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Resumo______________________________________________________________________vi 

Lobo, C.H. Determinantes moleculares do polietismo seqüencial em Apis mellifera. 

2009. XX p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São 

Paulo, Ribeirão Preto, 2009. 

 

A mudança de função idade-dependente é um dos traços mais característicos da sociedade 

da abelha melífera, Apis mellifera L. A expectativa de vida de uma abelha operária é de 

aproximadamente 30-40 dias. Uma das mudanças fisiológicas relacionadas ao envelhecimento das 

operárias é a atrofia da glândula hipofaríngea (GH). O ciclo secretor das GH está intimamente 

relacionado à função de nutridora, desempenhada pelas operárias entre 5 e 20 dias de vida adulta; 

em operárias forrageiras, estas glândulas regridem e aparentemente passam para um estado pós-

secretor. Desta maneira, esta glândula representa um modelo experimental para o estudo de divisão 

de trabalho e envelhecimento. Objetivou-se neste trabalho ampliar o conhecimento sobre genes 

diferencialmente expressos na GH nestas duas fases distintas da vida adulta. Uma vez descobertos, 

estes candidatos foram utilizados para se tentar esclarecer a relação idade-comportamento em 

operárias mantidas em uma colônia single-cohort. Para tais fins, diferentes técnicas foram 

utilizadas, dentre elas destacam-se: Biblioteca Subtrativa Supressiva (BSS), Real Time PCR e 

Cromatografia Gasosa por Espectometria de Massa . Nas BSS das GHs de operárias nutrizes e 

forrageiras foram identificados quatro genes diferencialmente expressos: buffy, alfa-glicosidase, 

amilase proximal e major royal jelly-4. As análises de expressão nas amostras da single-cohort 

evidenciaram o gene buffy mais expresso em operárias nutrizes e os demais em forrageiras. Inclui-

se também os genes superóxido dismutase,relacionado ao stress, sendo mais expresso em 

forrageiras e o gene para a vitelogenina, expresso sem diferença entre as fases. Os resultados até 

aqui obtidos ampliam os conhecimentos sobre a expressão gênica diferencial, especialmente nas 

glândulas hipofaríngeas, trazendo novos candidatos a marcadores de envelhecimento. A 

composição de hidrocarbonetos cuticulares cefálicos, investivada por cromatografia gasosa, 

consistiu em alcanos, alquenos, alcadienos e alcanos ramificados, variando entre 21 e 35 átomos de 

carbono. O perfil de operárias forrageiras foi identificado principalmente por alcanos, enquanto o 

de nutrizes por alquenos. Mostra-se aqui que em operárias de A. mellifera os perfis de 

hidrocarbonetos cefálicos cuticulares está dinamicamente ligado ao comportamento em detrimento 

da idade. Esses resultados suportam a idéia de que a interação operária-operária pode influenciar a 

taxa de desenvolvimento comportamental, influenciada por comunicação química. 

Palavras-chave: Apis mellifera, regulação social, expressão gênica, cromatografia gasosa. 
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Lobo, C.H. Molecular determinants of sequential polyethism in Apis mellifera. 2009. 

XX p. Doctoral Thesis  – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 

Ribeirão Preto, 2009. 

 

Age-dependent change in functions in division of labor is a characteristic trait in colonies of the 

honey bees, Apis mellifera L. Life expectancy of a worker bee is about 30-40 days. One of the 

physiological changes related to aging in workers is the atrophy of the hypopharyngeal gland (HG). 

The secretory cycle of the HG is closely related to the role as a nurse, played by workers when they 

are between 5 to 20 days old. In foragers, these glands regress and apparently pass to a post-

secretory state. Thus, this gland is an experimental model for the study of division of labor and 

aging. This study aimed to study differential gene expression in HGs in two distinct phases of adult 

life. Candidate genes coming out of these screens were then used to investigate the link between 

gland function and behavior in worker kept as single-cohort colony. For this purpose, different 

techniques were used, such as: Suppression Substractive Hybridization (RDA), Real Time PCR, 

and Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS). In the RDA analyses of HGs from nurses 

and foragers workers we identified four differentially expressed genes: buffy, alpha-glucosidase, 

amylase proximal and major royal jelly-4. The analysis of their expression in samples of single-

cohort workers showed that buffy is higher expressed in nurses, whereas the others had higher 

transcript levels in foragers. We also studied the expression of the stress-related superoxide 

dismutase gene, which turned out to be more expressed in foragers, and of the gene coding for 

vitellogenin, for which we found no difference in expression between the two life stages. These 

results extend our knowledge on differential gene expression in honey bees, especially for the HGs, 

adding new candidates to the list of markers of aging. The composition of cephalic cuticular 

hydrocarbons was investigated by GC/MS. It consisted of alkanes, alkenes, alkadienes and 

branched alkanes, ranging between 21 and 35 carbon atoms. The profile of foragers was mainly 

represented by alkanes, while the nurses had more alkenes, showing that the cephalic cuticular 

hydrocarbon profile in A. mellifera workers is dynamically linked to behavior rather than age. 

These results lend support to the idea that worker-worker interaction can influence the rate of 

behavioral development through chemical communication. 

  

Keywords: Apis mellifera, social regulation, gene expression, gas chromatography. 
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Alguns insetos exibem morfologias alternativas (polifenismo) acompanhadas por 

diferenças fisiológicas e comportamentais. Nos insetos sociais, tipos morfo-fisiológicos 

distintos dentro de uma mesma espécie desempenham funções diferentes no grupo e se 

beneficiam mutuamente. Além de serem sociais (eussociais) e apresentarem indivíduos 

com morfologias alternativas (rainha, operária e zangão), as abelhas Apis mellifera 

(Apidae, Apinae, Apini) também apresentam cuidado com a prole e sobreposição de 

gerações (Wilson, 1971; Michener, 1974; Nijhout, 1982). 

 

1.1 Apis mellifera: considerações gerais  

Em uma colônia de A. mellifera pode-se encontrar até 100 mil indivíduos, 

observando-se uma clara divisão de trabalho (Robinson et al., 1991). Podemos considerar 

como uma primeira manifestação desta divisão, a determinação dos indivíduos que serão 

destinados à reprodução (rainhas e zangões) e aqueles destinados à manutenção da colônia 

(operárias). Deste modo, observa-se numa colônia de A. mellifera, uma rainha capaz de 

produzir 500-2000 ovócitos por dia que junto com os zangões, garantem a reprodução na 

colônia (Engels, 1974). Já as operárias realizam o trabalho de manutenção da colméia, 

incluindo alimentação da cria e da rainha, construção de favos, coleta e processamento do 

alimento, defesa e limpeza da colônia, entre outras. Estas tarefas são cumpridas de acordo 

com a maturidade fisiológica das operárias (fenômeno conhecido como poliestismo etário), 

sendo que muitas delas estão relacionadas ao estado funcional das glândulas exócrinas 

(Cruz-Landim, 1992, 1994). 

 As abelhas A. mellifera apresentam não apenas polifenismo, mas também um 

curioso difenismo no qual as fêmeas são geneticamente equivalentes, porém expressam 

nítidas variações morfológicas, fisiológicas e comportamentais, que diferenciam as castas, 

rainha e operária. Em A. mellifera, a diferenciação de castas está associada ao tipo de 
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alimentação que a larva recebe. Assim, as rainhas desenvolvem-se a partir de larvas 

alimentadas com geleia real durante todo o período larval enquanto as operárias resultam 

de larvas alimentadas com néctar, pólen e secreções glandulares a partir do terceiro dia de 

vida. A alimentação diferencial oferecida às larvas que originarão rainhas e as que 

originarão operárias gera perfis hormonais casta-específicos, reguladores da expressão 

gênica diferencial entre rainhas e operárias de A. mellifera (para revisão veja: Hartfelder e 

Engels, 1998; Evans e Wheeler, 2000). Em outras palavras, a alimentação diferencial 

culmina na expressão diferencial de grupos de genes ao longo do desenvolvimento, 

especialmente durante a fase larval (Barchuk et al, 2007). 

 

1.2 Glândulas hipofaríngeas e as proteínas da geleia real 

 As glândulas hipofaríngeas (GH) são exclusivas dos himenópteros e é nas abelhas 

eussociais que elas atingem a sua maior complexidade. Em A. mellifera ela é encontrada 

apenas nas operárias. 

A GH está situada na porção anterior da cabeça de operárias das abelhas melíferas e 

quando bem desenvolvida, ou seja, nas nutrizes, forma cachos com ácinos pluricelulares se 

estendendo por mais de 1cm de comprimento, se enrolando sobre o cérebro . Os ácinos são 

ligados a um ducto central, o qual sintetiza e secreta uma substância protéica (geleia real) 

usada na alimentação das larvas (Painter e Biesele, 1966; Huang et al., 1989). Conforme as 

operárias envelhecem, as glândulas hipofaríngeas sofrem alterações funcionais e 

modificam o seu espectro protéico sintetizando agora enzimas que participam na 

maturação do néctar e a sua transformação em mel. Uma vez que as operárias iniciam a 

função de forrageamento a GH passa por um processo de degeneração. A glândula, 

portanto, exibe ciclos de atividade bem relacionados às tarefas comportamentais associadas 

à idade, o polietismo etário das operárias de A. mellifera. 
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À medida que as tarefas idade-dependentes variam, são observadas mudanças na 

morfologia da GH das operárias. O tamanho dos ácinos muda radicalmente com a idade 

(Deseyn e Billien, 2005). É em operárias nutrizes que se observa o maior volume dos 

ácinos, regredindo e diminuindo drasticamente seu volume e secreção, à medida que 

envelhecem.  

Assim, o ciclo secretor da GH de A. mellifera está intimamente relacionado à 

função de nutriz, realizada pelas operárias entre 5 e 20 dias de vida adulta (Rösch, 1925; 

Sakagami, 1953; Simões e Bego, 1979; Silva-de-Moraes et al., 1985), fase na qual a 

glândula é totalmente funcional (Snodgrass, 1956); em seguida, em operárias forrageiras, 

esta glândula regride e aparentemente passa para um estado pós-secretor - Figura 1 - 

(Heselhaus, 1922; Soudek, 1927; Kratky, 1931; Halberstadt, 1980; Cruz-Landim et al., 

2000).  As GHs podem ser um excelente indicador do momento fisiológico das abelhas 

como também de seu envelhecimento, sendo, portanto, um importante modelo 

experimental. 

Estudos da expressão gênica da GH de operárias culminaram na purificação de 

quatro grandes proteínas, as quais apresentam perfis variáveis ao longo da sua vida adulta. 

