
um grupo de “primers” 3' ancorados Ti2VN (onde V= A, C ou G ¢ N= A C G
ou T) que se anelam na porgdo 3’ do mRNA (cauda de poli(A)); 2- amplificaciio
das espécies de cDNA de cada fragGo, usando um grupo de “primers” 5

arbitrarios (20 a 26 diferentes) e “primers” 3' ancorados; 3- separacio por

10
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eletroforese dos fragmentos resultantes; 4- reamplificacio dos fragmentos- que
sdo diferentes entre as duas situagdes em estudo, clonagem e sequenciamento; 5-
confirmacgio da expressdo diferencial por uma técnica de anilise de RNA

(Northern blotting, Rnase protection ¢/ou nuclear run-on). O esquema geral do

Processo encontra-se representado na Figura 1.
Os “primers” arbitrarios de 10 pb ji haviam sido utilizados por

WILLIAMS et al (1990) e WELSH e MACCLELLAND (1990) para amplificar

polimorfismos no DNA e mais recentemente para obter mRNAs alvos de genes

diferencialmente expressados (WELSH ef al., 1992).

L.8. Aplicacdes do DDRT-PCR e refinamento da técnica

Essa técnica tem sido amplamente utilizada, com sucesso, por virios
grupos, para isolar genes expressados diferencialmente em virias situacdes
bioldgicas, incluindo céncer, diabetes, embriogénese, desenvolvimento cerebral
¢ outros (WARTHOE et al., 1995).

Em 1992, LIANG er al., utilizaram o DDRT-PCR para comparar
MRNAs de células epiteliais mamadrias humanas normais e tumorais e descobriy

que o gene S1 pode estar relacionado com o controle do crescimento normal

dessas células do cancer de mama. Também ficou provado no seu trabalho que a g

técnica é eficiente e totalmente aplicavel na andlise da CXpressao génica em

€ucariotos.

ADATI et al. (1995), verificaram que o gene XK endo B se expressoy
diferencialmente e esta relacionado com o desenvolvimento embriongrig de
Xenopus laevis. HELPS et al. (1995), utilizaram o DDRT-PCR em Drosophila

melanogaster para caracterizar ¢ isolar o gene homélogo ao gene BR(]

humano, sendo esse diferencialmente expresso em tumor de mama.
Outros estudos, realizados por KANG ef al. (1995; 1996), analisaram

0 sistema imune de Trichoplusia ni pela alteragdo na expressio génica apds
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injegdo da bactéria finterobacter cloacae P12 e conseguiram isolar genes

relacionados 3 cecropina A, lisozima e atacina, essa mostrou grande homologia

COm a atacina icida de 4 'valophora cecropia.

GCAAAAAAAAAAAA-AY ¥

Espécies 5
de RNAs TAAAAAAAAAAA-An
mensa ge] ros GAAAAAAAAAAAA-A]]

S-TTTTTTTTTTTTGC-3’ (T;,GC)

I-TRANSCRICAO REVERSA J dNTPs
MMLYV transcriptase reversa

5 GCAAAAAAAAAAAA-An 3

CGTTTTTTTTTTTIT 5

<

S-TTTTTTTTTTTTGC-3’ (T;,GC)

dNTPs
Taq DNA Polimerase

i A R PCR
2- AMPLIFICACAO PO ‘ §-GTGACGTAGG-3’ (OPA 08)

5 GACGTAGG
F &l CGTTTTITTTTTIT 5
5’ GTGACGTAGG
CGTTTTTTTTTTTT 5
Gel de poliacrilamida nio *
desnaturante
1 2
Polo Negativo
Amostras -

amplificadas -

= Polo Positivo

Figura 1: Esquema da estratégia basica da técnica do DDRT-PCR.
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MOMIYAMA et al. (1995), verificaram o padrdo de expressdo génica

durante a embriogénese somatica precoce e sementes de Solanum melongena

L,

CUNNINGHAN et al. (1996), estudaram
2 DDRT-PCR, um aumento na expressdo de produtos de PCR

isolando e sequenciando varios genes relacionados a €sse Pprocesso

o desenvolvimento de suinos ¢

descobriram, vi

especificos durante a rdpida elongagdo trofoblastica, o que ajudou a esclarecer

alguns pontos no desenvolvimento desses animais.

DONADELLI et al. (1996), submeteram células endoteliais ao

estresse de descamagdo por fluxo laminar ¢ verificaram alteragdes na expressao

génica, para melbor compreender suas propriedades estruturais € funcionais

Seus resultados mostraram que O £ene gS-1 foi diferencialmente expresso

quando ocotreu o estresse € €sSe gene codificava uma proteina ndo descrita até o

momento.
DIMOPOULOS et al. (1996), detectaram c¢DNAs relacionados com

maltase, uma subunidade da V-ATPase, uma proteina ligante de GTP, duas

lecitinas diferentes em Anop
relagiio desse parasita com seus hosped

HIRAI (1998), descobriu quatro no
m corpos gordurosos de Riptortus clavatus.

heles gambiae, esclarecendo diversos pontos da

eiros.

vos ¢cDNAs relacionados com o

horménio juvenil €
Alguns trabalho
técnica, tais como BAUER et al. (1

s na analise do DDRT-PCR.
(1994), encontraram que os “primers” ancorados com no

s foram realizados com O intuito de melhorar a

993) que mostraram a eficiéncia de géis ndo

desnaturante
MOU et al.

minimo uma base G foram mais eficientes que 0s com uma base C, e que os

“primers” terminados em A ou T (porgao 3%) foram os menos eficientes na

amplificagdo de mRNAS originados de fibr

GUIMARAES et al. (1993) conseguiratn pro
lizados, o DDRT-PCR pode ser realizado utilizando

0 ccprimern T]_2MC (Onde M= A’ C ou G)
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oblastos e tecidos cardiacos de ratos

var que, contrariamente a

maioria dos trabalhos ja rea

somente um “primer”. Ele utilizou
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com sucesso, mostrando que pode ser possivel realizar 0 DDRT-PCR com um

nimero pequeno de combinagdes de “primers”.

HADMANN et al. (1995) ¢ TRENTM
ernativa ao uso do 35G na marcagdo dos produtos amplificados.

