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I- Resumo Geral

As abelhas apresentam os mais variados graus de sociabilidade, desde
espécies solitarias até eussociais. Nas coldnias de abelhas eussociais ha duas
castas, rainhas e operarias, e machos, cada um deles com fungdes especificas.
KERR prop6s um modelo de regulacdo génica para explicar a segregacéo 3:1 no
nascimento em larvas de Melipona, pelo quais dois genes principais X2 e X® com
dois alelos cada um, seriam 0S responsaveis por produtos feminizantes. O

Horménio Juvenil (HJ)
influenciando as principais funcbes do seu complexo sistema fisioldgico. Nesse

estudo, usamos a técnica de Differential Display Reverse Transcriptase -
Polymerase Chain Reaction (DDRT-PCR) para comparar a expresséo génica de

Melipona scutellaris, em operéria e rainha adulta, rainha natural e induzida por
Il e no desenvolvimento ontogenético pds embriondrio.

¢ um dos mais importantes hormonios de insetos,

Horménio Juvenil
Fragmentos diferencialmente expressos fo
primers: HT11 G-AP05: HT11C-APO5;

combinagao HT11G-APO5 revelou, em L1 (larva 1) e L2 (larva2, um produto que
do em banco de dados, mostrou identidade com

ram obtidos com as combinagbes dos
HT11G-OPF12; HT11G-OPA16. A

clonado, seqienciado € analisa

um dominio protéico de tiorredoxina dissulfeto redutase de Clostridium

sporogenes, proteina importante nos processos de oxirredugao na célula. Em L1

e L2, a combinag&o dos primers HT11G-OPA16 revelou um produto que mostrou

identidade com o gene sall1 de Drosophila, gene que codifica para uma proteina

requerida para @ for

embriogénese € Cuo produto €
o se confirme a identidade com esses 2 genes, o da

macdo de estruturas antero—posterior, durante a
importante para a manutengdo da

heterocromatina. Cas
sall1, seria possivel inferir para Melipona, fungdes similares e

tiorredoxina e o da
relevantes no desenvolvimento embrionario e na regulagéo de genes préximos a

regides heterocromaticas, além de manutengao do préprio estado altamente

heterocromatico que se verifica em Melipona.




1- INTRODUGAO

Os insetos ultrapassam, em nimero, todos os outros animais, representando
cerca de 80% do reino animal (ADIS, 1990). S&o os animais terrestres mais bem
sucedidos, tendo em vista O grande numero de espécies e a consideravel
radiacdo adaptativa sofrida por eles. A ordem Hymenoptera € a terceira em
nimero de espécies e a primeira em importancia, nos mecanismos de

perpetuagdo de espécies vegetais. Sua principal fung&o na natureza é a
polinizagéo das flores € conseqiiente produgéo de sementes e frutos, podendo

ser responsaveis por 40 a 90% da polinizagdo das arvores nativas (KERR et a/

1996).
Como sdo organismos adaptad
ameacados pela ocupacéo irracional do homem em todos os espagos, poluindo o

0s aoc meio em que vivem, estdo seriamente

ar e as aguas, derrubando € queimando as florestas e matando os animais

fatores que, gradativamente, estdo extinguindo varios seres em virtude da quebra

da cadeia ecoldgica.
Uma média de 23000 espécies de abelhas perfazem a superfamilia

Apoidea que apresenta grande variagéo comportamental, habitats e niveis de

organizagéo. As abelhas sociais pertencem as familias Hallictidae, Anthophoridae

(ROIG-ALSINA & MICHENER 1993).
onhecidas sdo nativas do Brasil, constituindo a

e Apidae

Cerca de 300 espécies C

tribo Meliponini, composta por abelhas sem ferrdo. Elas se distinguem das outras

tribos por algumas caracteristicas peculiares tais como: atrofia do ferrdo, reducéo

cdo e pela auséncia de pélos nos olhos (MOURE, 1961;

ER. 1990; CARVALHO 2000; TANNUS-NETO, 2001)

e fragilidade da vena

SAKAGAMI, 1982, MICHEN

Uma caracteristica dos insetos é apresentar polifenismo, morfologia

a acompanhada de fisiologia € comportamento diferentes. Formas

essas por espécies polifénicas, possibilitam adaptagées para

(EVANS & WHEELER, 1999).

alternativ
alternativas, expr

diferentes condigcoes ambientais




A criaggo racional das abelhas sem ferréo € uma maneira de preserva-la
- S e’
para isso, devem ser levados em consideragéo alguns fatores como, o local d
) e

implantacdo do meliponario, que deve ter muitas flores, agua, luz sola
; : re

sombreamento em proporgéo adequada e, principalmente, nimero adequado de
colméias em um raio de um quilémetro, fator importante para que nao se per
caa
variabilidade genética devido ao endocruzamento, com consequente morte d
e das

colénias. Esse numero corresponde, segundo YOKOYAMA e NEI (1979)
, ao

minimo de 44 coldnias de uma mesma espécie em um mesmo local (raio de 1
e

Km, aproximadamente) e foi definido em fungdo do sistema de determinagédo do

sexo e de acasalamento dos Meliponineos.

Considerando-se que estas abelhas estdo intrinsecamente ligadas a

polinizagdo de espécies vegetais que compdem a diversidade da flora brasileira

torna-se importante conhecer sua biologia e 0s mecanismos genéticos envolvidos

no seu desenvolvimento, para contribuir com sua preservagao e consequente

preservacéo da biodiversidade.
1.1- DETERMINAGAO DE SEXO E CASTA EM Melipona

As colénias de abelhas 30 formadas por fémeas de duas castas, rainhas e

operérias, e pelos machos, cada um deles com fungdes especificas. As rainhas

teis, responsaveis pela postur
s, de acordo com a idade e necessidades da

sdo0 fémeas fér a; as operarias sdo fémeas estéreis

que desenvolvem diferentes fungoe

colénia e que podem dar origem a machos, pela postura de 6vulos n3o
fecundados. Elas cuidam da manutencéo da coldnia, ou seja, fazem a limpeza da
e alimento, construgéo dos alvéolos, alimentacdo das crias, entre

colméia, coleta d
outros (ZUCOLOTO, 1973; COSTA, 1996).



As castas nas abelhas podem ser definidas pela quantidade e/ou qualidade
de alimento, pelo comportamento ou, ainda, por mecanismo genetico-alimentar. A
determinacao por comportamento tem como exemplo a vespa Polistes gallicus, na
qual ndo ha diferencas morfologicas ou genéticas entre as fémeas. A rainha,

nesta espécie, ¢ uma das fémeas que se sobressai em relagcdo as demais

(ROSELER et al., 1980 apud BONETTI, 1982).
Em Apis, a determinagéo de casta €, essencialmente, trofogénica, ou seja

feita por meio de alimento (KERR & NIELSEN, 1966). Assim, os ovos tém a

mesma constituicdo genetica e a casta é determinada pela quantidade e

qualidade do alimento recebido apds o terceiro dia da fase larval (BEETSMA

1979 apud BONETTI, 1982).
Em Melipona, a variagédo da quantidade e qualidade de alimento por si so

ndo é capaz de induzir a diferenciag@o da casta. KERR (1946, 1948, 1950, 1974)

e KERR e NIELSEN (1966) propbem a ocorréncia de uma interagéo entre

alimento e genética na determinacdo de castas dessas abelhas, sendo que

rainhas s&o produzidas
nte da larva, enquanto que as operarias s&o determinadas

pela dupla heterozigose de dois genes X2 e X° associada

& alimentagao suficie
pela homozigose de um desses genes ou de ambos, independentemente da

quantidade de alimento que a larva receba. Larvas heterozigotas, adequadamente

alimentadas, se desenvolvem em rainhas e larvas homozigotas ou larvas

heterozigotas mal alimentadas se tornam operarias em consequéncia de baixa

producéo de Hormonio Juvenil e ndo expressdo de genes feminizantes. Os genes
X2 e X° seriam responsaveis por algum passo na cadeia de reagdes bioquimicas

de sintese de Horménio Juvenil.