Com as informações publicadas sobre o sequenciamento do genoma de A. mellifera 

(Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006) criou-se novas perspectivas, desde a 

origem dessas abelhas à identificação de notáveis traços sociais ao nível genético-

molecular. O genoma revelou, por exemplo, modificações de genes ancestrais, como é o 

caso daqueles que codificam as proteínas Yellow, tipicamente encontrada nos Diptera. O 

que se observa nos Hymenoptera é a evolução de uma família de genes codificadores de 

geleia real. (Wilson, 2006). 

A geleia real, oferecida para as larvas de operárias, rainha e zangões, é secretada 

pela GH, situada na cabeça (Halberstadt, 1980; Hanes e Simuth, 1992). Sua estrutura foi  
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Figura 1.  Morfologia da  glândula hipofaríngea de Apis mellifera.  Esquema  da cabeça com 

destaque para a glândula hipofaríngea (A e B). Imagem da glândula hipofaríngea 

atroficada (C) e ativa (D), obtida por estereomicroscópio (Axioplan 2 Zeiss) 

equipado com Axiovision Zeiss digital software. Esquema retirado de: 

http://www.dipualba.es/municipios/molinicosorg/agricultura/La%20abeja%20V.htm 

em 19/01/2009.  
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descrita por vários autores, incluindo Shiemenz (1883), Heselhaus (1922) e Soudek (1927).  

A GH das abelhas melíferas produz todas as principais proteínas da geleia real 

(major royal jelly proteins, MRJPs). Estas proteínas foram sequênciadas (Albert e 

Klaudiny 2004) e também anotadas no contexto do projeto de genoma de A. mellifera 

(http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee). As MRJPs pertencem à família das 

proteínas Yellow de Drosophila, mas o número de membros nesta família aumentou 

significativamente em A. mellifera e ganhou funções aparentemente novas no contexto de 

evolução social. 

 

1.3 Glândula hipofaríngea e a proteína Vitelogenina 

A glândula hipofaríngea capta vitelogenina (Vg) e a usa como fonte de aminoácidos 

para garantir as altas taxas de produção de MRJPs (Amdam et al., 2003). Um fenômeno 

interessante, denominado de "exploração social de vitelogenina" (Amdam et al. 2003a) foi 

recentemente descrito em operárias de abelhas melíferas que alimentam as larvas. Mesmo 

sendo funcionalmente estéreis e não produzindo ovos, estas operárias jovens apresentam na 

sua hemolinfa altos títulos de vitelogenina, uma proteína precursora da principal proteína 

do ovo, a vitelina.  

Na maioria dos insetos a Vg, que pertence à família de proteínas ligantes de lipídios 

e a principal proteína do vitelo. Seus resíduos de aminoácidos e estrutura são conservados 

entre insetos e outros ovíparos, o que indica uma ancestralidade comum (Sappington et al., 

2002; Ziegler e Van-Antwerpen, 2006). Em operárias adultas, a taxa de síntese de 

vitelogenina pelo corpo gorduroso está negativamente correlacionada com seus níveis na 

hemolinfa, em outras palavras, a incorporação nos ovócitos em desenvolvimento é muito 

rápida e, mesmo sendo produzida em grande quantidade, não há tempo para acúmulo na 

hemolinfa (Engels, 1974; Engels et al., 1990). Operárias nutrizes apresentam alta produção 

http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee


Introdução___________________________________________________________________ 7 

de Vg sob baixos títulos de hormônio juvenil (Rutz et al., 1976). Trabalhos recentes 

mostram que a Vg desempenha diversas funções no controle de características associadas à 

organização social por meio de efeitos pleiotróficos na divisão de trabalho e longevidade, 

principalmente em operárias (Amdam e Omholt, 2002; Amdam e Omholt, 2003; Amdam e 

Page, 2005; Nelson et al., 2007). Juntos, a Vg e o hormônio juvenil constituem parte de um 

sistema regulatório de retro-alimentação (feedback), no qual um suprime o outro (Figura 2) 

segundo a hipótese do duplo repressor,  proposta por  Amdam e Omholt ( 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Sistema de retro-alimentação entre os títulos de hormônio juvenil e de 

vitelogenina circulantes na hemolinfa de operárias, regulando a divisão de 

trabalho. Adaptado de Page e Amdam (2007). 

 

1.4 Glândulas exócrinas e hidrocarbonetos cuticulares  

As glândulas exócrinas exercem papel fundamental na organização de sociedades 

em insetos e servem para controlar interações sociais em muitos contextos, desde a 

regulação da reprodução e divisão de trabalho até defesa e manutenção da colônia (Wilson, 

1971). O feromônio da glândula mandibular das abelhas melíferas - frequentemente 
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referido como feromônio da rainha - constitui um exemplo de primeira linha para 

especificidade e pleiotropia em comunicação de curto e longo prazo entre membros da 

colônia e sexos (Slessor et al., 2005) e muitas outras glândulas em abelhas, vespas e 

formigas tem funções complexas similares.   

Segundo Howard e Blomquist (2005), hidrocarbonetos cuticulares em artrópodes 

servem como sinais de reconhecimento entre dois ou mais indivíduos e permitem 

discriminar a espécie, sexo e, até mesmo, a colônia. Extrapolando para A. mellifera, os 

hidrocarbonetos cuticulares podem ser úteis na identificação da casta, da idade ou função 

de uma fêmea da colônia.  

Em sistemas complexos, como colônias de insetos sociais, é essencial a 

comunicação entre indivíduos para garantir uma maior eficiência na divisão de trabalhos, e 

neste contexto, a comunicação olfativa por feromônios e substâncias voláteis em geral 

constitui um elemento fundamental da coesão. Hidrocarbonetos compõem a maior parte 

das substancias voláteis. Estes podem ser encontrados na cutícula de praticamente todos os 

insetos. Além de sua função primária, como uma barreira a perda de água (Nelson e 

Blomquist, 1995; Gibbs, 1998), hidrocarbonetos cuticulares também estão envolvidos em 

comunicação semioquímica em insetos (Howard, 1993; Blomquist et al., 1993, 1998; 

Howard e Blomquist, 2005). Em insetos sociais, os hidrocarbonetos cuticulares contribuem 

para reconhecimento de espécie, casta e ninho (Blomquist et al., 1998), e pode facilitar a 

orientação na colméia (Steinmetz et al., 2003). Além do mais, hidrocarbonetos cuticulares 

estão envolvidos em processos de comunicação sexual de insetos, possibilitando o 

reconhecimento sexual de parceiros, causando agregação, ou agindo como um inibidor de 

corte para reduzir a atração de fêmeas já inseminadas (Blomquist et al., 1993; Ferveur, 

2005). 
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Além dos hidrocarbonetos cuticulares, secreções de glândulas cefálicas exercem 

papel fundamental na comunicação entre os indivíduos da colméia. Essas glândulas 

produzem o chamado feromônio da rainha (Slessor et al., 2005) que atua sobre a fisiologia 

e comportamento das operárias. As glândulas cefálicas também secretam compostos 

específicos de operárias que refletem mudanças comportamentais durante o ciclo de vida 

adulta das mesmas (Katzav-Gozansky et al., 2001). 

Muitos estudos atuais tem como foco as glândulas exócrinas que produzem e 

secretam hidrocarbonetos e/ou alcalóides. Glândulas que produzem secreções protéicas ou 

uma mistura de compostos protéicos junto com outros componentes bio-ativos tem 

recebido menos atenção embora possam ter importância similar na comunicação entre os 

membros das colônias e, portanto na integridade de sociedades de insetos como todo. As 

duas glândulas que predominantemente produzem secreções protéicas em abelhas são as 

grandes glândulas acessórias do trato genital dos machos e as glândulas hipofaríngeas. A 

análise das secreções das glândulas acessórias dos zangões de abelhas melíferas constitui 

uma linha de pesquisa ativa em nosso laboratório (Colonello e Hartfelder, 2005) e forma 

uma ponte com as pesquisas do grupo do Prof. Jürgen Heinze (Univ. Regensburg, 

Alemanha) sobre as glândulas acessórias dos machos de formiga. Os produtos destas 

glândulas em formigas ainda tem sido pouco estudados, mas experimentos de 

acasalamento de rainhas com machos estéreis sugerem que as secreções das glândulas 

acessórias de uma forma ou outra aumentam a longevidade das rainhas (Schrempf et al., 

2005).  

A utilização da técnica de cromatografia gasosa por espectometria de massa (GC-

MS) permite a identificação de diferentes substâncias voláteis, podendo fornecer 

informações acerca de quais mecanismos controlam ou direcionam o comportamento de 

forrageamento, marcando o início do envelhecimento das abelhas melíferas. 
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1.5 Colônia single-cohort 

A plasticidade do polietismo temporal é o que permite uma colônia crescer, se 

desenvolver e se reproduzir apesar de alterações ambientais. 

Colônias single-cohort construídas apenas com abelhas recém emergidas 

direcionam a plasticidade do comportamento de operárias para as diferentes tarefas 

(Robinson et al., 1989; Huang e Robinson, 1992). A ausência de operárias mais velhas na 

colméia leva cerca de 10% de abelhas de uma colônia single-cohort a forragear 

precocemente, o que deveria ocorrer entre 7 a 10 dias de idade (Huang e Robinson, 1992, 

1996; Schulz et al., 1998). Em uma colônia típica, operárias jovens, de 0 a 15 dias de vida 

adulta, executam tarefas dentro da colméia; e a mudança para forrageamento, coleta de 

néctar e pólen ocorre após esses 15 dias de vida adulta (Winston, 1987).  

As operárias de abelhas apresentam uma grande plasticidade para divisão de 

trabalho (Robinson, 1992), elas respondem às mudanças das condições sociais acelerando, 

atrasando ou revertendo seu padrão típico de maturação comportamental. Por exemplo, se 

houver uma grande quantidade de larvas na colméia algumas abelhas podem atrasar sua 

transição para forrageira, ou até mesmo regredindo de forrageira à nutriz (Robinson et al., 

1989; Remolina et al., 2007). Colônias single-cohort permitem a observação e coleta de 

abelhas da mesma idade desempenhando diferentes tarefas, com isso pode-se testar o peso 

da idade na fisiologia e no comportamento em operárias. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral 

Esse trabalho teve como objetivo geral o transcriptoma da glândula hipofaríngea de 

operárias nas fases de alimentadora e forrageira bem como traçar um perfil da expressão 

gênica da glândula hipofaríngea em duas fases primordiais da vida de operárias, 

relacionadas à secreção de geleia real. Neste sentido, objetivou-se esclarecer alguns 

aspectos atualmente estudados, como por exemplo, a regulação da anatomia de sistemas 

socias (Robinson et al, 1997; Pankiw e Page, 2000) e regulação do envelhecimento 

(Amdam et al., 2004; Amdam e Omholt, 2002) e de qual maneira modificações nas 

funções da glândula hipofaríngea se refletem nos perfis de hidrocarbonetos cefálicos das 

operárias. 