ANN et al. (1995), utilizaram o

P como uma alt
LIANG et al. (1993), pr
reduzido de 12 para 4 “primers”
T1,MG, T,MC e TiMT). MOTLI
infravermelho IRD4 ¢ uma alternativa a

WANG (1995), utilizou “primers” com uma a
convencionais 10 pb e realizou 0 sequenciamento direto do
por DDRT-PCR. AN e
com biotina (porgdo 5°), evita

prostata e provou que €S53 marcagd

ovaram que 0 Nimero de “primers” ancorados pode ser
degenerados na pentltima base (T12MA,
K et al. (1998), mostraram que o corante
o uso da marcagdo radioativa por *’P.
digdo de 9 pb a mais que os

s fragmentos isolados

¢ al. (1996), utilizaram “primers” ancorados marcados
ndo os radioisotopos, em estudos de cancer de

o 6 eficaz ¢ é uma boa alternativa ao uso de

elementos radioativos.

as de outros trabalhos utilizando a técnica do DDRT-PCR

Centen

calizados em diversos organismos, € mostram que a técnica

foram e estdo sendo T
, mais eficaz e, com certeza, a mais utilizada no

tdm se tornado cada Ve
momento para isolar © caracterizar genes diferencialmente expressos. Isso deve-

se a sua simplicidade, sensibilidade, ver
(LIANG et al., 1992; BAUER ¢/ al., 199
1994: XINKANG et al., 1993)

A partir dos conhecimentos relata
DDRT-PCR, o presente trabalho visou otimizar a técnica para Apis mellifera; no

que se refere a analise da expressao
utilizando 2 marcag¢do nao 1
sse trabalho, verificar a difer
os de individuos de diferentes idades e relacionar com

satilidade e baixa necessidade de RNA
3. ZIMMERMANN e SCHULTZ,

dos aqui, mostrando a eficiéncia do

génica diferencial na divisdo de trabalho
dessa espécie, adioativa por nitrato de prata. Foi
também objetivo de enciagdo na expressdo génica,
por DDRT-PCR, em grup
a tarefa desempenhada pelas

extragdo de RNA total.

abelhas, bem como, comparar trés protocolos de
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Este experimento foi desenvolvido nos Laboratorios de Genética e

Genética Molecular, ambos do Departame
(DEGEB) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

nto de Genética e Bioquimica

2.1. Material Biolégico

2.1.1. Montagem da caixa de observagio

Foi montada uma caixa de observagdo de Apis mellifera, onde haviam

om pupas, larvas, mel, po

Esses quadros se originaram de um ninho recém estabelecido no Campus

U. Foram tomados alguns
partir dai as abelhas foram alimentadas

dois quadros ¢ len e cerca de cinco mil abelhas adultas

U ' i
muarama da UF cuidados para que a rainha fosse

transportada com seguranga. A
periodicamente, com mel para melhor se adaptarem as novas condi¢bes ¢ para

¢ estabilizasse. A col
Universidade Federal de Uberlandia — UFU

que a colonia s meia foi instalada no Laboratorio de

Comportamento Animal da

Campus Umuarama.

2.1.2. Coleta e marcagio das abelhas

Apos cerca de cingiienta dias, a caixa de observagdo encontrava-se

estabilizada, com bom aumero de crias novas, milhares de abelhas adultas, mel e
2

es suficientes para a de
a foi retirado € colocado em uma outra caixa

polen em quantidad manda da colmeia. Dos dois quadros

aquele com mais cria operculad
quanto 0 outro foi deixado na colmeia de observagao

lacrada (maternidade), €1
15




A maternidade foi colocada em uma estufa regulada a 32°C, o que ¢ essencial

para o desenvolvimento normal das abelhas. A maternidade foi aberta varias

v , , :
ezes por dia e as abelhas recém-nascidas foram coletadas durante um periodo

de trés dias. Apos a coleta, clas foram marcadas com etiquetas de papel ou cola

colori 50 toxi 5 i
olorida (n#o toxica). As COTeS Je cada marcagio eram diferentes para indicarem

o dia em que cada grupo nasceu.

2.1.3. Insergiio das abelhas na colmeia e observagio do comportamento

Terminada a marcagao das abelhas (cerca de 700 individuos), as

mesmas foram introduzidas de volta a colmeia de observagdo. A partir dai
2

foram realizadas observagoes, para estabelecer O comportamento dessas abelhas

o com relagdo a divisao de
endo duas horas por dia, uma no periodo da

dentro do ninh trabalho. Essas observagdes foram

realizadas durante trinta dias, S
pcrfazendo um total de sessenta horas. Foram observadas

manhi e uma a tarde;
arefas realizadas pelo grupo de individuos marcados em cada dia

as principais t
a lupa manual e de uma lanterna com luz vermelha

de vida, dispondo-se de um

¢ na normalidade da colmeia. Os dados coletados foram

para nio interferi

anotados em planilhas para posterior analise.

2.1.4. Coleta € preparag:ﬁo das amostras para extracio de RNA total

do de observagoes, mais abelhas, filhas da mesma rainha

Apbs o petio
(cerca de 500) do mesmo modo que as

s e inseridas na colmeia

foram marcada
ram coletadas ¢ preparadas para extrair o RNA

anteriores ¢ essas mesmas fo

total. As abelhas foram coletadas em intervalo

vida dos adultos, perfazendo um total de sete classes de idade (1, 5, 10, 15, 20

25 ¢ 30 dias) e com 10 amostras por classe. Essas idades foram correlacionadas

s de cinco dias, do 1° ao 30° dia de

16




com as tarefas desempenhadas pelo grupo anterior de abelhas para se obter um

padriio das tarefas realizadas por cada classe de idade.

Logo ap0s serem coletadas, realizaram-se testes nos quais as abelhas

foram tratadas com alcool 70% ou com hipoclorito de sodio 2,5%, para eliminar

as bactérias do trato digestorio e das partes externas das abelhas. Em seguida,

foram feitos esfregagos da cabega, do térax © dessas estruturas maceradas em
placas com meio LB sélido (SAMBR

foi necessario para verificar 0 CIescime

OOK et al., 1987) e deixadas a 37°C. Isso
nto de bactérias e fungos e, assim,

al o reagente mais eficaz na eliminagdo de contaminantes

determinar qu
tras foram, em seguida, mergulhadas em nitrogénio liquido

bacterianos. As amos
e estocadas a —80°C para preservar o RNA.

2.2, Extracdo do RNA total

Primeiramente, 0 RNA total foi extraido de larvas para se otimizar a
50 mais faceis de macerar ¢ possuem menos impurezas.

extragdo, pois essas S
protocolos: ©0 descrito por CHOMCZINSKI E

Para isso, utilizaram-S¢ trés
SACCHI (1987) usando isotioci
(1985) por meio de fenol:cloroformi
Reagent (GIBCO —~ BRL).

Apos a otimizagdo do protocolo de extraga
TRIZOL Reagent (GIBCO - BRL), foram feitas extragdes das amostras

correspondentes 2 cada grupo

anato de guanidina; o de KLEMENTZ et al.
o e finalmente 0 que utiliza TRIZOL

o de RNA total, utilizando

de idade, tomando-se 0S devidos cuidados para

evitar a contaminagdo com RNases. A extragao foi realizada somente de tecidos
¢a; as patas, asas ¢ abdomen das abelhas foram retirados para
2

do térax e cabe

o com bactérias ¢© outras impurezas. Cada amostra era

evitar contaminaga
que compunham um “pool” de RNA total. Isso foi

composta por dez abelhas,

necessario para S€ evitar a detecgdo de diferengas na expressdo genica
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que interessa a ©sS€ trabalho € caracterizar grupos de

individual, pois o
operarias.