Em Melipona, os genes qué confere
as, sendo que em zangdes ndo se

m caracteristicas feminizantes estdo

presentes tanto em machos como féme

expressam; em operérias estao parcialmente ativos e em rainhas estao

totalmente ativos (BONETTI 1982).

Em conseqiéncia desse mec
4o de 3 operarias para 1 rainha (Figura1).

anismo, a segregacdo das castas nos

meliponinios ocorre em uma propore




Figura 1: Modelo de segregacéo de castas em Melipona proposto por
KERR 1974 (KERR, et a/ 1996, com autorizagdo dos autores).



1.2- DESENVOLVIMENTO EM Melipona

As abelhas, como insetos holometabolos, apresentam 4 estagios de
desenvolvimento ontogenético, a saber, embrido, larva, pupa e adulto. A célula
de cria, em Melipona, é totalmente aprovisionada antes da postura pela rainha.
Quando o ovo eclode, a larva passa por um processo de desenvolvimento até
chegar a fase de pré-pupa e esse desenvolvimento implica na ingestéo de todo
alimento que a célula de cria contém. Depois desse periodo, a pré-pupa tece o
casulo e a célula de cria continua fechada até o completo desenvolvimento do
adulto, quando as operarias da coldnia retiram a cera da parte superior do casulo
e o adulto emerge (Figura 2).

Durante o desenvolvimento larval, o tempo gasto entre duas mudas é
conhecido por estagio (PURVES, ef al. 1995) e caracteristicas como forma,
idade e cor apresentadas por um inseto durante um estagio particular séo
chamadas de instar (PARRAS & HADDAD 1998). Os estagios de larva, pupa e
adulto em abelhas s&o descritos com base em caracteres da morfologia externa.
Em Melipona, o ciclo de desenvolvimento corresponde ao mostrado na Figura 3.

O estagio de Larva subdivide-se em 03(trés) instares (L1, L2 e L3) (DIAS et
al, 2001) sendo que Larva (L3) compreende Larva pré-defecante (LPD) e Larva
defecante (LD) que precedem o estagio de pupa.

Em Melipona, as células de cria sdo iguais para todos os individuos
(operéria, rainha e machos) sendo possivel distingui-los apenas a partir da pupa.

Os machos originam-se por partenogénese arrenotoca sendo, portanto,
hapléides, enquanto que as fémeas s&o diploides, originadas de ovos
fecundados.

BEZERRA (1994) observou que rainhas de Melipona quadrifasciata

nascem com maior freqliéncia na periferia dos favos e os machos emergem,




50 central. Isso pode ser devido ao fato das células da

preferencialmente, da regi

m aprovisionadas com maior quantidade de alimento larval do que
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erno e interno, diferengas

sociai [ ivaca
s, tais como ativacao do aparelho reprodutor ext
BONETTI, 1984; HARTFELDER, 2000)

morfoléa
rfolégicas, entre outras (

A aplicagao topi
em Larva pré
pré-defecante (LPD) de Meli
jpona desencadeia mecani
nismos genéticos

que prom ' iacé
o ovem a diferenciagéo de larvas fémeas em rainhas (BONE
. 1T
4: BONETTI et al,1994; BONETTI et. a/,1995). o

BON
ETT! et al. (1995) € SILVA (1999) mostraram que O HJ
l na

| & capaz de induzir a produgéo de at
do aplicado, topicamente, em larvas pré-defe
- cantes

dosagem de 0,5ug/u ’
€& 100% de rainhas em

M ]

ellpona scutellaris quan

J, como 1ab ug/ul, abaixam a taxa da produg"
ao

LPD). A H
(LPD). Altas concentragdes de
ortalidade e a aplicag@o topica de HJ em

de raij
rainhas e aumentam a taxa de m
r efeito na cria nascente (BONETTI &

rainha i3
em ovoposi¢ao, Nao produz qualque

KERR, 1987).

1.4- A
REA(;AO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

genetica foio desenvolvimento da reagao em cad
adeia

Um grande avango na
MULLIS & FALOONA, 1987). E uma

em 1985 (
téCn' .

ica que permite @ amplificagdo, in vitro, de um segmento molde de DNA

por

ecificos ou inespecifi

da poli
polimerase por Kary Mullis

cos, que delimitam a seqUéncia alvo d
e

H .
Meio de primers esp
polimerase. A partir desta técnica

4 da enzima DNA
is como: RAPD, AFLP, RT

amolificans
mplificagdo, em present
Varia : -

s outras metodologias foram desenvolvidas ta

PCR, DDRT-PCR, entre outras.
m cadeia da polimerase consiste em trés fases: desnaturagao
o. Séo feitos vario
vo. O DNA mold

A temperatura é red

A reagéo e
s ciclos, obtendo-seé a0 final mais de
um

a
nelamento e extensa
e é desnaturado pela elevagéo da

3 e
Milhéo de Cépias do DNA al

t
mperatura para 92°C a 95°C.



& sequéncia complementar. Apods o anelamento

para que oo primer se associe
fita pela adigdo de nucleotideo no sentido 5—3', a partir da

ocorre a extensao da

extremidade 3'OH livre do primer, a temperatura de 72°C (revisdo em FERREIRA

& GRATTAPAGLIA, 1998).

A quantidade de DNA molde dobra a cada ciclo, ou seja, a amplificagéo do

fragmento segue uma progresséo geométrica de maneira que, com apenas 20

ciclos. obtém-se de um milhdo de copias da sequéncia alvo inicial, delimitada

pelos primers (WHITE et al, 1989) (Figura 4).

N
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T T T ITIITITEr 2 DNA a ser amplificado.