  

2.2 Objetivos Específicos 

1) Identificar quais genes são expressos diferencialmente pela glândula hipofaríngea 

em duas tarefas distintas, gerando possíveis marcadores genéticos para idade;   

2) Com o auxílio de tais marcadores genético, traçar um perfil de genes relacionados à 

idade e comportamento; 

3) Comparar a expressão gênica diferencial para cada idade e comportamento com os 

títulos de hormônio juvenil e vitelogenina; 

4) Analisar a plasticidade de comportamento em uma colônia single-cohort; 

5) Utilizando-se da metodologia de GC-MS, verificar quais são os hidrocarbonetos 

cefálicos de abelhas, em diferentes fases e funções. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS
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3.1 Material biológico para genes diferencialmente expressos 

 Foram usadas abelhas (Apis mellifera africanizadas) do Apiário Experimental do 

departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (USP), Ribeirão 

Preto, São Paulo.  

Para coleta de abelhas com idade controlada, operárias recém-nascidas foram 

marcadas no tórax com tinta especial e introduzidas em uma colônia com rainha. Abelhas 

marcadas foram coletadas 7 e 29 dias depois. Foram coletados 21 pares de glândulas 

hipofaríngeas (GH) de nutriz (7 dias após a marcação) e 28 das abelhas forrageiras (29 dias 

após a marcação). 

As abelhas foram anestesiadas em gelo e as GHs foram dissecadas em Ringer 

diluído 10x (Ringer Concentrado: NaCl 5,0 g , KCl 0,42g , CaCl 2H2O 0,25g completando 

com água destilada para 100ml) com auxílio de um estereomicroscópio.  

 

3.1.1 Extração do RNA total  

Imediatamente após a dissecção, foi adicionado 1 ml de TRIzol (Invitrogen) às 

glândulas coletadas e armazenadas a -80°C até o início da extração do RNA total. Após o 

TRIzol ter descongelado, adicionou-se 200 µl de clorofórmio. As amostras foram agitadas 

por 15 segundos e incubadas de 2-3 min em temperatura ambiente. Os tubos foram 

centrifugados a 12000 g por 15 min a 2-8°C. A fase aquosa foi coletada e transferida para 

tubos novos e incubada por 10 min em temperatura ambiente. Os tubos foram novamente 

centrifugados nas mesmas condições anteriores, por 10 min. O sobrenadante foi descartado 

e ao precipitado adicionou-se 1 ml de etanol 75%, que foi mantido a -80°C. 
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3.1.2 Tratamento com DNase 

Para evitar contaminação com DNA genômico, o que poderia comprometer o 

procedimento de RDA (Representational Difference Analysis), as amostras foram tratadas 

com DNase I. Este passo é crítico quando se utiliza RNA total para a construção da 

biblioteca de cDNA. Para o tratamento, adicionou-se de 1U desta enzima diluída 10 vezes 

diretamente em 2 µg de RNA total. Esta reação ficou incubada a 37°C por 15 min e a 65°C 

por 10 min para inativar a DNase, seguindo-se a síntese da primeira fita de cDNA (RT-

PCR).  

 

3.1.3 Quantificação do RNA total 

 O RNA isolado foi quantificado em espectrofotômetro, utilizando-se 260 nm como 

comprimento de onda para leitura. Considerou-se que uma unidade de absorbância neste 

comprimento de onda correspondia a 40µg/ml de RNA. O grau de pureza foi estimado pela 

razão da leitura 260/280 nm. 

 

3.1.4 Síntese da primeira fita de cDNA (RT-PCR) 

A reação RT-PCR a longa distância está baseada no protocolo do kit PCR cDNA 

Synthesis SMART (Clontech), no qual se utiliza um primer ancorador oligodT (CDS 

Primer– Sau 3A1) com sequência de reconhecimento de enzima de restrição (Sau3/Mbo1) 

e uma sequência curta adaptadora (A1), e um primer (SMART II A Oligo – Sau 3A1)  que 

apresenta um oligo-dG seguida pela sequência de reconhecimento de enzima de restrição 

(Sau3/Mbo1) e a mesma sequência curta adaptadora (A1). Este último primer se pareia ao 

local onde foi realizado a adição de oligo-dC pela transcriptase reversa possibilitando a 

realização do “template switching" e a extensão da transcrição reversa. Em seguida, o 
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molde gerado na reação da primeira fita é utilizado em reação PCR com um único primer 

(SMART-PCR) que reconhece a sequência adaptadora (A1) nos dois terminais. 

Sequência dos primers utilizados na síntese da primeira fita de cDNA: 

SMART II A: 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGATCGCGGG-3’ 
3’ SMART CDS Primer IIA: 5’-AGCAGTGGTATCAACGCAGAGATCNT(30)-3’ 
 

Em detalhe, a cada 2 µg de RNA total, adicionou-se 1μl SMART II A Oligo – Sau 

3A1 20μM (Forward), 1μl de Primer 3’ SMART CDS Primer IIA – Sau 3A1 20μM 

(Reverse), 1µl de dNTPs 10 mM (completando-se a reação para 12μl com água de DEPC). 

As amostras foram gentilmente agitadas, incubadas a 65°C por 5 min e colocadas 

imediatamente no gelo por 2 min. 

Uma mistura de 4 µl de 5X First Strand Buffer (15mM MgCl2), 2 µl de DTT  

(0,1M) e 1 µl de Inibidor de RNAse, foi adicionada em cada uma das reações. A reação foi 

gentilmente homogenizada. 

Em termociclador, as amostras foram incubadas a 42°C por 2 min e adicionou-se 1 

µl de Super Script (Invitrogen). As amostras foram incubadas a 42ºC por 50 min e a 70ºC 

por 15 min. Os produtos de dessa reação (20µl) foram diluídos com a adição de 20 µl de 

tampão TE (EDTA -1 mM; Tris-HCl -10mM, ambos em pH - 8,0), incubados a 72°C por 7 

min e mantidos a -20°C. 

 

3.1.5 Síntese da dupla fita de cDNA por LD-PCR  

A primeira fita produzida foi utilizada para a síntese da dupla fita de cDNA,  

seguindo o protocolo do kit PCR cDNA Synthesis SMART (Clontech) para Long distance 

- Polymerase Chain Reaction (LD-PCR).  

Aos 4µl do produto da primeira reação, cDNA de fita simples adicionou-se  5 µl de 

tampão Hi-Fi (10X), 2 µl de MgSO4 (50 mM), 1 µl de dNTPs (10 mM), 1 µl de primer 



Material e métodos_____________________________________________________________ 17 

Smart-PCR (10µM) e 0,3 µl de Taq Polimerase Hi-Fi (Invitrogen - 5U/µl). As reações 

foram completadas com água destilada estéril, para 50 µl. Inicialmente, os ciclos foram 

padronizados para evitar o efeito “overcycling” e o após o número de ciclos ser 

estabelecido, foram realizadas 5 reações por biblioteca (operárias nutriz e forrageiras), para 

atingir a massa mínima necessária de cDNA para os próximos passos. Na padronização, 

alíquotas de 6 µl foram coletadas nos ciclos 16, 18, 20, 22, 24 e 26; sendo escolhido para o 

cDNA da operária jovem, 22 ciclos e para a forrageira, 24 ciclos. O programa de PCR 

utilizado foi de 94oC – 2 min; 28 ciclos de 94oC – 5 sec, 65 oC –5 sec e 68oC – 8 min. O 

resultado foi analisado em de gel de agarose 1% com tampão TBE 1X,  no qual foi 

adicionado brometo de etídeo como corante para a visualização da amplificação.

Sequência do primer utilizado na síntese da segunda fita de cDNA: 

5’ PCR Primer II A: 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’ 

 

3.1.6 Purificação do cDNA dupla fita amplificado 

O cDNA dupla fita foi purificado pelo kit GFX (Amersham), segundo instruções do 

fabricante e, em seguida, armazenado a -20°C. 

 

3.1.7 Digestão do cDNA dupla fita com MboI 

Após purificação, os DNAs de fita dupla foram dosados por espectrometria (260 

nm). Considerou-se que uma unidade de absorbância neste comprimento de onda 

correspondia a 50µg/ml de DNA. Posteriormente, os DNAs foram submetidos à digestão 

com a enzima de restrição MboI. Para a digestão, usou-se de 1µg de cDNA dupla fita. 

 Reação de digestão: 1µg do cDNA de fita dupla, 10μl tampão de reação R, 10X 

(Fermentas), 8μl MboI (5U/μl, Fermentas) e água deionizada autoclavada para um volume 

final de 100μl. A reação foi incubada a 37°C por aproximadamente 15 horas. A eficiência 
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da digestão foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% com 5μl das amostras 

digeridas e não digeridas, como controle da reação enzimática. Posteriormente, as amostras 

foram purificadas por kit GFX (Amersham) conforme as especificações do fabricante e 

novamente quantificadas por espectrometria. 

 

3.1.8 Ligação do cDNA aos adaptadores R 

Na reação de ligação dos adaptadores, há inicialmente uma etapa de pareamento 

dos oligonucleotídeos e, em seguida, ocorre a ligação dos mesmos ao DNA de fita dupla. 

As amostras foram aquecidas a 50oC por 1 minuto e resfriadas até 10oC, havendo 

decréscimo de 1oC por minuto durante 40 ciclos (nesta etapa ocorreu o pareamento dos 

oligos R12 e R24). Para completar um volume final de 100μl, adicionou-se 1,0μg de 

cDNA molde, a 10μl tampão T4 DNA ligase 10X, 2μl primer R12 (500 μM), 2μl primer 

R24 (500 μM) e água deionizada estéril. O resfriamento foi interrompido ao atingir 10 oC, 

para adição de 2µl da enzima T4 DNA ligase. Homogeneizou-se gentilmente as amostras 

para não prejudicar o pareamento dos oligonucleotídeos a reação foi mantida a 14°C por 

aproximadamente 15 horas.  

Sequência dos adaptadores R12 e R24 utilizados: 

R12: 5’-GATCTGCGGTGA-3’ 
R24: 5’-AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCA-3’ 
 

3.1.9 Amplificação do cDNAs dupla fita 

3.1.9.1 Padronização da PCR 

 A geração das representações corresponde à amplificação do cDNA dupla fita a ser 

empregada nas hibridações subrativas. A reação de amplificação é padronizada a fim de se 

evitar o efeito “overcycling”. Para tal, foi realizada uma reação piloto e o produto da 

amplificação em diferentes ciclos foi analisado em gel de agarose 1%. Após a 
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padronização, o ciclo para a geração das representações em larga escala foi escolhido 

levando-se em consideração a saturação da síntese de DNA e a fase exponencial de 

amplificação.  