Cada grupo de abelha
transferido para um microtubo (estéri

tecido macerado fol adicionado 1ml de T

s foi macerado em nitrogénio liguido, pesado ¢
1 e novo) de 2 ml. Para cada 100 mg de

RIZOL Reagent (GIBCO-BRL). A

solugdo ficou reagindo por 5 minutos ¢, logo em seguida, adicionou-se 0,2 ml de

i agitado por 15 segundos ¢ deixado por 3 minutos em

o, a solugao foi centrifugada a 12.000 x g por 15

cloroférmio. O tubo fo

repouso. Apos esse temp
4°C e, entdo, 0 sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde

A amostra foi incubada a temperatura

minutos a

adicionou-se 0,5 ml de isopropanol.
a a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C.

ambiente por 10 a 30 minutos € centrifugad
O sobrenadante foi descartado ¢ 0 “pellet” ressuspendido em 1 ml de etanol

100%. O material fol centrifugado a 13.000 x g por 10 minutos a 4°C, o

sobrenadante foi descartado € O tubo foi deixado brevemente a temperatura

ambiente para secar O “pellet” e, finalmente, esse fol ressuspendido em agua

tratada com DEPC 0,1%.
Todo o material utilizado (pingas, mi

m devidamente tratados com DEP
de laboratorio, como as ponteiras ¢ microtubos eram

crotubos, cadinhos, laminas, etc.)

€ os reagentes fora C eliminando todo tipo de

RNases. Os materiais
novos e foram incubados em €S

a atuagio de RNases que degradaria
m eram novas © descartada

tufa a 65°C, por no minimo trés dias, para evitar
m o RNA (SAMBROOK et al., 1989). As

luvas també s freqiientemente durante todo o

manuseio do material.

2.3. Eletroforese do RNA total

s a extragdo, foi feita a verificagdo da qualidade do RNA pela

ul de RNA total em gel de agarose 2%, em tampdo Tris-

0,5X conforme SAMBROOK et al. (1989) € sob uma
18
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RNA foi diluido em

corrente constante de 120 V. Antes de ser aplicado no gel, 0

1:10 partes de formamida € 4 a 10 pl de tampdo de carrega

bromofenol 3,61M, xileno cianol 4,64M, sacarosc 1,17M e EDTA 0,1M pHS,0)
proteger o RNA de

mento (azul de

(GODING, 1998). A diluigdio em formamida foi para

degradagdo (CHOMCZINSKL 1992). Foi utilizado 0 corante brometo de etidio

diluido no gel a uma concentragdo de 0,5 ug/ml de gel. As amostras foram

visualizadas em transiluminador UV e fotografado em VDS Image System-

o filtro laranja; com tempo de exposi¢do, contraste e fator de

Pharmacia, usand

corregio da cAmera variados.

2.4. Tratamento do RNA total

a extracdo ¢ cletroforese do RNA total , as amostras foram

Terminada
com as recomendagdes

free DNase I (Promega) de acordo

tratadas com RNase-
g de DNA). Apods esse tratamento, o RNA foi

do fabricante (1U/100 1

e o dobro do volume de cloreto de litio 6M e

precipitado adicionando-s

nte a noite, a 20°C. Em seguida, a solugfo foi

permaneceu reagindo dura
or 10 minutos a 4°C e o “pellet” ressuspendido em

centrifugada a 13.000x gD
do o material extraido foi armazenado a — 80°C para

agua tratada com DEPC. To

proteger o RNA de degradagdo por RNases.

2.5. Quantificagdo ¢ qualificagd® do RNA

tificado  por absorbdncia a 260 nm em

O RNA foi quan
2000. Uma aliquota de 5 ul foi diluida 200 vezes

eém agua ultrapura para a leitura. As COI’lCentragﬁeS de cada amostra foram

espectrofotometro Hitach U-

calculadas pela formula:

[RNA] = ABSge0) X 40 X Fator de diluigdo (200),

e 200 ng/ul.

¢ diluidas para uma concentragao d
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Uma

pequena aliquota (2a3pd) de RNA foi corrida novamente em

como deserito anteriormente, para verificar a qualidade do

gel de agarose 2%,
RNA ¢ eficiéncia do tratamento com RNase-free DNase I

2.6. Differential Display — Reverse Transcriptase — PCR (DDRT-PCR)

do DDRT-PCR foi desenvolvida de acordo com LIANG e

A técnica
finamentos descritos por

PARDEE (1992) e adotando 08 melhoramentos € 1€
LIANG et al. (1993 ¢ 1995) e BAUER €/ al. (1993).

2.6.1. Transcri¢io reversa

nte, foram realizados experimentos com RNA de larvas e

Primeirame
ter uma transcri¢ao reversa

adultos para otimizar O protocolo correto € assim ob
com a maior eficiéncia possivel, uma vez que, esta ¢ uma ctapa fundamental no

desenvolvimento do DDRT-PCR.

se, inicialmente, 2 quantidade de RNA em cada

Na otimizagdo variou-
s foram feitos variando a

0 ng). Em seguida, outros teste

reagdo (200, 500 e 100
hece todas bases nitrogenadas) TisVN

> Jegenerado (recon

quantidade de “primer
concentragdo de JINTPs (10, 20 ¢ 200 pM) ¢ o tipo de

(10, 20 e 40 pmoles), 2

tampao da enzima transcriptase reversa (com ou sem BSA).

No decorrer desses testes, 0 “primer” T,sVN foi substituido pelo
C. Assim, apos tu
da grupo de idade, os quais foram

“primer” 3’ ancorado T12G do otimizado, foram utilizados 200

ng de RNA de tecido dos adultos, de ca
resenca de 200 U de transcriptase reversa MMLV-

P, dCTP, dTTP € dGTP), 20 pmoles ccprimer”
O-BRL), 4 pl de tampdo 5X (Tris-Cl 250 mM,

transcritos reversamente 0a p
RT, 20 uM de dNTPs (dAT
T1,GC, 20 U de Rnasin (GIBC

pH 8.3, KCl 375 mM, MgClL, 15 m
final de 20 pl. A reagao foi incubada por 10 minutos a 65°C, 60 minutos a 37°C

M) e completou-se com agua até¢ um volume
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025987

-RT foi adicionada apds 10

e 5 minutos a 95°C (LIANG, 1995). A MMLV
a sintese do cDNA

minutos de incubagdo a 37°C para aumentar a eficiéncia 1

(LIANG, 1995). A temperatura final de 95°C foi utilizada para inativar a

da Taq DNA polimerase na

transcriptase reversa, pois €std inibe a atuagdo
HLMANN et al., 1993).

amplificagiio do cDNA (SELLNER et dl. 1992; FE

2.6.2. Amplificagdo do cDNA

¢do ocorreu via PCR, onde foram feitos diferentes ensaios

MgCl,, dNTPs, Taq DNA

xperimentos utilizando os

A amplifica
. ~ . 2
para otimizar as concentragoes de “primers’,

polimerase ¢ cDNA. Também foram realizados ¢©

primers” T;sVN e Ti

s . . . . 99
otimizagdo, foram selecionados s€1S “primers” €
G e C (cerca de 50 a 60

gdo de amplificagdo foram uti
les de “primer” ancorado T1,GC, 1 U de

,GC para verificar sua eficiéncia. Apds a etapa de

urtos de 10 pb, com seqii€ncias
%), da OPERON Technology

arbitrarias e ricos em
lizados 2 uM de dNTPs

(Tabela 1). Em cada rea

(dATP, dCTP, dGTP ¢ dTTP), 20 pmo
moles de “primer” arbitrario

1,5 mM) e 4,0 pl de cDNA. O

Taq DNA Polimerase, 4p de 10 pb, 2 pl de tampéo

10 X (Tris-Cl 100 mM, KC1 500 mM, MgCl

volume final foi completado cOm agua ultrapura até 20 pl. Cada grupo de

ontrole negativo (branco), com todos 0s componentes

reagdes apresentava um ¢
ide. Isso foi feito para verificar o nivel de

da amplificagdo, exceto O DNA mo

contaminagdo dos reagentes.
g foram rea

de 94°C por 30 segundos, 40°C por 2 minutos, 72°C

As ampliﬁcagée lizadas em termociclador PTC-150

MiniCyclerTM ,em 40 ciclos
por 30 segundos ¢ uma tem

conforme LIANG et al. (1995)-

peratura de extensdo final de 72°C por 5 minutos,
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T‘lb 14 - . «
abela 1. “Primers” selecionados para amplificagdo € suas respectivas seqii€ncias