Primers ll Temperatura separa as fitas: orimers associam.
r . i rrpenirrreee REpliCation
L8

S

Desnatura 0 DNA e repete

[—

Ciclo 3 ] |
T T

——— ) 1 1 A D R BT

Depois de 30 ciclos > I bilhdo de moléculas idénticas (2*=1,07x10°%),

Figura 4: Esquema de uma reagédo de PCR: desnaturagéo, anelamento e
®Xtenso, em 3 ciclos consecutivos.
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1.5-
o DIFFERENTIAL DISPLAY REVERSE TRANSCRIPTASE-
LYMERASE CHAIN REACTION (DDRT-PCR)

A identificagé i i
ntificacdo de genes diferencialmente expressos em organi
i | ismos e/
os te >
m sido usada para sé entender a fungédo dos genes e també
mecanism | o fos
os moleculares basicos de di
iferentes processos biologi
iolégicos (VEDO
Y et

a/'l 199 A
9). O padrédo de mudancas na expressao génica é responsavel
pelos

process - m
os de desenvolvimento celular e métodos efetivos sd0 necessari
identific oo per
ar os genes expressos alternati
rnativamente em célula
s ou sob condi¢d
icoes

diferentes (LIANG & PARDEE, 1992).

dete )
ctada por meio de varias técnicas com

A expresséo génica diferencial pode ser
o, hibridag&o diferencial, hibridagéo

subtrati : o :

trativa, differential display oY fingerprinting do RNA (VEDQY et al., 1999)

A partir de 1992, a técnica de Differential Display Reverse Transcript
ase

(DDRT) baseada na Polymerasé
(Figura 5

Chain Reaction (PCR) tem inovado a area de

estudo ~ a s P
da expressdo genica ). Esta tecnica, descrita inicialmente
por

LIANG e PARDEE (1992)
m de genes que s&o diferen
A técnica usa as propriedades da

& um poderoso instrumento para identificag&o

to ,' i

LIU & RAGHOTHAMA, 1996).

de eucariotos (
RNA total de um eucarioto, utilizando um primer

P
CR para obter cDNA a partir d©

oli
godT com uma basée ancorada, qué
y 13 bases queé se

s de cDNA obtidas S

Cc . .
(cauda poliA). As especie
ciam na porgao 5' e primers ancorados na 3'. Os

gragéo em eletroforese € aqueles que sa
o

pode ser A (adenina), C (citosina) ou G

anelam na extremidade 3° do mRNA

(guanina) com 10 ©
50 entdo amplificadas usando-se

pri T
mers arbitrarios que se asso

fra = i
gmentos sdo separados por Ml
pressos, nas situacbes comparadas, sdo

identificados como diferencialmente ex
S, clonados € seque
(1995) uma metodolo
esentar @S caracterist

nciados.

IS
olados, reamplificado
gia que se proponha a analisar

Segundo LIANG et al.
icas de: a) permitir a

a oAl
expressao génica deve apr

17



os mMRNAs de uma célula; b)apresentar alta

visualizagdo da maioria d | |
mitir comparar mRNA de fontes diferentes;d) as diferencas

reprodutibilidade; c) per

o ; - deve ser rapida e
devem ser suficientes para identificar € isolar os cDNAs; e) p

facil.
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Figura 5: Esquema da técni

ca DDRT-PCR, s€9

undo LIANG & PARDEE, 1992.
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1.6- A
6- APLICAGOES DO DIFFERENTIAL DISPLAY REVERSE
ERASE CHAIN REACTION (DDRT-PCR)

TRANSCRIPTASE POLYM

nica tem sido amplamente utilizada por muitos grupos para isol
ar

ialmente em situagoes biolégicas distintas (WARTHOE

Essa téc
genes expressos diferenc

et al 1995).
tem sido utilizada para identificar e isolar mRNAs

Em humanos,
mocromatico e normal (KEDAR et af

di i
iferencialmente expressos em figado he
(OHNAMI et al, 1999) entre outros

1 : .
996); em células cancerigenas do péncreas
AMSON et al. (1996)

m sido aplicada em camundongos.
mente expressos No processo de apoptose induzido

em células de rato. SILVA et al. (1999) usaram

Em mamiferos, te
Isolaram 10 cDNAs diferencial

pelo gene supressor de tumor p53,
identificar mRNAs expressos em varios

a ’ » . . H
estrategia de differencial display para
s com citoquinas pro-inflamatoria

i
Ipos celulares de camundongo estimulado
WARSKULAT et al. (2001)

e drogas anti-inflamatorias.

Produtos microbitticos
30 na expressao génica em astrocitos de rato sob a

e
studaram a complexa altera¢
-osmotica, usando a tecnologia do DDRT-PCR

influéncia de amonia e células hipo
e analise por Northern Blot.

e Biomphalaria globa
o0s, por DDRT-PCR, para
citicas (MILLER et al, 2001)

¢ CARGINALE € colaboradores (2002) para

ta exposto ou n&o ao Schistosoma

Hemocitos d
identificar genes envolvidos na

mansoni foram investigad
i . . .
Munobiologia de células hemo

Hemocitos foram usado po
¢ agua gelada.

Nvestigar genes transcritos em peixes d
presséo génica na interagéo fungo-

BENITO et al. (1996) analisaram @ €X

planta. Os fungos apresent

aram genes que s&o realgados durante a interagéo

com a planta.

1&

Stiiaal aiec



PCR tem sido mais

Em insetos, no entanto, € onde a técnica de DDRT-

para a detecgéo de genes diferencialmente expressos.
EPPERLE & HARTFELDER (2001) empregaram o
essdo de genes envolvidos na regulacdo de

asta. KUCHARSKI & MALESZKA (2002)

amplamente utilizada,
Em Apis meliifera H
DDRT-PCR para analisar a expr

ecdisteroide durante a diferenciagéo de C

inositol  1,4,5-trifosfato 3kinase se expressa

verificaram que o gene do

diferencialmente em cérebro de abelhas emergentes e forra
identificaram, por meio de DDRT-PCR, dois genes

geadoras.

CORONA et al. (1999)
itocondriais, subunidade 1 citocromo-oxidase e

codificantes de proteinas M
uais apresentaram expresséo diferencial em

citocromo ¢, em Apis mellifera, 08 9
rainha e operaria.
ferencialmente expressos nas ¢

r JUDICE et al, (2002)
e OLIVEIRA-JUNIOR et al (2003) encontraram 6

s em Apis mellifera, qué foram relacionados a

astas em Melipona quadrifasciata

Genes di
empregando a DDRT-PCR.

foram investigados po
OLIVEIRA-JUNIOR (1999)
genes diferencialmente expresso

divisao de trabalho na colonia.

publicagéo, em 199
DRT-PCR em su@ foram ori
stas de otimizacéo da técnica

go6: BONNET et al. 1998).

srios trabalhos for '
Desde a sua 2, var am realizados
ginal ou adaptada ao material

utilizando a técnica de D
(MOU et al.1994;

biolégico empregado, Propo

GUIMARAES ef al. 1995; DOSS, 1

1 £
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1-INTRODUGAO

As coldnias de abelhas eussociais s&o formadas por duas castas — rainhas
e » - A ifi
Operarias - e por machos, cada um deles com funcées especificas. As rainhas

S5 A e - _
ao as fémeas férteis, responsavels pela postura e desenvolvimento populacional

da coldnia, as operérias sdo as fémeas estéreis, que apresentam diferentes

fUngoes, de acordo com a idade e necessidades da coldnia e que podem originar
as nas abelhas podem ser

Machos a partir de 6vulos n&o fecundados. As cast
definidas pela quantidade efou qualidade de alimento, pelo comportamento ou,

ainda, por mecanismo genético-alimentar (BONETTI, 1982).
modelo de regulagéo génica para explicar a