Reação piloto: 10ng de cDNA molde para ambas bibliotecas (ligadas aos 

adaptadores R), 50µl de Master mix 2.0X (Promega), 0,3μl Oligo R24 (500μM) e água 

deionizada autoclavada para completar volume final de 100μl. O programa de amplificação 

foi iniciado com 72oC por 8 min, 95oC por 1min, seguido de 8 a 24 ciclos de 95oC por 

30seg e 72oC por 3 min. Alíquotas de 8μl foram retiradas nos ciclos: 8, 10, 11, 12, 13, 14, 

16, 18 e 20 e analisadas em gel de agarose 1%. 

 

3.1.9.2 Geração das representações em larga escala 

 Após a padronização do número de ciclos de PCR, as reações para gerar as 

representações foram feitas novamente em larga escala, ou seja, para cada uma das 

bibliotecas foram preparadas 15 reações de amplificação para que fosse possível obter uma 

massa mínima de 21μg de cDNA. As reações seguiram o mesmo protocolo que a reação 

piloto descrita acima. 

 

3.1.10 Preparo do cDNA driver e tester a partir das representações 

3.1.10.1 Geração do cDNA driver 

 Para o preparo do cDNA driver, as amostras de ambas bibliotecas foram digeridas 

com MboI para a remoção dos adaptadores R, seguindo a reação: 45μg cDNA ligado 

covalentemente ao adaptador R24, 10μl de MboI (5U/μl), 70μl de tampão 10X e água 

deionizada autoclavada para completar volume final de 700μl. A digestão ocorreu a 37°C 

por aproximadamente 15 horas. Após digestão, as amostras (drivers) foram purificadas 
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através do kit GFX (Amersham), conforme as especificações do fabricante, quantificadas 

por espectrometria e armazenadas a -20°C. 

3.1.10.2 Geração do cDNA tester 

O preparo do cDNA tester foi feito através da ligação de novos adaptadores, J12 e 

J24. Uma alíquota do driver correspondente a 1,0μg foi empregada na ligação. Os passos a 

serem seguidos foram os mesmos da ligação dos adaptadores R, usando-se agora os 

oligonucleotídeos J12 e J24. Para um volume final de 30μg na reação de ligação. Para as 

duas bibliotecas, adicionou-se: 3μl tampão T4 DNA ligase 10X, 1μl primer J12 (500 μM), 

1μl primer J24 (500 μM) e 1µl de T4 ligase. Ao final da ligação, completaram-se as 

reações para 100µl com a adição de tampão TE.  

 A eficiência da ligação aos adaptadores J foi testada através de PCR: 10ng do 

produto de ligação ao adaptador J24 (1µl da reação), Master mix 2,0X (50µl), 1μl oligo 

J24 (10µM) e água autoclavada para completar volume final de 100μl. As reações foram 

incubadas no termociclador a 72oC por 8min e a 95º C por 1min, seguido de 17 ciclos a 

95oC por 1min e 70oC por 3 min e extensão final a 72ºC por 10 min. Os produtos foram 

analisados em gel de agarose 1%. 

Sequência dos adaptadores J12 e J24 utilizados: 

J12: 5’-GATCTGTTCATG-3’ 
J24: 5’-ACCGACGTCGACTATCCATGAACA-3’ 
 

3.1.11 Primeira hibridação subtrativa  

 Para a primeira hibridação subtrativa 10μg do driver foi adicionado a 0,1μg de 

tester J. A mistura driver e tester foi concentrada (por centrifugação a vácuo) para um 

volume final de 1,0μl. Posteriormente, a mistura foi ressuspendida em 4,0µl de tampão 

Ee3X (60µl de EPPS 0,5M; 6µl de EDTA 0,5M; 934µl de água) e incubada a 37°C por 

5min. Uma gota de óleo mineral estéril foi adicionada à reação a fim de se evitar 
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evaporação. As amostras foram desnaturadas a 98°C por 5min e colocadas a 67°C, quando 

se adicionou 1,0µl de NaCl 5M (para evitar formação de precipitados). A hibridação 

seguiu por 20hs a 67°C. Ao final da hibridação, o material foi diluído em 200μl de TE.  

 

3.1.12 Geração do primeiro produto diferencial (PD1) 

 A geração de PD1 ocorreu em três etapas. Em uma primeira PCR, houve o 

preenchimento inicial das extremidades dos cDNAs da primeira hibridação subrativa (item 

3.1.12), o que gerou o sítio de ligação para o primer J24 e permitiu que somente híbridos 

tester/tester fossem amplificados exponencialmente. As reações da primeira PCR 

constituíram de: 5μl da solução de hibridação diluída, 25µl de Master mix 2,0X (Promega), 

0,3μl oligo J24 (2μg/μl) e água deionizada autoclavada para volume final de 50μl. As 

reações foram incubadas no termociclador por 72oC por 8 min (reação de preenchimento 

das extremidades 5’). O programa de PCR utilizado foi de 11 ciclos a 95°C por 1min, 70°C 

por 3min e extensão final a 72°C por 10 min.  

A partir do produto da primeira PCR foi feita uma diluição de 1:10, com água 

destilada e autoclavada. Desta diluição foram usados 20µl como molde para a segunda 

amplificação com volume final de 100μl. Em seguida, uma segunda PCR amplificou os 

híbridos tester/tester. O programa de PCR utilizado foi o de: 95°C por 1min, 18 ciclos a 

95°C por 1min e 70°C por 3min com extensão final a 72°C por 10min. Os produtos de 

PCR foram purificados pelo kit GFX (Amersham), dosados por espectrometria e 

analisados em gel de agarose 1%.   

 

3.1.13 Troca de adaptadores no produto diferencial (PD1) 

Para a remoção do adaptador J24, 2μg do primeiro produto diferencial foram 

submetidos à digestão por MboI. Nesta reação, adicionou-se 8 µl de MboI (5U/µl), 10 µl 
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de tampão 10X, água deionizada autoclavada para completar o volume final de 100μl. A 

reação foi incubada a 37°C por aproximadamente 15 horas.  As reações foram purificadas 

pelo kit GFX e quantificadas por espectrometria. 

Em seguida, foi realizada a ligação de novos adaptadores (N) a 200ng de PD1 

digerido. PD1 foi ligado aos oligos N12 e N24 em uma reação semelhante às demais 

ligações de adaptadores descritas. Para um volume final de 30 µl, adicionou-se: 3μl tampão 

T4 DNA ligase 10X, 1μl primer N12 (500 μM), 1μl primer N24 (500 μM) e 1 µl de T4 

ligase. Ao final da ligação, completaram-se as reações para 160µl com a adição de tampão 

TE. 

 A eficiência da ligação aos adaptadores N foi testada através de PCR: 10ng do 

produto de ligação ao adaptador N24 (8 µl da reação de ligação), Master mix 2,0X (50µl), 

0,65μl oligo N24 (20µM) e água deionizada autoclavada para completar volume final de 

100μl. As reações foram incubadas no termociclador a 72oC por 8min e a 95º C por 1min, 

seguido de 17 ciclos a 95oC por 1min e 72oC por 3 min e extensão final a 72ºC por 10 min. 

Os produtos foram analisados em gel de agarose 1% . 

Sequência dos adaptadores N12 e N24 utilizados: 

N12: 5’-GATCTTCCCTCG-3’ 
N24: 5’-AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAA-3’ 

 

3.1.14 Segunda hibridação subtrativa e geração do segundo produto 

diferencial (PD2) 

Na segunda hibridação subtrativa 10μg do driver foi adicionado a 12,5ng do tester 

N. As reações seguiram o mesmo protocolo da primeira hibridação subtrativa, exceto que o 

produto de hibridação foi diluído em 130 µl de TE. Após a subtração foram feitos os 

experimentos para a geração de PD2. Na reação da PCR inicial aos 5μl da solução de 

hibridação diluída, foram adicionados 25µl de Master mix 2,0X (Amersham), 0,65μl oligo 



Material e métodos_____________________________________________________________ 23 

N24 (100µM) e água deionizada autoclavada para volume final de 50μl. A reação foi 

incubada no termociclador por 72oC por 8 min, seguido de 11 ciclos a 95°C por 1min, 

72°C por 3min e extensão final a 72°C por 10min.  

O produto da primeira PCR foi diluído 10 vezes. Desta diluição foram utilizados 

10μl como molde para a segunda amplificação com volume final de 100μl (mantendo a 

proporção de 1:10). Foram realizadas 2 reações para cada biblioteca. O programa utilizado 

foi o de: 95°C por 1min, 18 ciclos a 95°C por 1min e 72°C por 3min com extensão final a 

72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1%. O segundo 

produto diferencial obtido foi purificado pelo kit GFX e mantido a -20ºC. 

 

3.1.15 Preparo das células eletrocompetentes de E. coli  

 Uma colônia isolada de E. coli da linhagem DH10β foi inoculada em 10 ml de 

meio LB e incubada a 37ºC, sob agitação de 180 rpm, por aproximadamente 16 horas. 

Uma alíquota de 100µl deste pré-inóculo foi adicionada a 1L de meio LB e cultivada sob 

agitação vigorosa até que a cultura atingisse a densidade óptica (A600) de 0,5 a 0,8. O 

frasco de cultura foi resfriado em recipiente com gelo por 30 min e as células recuperadas 

por centrifugação a 4000g por 15 min a 4ºC. O sobrenadante foi descartado, as células 

foram cuidadosamente ressuspendidas em 1 L de água destilada estéril e centrifugadas sob 

as mesmas condições. O precipitado de células foi ressuspendido em 0,5 L de água 

destilada estéril e novamente centrifugado. O sobrenadante foi descartado, as células 

ressuspendidas em 10 ml de glicerol 10% a 4ºC e novamente centrifugadas nas mesmas 

condições. O precipitado de células foi ressuspendido em 3 ml de glicerol 10% a 4ºC. A 

suspensão de células eletrocompetentes foi aliquotada e estocada a -80ºC.  
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3.1.16 Clonagem 

O segundo produto diferencial obtido, após a segunda hibridação subtrativa, foi 

ligado ao vetor pGEM-T-easy pela ação da enzima T4 DNA ligase (Promega). Os produtos 

diferenciais foram fracionados em gel de agarose 1%, recortados na faixa de 

aproximadamente 150 a 300 bp e de 300 a 600 bp, para ambas as bibliotecas e purificados 

pelo kit GFX, como citado anteriormente. As reações de ligação foram incubadas a 4ºC por 

períodos de aproximadamente 14 horas, utilizando-se 1µl de vetor, 3µl de inserto, 5µl de 

tampão de ligação e 1µl de T4 DNA ligase. Após a incubação, as misturas de ligação 

foram mantidas a -20ºC por até 48 horas antes de serem usadas em experimentos de eletro-

transformação. Tubos contendo alíquotas de 70 µl de células eletrocompetentes foram 

descongelados e mantidos em gelo. Volumes de 3µl de reação de ligação foram 

adicionados às suspensões de células, misturados gentilmente e mantidos em gelo. O 

aparelho Gene Pulser (Biorad) foi ajustado a 1,8kV, 200Ω, 25µF. A suspensão de células 

contendo o DNA foi transferida para cubetas de eletroporação geladas, que foram 

encaixadas ao aparelho Gene Pulser e submetidas à corrente elétrica. As cubetas foram 

imediatamente removidas, as células ressuspendidas em 0,5 ml de meio LB e transferidas 

para tubos eppendorf estéreis. As culturas foram mantidas a 37ºC por 1 hora, sob agitação 

de 180 rpm. 