W Sequencm (5 -9 3’)
OPA 08
OPA 12 TCGGCGATAG
OPA14 TCTGTGCTGG
OPAI6 AGCCAGCGAA
OPAL17 GACCGCTTGT
OPAI8 AGGTGACCGT

amplificados

2.6.3. Eletroforese dos produtos

Apos a amplificagao © durante a otimizagdo, 0S produtos foram

de pohacrllamlda (19:1
¥ 15 cm ¢ 0.75 mm de espessura, tampdo

separados em gel _Acrilamida:Bis) 6%, ndo

desnaturante, de dimensoes 15 cm
Tris—Borato EDTA (TBE) 1%, conforme SAMBROOK. e al. (1989), e sob uma
r cerca de 2 horas. Foram também realizados

voltagem constante de 200 V po

testes utilizando geis Jesnaturantes  de poliacrilamida 6% e géis ndo

desnaturantes 10%.
posta de 4 ul de DNA amplificado e 3 ul de

Cada amostra €ra com
1 de bromofeno

pH 8).

tampdo de carregamento (azu 1 3,61 M, xileno cianol 4,64 M

sacarose 1,17 M ¢ EDTA 0,1 M

2.6.4 Coloragéo € visualizagio dos produtos amplificados

Logo apos 0 término da eletroforese, o gel foi corado de acordo com

BLUM et al. (1987) € BASS 1. (1991). Primeiramente, foi deixado por

AM et a..
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Javado 2 vezes com agua ultrapura por 2

30 minutos em dcido acético 10%,

minutos, corado por 20 minutos em solugdo composta de 100 mg de nitrato de

prata, 150 pl de formaldeido € 100 ml de agua. Apos corado, o gel foi lavado 2

vezes com agua por 30 segundos ¢, finalme
o de sodio, 150 pl de formaldeido, 20 ul de

nte, revelado em solugdo gelada

composta de 3 gramas de carbonat
ml de agua. O tempo de revelagdo foi variado pois

tiossulfato de sodio ¢ 100
reagdo era interrompida com écido

assim que as bandas se tornavan visiveis, a

acético 10%.

2.7. Anilise do gel

orado por nitrato de prata, ele foi colocado para

Apbs o gel ter sido ©
elofane. Quando seco, o gel foi

¢ madeira com papel ¢

secar em bastidores d
analisado em computador para verificar

copiado por “scanner” € 3 partir dai

possiveis polimorfismos entres a3 amostras.
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A partir dos dados obtidos da analise do comportamento das abelhas

i possivel elaborar o eto
4ficos para facilitar a analise (Figuras 2¢e3).

. ; . rama da divisdo de trabalho.
inseridas na colmeia, fo &

Esses dados foram plotados em gt
2 representa O padrdo m
proximadamente 700). Es
o um namero de operarias que estavam

¢dio da distribuigdo de tarefas das

A Figura
se padrdo foi obtido a

abelhas inseridas na colmeia (a

partir das observagdes, onde foi estimad

realizando determinada tarefa em cada dia de vida adulta.

Bl Faxineira

B Trab. ¢/ polen

5% -
B Construtora

M Parada

O Cuidando de cria

Qtde. de operarias

O Patrulheira

25% - j

o% L

5 20 25
Idade (dias)

5 10

Figu f: 30 dias de vida adulta das operarias observadas
igura 2: Distribuigdo de tare as durante 05

: ¢ao
na colmeia.

7. verificou-se que ha uma seqiiéncia de tarefas
2

crito por ROSCH (1925), RIBBANDS

etanto, a relagdo idade-tarefa

Ao analisar a Figurd
da, como ja ges
FREE ( 1980). Entr
escrita por €Sse€S autores evidenciando a

bem nitida ¢ diferencia

(1953) SAKAGAMI (1953) €

!1




plastici
cidade no desempenho dessas tarefas. Essa flexibilidade ¢ que promov
ea

grande i
Ca 3 Sl m
pamdade de adaptagao dessa especie, de acordo com as exigéncias d
0

meio. V
ale lembrar que as operarias observadas nos ¢
abatho, podendo isso influenciar nos

studos anteriores diferem

geneti
eticamente das estudadas nesse tr

difi 5
erentes padrdes de comportamento.

q 2 também permitem visualizar um aumento no

Os dados da Figur
relativos a divisdo de trabalho. A

gra :
u de complexidade dos comportamentos

partir o - . :
do 10° dia de vida, as operaras passaram a
mesma idade. IssO pode ser explicado, de acordo com

LANDIN (1985), pelo desenvolvimento
o da idade, tornando-os

desempenhar um maior

ny
mero de tarefas numa

COSTA-LEONARDO ¢ CRUZ-
ndividuos com O avang

ﬁSi .
ologico que ocorre NESSES i
omo o de produzir cera, atividade de

a to . .
Ptos a realizar trabalhos mais complexos, €

V60
para forrageamento € 0 de danga.

A Figura 3 mostra também a distribuigdo de tar efas dentro da colmeia
s realizadas 1OS di
idades, para a extragdo de RNA

as especificos em que foram

oré ;
porém enfatizando as tarefa
de mesmas

realj
alizadas as coletas de amostras,
total.

Jente a realizagdo de determinadas tarefas pelas

Na Figura 3, fica evi
ias de vida adulta (1° ao 5° dia) as

0 ro. . -
perarias. Observou-s¢ queé Nos primeiros d

tar
efas desempenhadas foram 45 de
as passaram a fic

nstruir favos do 102 a0 20° dia e no 15°

faxineira e de nutriz. As tarefas comegaram

a variar no 10° dia ¢ as operar ar mais imoveis, possivelmente
se a tarefa de co
dados com 2 cria (limp
o 20° dia comegaram a ser

Produzindo cera. Iniciou-
a atividade de cul
que 2 partir d
aborados,

dia
0
bservou-se eza ¢ manutengio dos

alvéolos). Notou-se ainda
jhos mais el
aq troca € manipulag
¢ o final dos dias de vida das

d
esempenhados  traba como danga, forrageamento

(campeira) e patrulhamento par
fas ocorreram at

jo do alimento vindo do

Ca ’ -
mpo. Essas ultimas tare
25




-am mais observadas. Isso aconteceu

alaiz”

Operarias, onde as abelhas marcadas ndo fo

no 302, 31° dia de vida adulta.