Em 1974, KERR propds um
a nos nascimentos em Melipona, no

segregacso de trés operarias para uma rainf
X° com dois alelos cada um, seriam os

qual dois genes principais X° €
feéSponsaveis por produtos feminizantes. Larvas heterozigotas para ambos os
s, desenvolvem-se em rainhas e larvas mal

g€nes, suficientemente alimentada
bos 0s genes se tornam operarias em

alimentadas ou homozigotas para um ou am
uvenil e ndo express&o dos

Consequéncia de baixa produgao de Hormonio J

genes feminizantes
m dos mais importantes horménios de insetos,

O Horménio Juvenil (HJ) é U
u complexo sistema fisioldgico (SILVA,

Influenciando as principais fungoes do se
do em larvas de abelhas

cas de fémeas complet
[ 1995; SILVA, 1999: SILVA, 2000).

ca de Differential Display Reverse

(DDRT-PCR) desenvolvida por

1999). Quando é aplica do género Melipona, promove o
8Parecimento de caracteristi as (CAMPOS, 1979;
BONETTI, 1983; 1984; BONETTl ef @

Nesse estudo, usamos @ técni
Transcriptase — Polymerase Chain Reacto”

LIANG o PARDEE (1992) para comparar, Por mei
Xpressao génica durante 0 desenvolvimento ontogenético pés-embrionario de

o do perfil de cDNA, a

inda, rainha adulta natural e induzida

Me/ipC’na scutellaris. Foram comparadOS, a
Por Hormenio Juvenil Iil. A técnica DDRT-PCR consiste na transcrigéo reversa do
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RNA em cDNA por meio de um primer oligo-dT seguido de amplificagao por meio
de primers aleatdrios. Apds separagédo dos fragmentos por eletroforese em gel,
aqueles diferencialmente expressos sdo, clonados e sequienciados.



1.1- Resumo

As coldnias de abelhas eussociais s&o formadas por duas castas — rainhas

€ operdrias - e pelos machos, cada um deles com funcbes especificas. KERR
Propds um modelo de regulagéo génica para explicar a segregacao de trés

. : R b
Operarias para uma rainha segundo O qual dois genes principais X* e X
Codificariam para produtos feminizantes. Nesse estudo usamos a técnica de

Difterential Display Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction (DDRT-

PCR) para comparar, por meio do perfil de mRNA, a express&o génica em

Melipona scutellaris. durante o desenvolvimento ontogenético pos embrionario e
| e induzida por Horménio Juvenil 1.

®M operaria adulta e rainha adulta, natura
ados com as combinacdes

Fragmentos diferencialmente expressos foram detect

dos primers: HT11G.APOS. HT11C-AP0S; HT11G -OPF12 HT11G-OPA16. A
ou em L1 e L2, um produto que clonado,

COmbinagdo HT11G-APO5 revel

Sequenciado e analisado por homologia em banco de dados mostrou identidade

Ifeto redutase de Clostridium

€Om um dominio protéico de tiorredoxina disu
8o na célula. Em L1

irredu
sporogeneS, proteina importante nos processos de oxi ¢

eL2 g combinagéo dos primers HT11G-OPA16, revelou um produto que mostrou

identidade com o gene sall1 de Drosophila, gene queé codifica para uma proteina
mo as regioes heterocromaticas.

"elacionada a repressdo da transcrigdo ProX
ria possivel inferir para

: ene, se
Caso se confirme a identidade com gsse J !
céo do alto grau de heterocromatina nessas

Me/iPO/?a, funcbes similares €m fun

Abelhas.



2- MATERIAL E METODOS

2.1- Material Biol6gico

Este trabalho foi realizado no i aboratorio de Genética do Instituto de

Genética e Bioquimica da Universidade de Uberlandia-MG.
O material biolégico utilizado foi abelha sem ferrédo Melipona scutellaris

Proveniente da Bahia e mantida no Meliponario Uberlandia, Uberlandia-MG, Brasil

(S 180 55" / W 480 17’). Foram utilizadas larvas nos estagios de Larval (L1),

Larva 2 (L2), Larva 3 (L3), Larva pré-defecante
(PR) e Adultos: operaria recem nascida (O),

as por HJII (RI).
(1989) e DIAS et

(LPD), Larva defecante (LD),

Pupas de operaria (PO) e de rainha

rainhas virgens naturais (RV), @ rainhas virgens induzid

foram identificadas segundo ROSSINI

As fases de larva
ria de capsula cefalica. Larva Pré-defecante e

al. (2001) usando morfomet
Defecante de acordo com a morfometria permanecem no mesmo grupo de L3
o e presenca ou auséncia de alimento e

diferenciando se por volume do corp

dejetos na celula de cria (DIAS, c.p.)

2.2- Extragao de RNA Total @ Remogéo do DNA cromossomal
pool de 5 individuos, pelo método do

ricante (ANEXO I').
i utilizada a enzima DNAsel

A extracso de RNA total, foi feita em

Trizol (GIBCO) segundo recormendagoes do fab

DNA cromossomal fo

Para remocgédo do .
ocolo em ANEXO i, seguindo recomendagdes do

(GIBCO) de acordo com o prot
do em espectrofotometro a 260nm e sua

fabriCante_ O RNA foi quantifica
Tamp&o TBE 0,5X; 90W).

- [¢)
Integridade foi verificada em gel 4@ agarose 1.5% (



e e i i

a0 -
Material bioldgico utilizado.

2.3.1
1- Transcrigao reversa

de RNA
tot i '
al, 8 pmoles de primer oligo-dT com uma base ancora (Tabela 1), 1
, 12U
Tampéo da Enzima 1 X, 10mM de DTT

de R i
NAsin (Amershan Biosciences),
INVITROGEN) para um volume

200
KM
de dNTPs, 200U de RT SUPERSCRIPT I1 (

final g
e 20 . . .
ul. O controle negativo foi feito sem 2 adicdo de transcriptase re
versa
s inespecificas, oriundas de DNA

Parg e
ver Anci
ificar a ocorréncia de amplificagde

C N
Ontaminante.

m
AAGCTTTTTTTTITTA
HT11C AAG CTTTTTTTTTTTC

Tabe .
la 1: Sequéncia dos primes oligodT utilizados na transcrigdo reversa
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2.3.2- DD-PCR

O cDNA foi obtido a partir do RNA total com a enzima SUPERSCRIPT RT
Il (GIBCO) e um primer oligo-dT, por meio da transcrigdo reversa (ANEXO 1V). O
uso de primer oligo-dT permite selecionar apenas os mRNA, em fun¢&o da cauda
poli-A. Foram feitas triplicatas das reagées de transcrigdo e um branco para cada
amostra, que consistiu de reagdo com RNA sem a presenga da SUPERSCRIPT.
Quando nessas amostras aparecerem bandas, significa que o RNA estd
contaminado com DNA. Foi feito, ainda, um branco geral que consistiu em uma

reacéo onde se colocou todos os reagentes, com exce¢cdo do RNA. Com essa

reacao verifica-se se os reagentes estdo contaminados.
Os cDNAs obtidos foram amplificados em Termociclador PCR Express-

HYBAID e os primers arbitrarios utilizados estdo mostrados na Tabela 2

Lorimer ,Sequéncia 5 >3 !
AP0O4 : AAGCTTCTAACG J
APO5 ’AAGCTTAGTAGGC ]
EPM 8 AGGTGACCGT
OPA17 GACCGCTTGT
OPA16 AGCCAGCGAA
OPF12 ACGGTACCAG

Tabela 2: Sequiéncia dos primes aleatdrios utilizados no DD-PCR.