Decorrido este período, alíquotas das culturas foram plaqueadas com meio LB-ágar 

(1,5%), contendo 100µg/ml de ampicilina, na presença de X-Gal (4µg/ml) e IPTG 

(4µg/ml), para a seleção dos transformantes e incubadas em estufa a 37ºC por 

aproximadamente 15 horas. Estas alíquotas foram diluídas para a obtenção de colônias 

isoladas para posterior extração do DNA plasmidial e sequenciamento.  
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3.1.17 Extração de DNA plasmidial 

Dois protocolos de extração foram utilizados nesta fase. Inicialmente, O DNA 

plasmidial com o inserto foi purificado através de mini preparações utilizando-se do 

FastPlasmid Mini kit (Eppendorf), seguindo as instruções que acompanham o produto. O 

outro protocolo foi o de extração por micro-placa, que segue o mesmo princípio do 

primeiro protocolo, realizado para obtermos um maior número de clones por preparação. 

 

3.1.18 Sequenciamento 

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger e colaboradores (1977), 

com moléculas de DNA dupla fita marcadas fluorescentemente, utilizando-se o kit BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems). Nesta reação, foram 

usados os primers universais M13 direto ou M13 reverso. Para análise fluorescente das 

sequências, utilizaram-se os aparelhos ABI-PRISM 377 ou ABI-PRISM 310. As 

sequências geradas foram diretamente enviadas na forma de cromatograma, para um 

computador PowerMac (Macintosh), conectado ao seqüenciador, para serem analisados e 

transformados em sequências de nucleotídeos, pelo pacote ABI Prism DNA Sequencing 

Analysis Software v3.4 (PE Biosystems). 

 

3.1.19 Análise das sequências 

Os contigs foram obtidos a partir de cromatogramas que foram analisados por um 

pipeline construído com o programa Egene (Durham et al. 2005). Os programas e 

parâmetros utilizados neste pipeline foram: pacote Phrep-Phrap (qualidade mínima = 15), 

Cross Match (qualidade mínima = 35), BLAST contra sequências contaminantes (rRNA, 

mtDNA), Assemble CAP3.  
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3.1.20 Desenho dos primers 

Das sequências anotadas, quatro foram selecionadas para validação das bibliotecas 

subtrativas das glândulas hipofaríngeas. Os primers foram desenhados com auxílio dos 

programas Gene Runner (versão 3.05) e Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi), através dos genes preditos de Apis mellifera.  

Segue abaixo a lista de primers desenhados e os respectivos tamanhos dos 

fragmentos de amplificação esperados para os genes diferencialmente expressos 

encontrados pela biblioteca subtrativa.  

 
Gene buffy 

buffy-F: 5´ GAA GTG CCA TGT TGC TTC CT  3´ 
buffy-R: 5´ ACA TCC AAT TTG TCG TGC AA 3´ 
Fragmento esperado de 128 nt 

 
Gene amy 

amy-F: 5´ AAA GCG GGT GTA CGG ATC TA 3´ 
amy-R: 5´ TAG GGC ACT TGC GGA TAG TC 3´ 
Fragmento esperado de 125 nt 

 
Gene α-glico 

α-glico-F: 5’ TGC TTA TCG AGG CAT ACA CG 3’ 
α-glico-R: 5’ CGT CAT CCA ATT ATC GAC CA 3’ 
Fragmento esperado de 149 nt 

 
Gene mrjp4  

mrjp-4-F: 5’ GAC GAC AGA GGT GAC GCT TT 3’ 
mrjp-4-R: 5’ TTC CAT CAT GCA CTG TGA AAC 3’ 
Fragmento esperado de 139 nt 

 
3.1.21 Teste dos primers 

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 1 μg de RNA total de operárias 

nutriz e forrageiras, utilizando-se o sistema de síntese SuperScriptTM (InvitrogenTM, Life 
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Technologies). Por este método, apenas a primeira fita do cDNA é sintetizada através da 

transcrição reversa (RT) utilizando-se oligo(dT)12-18 (0,5μg/μl). As reações seguiram as 

especificações do fabricante. Utilizando-se do cDNA de fita simples, realizou-se uma 

amplificação por PCR, utilizando os primers desenhados para testar o funcionamento dos 

mesmos. A cada reação de PCR, foi adicionado: 10 μl de Master Mix (Eppendorf), 1 μl de 

cada primer (10μM), 2,0 μl de cDNA diluído 10x e 11 μl de água deionizada estéril. A 

PCR teve as seguintes condições: 3 minutos a 94ºC, seguidos de 40 ciclos de 30 segundos 

a 94ºC, 30 segundos a 60ºC, 30 segundos a 72ºC e extensão final a 72ºC por 7 minutos.  

 

3.1.22 Quantificação das bibliotecas subtrativas 

A fim de quantificar a expressão os genes alvos, realizou-se real time RT-PCR com 

os genes selecionados. Os primers utilizados estão descritos no mesmo item. Para cada 

gene foi estabelecida uma curva padrão com diferentes diluições de cDNA e a curva de 

dissociação para controle de contaminações, tais como dímeros de primer. GH foram 

novamente dissecadas, o RNA total extraído foi submetido a tratamento com DNase. 1 μg 

de RNA total foi utilizado para a síntese da primeira fita de cDNA (RT-PCR 

convencional), diluído 20 vezes para a realização da real-time RT-PCR. Utilizou-se pools 

contendo 3 glândulas por grupo (triplicata técnica). A abundância dos transcritos foi 

calculada com base na diferença do valor de Ct (limiar do ciclo de PCR) em relação aos 

transcritos de RP49 de A. mellifera, gene endógeno, usado como controle interno, de 

acordo com as instruções do boletim do usuário #2 da Applied Biosystem (Relative 

Quantification of Gene Expression; ABI Prism 7700 Sequence Detection System). Os 

primers utilizados do gene endógeno RP49 foram:  

RP49-F: 5’-CGTCATATGTTGCCAACTGGT-3’  e  
RP49-R: 5’- TTGAGCACGTTCAACAATGG-3’,  
seu amplicon estimado é de 150 pb. 
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3.2 Estudos de cromatografia gasosa 

3.2.1 Material biológico 

No apiário da USP de Ribeirão Preto foi montada uma colônia single-cohort 

(composta de 4000 operárias de mesma idade). Todas as abelhas desta colônia foram 

previamente marcadas com tinta, no tórax, e foram introduzidas juntamente com uma 

rainha formando assim, uma colônia. 300 operárias recém-emergidas de uma colônia 

normal (controle) foram marcadas da mesma forma e reintroduzidas na colônia original. 

Em ambos os casos as abelhas com idades controladas foram obtidas da seguinte maneira: 

quadros contendo pupas em fases adiantadas do desenvolvimento foram colocados em 

estufas a 34ºC e aproximadamente 80% de umidade relativa e após a emersão,  marcadas e 

reintroduzidas na colônia de origem. 

 

3.2.2 Observação de comportamento 

 O comportamento das abelhas foi regularmente observado e a coleta das abelhas foi 

realizada em duas idades distintas: a primeira coleta com 14 dias e a segunda com 30 dias, 

o que corresponderia às fases de nutriz e forrageira, respectivamente. Como controle 

marcou-se operárias recém-emergidas e estas foram introduzidas em uma colônia padrão. 

Após cinco dias à introdução dessas abelhas, as operárias que estavam alimentando as 

larvas foram consideradas nutrizes e coletadas como controle desse comportamento. 

Abelhas, com aproximadamente 25 dias, marcadas e voltando com pólen na corbíbula, 

foram consideradas forrageiras e utilizadas como controle dessa função.   
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3.2.3 Preparação da amostra 

Logo após a coleta, um pool de 5 cabeças (do item 3.2.2) foi coletado para 

construção das bibliotecas, para se proceder o estudo de genes marcadores de 

envelhecimendo. Essa análise foi feita por PCR em tempo real. 

Para obtenção dos perfis de hidrocarboneto, as cabeças das abelhas foram separadas 

e colocadas em pentano por 10 minutos, para obtenção dos extratos e posterior análise em 

GC e GC-MS.  

 

3.2.4 Confirmação da Condição Fisiológica  

As operárias foram anestesiadas em gelo antes da coleta de hemolinfa. De cada 

abelha, 1 µl de hemolinfa foi coletado para posterior análise do perfil das proteínas, por 

eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida 7,5%.  

Também foi coletado 1µl de hemolinfa e adicionado a 500 µl de acetonitrila para 

dosagem de HJ por radioimunoensaio. 

 

3.2.5 Análises cromatográficas (GC e GC-MS) 

As amostras provenientes da colônia single-cohort. coletadas em Ribeirão Preto 

foram analisadas por, por GC-MS, em cooperação com o grupo da Universidade de 

Regensburg, Alemanha. Os principais componentes dos perfís de hidrocarbonetos cefálicos 

já são bem estabelecidos para A. mellifera (Katzav-Gozansky et al., 2001) e podem 

caracterizar as diversas fases do desenvolvimento das abelhas adultas, constituindo,  

portanto, em uma abordagem adequada para análise das amostras das abelhas descritas 

acima.  

Os testes incluíram um total de 60 amostras coletadas em pentano. As análises 

foram feitas com a técnica de cromatografia gasosa em um aparelho Agilent Technologies 
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6890-N com uma coluna HP5, sistema de injeção split/splitless, detector FID e um 

gradiente de temperatura de 60°C – 300°C (5°C/min).  

As áreas correspondentes aos picos dos cromatogramas, em diferentes posições 

devido aos diferentes retention time (RT) de cada composto diretamente relacionado ao 

maior número de carbonos de cada composto foram utilizadas para quantificação.  