100 .
I Nutriz
[dFaxineira

HE Construtora

7H L

Q\i
,é W Parada
8 -
O 50t . .
& S P B Cuidados ¢/ cria
3
3 M Danga
S .

el I i E— [ Patrutlheira

B Campeira

15
[dade (dias)
nhadas por operarias d

1 5 10
urante os dias especificos de

Figura 3: Principais tarefas desempe
coleta para extragdo de RNA total

A extragdo do RNA total, integlo e
envolvimento desse trabalho. Os testes com alcool

am que €Ss€ ultimo
(Figura 4). Além de ser

livre de impurezas, foi um dos

pontos criticos para O des
dio 2,5% mostrar
antes pacterianos
2 integridade do RNA total das

foi o mais eficaz no

70% e hipoclorito de sO
gvitar contamin

tratamento para s¢
v, ndo afetou

eficaz, o hipoclorito de sodi 2,5

abelhas.

a OS experimentos feitos com alcool 70% e

A Figura 4 mostr |
o crescimento acentuado de bactérias

hipoclorito de sédio 2,5% onde notou-s€

omente O alc
er microorganism
as no torax e na cabega das

Ja o hipoclorito de sddio, inibiu

quando foi utilizado S
nto de qualqu
senga de bactérl
e isso foi provado pelo controle

o. O controle positivo (sem

totalmente o crescime
u que ha pre

tratamento) mostro
estava estéril

abelhas. O meio de culturd
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tecidos macerados mostraram também a presenga de

negativo (sem amostra). Os

minadas com hipoclorito de sodio 2,5%.

bactérias ¢ que, também, foram eli

amostras tratadas ou nao com
A- Experimento completo com controle positivo e
aceradas e inteiras tratadas. T= torax. C= cabega. 1=

os macerados com € sem tratamento de hipoclorito;
to); 5= tecidos macerados

tratamento de alcool, 7=

ando O crescimento de bactérias das

Figura 4 : Fotos mostr
alcool 70% e hipoclorito
controle negativo. B- Amostras m

controle negativo sem a amostra, 2= tecid
3= material tratado com alcool; 4= controle positivo (sem tratamen

com e sem tratamento de alcool; 6= tecidos integros com € sem
tecidos integros com € sem tratamento de hipoclorito.

de sodio 2,5%.
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xtragio de RNA, que os protocolos

Observou-se, durante a otimizagdo da e
descri
scritos por CHOMCZINSKI (1987) e por KLEMENTZ et al. (1985) na
. nio se

most f i c N c c |
raram tao € ICIGIltCS na extra(;ao d R A d ab lhas quanto (0] que | 1
utiilizou

TRIZOL Reagent. Os dois primeiros
abalhosos, demorados e 0 RNA extraido apresentava

protocolos, apesar de largamente

utilizados, mostraram-se r

m : . ’ .
uitas impurezas além de contaminago com DNA genomico. (Figura 5)

do RNA total de abelhas de 1 di
, 1 diadei
olo descrito por Chomczinski. %df) ‘S%d_euem gel
or de 100 pb. Setas mostram cc;ntaminag:;gul;ie
r

ico da extragdo
{zou-se 0 protoc
Klementz. M= marcad

gigura 5. Padrdo eletroforét

oe agarose 2%. A, C € E- util
protocolo descrito por

DNA. P
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Ja o protocolo utilizando TRIZOL Reagent, permitiu uma extragdo de

boa qualidade, além de ser réapido e pratico, 0 que é extremamente vantajoso
pois o RNA deve ser extraido rapidamente para evitar sua degradacdo. Na

Figura 6, esta representado 0 padrdo do RNA obtido a partir deste protocolo,

onde percebe-se a boa qualidade da extragdo pela presenca de varias bandas, as
quais representam mRNAs intactos, de acordo com Prof. Dr. José Edson

Fonseca Figueira (comunicagdo pessoal), e com baixa contaminagdo por DNA.

Figura 6: Padrdo eletroforético da extragdo de BNA total, utili_zando-se TRIZOL REAGENT,
de abelhas de 1 dia (A 1), 5 dias (B 1 €2), 15 dias (A 2) €25 dias (C 1). M = marcador de 100
pb.

A extragdo do RNA total de um “pool” de 10 abelhas foi importante
para evitar que a variagdo na expressao génica de cada operaria pudesse

interferir nos resultados.

A otimizagio da técnica DDRT-PCR foi ponto central no
ho e também 0 que exigiu mais tempo. Varios

dosenvolvimento desse trabal
ra melhor compreender a técnica e adequa-la as

ensaios foram realizados pa

no Jaboratorio. Um dos resultados mais interessantes

condigdes disponivels
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foram os relacionados 4 comparagdo dos “primers” ancorados TisVN e T,,GC.
O primeiro “primer” utilizado foi o TisVN, o qual ndo mostrou resultadog
Satisfatorios durante a otimizagdo, ¢ o padrio de bandas conseguido nfo
Permitiu obter qualquer tipo de conclusiio, mesmo variando as condi¢les de
I€agdo. Isso despertou o interesse em utilizar outros tipos de marcacdo, além da
Marcagdo com nitrato de prata. Ensaios utilizando dATP marcado com biotina e

dCTP marcado com **S foram realizados ¢ também ndo mostraram resultados
Significativos para o “primer” TjgVN.

A partir desses resultados, levantou-se a hipétese de que ocorreram

alteragdes com o “primer” T;sVN, uma vez que, os outros componentes da

Teagdo estavam todos de acordo com o descrito na literatura (LIANG o

PARDEE, 1992; BAUER et al., 1993; LIANG et al., 1995). Assim foram feitog

outros experimentos, utilizando-se o “primer” T;2GC, sob as mesmas condigses
que o T\gVN. A Figura 7 ilustra um desses experimentos, onde fica evidente a

diferenciagéio no padrdo de amplificago dos dois “primers” quando submetidog

as mesmas condigdes.

Uma possivel explicagdo para esse resultado pode estar no fato do “primer”
TisVN ser degenerado e assim ao realizar a transcrigdo reversa o mesmo nido
apresenta grande especificidade e acaba selecionando um grande conjunto de
mMRNAs. Esse conjunto, apesar de possuir varios mRNAs, apresenta quantidade
Pouco representativa de cada espécie de mRNA levando a uma amplificacio de
baixa resolugdo. Ja o “primer” T1oGC apresenta especificidade na gua porgio 3°
(ancorado), nas suas duas ultimas bases (GC), o que permite a0 mesmg se anelar
as espécies de mRNAs que apresentem a cauda de poli(A) seguida das bases

CG. Isso promove uma selegdo mais eficiente por parte do T;,GC, permitindo a




i e S

al i ~
ta representatividade desses RNAs na transcrigdo reversa e, consequentement
> ente,

maior resolugdo apos 2 amplificagao.

forético em PAGE 6% néo desnaturante comparando os diferent
rentes “primers”, T12GC (1-3) e T;sVN (4_66)S

etecgdo entre 05 dife
também foram utilizados: 1 e 4- OPA 05; 2 e 5- OPA 16; 3
2 ; e

e negativo. M- marcador de 100 pb.