A separacéo eletroforética dos produtos amplificados foi processada

em gel de poliacrilamida 6% (19 Acrilamida: 1 Bis) ndo desnanturante, a 150

V por 13 h. A visualizacéo das bandas foi feita por colorac&o com nitrato de

prata de acordo com BLUM et al. (1987) com modificagbes de BASSAM et al.

(1991) (ANEXO V).



As bandas diferencialmente expressas foram recortadas do gel de

Poliacrilamida e eluidas (ANEXO VI). Como critério para selecdo de bandas para

ma das situacdes comparadas

analise utilizou se: a) presenga ou auséncia em u
) intensidade de

(estagio de desenvolvimento, casta e tratamento com HJ 1H); b

€Xpressao
foram reamplificados utilizando os mesmos

Os fragmentos purificados (14)
s mesmas condi¢des da PCR. Os produtos

Primers utilizados em sua obtengéo, na
e 1,5% (Tampéo TBE 0,5X; 90W).

desta reacso foram avaliados em gel de agaros

24 Clonagem

Essa etapa foi realizada no Centro de Terapia Celular/Laboratério de

Clonagem do Hemocentro de Ribeirao Preto/ FMRP-USP.
cao em gel de agarose 1,5%, procedeu-se

Apés confirmagao da reamplifica
M | jgation (Amersham Biosciences) que

~ . T
3 clonagem utilizando o Kit Sure Clone
rmalmente incorporadas aos

tem como principio a retirada de adeninas unicas, N0
Produtos finais de PCR, nas extremidades 3'. Apos extragéo fenol/cloroférmio e
M g-200 HR, os fragmentos foram ligados ao

. T
Purificagao em coluna de Sephacryl

Vetor plasmidial pUC18 Sma I/BAP (defosforifado) pela acéo da T4 DNA ligase.

sisténcia ao antibidtico
Esse : ; ene que confere re
plasmideo contém um g

' 5 ol ormadas.
ampicilina, permitindo a sele¢a0 de colonias transf

2.4.1- Transformagao
as E.coli DH10. A transformacéo foi

Foi usada a linhagem de pactel! .
°C. As bactérias foram cultivadas em meio

Processada por choque térmico @ 42
a 1,6%,
m. As bactérias foram plagueadas em meio

extrato de levedura 1% e NaCl 85mM) por

de cultura 2xYT(peptona tripton
! hora, a 37°C em shaker a 1207



ZXYT/AQGF (Agar 1,5%) contendo ampicilina (100ug/ml). As placas foram tratadas
COM 80 1l de Xgal (30mg/ml) e 50ul de IPTG (16mg/mi) e foram incubadas a 37°C
POr 16 horas. As colénias de bactérias foram selecionadas de acordo com a cor,
branco e azul em funcéo da atividade da B-galactosidase na presenga de Xgal e

IPTG.As colénias brancas (08) foram inoculadas em 150ul de meio 2xYT em
Placas com fundo U em presenga de ampicilina (100pg/ml) por 12horas a 37°C.

Processou-se a reacéo de PCR utilizando primers universais M13 forward

(5 GTAAAACGACGGCCAGT 3) e reverse (8 CAGGAAACAGCTATGAC 3') que

flanqueiam os sitios de clonagem no vetor, adjacentes 0 inserto.
em gel de agarose 1% (Tamp&o

Os produtos de PCR foram analisados
TBE 0,5x; 90W) corado com brometo de etideo, sendo utilizados 2ul desses

Produtos para a reagéo de sequenciamento.

2.5- Seqiienciamento (ANEXO VII)

O sequienciamento foi processado em seqiienciador automatico ABI PRISM

377 DNA SEQUENGER (Applied Biosystems)
M13 (Forward ou Reverse) e 2 ul de Big

diretamente a partir de 2ul de

Produtos de PCR com 3,2 pmol de primer

Dye, para um volume final de 5ul B
Anteri te a aplicagdo no gel, as amostras foram purificadas por
riormen
35Si H 5.2,
Precipitagso com etanol e acetato de potassio 3M, P

rados.
ssuspendida em 2 pl de Loading Buffer e

para retirada de

NUcleotideos e primers néo iNCorPO

Em seguida, cada amostra foi 7€ ‘
e sequenciamento, foi desnaturada a

IMediatamente antes da aplicagao no gel d

4 icacao.
95°C por 2 min e mantida em gelo até a aplicag
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2.6- Analise das seqiiéncias

O resultado do seqienciamento foi submetido a analise em programa

SeqUencher ™ 3.1, que permite visualizar a sequéncia, editar e alinhar em

Clusters para busca da identidade com sequéncias depositadas.
o os algoritmos BLASTn e BLAST x.

A sequéncia foram analisadas utilizand

No BLAST n foi feita uma busca contra banco de dados né
©No BLAST x, apenas contra o banco de dados ndo redundante do NCBI/Gene

o redundante e ESTs

Bank.



3-RESULTADOS E DISCUSSAO

DDRT & uma técnica relativamente simples, sensivel e de rapido

Isolamento de cDNA. O tempo gasto e a quantidade de tecido necessario para o

experimento s30 menores do que a demandada pela técnica de hibridacéo

SUbtrativa (LIU & RAGHOTHAMA, 1996). Embora sej

Como problema, a alta proporgdo de bandas falso-positivas. E g

a uma técnica simples, tem

uestionada a

habilidade do DDRT-PCR para identificar mRNAS raros, sendo que nem todos os

MRNA obtidos podem ser clonados (VEDOY ef &, 1999).
o, consideram que 0 diferencial display (DD-

DILKS ef af (2003), no entant

PCR) combina a sensibilidade da PCR com 0 poder de resolugéo da eletroforese

e novos transcritos de mMRNAS

&M gel de poliacrilamida e permite a identificacéo d
ob vérias condigdes

Que s3o diferencialmente expressos em células e tecidos s

€Xperimentais |
presente trabalho foram: uso de gel n&o

As modificacbes adotadas No
desnaturante, aumento em 1U na guantidade de Tag polimerase (de 1U para 2U),
800u! de Trizol/mg em lugar dé 1ml/mg e 12

Vinha sendo usado nos protocolos do Laboratori

U de RNAsin em lugar de 10U que

o, 0 que produziu resuitados

Satisfatérios para a anélise em questao:
RNA durante o desenvolvimento

omparativo do perfil de M
Ontogenético poOs embrionario, O RNA foi extraido pelo
NA genémico, que poderia contaminar a reacdo

Para o estudo ¢
método TRIzol e tratado

com DNase | para remogéo de D
nterpretagéo inadequada dos dados. Sabe-

Produzindo falsas bandas, levando @! :
ue hidrolisa, preferencialmente, cadeias

S€ que a DNase | é uma endonucleasé 4

Simples oy duplas de DNA oS sitios adjacen
sO tratamento, & integ

As mostraram-s€ adequados para a transcricdo

tes aos nucleotidios pirimidinicos

, ridade do RNA foi analisada
(SAMBROOK et a/, 1989). APO
®M gel de agarose 1,5%. 05 RN

feversa (Figura 1).



btido em gel de

Um display de mRNAs de Melipona scutellaris ©

Nessa figura observa-se um produto

sequenci ,
quenciamento esta mostrado na Figura 2.
de expressdo durante O

que
se mostrou diferenc@ de intensidade

desenvolvimento, de L1 a LD

essos foram eluidos € reamplificados

Os perfis diferencialmente expr
apres .
entando o padrao mostrado na Figura 3. As pandas apresentaram entre 100

e
300 pares de bases (OP)

is adequado ao seq(]enciamento (acima de

Os fragmentos dé tamanho ma

correspondem aos de numeros 2, 3, 4,

200
bp) foram clonados € seqiienciados €

s7el4 atéom qUenciados.