Comparou-se os grupos por análise estatistica multivariada. A análise dos componentes 

principais (PCA) foi utilizada para se optar pelos principais picos a serem comparados uma 

análise de discriminância foi utilizada para se confirmar o perfil químicos dos grupos 

testados. Os compostos que não fossem encontrados em um grupo com pelo menos 60% de 

seus integrantes com mais de 1% seriam desconsiderados. 

 

 3.2.6 Radioimunoensaio (RIA) para HJ 

O método de extração de HJ a partir de hemolinfa foi baseado no protocolo descrito 

por Huang et al (1994). As amostras (1ul de hemolinfa) diluídas em 500 µl de acetonitrila 

foram transferidas para tubos de 5 ml, onde foi adicionado 1 ml de NaCl 0,9% e 1 ml de 

hexano para extração da fase líquida, com HJ acumulado na fase orgânica. Esta mistura foi 

cuidadosamente agitada antes de ser centrifugada. A fase orgânica foi transferida para um 

tubo novo e a extração da fase aquosa repetida mais duas vezes, com adição de 1 ml de 

hexano por vez. Perfazendo assim, um volume de 3 ml de hexano contendo o HJ presente 

na amostra. O hexano foi evaporado utilizando-se centrifugação a vácuo (SpeedVac), e o 

HJ foi redissolvido em 75 µl de tolueno e transferido para tubo RIA 

Para preparação da curva padrão, foram adicionados 0,5, 1, 2, 5, 10, 50, e 100 µl de 

solução de HJ3 (100ng/ml de metanol) em tubos de 1 ml com auxílio de seringa Hamilton 

(1-50 µl). 
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Os tubos contendo as amostras e os da curva padrão foram centrifugados a vácuo 

(SpeedVac) para a remoção dos respectivos solventes, antes de serem acrescentados 50 µl 

de solução tracer (solução de 3H-HJ3 com atividade de 6500 com) e de, 200 µl de soro 

anti-HJ3. Todos os tubos foram agitados vigorosamente e mantidos a 4ºC por 16 horas. 

Após este período, foram adicionados 250 µl de solução saturada de sulfato de amônia 

(para precipitação das proteínas), seguido de centrifugação a 7500 rpm por 15 minutos. Os 

sobrenadantes foram descartados e os precipitados lavados com 500 µl de solução de 

sulfato de amônia 50%. Após agitação e permanência a 4ªC por mais 30 minutos, os tubos 

foram novamente centrifugados por 15 minutos a 7500 rpm. 

Os precipitados foram ressuspendidos em 40 µl de água destilada. Após agitação, 

estas amostras foram transferidas para frascos de cintilação líquida, onde foram também 

acrescentados 5 ml de líquido de cintilação HiSafe3® (Wallac-Packard). A quantificação 

da emissão beta ocorreu em espectrômetro de cintilação líquida (Multi-Purpose 

Scintillation Counter/LS 6500 Beckman – USA). 

Os valores das leituras das amostras da curva padrão foram transformados em 

log/logit para regressão linear, permitindo assim o cálculo das concentrações de HJ3, em 

pg de HJ3/µL de hemolinfa, usando-se o programa Sigma Stat 

 

3.2.7 Metodologia para análise de proteínas da hemolinfa 

3.2.7.1 Eletroforese em poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Para análise eletroforética de proteínas presentes na hemolinfa, foram utilizados 

géis de poliacrilamida descontínuos, compostos de duas partes, empacotamento (4,26%) e 

separação (7,5%) com modificações a partir de Laemmli (1970).  

Diluiu-se 1 µl de cada amostra de hemolinfa em água UPA q.s.p. 10 µl (10x 

diluída). Deste total, 1 µl, por amostra, fui utilizado para eletroforese. Essas alíquotas 
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foram homogeneizadas em 19 µl de tampão da amostra (1,25 ml Tris-HCl 0,25 M pH 6,8, 

0,5 ml de sacarose 70% (m/v), 0,1 g de SDS, 0,25 ml de β-mercaptoetanol, 10 µl de azul 

de bromofenol 1%, 3 ml de água UPA); em seguida desnaturadas por ebulição por 3 

minutos, resfriadas em gelo e centrifugadas a 7000x g por 30 segundos à temperatura 

ambiente e os volumes de 20 µl aplicados em géis (100 x120 x0,9 mm). A eletroforese 

vertical das proteínas foi processada a uma corrente constante de 15 mA e a 4ºC, até que a 

migração do corante atingisse a extremidade inferior da placa de vidro. Foram utilizados 

marcadores de massa molecular (Sigma-Aldrich) constituídos das seguintes proteínas: 

miosina (205 KDa), β-galactosidase (116 KDa), fosforilase-B (97 KDa), albumina sérica 

(66 KDa), ovoalbumina (45 KDa) e anidrase carbônica (29 KDa). Dois tipos de coloração 

foram testados, com Comassie Brillant Blue e Nitrato de prata. 

Para a coloração 1g de Comassie Brillant Blue R-250 (Sigma-Aldrich) foi 

dissolvido em uma solução de etanol, água UPA e ácido acético, na proporção de 5:5:1 

(v/v) os géis foram corados por no mínimo 30 minutos. Posteriormente, os géis foram 

lavados em solução etanol, água UPA e ácido acético, na proporção de 3:6:1 (v/v), por 12 

horas. Os impregnados com nitrato de prata seguiram o método proposto por Caetano-

Anollés e Gresshoff (1994). 

Após a lavagem os géis foram digitalizados e as imagens resultantes foram 

analisadas pelo software Kodak® 1D – Scientific Imaging Systems (versão 3.6.2) para 

quantificar a intensidade da coloração e a espessura das bandas referentes à vitelogenina e 

apoLp–1. A proteína apoLp–1 não apresenta variações durante o desenvolvimento das 

abelhas A. mellifera (Guidugli et al., 2005), por isto, esta proteína foi utilizada para 

normalização dos níveis de vitelogenina.  
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3.2.8 Análise da expressão dos genes de interesse 

 As análises de expressão gênica foram feitas utilizando-se a metodologia de PCR 

em tempo real. Alíquotas de reações para produção de cDNA foram utilizadas para 

amplificação por PCR visando a quantificação relativa dos genes de interesse em diferentes 

condições. Para a normalização das reações de RT-PCR foi utilizado a expressão do gene 

da proteína ribossomal RP49, cuja expressão é considerada constitutiva.  

 Para a metodologia utilizada para análise de expressão gênica foram utilizados 

primers específicos desenhados baseados sobre as sequências já descritas dos genes (ver 

Tabela I). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Forward ? 5’ – GCAGAATACATGGACGGTGT– 3’
Reverse ? 5’ – GAA CAG TCT TCG GAA GCT TG– 3’Vitelogenina

Forward ? 5’ – AGC AGA TGC AAG TGG TGT TG– 3’
Reverse ? 5’ – GAG CAC CAG CAT TTC CTG TAG –3’

Superoxido
dismutase

Forward ? 5’ – GAC GAC AGA GGT GAC GCT TT – 3’
Reverse ? 5’ – TTC CAT CAT GCA CTG TGA AAC – 3’

Major Royal 
Jelly-4

Forward ? 5’ – AAA GCG GGT GTA CGG ATC TA – 3’
Reverse ? 5’ – TAG GGC ACT TGC GGA TAG TC – 3’

Amilase 
proximal

Forward ? 5’ – GAA GTG CCA TGT TGC TTC CT – 3’
Reverse ? 5’ – ACA TCC AAT TTG TCG TGC AA – 3’Buffy

Forward ? 5’ – TGC TTA TCG AGG CAT ACA CG – 3’
Reverse ? 5’ – CGT CAT CCA ATT ATC GAC CA – 3’

Alfa-
glicosidase

Sequências dos primers utilizadosGene

RP49 Forward ? 5’ – CGTCATATGTTGCCAACTGGT– 3’
Reverse ? 5’ – TTGAGCACGTTCAACAATGG–3’

Forward ? 5’ – GCAGAATACATGGACGGTGT– 3’
Reverse ? 5’ – GAA CAG TCT TCG GAA GCT TG– 3’Vitelogenina

Forward ? 5’ – AGC AGA TGC AAG TGG TGT TG– 3’
Reverse ? 5’ – GAG CAC CAG CAT TTC CTG TAG –3’

Superoxido
dismutase

Forward ? 5’ – GAC GAC AGA GGT GAC GCT TT – 3’
Reverse ? 5’ – TTC CAT CAT GCA CTG TGA AAC – 3’

Major Royal 
Jelly-4

Forward ? 5’ – AAA GCG GGT GTA CGG ATC TA – 3’
Reverse ? 5’ – TAG GGC ACT TGC GGA TAG TC – 3’

Amilase 
proximal

Forward ? 5’ – GAA GTG CCA TGT TGC TTC CT – 3’
Reverse ? 5’ – ACA TCC AAT TTG TCG TGC AA – 3’Buffy

Forward ? 5’ – TGC TTA TCG AGG CAT ACA CG – 3’
Reverse ? 5’ – CGT CAT CCA ATT ATC GAC CA – 3’

Alfa-
glicosidase

Sequências dos primers utilizadosGene

RP49 Forward ? 5’ – CGTCATATGTTGCCAACTGGT– 3’
Reverse ? 5’ – TTGAGCACGTTCAACAATGG–3’

Tabela I. Sequência dos primers utilizados para análises de expressão dos genes 

candidatos a participar do envelhecimento das operárias. O gene 

RP49 foi usado como controle endógeno. 

 

A reação de amplificação foi feita utilizando-se 12,5μl de SYBR Green PCR Master 

Mix (2x), Applied Biosystems; 1μl de cada primer (10ρmol), 9,5 μl de água esterilizada e 

uma alíquota de 1μl do cDNA pré-sintetizado. Para esta metodologia, os primers utilizados 
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foram testados quanto a sua eficiência na reação. Os resultados foram analisados pelo 

software do aparelho, módulo – Relative quantification. O threshold (ciclos limítrofes) e a 

linha de base foram ajustados automaticamente pelo sistema. Para análise dos dados 

extraídos, os valores ciclo-a-ciclo da densidade relativa de fluorescência (DRn) emitida por 

cada triplicata de uma mesma amostra, organizados em planilhas individuais de Excel for 

Windows (Microsoft), para cada gene e fase do desenvolvimento estudados. A 

quantificação dos transcritos do gene alvo foi calculada a partir da diferença dos valores de 

Ct (threshold PCR cycle) em relação aos transcritos do gene endógeno, rp49, de acordo 

com instruções do User Bulletin #2 (Applied Biosystem). Primeiramente são feitas as 

médias dos Ct das três leituras de cada amostra, tanto do gene alvo quanto do gene 

endógeno. De cada amostra, subtrai-se o valor da média de Ctgene alvo do Ctgene endógeno, 

obtendo-se o ΔCt. Posteriormente escolhe-se um ΔCt que corresponda a um calibrador e 

normalizam-se todos os valores subtraindo pelo ΔCt escolhido. Obtemos então, o ΔΔCt. 