Figura 7: Perfil eletro
padrdes de amplificagdo € d
Diferentes “primers” arbitrarios
6- OPA 17. 7 e 8- reagdes de control

Os ensaios realizados para S¢ saber qual tipo de gel utilizar
ncentragdo (6 ou 10%) mostraram resultados

(desnaturante ou ndo) ¢ a Sud €0

¢do do DDRT
s nido desnaturantes motivou O Seu uso nesse

Uteis para a realiza _PCR. O bom padrdo de bandas e a maior

facilidade no preparo dos géi
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experi i is géi
perimento. A Figura 8 mostra dois géis, um desnaturante € 0 outro na
nao

as mesmas amostras.

desnaturante, onde foram aplicadas

arando os diferentes padrdes de bandas nos
primers” arbitrarios OPA 14 (1 a

m PAGE 6% comp
ante (B), utilizando oS

arcador de 100pb

Fi,_g“ra 8: Perfil eletroforético ©
gelS, desnaturante (A) e ndo desnatur
) e OPAIS (7 a 13). M=m

e os fragmentos obtidos nos dois tipos de géis ndo

A comparagdo entr

ida, uma vez que, 110 gel ndo desnaturante o DNA “corre” em

pode ser estabelec
fita dupla e no desnaturante

trabalho foram adotados 0S geéis
m como 0S

o0 mesmo «corre” em fita simples. Como nesse

ndo desnaturantes, O padrdo de bandas mostrado

na Figura 8, be polimorfismos detectados serdo analisados
rante (Figura 11).

posteriormente €m gel nao desnatu

por LIANG ¢ PARDEE (1992) e LIANG et

4 um maior numero de bandas, enquanto o

De acordo com O descrito

al. (1993) o gel desnaturante mostr

rnece um numero menor. De acordo com BAUER et al

gel ndo desnaturante fo
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1

(1993), o gel desnaturante ¢ mais pratico e fornece um bom padrdo de bandas, o

que se nota na Figura 8. Porém, como um dos objetivo desse trabalho foi o de 5

otimizar a técnica para Apis mellifera, o gel nao desnaturante mostrou-se eficaz.

foram os ensaios feitos para comparar a eficiéncia |

e 10% no DDRT-PCR, corado por nitrato de prata.

o das bandas de uma mesma

Outros acréscimos

dos géis de poliacrilamida 6

A Figura 9 evidencia a diferenga na resolugd

condicdo submetida a diferentes géis.

g 12BeM BM_ 12 345678251001 &

e

A 1234 567 8910

Figura 9: Perfil eletroforético em PAGE comparando 08 diferentes padrdes de bandas dos
100 pb. Br.= branco, reagdo controle negativo. As

géis 10 % (A) e 1 6% (B)- M= marcador de 1 |
setas indicam algumas bandas para comparagdo.

notou-se que O gel de poliacrilamida 10% 3

Ao analisar 2 Figura 9,
e as bandas estio mais bem definidas, e o gel nessa |

ar. Ja o gel 6%, também mostrou um bom

mostra um padrdo ond

concentragio é mais facil de manuse

padrio de bandas, poré que as bandas ficam difusas, além de

m notou-s€

que dificulta visualizar a separagdo das bandas. As

apresentar alguns borrdes ©
Setas indicam algumas bandas que foram comparadas para comprovar o padrio

st ey
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mais defini
is definido apresentado pelo gel 10%. Outra questdo importante, ¢ que o gel
> e

6% & . P )
o & muito dificil de se manipular, fragmentando-se facilmente.

Quanto aos resultados do DDRT-PCR na divisdo de trabalho de Apis

as Fi
Figuras 10, 11 e 12 mostram 08 padrdes de bandas dos “primers” arbitrari
0s

selecion i ' i
ados combinados ao “primer” T 12GC, nas diversas idades estudadas

1 2 3 45 6 7 8 M 9 10 1112 13 14 1516 M

i . .
50 desnaturante utilizando os “primers”

aFig.Ur'a. 10: Perfil eletroforético em PAGE 10%
112) itrarios OPA 16(1ad)e OPA 17(9al6).1¢ 9= abelhas de 1 dia, 2 € 10=5 dias, 3 ¢ 11=
dias, 4 e 12= 15 dias, 5 ¢ 13= 20 dias, 6 ¢ 14= 25 dias, 7€ 15= 30 dias, 8 e 16= élontroles

negativos. M= marcador de 100pb. Setas indicam fragmentos diferencialmente expressos
o a Figura 10 nota-se que ha varias bandas diferenciadas

Analisand
«primers” OPAs 16 ¢ 17. Essa diferenciagio

da utilizagao dos
presenga das bandas

mas. Nas canaletas 2, 9 ¢ 10

(setas), originadas

foi identificada pela auséncia oY
ntensidade das mes

gumas ocorrendo somente no 5°

em determinados dias de

vida ou pela maior ou menor i
de bandas, com al

notou-se um nimero Maior
a 500 e 600 a 900 pb (canaletas 2 ¢

e estdo entre 300

dia. Esses fragmentos, qU
m estar relacionados com as tarefas de

10) expressos no 5° dia de idade, pode
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nutr' . . . . ‘
iz, ¢/ou faxineira, pois tais fungdes foram desempenhadas por abelhas com 5

di : :
as de idade na colmeia estudada (Figura 3). Entdo, esses fragmentos podem

cstar . . .
relacionados com a alta atividade das glandulas faringeanas, altament
> C

d N
esenvolvidas nessa fase.

Notou-se também, que um fragmento de aproximadamente 350 pb

aparece do 5° ao 30°dia (canaletas 227),

5 di
dia e ausente no 1° Isso pode indicar alg

entretanto, este é fracamente visivel no
uma expressdo associada a um

prod . . . ~ . e e .

uto constitutivo cuja expressao se 1iciou no 52 dia, que provavelmente

pOSS . N ~ y *

a estar associado a maturagd0 da operaria quanto ao Seu sistema sensorial
2

ou sej . «
seja, ao desenvolvimento de sua percepgao.

Outro fragmento, de aproximadamente 600 pb, foi detectado nas
e nas canaletas 10 a 12. Esse pico

Can , . .
aletas 9 a 15, porém, com mator intensidad
pode estar relacionado a um O

envolvidos 1na preparagdo da

¢do ou produgdo de cera.

u mais fatores referentes a

d . . .
¢ maior intensidade
s operarias para

ecanismos fisiol0gicos

d ..
esempenhar atividades de constru

o um fragmento, com cerca de 600 pb

Na mesma Figura 10 ha aind
)e também detectado aos 5 dias

representado fracamente Na canaleta 4 (seta
sente 1nOS demais. O fat
as 4 e 12)pode sugerir algu
foi desempenhada no 152 dia por um grande

(canaleta 2), estando au o desse fragmento voltar a

aparecer no 15¢ dia (canalet

ma associagdo com a

fa

t : :
arefa de cuidar da cria. Essa tare
u entdo, pode estar relacionada com a

Dimero de operarias (Figura 3). O
ade de nutriz, que fol

oderia ter uma relagdo ¢o

diminuigso na ativid extinta a partir do 18% dia de vida
m a regressdo das glandulas

Assim, esse fragmento P

hipofaringeanas.
pode estar relacionado a regressdo dessas

Mais um fragmento que
(canaletas 9 a 12) € que apresenta

tado entre 1 a 15 dias

aproximadamente 700 pb- Tal fragmento foi de
35

glandulas ¢ o detec
tectado somente nessas idades




sendo com mais intensidade nos dias 5 e 10 (canaletas 10 e 11). Isso pode

| Mostrar relagdes com a diminuigdo no desempenho da tarefa de nutriz que

!

comega a decrescer nesse periodo (Figuras 2 ¢ 3).