12,1 .

\ 3 da Figura 4. Os numero omento néo foram s€
pas ;
a clonagem a reagao de PCR dos clones para confirmar @ presenca do

réo mostrado n& Figura 5.
imers HT11G-OPF12 revelou 2 fra

A combinagdo dos prim
defecante (LPD) (Figura 4).

diferencad de inten

inser
to apresentou 0 pad
gmentos que s

mos
traram expressdo em larva pré
. G-OPA16 revelou

m L1, L2, L3, LP

sidade

A combinagao dos
r“aex ~
presséo de um fragmento aue ocorre € D e LD, com menor

gios, conforme

inten ;
sidade no dois primeiros estd
e LPD representam momentos

pode seguir
resultado de expresséo giferencial

Em Melipona, aS fases L3
g larva femea

um de dois caminhos,

des .
envolvimento, quando

peraria. Esse

dife .

r ~

enciagdo em rainha ou em O
tar re|acionado a necessidades fisiologicas

No . .
s estagios de L1 até LD pode €s

iner <
entes 4 diferenciagéo d@ casta.
s fragmentos: poderia permitir & identificacéo dos

O Seqilenciamento desse
nto, 0S mesmos

m sed

pro . 4 .
dutos por Comparagéo co pencias 12 descritas, no enta

Nao f
oram seqienciados devido a0 tama
separadamente, um produto que

Os estagios de L1 € L2, apresentaram:

Ocor
;
eu apenas em cada um detes (




i w%;i\' 05
Tk
e

By

Jlaris obtido pelo método

adrao de RNA de Melipona scute
m brometo de etidio, (A)

Figura 1: P
Trizol, em gel de agarose 1,5% corado €O
RNA total (B)RNA total apos remogéo do DNA contaminante pela
digestéo com pNase |-
1 -L1, 6 - PO,
2-12, 7 - PR,
3-13, 8- 0,
4 - LPD, 9-RV,
5_LD, 10-RI.
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Ei
'Qgtri‘? 2: Perfil eletrofo
. elzar-1dos os primers
o :Sldade na expresséo

1 L2, 13, LPDeLD:

> - 12

rético em
G-OPA1°:
om expresséo

e fragmentO ©
A seta

seta

9

e poliacrilam
—»

6%,
Indica a
diferenci

ida

ndo desnaturante,

diferenca de
al que ocorre

ifico de L1
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, nao desnaturante,
mentos

gel de poliacrilamida 6%
__» Indica 05 frag

Figu
gura 3: Perfil eletroforético em
1

-
e::"Zandos os primers
pressos apenas em larva pré—defecante.

40




Fi
d'gura 4: Padréo de © .
esenvolvimento ontoge Al e Mehpona /
¢ o i
ombinagdes de pnmers POS < -
cial nos estag|os

?"DLServou—se expressao o diferenc
iy L1 al3com HT11G—AP05
3_01 e L2 com HT116 -AP05
o RV e RI com HT11C -APO5
5o Le L2 com HT11C-APO 05.
AR LPD com HT11G -OPF12
T e 7712
coO

9e10-11, Lr;, L3, LPD, LD HT116 -OPA10
111 L1, L2, L3 com H ~OPA16
1§ l|:1 L2 com HT11G6
T L2 com HT11G6 _OPA16

x 1 com HT11G _OPA16 5

X g\ee:;cador’r'nolecul?r:;ia“wp fragmentos selecionados pard

s . .
equienciamento
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Fi
Ca%“ra 5: Produtos de PCR dos ©
a fragmento correspond® -

N
h:?:ﬂencia do vetor adjacente @
- |:rarcador Molecular ; _AP05
3- Fragmento obtido de L1€ utilizan prime! T 1G _APO5
4 Fragmento Sptido de 0, RV @ R utiizando °* rimers = . AP05
122 Fagmento obtido de L utiliz prime G— OPA1
ragmento obtido de L1, ytiliz rim »
L2 utilizan ers HT -OPA16

13-
Fragmento obtido d€
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O fragmento diferencialmente expresso em L2, representado na Figura 2,
foi sequenciado e apresentou 159 bases (Figura 6) e a analise em BLASTn e
BLASTx mostrou informagdes ndo confiaveis.

A combinacdo HT11G-OPF12 revelou um fragmento cuja expressdo foi
detectada somente em pupa de rainha natural e rainha adulta induzida por HJI||,
conforme mostra a Figura 7. Esse amplicon n&o pode ser considerado de rainha
porque n&o se expressou em rainha virgem. Supomos, no entanto, que pode ser
resultado de um gene susceptivel ao tratamento com HJIll ou de resposta ao
estresse ambiental, devido & manipulagéo das larvas durante o tratamento. Esse

fragmento nao foi seqlienciado, por apresentar tamanho reduzido.
Um produto que vale destacar, embora ndo tenha se mostrado adequado

ao sequenciamento (190 bp) & um fragmento revelado pela combinagdo dos

primers HT11G-AP05, nos estagios de larva, L1, L2 e L3 (Figura 8). Esse
fragmento se expressou nos trés estagios larvais, o que o torna candidato a um

gene larva-especifico.
A combinagédo HT11G-APO5 apresentou um produto especifico de operaria,

induzida. Esse produto foi clonado e seqlienciado e a

rainha virgem e rainha
milaridade fraca (Figura 9) com sequéncias

comparacgio em BLAST apresentou si

depositadas nos bancos de dados.



TGGGAAACGGGCCNGTNCTNGGTATTTCCAAAATGTTNGAAA
AATGGGCAGCGGCAGTTTCACACATCCGCCTCATTCAAACCG
CGGTTTATTTCTTTINGGTTTTCGCTGGCTAGCCAGCGAACTGT

AGACTTTAATCCGAAATCATCCAACCAGACAA

Figura 6: Sequiéncia do fragmento especifico de L2 de Melipona scutellaris pela
combinacéo dos primers HT11G-OPA16.

Figura 7: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 6%, nao desnaturante,
utilizando os primers HT11G-OPF12. A seta indica o fragmento expresso
em pupa de rainha natural e rainha adulta induzida por HJII.