Finalmente, o valor final de quantificação relativa é dado pelo 2-ΔΔCt, onde o calibrador ou 

amostra padrão escolhida é igual a um grupo com menor expressão do gene codificador 

alvo e as demais tomadas proporcionais a essa.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS
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4.1 Síntese da dupla fita de cDNA por LD-PCR  

 Após a síntese da primeira fita de cDNA com primer oligo dT (primer CDS), a 

segunda fita foi sintetizada para as duas bibliotecas (operárias nutrizes e forrageiras). 

Observamos que obtivemos uma amplificação sem artefatos e com um padrão de 

bandeamento de cDNA de aproximadamente 0,4 a 2,0 kb (Figura 3). Para evitar o efeito de 

“overcycling”, foi escolhido o 22º ciclo para as operárias nutrizes e o 24º ciclo para as 

forrageiras obtendo-se cDNA fita dupla em grande quantidade, preparando-se 5 reações 

para cada biblioteca (Figura 4). 

 

4.1.1 Geração das Representações 

A geração das representações corresponde à amplificação do cDNA dupla fita a ser 

empregadas nas hibridações subtrativas. A reação de amplificação é padronizada a fim de 

se evitar o efeito “overcycling”. 

 

4.1.2 Padronização da PCR 

Após a ligação dos adaptadores R foram feitos dois testes de PCR para 

padronização das reações que deram origem às representações. Nas reações pilotos, 

alíquotas de produtos de PCR foram retiradas nos ciclos 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 e 24 

para as populações de cDNA, permitindo a escolha do número de ciclos adequado para as 

etapas posteriores. Foi selecionado o ciclo 16º, o qual correspondeu àquele que produziu 

produtos amplificados na faixa de 0.3-1.0kb, durante a fase exponencial. Neste ciclo, 

observa-se aumento da amplificação em relação aos ciclos anteriores, porém não 

apresentam a saturação observada nos respectivos ciclos posteriores (Figura 5). 
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Padronizada a PCR para gerar as representações, novas reações foram feitas com o 

objetivo de produzir a massa mínima de cDNA para cada biblioteca (ON e OF). As PCRs 

produziram cerca de 40 μg de produto, que foi empregado em nova digestão por MboI.  
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1% referente à LD-PCR das bibliotecas de cDNA das 

glândulas hipofaríngeas de operárias nutrizes (A) e forrageiras (B). Alíquotas foram 

coletadas nos ciclos 16-28. Os marcadores de peso molecular (M) são dados em pares 

de base (pb). 
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando perfil de cDNA  de glândulas 

hipofaríngeas de operárias nutrizes (ON) e de operárias forrageiras (OF) após 

amplificação por LD-PCR de 22 ciclos e 24 ciclos respectivamente. O marcador de peso 

molecular (M) é dado em pares de base (pb). 
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1% referente à padronização da PCR, para geração das 

representações das bibliotecas de cDNA das glândulas hipofaríngeas de operárias 

nutrizes (A) e operárias forrageiras (B). Alíquotas foram coletadas nos ciclos 8-24. O 

marcador de peso molecular (M) é dado em pares de base (pb). As setas indicam o ciclo 

escolhido para a síntese de cDNA em larga escala. 
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4.1.3 Geração do cDNA J (tester) 

Para as duas bibliotecas mencionadas acima, foram realizadas as reações de ligação 

com dois oligonucleotídeos J12 e J24. Após a ligação dos adaptadores J, uma PCR foi 

realizada para verificar a eficiência da ligação, mostrando que o adaptador J24 estava 

ligado através da presença de amplificados. Na análise do gel de agarose, observamos um 

“rastro” na amplificação dos fragmentos, demonstrando que a ligação de J24 foi 

satisfatória para os passos posteriores da metodologia de RDA (Figura 6). 

 
1        2       M  

- 1500 pb

- 600 pb

1        2       M  

- 1500 pb

- 600 pb

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1% para verificação de ligação do adaptador J24 

aos produtos das amplificações por PCR. Populações de cDNA de glândulas hipofaríngeas de 

operárias nutrizes (1) e operárias forrageiras (2). O marcador de peso molecular (M) é dado em 

pares de base (pb). 

 

4.1.4 Geração do primeiro produto diferencial (PD1) 
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Na primeira hibridação subtrativa, as duas populações de DNA, tester e driver, 

foram misturadas em uma proporção 1:100. Apenas os híbridos tester/tester puderam ser 

amplificados exponencialmente, pela presença de dois adaptadores J24 ligados 

covalentemente aos fragmentos, e foram analisados em gel de agarose. Os fragmentos 

resultantes desta amplificação estão predominantemente entre 1.0-0.3 kb. Podemos 

observar no padrão obtido, algumas bandas diferentes entre as duas bibliotecas já nesta 

fase da construção da biblioteca subtrativa (Figura 7).  

 

4.1.5 Geração do cDNA N (tester) 

Após a ligação dos adaptadores N, uma PCR de verificação da eficiência da ligação 

foi novamente realizada. Utilizando o oligonucleotídeo N24 como primer, obtivemos clara 

presença de amplificados, o que demonstra a ligação deste adaptador (Figura 8). 

 

4.1.6 Geração do segundo produto diferencial (PD2) 

 Devido à possibilidade de eventos aleatórios na primeira hibridação subtrativa, as 

diferenças observadas poderiam ser aparentes. Por esta razão, foi realizada a segunda 

hibridação com uma proporção tester/driver de 1:800, aumentando a seleção contra 

fragmentos presentes em ambas as bibliotecas (Figura 9). Podemos observar que os 

cDNAs do primeiro produto diferencial foram enriquecidos pelo segundo passo de 

subtração (compare figuras 7 e 9). As bandas diferencialmente expressas ficaram mais 

evidentes no gel de agarose após a segunda subtração. 
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos 

resultantes da primeira hibridação subtrativa das 

representações de glândulas hipofaríngeas de 

operárias nutrizes (1) e forrageiras (2). O marcador 

de massa molecular (M) é dado em pares de base 

(pb). 
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1% para verificação 

de ligação do adaptador N24 aos produtos das 

amplificações por PCR. Amostra de cDNA de 

glândulas hipofaríngeas de  operárias nutrizes (1) e 

forrageiras (2). O marcador de peso molecular (M) é 

dado em pares de base (pb). 
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos 

resultantes da segunda hibridação subtrativa das 

representações de glândulas hipofaríngeas de 

operárias nutrizes (1) e forrageiras (2). O marcador de 

peso molecular (M) é dado em pares de base (pb). 

 

 

4.1.7 Sequenciamento 

4.1.7.1 Biblioteca de glândulas hipofaríngeas  

Nesta biblioteca, genes mais expressos em operárias nutrizes foram os genes-alvo 

das amplificações por PCR. Foi seqüenciado e submetido ao pipeline um total de 96 

clones, sendo que na metade dessa biblioteca o tester foi operária nutriz e na outra metade 

operária forrageira. Dentre as sequências analisadas um total de 63 sequências passaram 

pelos parâmetros do pipeline, filtro de qualidade 1e-10 (em Anexo). Para identificação dos 

contigs ou singlets resultantes das bibliotecas subtrativas sobre a versão 4 do genoma de A. 

mellifera utilizou-se BLAST-N (disponível na Internet: http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para 

cada uma das sequências foi encontrada uma região genômica (também chamada Group) 

que equivale a sua localização cromossômica. Utilizando-se BLAST-X, se confrontou 

essas sequências ao Official Gene Set, um banco de dados de proteínas preditas a partir do 

genoma. O número de acesso das proteínas no Official Gene Set inicia-se pelas letras ‘GB’. 

Extraiu-se então, no formato FASTA, cada uma dessas sequências preditas. Finalmente 

essas sequências preditas foram utilizadas como entrada em análises de BLAST-P para 

identificação de ortólogos em D. melanogaster. Essas informações estão organizadas na 

Tabela II.  

 

4.1.7.2 RT-PCR semi-quantitativo 

Um dos genes encontrado diferencialmente expresso em operárias nutrizes foi o 

buffy, possivelmente ligado à prevenção da atrofia precoce das glândulas hipofaríngeas nas 

operárias nutrizes e atrofia nas operárias forrageiras. (Figura 10).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Também expresso diferencialmente em operárias nutrizes foi o gene da enzima 

amilase proximal - amy  ligado ao metabolismo de carboidratos (Figura 10). 

 

 
Tabela II. Caracterização in silico das sequências diferencialmente expressas em glândulas 

hipofaríngeas de operárias nutrizes e forrageiras. 

 

 

 

 

 

 

 
---

Cromossomo 4 
(Group4.15)Singlets

-
mrjp-4 (CG9891, 
e-value=1e-69)

GB11768-PA 
(e-value=5e-10)

Cromossomo 11 
(Group11.9)5

metabolismo de 
carboidratos

a-glico (CG14934, 
e-value=2e-21)

GB19017-PA 
(e-value=5e-21)

Cromossomo 6 
(Group6.16)4Forrageira

metabolismo de 
carboidratos

amy (CG1830, 
e-value=e-158)

GB18312-PA 
(e-value=4e-11)

Cromossomo 13 
(Group13.14)3

apoptose, anti-
apoptose

buffy (CG8238, 
e-value=1e-49)

GB18455-PA 
(e-value=7e-36)

Cromossomo 3 
(Group3.29)01, 02 e 06Nutriz

Processo
Biológico**

Ortólogo em
D. melanogaster

Proteína Predita
em Apis mellifera

Localização
GenômicaContig*Tarefa

---
Cromossomo 4 

(Group4.15)Singlets

-
mrjp-4 (CG9891, 
e-value=1e-69)

GB11768-PA 
(e-value=5e-10)

Cromossomo 11 
(Group11.9)5

metabolismo de 
carboidratos

a-glico (CG14934, 
e-value=2e-21)

GB19017-PA 
(e-value=5e-21)

Cromossomo 6 
(Group6.16)4Forrageira

metabolismo de 
carboidratos

amy (CG1830, 
e-value=e-158)

GB18312-PA 
(e-value=4e-11)

Cromossomo 13 
(Group13.14)3

apoptose, anti-
apoptose

buffy (CG8238, 
e-value=1e-49)

GB18455-PA 
(e-value=7e-36)

Cromossomo 3 
(Group3.29)01, 02 e 06Nutriz

Processo
Biológico**

Ortólogo em
D. melanogaster

Proteína Predita
em Apis mellifera

Localização
GenômicaContig*Tarefa

* Contig: as sequências consenso do pipeline estão descritas no Apêndice 

** termos de acordo com o Gene Ontology (www.geneontology.org/) 

 

Para os genes diferencialmente expressos em biblioteca de operárias forrageiras 

encontrou-se o gene mrjp-4, pertence à família de proteínas codificadoras da geleia real - 

MRJP.  