Na Figura 11 (OPAs 08 e 12) notou-se grande niimero de bandas nas
Canaletas 4, 5 ¢ 6, com varias bandas especificas presentes somente nessas

canaletas (20, 25 e 30 dias). Um fragmento de aproximadamente 370 pb
Mostrou-se presente nas canaletas 1 a 6, podendo ser um produto constitutivo,

€omo ja foi mencionado anteriormente. Outros dois fragmentos, um menor que

100 pb ¢ o outro com aproximadamente 350 pb, foram detectados nas canaletas

1,4, 5 ¢ 6 estando ausentes nas canaletas 2 e 3, mostrando uma sibita parada na

sua expressdo. 10 ¢ 15 dias. Pode-se supor que €ssa variagao na expressio esteja
2

relacionada como a flexibilidade na divisdo de tarefas. Assim, as abelhas mais

velhas, 20 a 30 dias, podem estar expressando cDNAs relacionados com as

tarefas desempenhadas 1nos primeiros dias de vida.

A maior quantidade de bandas encontradas somente do 20° ao 30° dia

NAs relacionados aos comportamentos mais elaborados que

Podem significar cD
ocorrem os gltimos dias de vida (campeira, danga e p atrulheira). Esses

s com um maior grau de desenvolvimento

Comportamentos estio associado
produtos s0 expressos nesse periodo,

cerebral e sensorial. Sendo assim, varios
como descreveu PAIVA e CONTEL (1995) ao encontrar um padrdo enzimatico

Maior nos periodos onde as abelhas desempenham atividade de vbo (campeiras).

as canaletas 7 a 13 (Figura 11) verifica-se maior

Quando se analisam
(canaleta 13), que também podem estar

expressividade de bandas no 30° dia
omportamento de forrageamento

determinando fatores relacionados com © C

(campeira, patrulheira € danga). Um outro fragmento co ‘
detectado somente nos dias 1 €3 (canalctas 7 € 8) e, como 0s ja tratados aqui,
s atividades de faxineira e nutriz. Por fim, dois

m cerca de 300 pb foi

Podem estar relacionados com a
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s no 5° dia (canaleta 8); um de

m

2 .
proximadamente 100 pb ¢ outro de 200

d .

gerir cDNAST

ndo desnatur ili i
ante utilizando os “primers”

Fi
arl%::: a 11: Perfil eletroforético em PAGE 10%
arios OPA 08 (12 7) e O OPA 12 (7 al4).1e77 abelhas de 1 dia, 8= 3 dias. 2 € 9= 10
jas, 5 € 12= 25 dias, 6 e 13= 30 dias, 14= controle negativo

di
Nl["_l_s 3 ¢ 10= 15 dias, 4 ¢ 11
marcador de 100pb. Setas i andas diferenciadas.
igura 11, qu

Notou-se também, ainda na F1
aletas 3, 9 © 10), provavelmen
_PCR. Outra explicagao poderia ser,

“primers” OPAs 08 e 12 se

e nos dias 10 ¢ 15 ndo

te, por um erro de

ocorreram bandas (can
DDRT

os para 08

Pipetagem durante O processo do

¢ cDNAS especific
ece pouco
m o cDNA molde, €O

real
mente, a falta d
pois ambos sdo “primers”

ane 11 a ,
larem. Essa ultima razao par provavel,
jdizar cO

pPequ scel I |
quenos e faceds do ibr mo foi comprovado nas

Outras amostras.
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O material referente ao 5° dia € a0 “primer” OPA 08, ndo foi aplicado

nesse gel, pois houve degradagdo do RNA referente a essa idade e ndo haviam

Mais amostras amplificadas.

A Figura 12 evidencia 0 padrdo de bandas conseguido pelo uso dos
“Primers” OPA 14 e 18. As amostras das canaletas 1 a 6, referentes ao “primer”
OPA 14, mostraram poucas bandas, sendo que dessas, destacam-se o0s varios

fragmentos (500 a 900 pb) que aparccem q0s 15 dias de idade (canaleta 3).

esses fragmentos podem estar

Provavelmente, como ja foi discutido,
relacionados a produgdo de cera ou 3 construgio de favos. Pdde-se ainda
amente 200 pb, outro de 280 pb e um

detectar tras fragmentos, um de aproximad
o no 102 e 30° (canaletas 2 e 6).

de 320 pb que aparecem em todos os dias, excet
Esse ultimo nio apresentou banda detectavel, talvez

X o
Plpetagem. A auséncia desses fragmentos 1O 102 dia pode s
s estdo imoveis, talvez produzindo cera, com a

por motivo de erro de

er devido ao grande

Periodo em que as operaria
¢ apresentando metabolismo basal.

eXpressio de alguns genes parada

gmento com aproximadamente 350 pb

Foi também verificado um fra
dendo estar associado a tarefa de

Presente no 15° dia (canaletas 3 © 9), po
pode ainda sugerir alguma

construgiio de favos ou produgao de cera. Esse,

associagdo com a tarefa de cuidados com a cria, pois €ssa € desempenhada de

forma acentuada nesse dia de vida.
anto ao padrdo de bandas obtido para o

Ainda na Figura 12, qU

“primer” OPA 18, pode-se afirmar que foi 0 “primer” que apresentou melhor

definigso quando comparado com 03 outros OPAs. Foram encontrados

fragmentos presentes de 1230 dias de idade (¢
0. 700, 900 ¢ 1000 pb) estdo destacadas por setas.

g estio mais intensos na canaleta 7 (1 dia),

aletas 9 € 10 (15 ¢ 20 dias) e aumentando

analetas 7 a 12). Essas bandas

(com aproximadamente 60

Nota-se que esses fragmento

dlminuindo de intensidade nas can
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;nOVamente no 25° dia (canaleta 11). Isso pode sugerir algum mecanismo de
lcontrole relacionado ao seu metabolismo, que permitem as operdrias
:f desempenhar cuidados com a cria. O aumento dessa atividade no 15° dia (Figura
3) associado 4 diminui¢do na intensidade dessas bandas (canaleta 9) ¢ o maior
; indicativo disso. Talvez, a baixa na expressdo desses fragmentos tenha
’ influenciado, de alguma maneira, o desempenho acentuado dessa tarefa.

|
123 4567 850IBLIE M.

Figura 12: . . do de fragmentos da amplificagdo em gel de poliacrilamida 10%
: Padido diferencia S itririos OPA 14 (12 6) ¢ OPA 18 (7a 12). 1 ¢ 7~

N0 desnaturante utilizando os “primers” : :
abelhas do | 4 2 0 s 10 dias, 3 ¢ 9= 15 dias, 4 e 10= 20 dias, 5 ¢ 11225 dias, 6  12=30
: ) ’ de 100pb. . Setas indicam bandas diferenciadas

dias, B = controle negativo. M= marcador
ois outros produtos de amplificagio,

Merecem também destaque d
¢DNAs, um com cerca de 400 pb e outro 450 pb. O primeiro mostrou uma
ados acima, podendo também sugerir a mesma

Xpressio semelhante aos cit

relagio com tarefa de cuidar da cria. J4 0 de 450 pb, e
o-se ausente nos demais. Esse fato,

steve presente somente no

1®¢ 10° dia de vida (canaleta 7 € 8) mostrand
arefas de ninho (nutri¢do e limpeza) pois,

Pode apresentar uma relagdo com a3 t
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COmO e .
4 S .
ja foi discutido anteriormente, ©sSa5 sjo desempenhadas com mais

freqiiénci .
qiiéncia no intervalo de 1 a 10 dias (Figura 3).