L1 L2 L3 LPD LD

i
ura g Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 6%, ndo desnaturante,

Obtidos com os orimers HT11G-APO5. A seta indica o fragmento em L1, .2
eL3.
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Figura 9: Distribuigdo das sequéncias com identidade uma sequéncia especifica
de adultos (RV, Rl e O) de M. scutellaris, por meio de BLAST n.

A combinagdo HT11G-APO5 revelou, em L1 e L2, um produto cuja
sequencia (Figura 10) analisada por comparac&o em banco de dados (Figura 10)

mostrou identidade com um dominio protéico de tiorredoxina dissulfeto redutase

de Clostridium sporogenes.

AGGAAGCTTACAATTTCATCGGTAATTTTTATTTGTCCACCTAG
AGCATTTCTATCTAATACTAATGTATTAAGCTTTGCTCTGCCAG
CGTATATAGCAGCACTAAGTCCAGAAGGTCCAGAGCCAATTAT
AATTAAATCGTAGATACTATCCGCCATAAATGAACCTCCTATAA
TTTGCCTACTAAGGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCAT

GCAAGCTTGG

Figura 10: Sequéncia do fragmento especifico deL1 e L2 de Meljpona scutellaris

pela combinagdo dos primers HT11G-AP0S
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Figura 11: Distribuicdo das sequéncias com identidade a sequéncia analisada
apresentada, por meio de BLAST x, A seta indica a regido do alinhamento
entre a sequéncia referente as fases L1 e L2 de M. scutellaris com dominio
protéico de tiorredoxina dissulfeto reductase de Clostridium sporogenes

A tiorredoxina redutase (TrxR) é uma flavoproteina que catalisa a redugéo
de tiorredoxina dependente de NADPH e que tem fungéo na manutencéo de um

ambiente celular redutor(WILLIAMS JR et al, 2000).
A TrxR faz parte de um sistema que protege a célula contra especies de

oxigénio reativo, subprodutos citotéxicos, que podem danificar a célula. Em
Drosophila, a TrxR age como antioxidante intracelular e mutantes para essa

enzima tém capacidade reduzida de proteger adequadamente as células de
danos citotéxicos, resultando em morte da larva. Mutantes para redugéo dessa
enzima apresentam dificuldade de eclosdo e tem O tempo de vida diminuido

(MISSIRLIS et al 2001)
demonstrado que a tiorredoxina otimiza o

Em bovino, ja& foi
in vitro, mostrando seu efeito em momentos

desenvolvimento de embri&o,
especificos (BING et a/ 2003).

Em Melipona scutellaris uma €
pode ser importante no inicio do desenvolvimento embrionario,

nzima, que tenha similaridade com essa,
quando ha intensa



ativig :
ade fisioldai ) .
fisiologica e continuo fluxo de alimento, o qual é oferecido de uma s¢
SO

vez ( .
alim = .
entagdo massal) para a larva recem eclodida.

Em L1 e L2, a combinagéo dos primers HT11G-OPA16 revelou um produto

de 10 .
1 bases (Figura 12) que analisado em BLAST mostrou identidade com a

Protej
eina SALL1 de Drosophila (Figura 13).

GCGCCTTCTCAGTAATAGT'ITTT

GCCAGCGAATTTGAAGAA
GGCACTTTTTAGGGGACTAAGG

G“G‘ACATAGAGTTTACAATN
TGGGATTTGNGCCTGET

Fi
Qura 12: Seqiéncia do fragmento especifico de L1 e L2 de Melipona scutellaris

obtj
tido pela combinacgo dos primers HT11G-OPA16

r‘k. Color Key for Alignnent Scores
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resentando similaridade, por meio de
tes asL1el2de M scutellaris a um

a SALL1de Drosophila .

Fi a9
'Qura 13: Distribuigéo das sequéncias ap
BLASTncomas seqiiéncias referen
clone de DNA humano simila @ protein

48



Em Drosophila esse gené codifica para um dominio proteico com estrutura

caracteristico de zinc finger (KOHLHASE et af, 1999) e é requerido para definigéo

de estruturas antero-posteriores durante a embriogénese (JUNGENS, 1988 apud

BUCK et &/, 2001). Em humanos, o gene sallf esté localizado em 169 12.1 e sua

mutacdo provoca a sindrome de Townes-Brocks e em camundongos, um

homologo de sallf tem expressé&o duran

modo, afeta as mesmas estruturas detectadas em huma
sall1 localiza-se em regides heterocromaticas

te 0 inicio da embriogénese e, de certo

nos (BUCK ef al, 2001).

Em camundongos,
). O fato de, em camundongos esse gene estar localizado em

(NETZER et al 2001

regides heterocromaticas nos faz sugerir, para Melipona scutellaris, assim como

para outras espécies de Melipona, um papel fundamental para um gene com

identidade com o gene sall.
rias espécies de Melipona, @ heterocromatina ocupa praticamente

Em va
(ROCHA & POMPOLO, 1998: ROCHA

toda a extensdo de todos 0s Cromossomos
s, um gene que codifica para um produto similar

et al, 2002). Para essas espécie
ressor de transcricdo, assim como ocorre

ao SALL1, torna-se forte candidato a rep
2001). A descondensacéo da

em células de mamiferos (NETZER et al,
em cromossomos de Melipona, por técnica desenvolvida em

heterocromatina
) e andlise de expressao nessa regido, contribuira

nosso laboratério (Vieira c.p.

para confirmar ou n&o essa hipotese.
ue o produto de um gene similar a

Extrapolando, poderiamos sugerir q
ma, talvez, via supressao de

esse, estaria relacionado com & estabilidade do geno

transposons ou outro mecanismo.
sem qualquer identidade com aquelas

Seqléncias em Melipona,
m obtidas nesse estudo e, também, em

depositadas em banco de dados fora

anteriores (MACHADO, 2001) e pode ser gue
pesquisas e buscas responderao isso.

representem genes, ainda néo

descritos. Outras



A diferenciacdo que ocorre eém um animal é dirigida pelo “ligar” e “desligar”

de genes e, dependendo dos genes Gue estdo ativos em uma celula, é gerada a
r e outro. Os programas de desenvolvimento

diferenga entre um tipo celula
e respostas que se mantem altamente

dependem de cascatas de sinais € d
ortante da pesquisa biologica é

Conservadas no reino animal. Um ponto imp
desvendar esses programas (STRACHAN & READ, 2002).
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4-C ~
ONCLUSAO GERAL

Sulta -
dos obtidos nesse estudo permitem concluir Gue:

‘/
A técni : afic
ica DDRT-PCR foi eficiente para a deteccéo de diferentes transcrit
critos

dura ;
nte o desenvolvimento € eém adultos de Melipona scutelfaris

v
A combinaca .
mbinacdo dos primers HT11G-AP0S permitiu verificar identidade d
um oA . e
a sequéncia de M. scutellaris com um dominio protéico de tiorredoxi
Xina

di
issulfeto redutase de Clostridium sporogenes.

HT11G-OPA16 mostrou identidade de uma

v
A combinagédo dos primers
T
equéncia de M, scutellaris com © gene sall1 de Drosophila.

v
As A . :
sequéncias obtidas com 08 primers para as quais ndo houv
e
jas depositadas em ban

ecificas de Melipona.

alin o
hamento com sequénc co de dados, podem ser

sequénci
gléncias novas €, talvez, €sp

os obtidos nesse trabalho e que

y v .
H& boas chances de qué 0% fragment
sejam relevantes pa

expresséo de genes P

de Melipona.

ra o desenvolvimento pos-

m . . .
ostraram similaridade,
roximos a regidées de

e H o> .
mbrionario, assim como @

elevada condensagéo cromatinica
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PROTOCOLOS

ANEXO |

EXTRACAO DE RNA (TRIZOL)

o

Macerar o tecido em 800 pl de trizol/50 a 100 mg de tecido, vortex, 30° ¢/5min

Adicionar 0,2 ml de cloroférmio/mi de Trizol, vortex/1 5seg, 30°C/2min

Centrifugar 12000g/15min a 4°C

Transferir a fase aquosa para eppendorf. Adicionar 0,5 ml de isopropanol/ml

de Trizol. Misturar, incubar em temperatura ambiente)
Centrifugar 12000g/10min a 4'C
Lavar o pellet com etanol 75%

centrifugando a 7500g/5mina4°C

(1 mi de etanol 75%/ ml de Trizol),

Secar o pellet ao ar
Ressuspender em H,O/DEPC

57



ANEXO Il - Remogéo Do DNA Cromossomal

DIGESTAO COM DNAse | (RNase Free)

RNA ~10ug ul
Tp10x pl1x 4yl
RNAsin 12U wl
DNAse | 1U ul
Volume Final 20ul

Incubar 20 min a Temp. ambiente
Adicionar 1 ulde EDTA 25 mM
Incubar 65" C/ 10 min. colocar no gelo

Fazer extracéo fendlica:

Extracdo Fendlica

Adicionar H,0/ DEPC para 200l------ ul

Adicionar 200ul de clorofane ( fenol/cloroformio/alcool isoamilico-25:24:1)
vortex /1 min, misturar (manualmente)/5 min. centrifugar 14000rpm/5min.

Trasferir a fase aquosa para outro eppendorf contendo 200u de
clorofif) vortex /1 min, misturar

cloroformiofalcool isoamilico (24:1

(manualmente)/5 min. centrifugar 14000rpm/5min.
Transferir a fase aquosa para outro eppendorf, Adicionar 0,1 volume de

acetato de sodio 3M ( pH 5,2) 20ul, misturar, adicionar 400ul de etanol 100%
gelado, misturar. Incubar a —20° C/2 horas ou overnight.

Centrifugar 14000 rpm / 30 min a 4 C
Remover o sobrenadante. Adicionar 0 mesmo volume anterior de etano|

70% gelado (600ul). centrifugar 14000rpm/15mina4 C

Remover o sobrenadante
Secar ao ar e ressuspender em 20 nlde Hoo/DEPC

Dosarem ABSe e ver a integridade.

gl s)



ANEXO Il - TRANSCRICAO REVERSA DO mRNA

1. Preparar eppendorfs: etiquetar

1 branco com HT11 sem RNA e RT

branco com HT11 e RNA sem RT (um para cada amostra diferente)

HT11, RNA e RT (fazer ftriplicata para cada amostra)

2. Preparar as amostra de RNA

150 a 200 ng deRNA total -l
HT11 8pmol
Tampéo da RT11 5X 1X

DTT 10mM
DNTPs 200pM
RNAsin 12U
H>O/DEPC -l

Misturar e dar um spin
3. Adicionar 1ui do RT (superscript RTil) mas NAO colocar nos brancos sem

RT nestes colocar 1ul de H20

4. Incubar a 42°C/50min em seguida por 75°C/15min. Colocar no gelo ou

estocar a—20C
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ANEXO IV - REACOES DE DD - PCR
v Etiqueta os eppendorff

v’ Preparar o mix

H>0 Xl

Tampao 10X 1X

MgCiz Tul

dNTPs 200u M

HT11(o mesmo que foi usado no RT) 8pmoll
2U

Taq Dna pol
Primer arbitrario 8pmol

Misturar e dar um spin —-manter no gelo

Acrescentar o cDNA (2ui)

Colocar uma gota de 6lec mineral e levar ao PCR com a programagao:

4°Clhold 40 ciclos de 94°C/25Seg -40 °C/2min ~ 72°C/1min, seguidos de

72°C/5min e 4'C/hold.

Retirar do PCR e guardar no maximo por 15dias
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ANEXOQ V - Coloracéo de gel de poliacrilamida com nitrato de prata

Colocar o gel de acrilamida em solug&o de acido acético 10% por no minio
10 minutos

Lavar o gel com agua destilada por 2 vezes

Imergir o gel em salugio 0,012M de nitrata de prata e 0,066% de farmalina
(150l de formaldeido em 100ml de agua) por 20 minutos(no escuro)
Lavaro gel 2 vezes por 30 segundos com agua destilada

Revelar com solugcide gelada de 0,28M de carbonate de sddio anidro
0,056% de formalina e 4uM de tiossulfato , até a imagem das bandas
aparecer, adicionar o formaldeido e o tiossulfato imediatamente antes da

imers&o.

Parar a reagéo com acido acético 10%

6l



ANEXO VI - Eluicdo do cDNA a partir de gel de poliacrilamida

e Recortar a banda a ser eluida

Colocar abanda em eppendorf, macerar a banda

e Colocar 100ul de H,0,
e Ferver a banda a 100°.C por 15 minutos

centrifugar a 14000rpm por 3 minutas,cotetar o sabrenadante.

Adicionar 2 pl de acetato de amdnio 8M para cada 8 nl do produto
adicionar 30ul de etanol absoluto- overnight

Centrifugar a 13000 rpm por 15 minutos, retirar o sobrenadante
Lavar o pellet com etanol 70% gelado (200pl)

Centrifugar a 13000 por 10 minutos

e Remover o sobrenadante

e Secar o pellet

Usar 2 pl na reagéo de PCR



ANEXO VII - Sequenciamento

Reacéo de sequenciamento:

2ul produto de PCR ,
1ul primer 3,2 pmol/ul (M13-forward ou reverse)

2ul Byg Dye

5ui/famostra

condigbes de PCR

96°C - 2"

96°C-10” \
50°C- 5 25X
60°C4’ /
Purificacéo

1.

N OO o N w N

8.
9.

Adicionar 30ul de H20

5ulNaOAc (ouKOAc) 3MpHS,2

100u! de etanol absoluto

homogeneizar a placa por inversao

incubar 15min, & temperatura ambiente
centrifugar por 20min a 2600rpm a 4°C

descartar o sobrenadante sobre papel absorvente

adicionar 200u! de etanol 70%
centrifugar por 6min a 2600rpm a 4°.C

10. descartar o sobrenadante sobre papel absorvente

11. repetir o passo 8 €9
12.inverte a placa e dar um spin

13. deixar secar em estufa a 37°.C

14. por no minimo 15 min

s )



15. Guardar no escuro a temperatura ambiente
16.

Desnaturacao

Ressuspender cada precipitado em 2ul de ILoading Buffer. Ante de aplicar no gel,
desnatura a 95°.C por 2’ e colocar diretamente no gelo. Em seguida aplicar

no gel de sequenciamento do ABI.