Qs “primers” OPAs aqui utilizados, quando comparados entre si
ada idade. Por exemplo, 0

de bandas para ¢
bandas maior nos Gltimos dias de vida

(14 .
prlmer’7
OPA 08 mostrou um padrdio de
trario, evidenciou uma maior

(20 :
a 30) (Figura 11), enquanto © OPA 17, a0 con
géncia (1 a 10) (Figura 10). Assim,

necessidade de se usar VArios

most
raram um padrao variado

ss . , ,
50 nos primeiros dias ap6s a emer

€Sse ~

a .
} padrio variado de fragmentos comprova a

pmmer 29 ey s .

s’ arbitrarios, €m combinagao com O0ligo d(T),
eXpressi

S50 ooni . - ., .
o génica numa deternllnada condigdo, como ja deserito por LIANG ¢

PARDEE (1992).

para «“yarrer” toda

a coloragdo por prata. Os

no geral, estavam entre 100 a 900

que ©sS€ intervalo nao

Outro resultado interessante foi obtido com

evidenciados,
res ou malores
e. Ainda quanto 2 coloragdo por

oucas bandas por reagdo, ©

fra
gmentos que foram melhor

pb. Os fragmentos que ram meno
para analis
gsa fornece P
| olar € inconsistentes, © que a
sensibilidade é muito inferior 2 dos 1 {0isOtopos: Por outro lado, DOSS (1 996)

ta; custo inferior

se usar a pra
e fragmentos maiores que 05 detectados

35Q nd
§ ndo fornecerem resultados

apre
sentaram padrdo qualiﬁcado

prat
a, AN et al. (1996) descrevet que €
eis de contr

I

que
seus resultados sao0 dific

a0s 1adioisotopos;

apre -
sentou varias vantagens em

Sim ..
plicidade e praticidade; resolugdo d
por 321)
. Entretanto, apesar Jos testes com
lho que muit

nesse {raba qs outras bandas, nao

u S - e

e utiliza a prat

nte quando S
Por isso, € @ partir das

analis :
adas aqui, aparecem™ fracame
a melhorat e

50 génica d

ssa técnica.

1dé;
ia de novos testes par
a divisdo de trabalho de Apis,

dif
ere
n¢as encontradas 1@ express
quenciar 0S fragmentos

noy
0 ~ -
S estudos serao realizad
olvimento das

Polimg¢ :
morficos aqui descritos: [ss0 €S da mais 0 deseny

abelhﬂg
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ervada na colmeia, esta de acordo com ©

[ ]
A divisgo de {rabalho, obs

padrio
de uma colmeia pormal. [sso sugere
ento fisidlogi

desenvolvnn

ancia de tarefas foi

execut
ada
de acordo com © co normal das operarias,

que oc
orreu com 0 avango da idade

]
O tratamento €O™ pipoclorito de sodio (2,5 %) foi 0 mais eficiente

na eliminacs i
minagdo de contaminantes pacterianos:

Aps mellifera 1 otimizada com

]
A extragdo de RN
Su
cesso. O protocolo mais .;on TRIZOL Reagent. Esse

proto
colo mostrou-s¢ mais rapido,

protocolos testados.

a colorago por nitrato de prata,

®
A técnic2 DDRT
melliferd mostrando opica aplicavel em

ser gtilizada stodo alternativo a0 USO

foi otim:

oi otimizada para 4P¥
e

studos com abethas € poden:

de radin:
e radioisotopos-
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¢ pitrato de prata mostrou-

L
O DDRT-PCR associado 2 marcagdo PO
s
¢ eficaz em detectar, O™ facilidade, fragmentoS de cDNA que correspondem &
antidade de

te, com malor qu

mRN
As altamente expressados e, consequentemen

produto amplificado.

presenga ou auséncia em

®
Das bandas diferenciadas,
destacam—se trés

determinada idade ou Peid Y
fragmentos (100, 200 ¢ 300 pb) que PO C
ou de faxineira (1° a0 50 dia), um
dia, que pode indicar associagao com PI

um {ltimo de 600 pb, presente em ' o apresentando maler

intensidade do 3¢ a0 15° 41

faVOS .

er atilizado ¢ maiof oficiéncia para

. 4
O gel Jesnaturant® podera $

fra : .
balhos futuros, onde yisem O isol

®
Pesquisas yisando jsolar, S quencia! "
diferenciados, 6ncontrados nesse estudos 30 neoessarlos para S¢ certificar @
quais mecanismos 55 agmetoS estdo associados: = ainda, como esses
isdo de palho d pis mellifer

me . .
canismos regulam 2 41V13

42




>
SObre 0 DDRT-PCR

confl avel, eptretanto, SUa

5 técnicd rapida
s detalhes- Qs “primer ers” 0lig0 d(T) tem que
mostrado nesse trabalho

im .
cond izados individualmente; pois f0
ndicd
gdes de reagio orimers” qos ndo servel ara “primers”
¢io pard pnmers ancora os 1nado servem P q “primers

5 tipos

O DDRT-PCR ¢ vl

otimi
1Zaca
¢ao requet atengdo a @ algu
que as mesmas

dege
ne g
rados. A utilizagao desse

lite
ratur
a, entdo, recomenda _se que S€

com o .
material biologico utilizado-
abatho, conforme

elecionado nesse tr

Os “primers” arb1trar10s, S
e sdo ¢@ apazes ¢° “Varrer” dlferenclalmente a

estud
0 .
S anteriores, mostraram que
.\ aof0. 1SS0 fol conoluldo

mento Por 1550 um maior

eXpr
essh .
sio génica €M gma d¢
idos durante xpert
ool” de mensagens

dife
re 3
ng ntes padrdes de pandas obt1do
mero ot
de “primers” deve ser utitizada P para

avali
1a
das na expressao génica-
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O .
condics uso do nitrato de prata permitit & vi
€S 1de ~
ais para a realizaga0 doD RT-PCR el Apis Entretanto; outros
arcagio radioativa © com

estud
0s com
parando essa metodologla com 2

quimi
10lumi 5
\minescéncia $a0 necessarlos

COlOra X
a
perig: o por prata ¢ pratica © fac
sa -
e que oS radioisotopos: Para
essari
0
s s uma boa amphﬁcaqao g 1638
1Sa x
s deverdo ser realizadas

metod
ologi ;
gia, além de procural formas pard au

QOutra ressalva

s30
Entr::COHtfados no mercado ¥
difun(;::?’ o otimizagdo, 2 pusca € 3
melhor © conhecimento, e quxiliant a entend
. 5 téonicd

clar
ame
nte as técnicas da Biologi
scie em estudo-

pode
S
er agilizada, mas deve S

9
Sobre esse trabalh0

Ao A dificil situagdo em que S
tis -
s e atual fo1 0 principal 0
o alho ser extenso, 2
uci
onar as duvidas ja criadas

tOm
a a . .
pesquisa mteressante.
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