Outro gene diferencialmente encontrado na biblioteca de forrageira foi o α-glico, 

codificador da enzima α-glicosidase (Figura 11).  

 

4.1.7.3 Validação das bibliotecas subtrativas por PCR quantitativa 

Para validar genes específicos de operárias nutrizes e forrageiras, detectados 

seletivamente pela metodologia RDA, as novas bibliotecas foram submetidas a Real Time 

PCR, com seus respectivos primers. 
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Pode-se verificar pelos gráficos de quantificação relativa, o gene buffy, que 

possivelmente está ligado à prevenção da atrofia precoce da glândula hipofaríngea. Nossos 

resultados demonstram que há uma expressão levemente maior nas bibliotecas nas quais os 

encontramos inicialmente, validando as bibliotecas subtrativas. Enquanto que os genes 

mrjp-4, amy e α-glico, ligado ao metabolismo de carboidratos tiveram uma maior 

expressão na biblioteca onde o cDNA testado foi o de operárias forrageiras (Figura 12). 

 

 

M    1       1’ 2       2’ 3’ 3’

M       1         1’ 2         2’ 3        3’

M    1       1’ 2       2’ 3’ 3’
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de RT-PCR semi-quantitativa das 

bibliotecas de operárias nutrizes. As amostras 1 e 3 referem-se ao gene buffy com 

seus respectivos controles negativos (1’ e 3’). A amostra 2 corresponde ao gene amy 

com seu respectivo controle negativo (2’). Os fragmentos amplificados têm 

aproximadamente 150 pb. M corresponde ao marcador de peso molecular.  

 

 
M    A     A’ B      B’ C     C’M       1         1’ 2         2’ 3        3’

 

 

 

 

 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de RT-PCR semi-quantitativa das 

bibliotecas de operárias forrageiras. As amostras 1 e 3 referem-se ao gene mrjp-4 com 

seus respectivos controles negativos (1’ e 3’). A amostra 2 corresponde ao gene α-
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glico com seu respectivo controle negativo (2’). Os fragmentos amplificados têm 

aproximadamente 150 pb. M corresponde ao marcador de peso molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

65

 
Figura 12. Níveis de expressão do mRNA dos genes alfa-glico, amy, buffy e mrjp-4 em operárias 

nutrizes e forrageiras. A expressão do mRNA foi detectada por PCR quantitativa em 

tempo real, usando-se o gene rp49 como controle para as normalizações e análises 

em triplicata (réplicas técnicas). Os gráficos das quantidades relativas de mRNA foram 

gerados à partir da quantificação de um pool de 3 cabeças por grupo.  

 

Foram conduzidos testes t de student, utilizando-se o programa Sigma Stat 3.1, para 

se tentar achar uma significância dos dados. Para o gene da α-glicosidase embora cerca de 

10 vezes mais expresso em forrageiras, o teste estatístico não se mostrou significativo, 

(p=0,04), fato atribuído a pequena diferença entre os valores médios, não se podendo 

excluir a possibilidade dessa diferença ser devida a variedade randômica entre as amostras. 

Mas observando-se o gráfico nota-se uma grande expressão entre forrageira e nutriz para 

esse gene; o teste pode ter falhado devido ao baixo número de amostras utilizado. O 
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mesmo ocorreu para o gene amy, o teste não se mostrou estatisticamente diferente 

(p=0,20), mesmo esse gene estando aproximadamente 40 vezes mais expressos em 

operárias forrageiras. Para o gene buffy, embora os valores tenham passado no teste de 

Normalidade (p=0,179) e no teste de Variância (p=0,489), a diferença entre as medias não 

foi grande o suficiente para dar significância aos valores. O gene mrj-p4 em forrageira, 

mostrou uma expressão de aproximadamente 40 vezes em relação às nutrizes, mas da 

mesma forma que os anteriores, não houve significância no teste (p=0,01).   

 

4.2 Colônia single-cohort 

4.2.1 Análises Cromatográficas 

Utilizando-se da técnica de GC-MS um total de 24 picos (hidrocarbonetos) foi 

encontrado, destes, 20 foram escolhidos conforme os métodos estatísticos adotados (Tabela 

III).  Todos os picos foram padronizados adicionando-se 0,1 ao seu valor. As áreas foram 

transformadas de acordo com a fórmula: Zi,j = log[Xi,j/g(Xj)+1], onde Xi,j representa a área 

de cada pico i para a abelha  j, g(Xj) a média geométrica da área de todos os picos para a 

abelha j, e Zi,j a área transformada do pico i para a abelha j. Para a análise estatística foram 

incluídos somente os picos com área relativa maior que 1% ocorrendo em 60% dos 

membros de cada grupo. As transformações absolutas de log dos feromônios entre idade-

função foram comparadas pelo teste MANOVA pelo programa SPSS 1.3. 

O número de variáveis descritas foi reduzido por análise de componentes principais 

(PCA). Os fatores de PCAs foram usados para análise de discriminantes (DAs) para se 

testar se nurse e forrageiras poderiam ser separadas com base em seu perfil de feromônios. 

Para PCA e DAs o software Statistica 6.0 foi utilizado. 

 

4.2.2 Diferenciação de nutriz  
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 Analizando-se as operárias nutrizes para as duas idades estudadas pode-se 

diferenciá-las por alguns hidrocarbonetos (C24, C27:1, C28, C31:1, C33, C35:1, C35:1)   

quando analisados por MANOVA (Tabelas IVa e IVb) e análise de discriminantes (Figura 

13).  

 A classificação por DA revela que os grupos de nutrizes, controle de 5 dias e 

experimentais de 14 e 30 dias, separam-se claramente apesar de haver um overlap, 

encontrado em N30 e NC, conforme demonstrado pelas distâncias generalizadas de 

Mahalanobis (Squared Mahalanobis Distances from Group Centroids, Anexo). 

 

 
 
Tabela III. Hidrocarbonetos cuticulares da cabeça encontrados pelas análises de GC-MS das 

amostras de operárias nutrizes e forrageiras. Δ significa uma posição identificada de 

uma dupla ligação. 

 
C21:1 Δx-heneicoseno
C21 heneicosano
C23 tricosano
C24 tetracosano
C25 pentacosano
C26 hexacosano
C27:1 Δx-heptacoseno
C27 heptacosano
9, 11, 13 Met C27 9,11,13 Trimetilheptacosano
C28 octacosano
C29:1 Δx-nonacoseno
C29 nonacosano
9,11,13,15 Met C29 9,11,13,15 Tetrametilnonacosa
C31:1 Δx-hentriaconteno
C31:1 Δy-hentriaconteno
C31 hentriacontano
C32:2 Δx-dotriancontadieno
C33:1 Δx-tritriaconteno
C33:1 Δy-tritriaconteno
C33 tritriacontano
C35:2 Δx-pentatriacontadieno
C35:2 Δy-pentatriacontadiene
C35:1 Δx-pentatriacontano
C35:1 Δy-pentatriacontano
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Tabela IVa. Variação nos hidrocarbonetos cuticulares extraídos da cabeça de operárias de A. 

mellifera presentes em nutrizes. O teste pos-hoc Tukey (Tabela Vb) mostra onde se 

encontram essas diferenças. ** estatisticamente diferente. 

 
C21:1
C23
C24 **
C25
C27:1 **
C27
C28 **
C29:1
C29
9,11,13,15 Met C29
C31:1 **
C31:1
C31
C32:2
C33:1
C33:1
C33 **
C35:2
C35:1 **
C35:1 **

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tabela IVb. Resultados ANOVA comparando quantitdades relativas dos hidocarbonetos 

encontrados na cabeça de nutrizes. N14, nutriz de 14 dias; N30, nutriz de 30 dias; 

NC, nutriz controle. Teste pos-hoc Tukey; ** estatísticamente significante p<0.05. 

 
N14 - N30 N14 - NC N30 - NC

C21:1
C23
C24 **
C25
C27:1 **
C27
C28 ** **
C29:1
C29
9,11,13,15 Met C29

 

 

 

 

C31:1 ** **
C31:1
C31
C32:2
C33:1
C33:1
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Figura 13. Análise de discriminantes da variação de hidrocarbonetos cuticulares de operárias 

nutrizes. As elipses estão marcadas no centróide de cada grupo. 

 

4.2.3 Diferenciação de forrageiras 

 Os três grupos de forrageiras puderam ser significativamente separados por análise 

de discrimantes (Figura 14). O teste pos-hoc de Tukey mostra dois componentes a mais, 

estatisticamente diferentes para esse comportamento (Tabelas Va e Vb).  As forrageiras 

novas podem ser distintamente separadas das forrageiras velhas, e estes dois grupos 

separados do grupo controle. O quadrado da distância de Mahalanobis não mostra erro de 

classificação nesta análise (Anexo). 
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 4.2.4 Diferenciação idade-comportamento 

 A DAs em todos os grupos testados identifica uma separação em três grupos: 

nutrizes, forrageiras precoces e forrageiras velhas (Figura 15). Uma DA de todos os grupos 

estudados, operárias single-cohort e operárias normais, separa forrageiras e operárias 

independente da idade, mas não é possível separar tão claramente o grupo de nutrizes 

(Figura 16).     

Forrageiras mais novas na single-cohort parecem apresentar um padrão de 

hidrocarbonetos cuticulares mais semelhante ao de forrageiras de uma colônia padrão. Para 

nutrizes essa relação se inverte, nutrizes mais velhas se assemelham a nutrizes controle, 

pelo menos com relação ao perfil de hidrocarbonetos encontrado.  

Nutrizes, independente da idade, apresentam hidrocarbonetos cuticulares de cadeia 

mais longa, em relação às forrageiras (Tabela VI).  

Esses dados foram úteis para o teste de genes possivelmente ligados ao 

envelhecimento nos experimentos com a colônia single-cohort. 
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Figura 14. Análise de discriminantes da variação de hidrocarbonetos cuticulares de operárias 

forrageiras. As elipses estão marcadas no centróide de cada grupo. 

 

Tabela Va. Variação nos hidrocarbonetos cuticulares extraídos da cabeça de operárias de A. 

mellifera presentes em forrageiras. O teste pos-hoc Tukey (Tabela VIb) mostra onde 

se encontram essas diferenças. ** estatisticamente diferente. 

  C21:1
C23
C24 **
C25
C27:1
C27
C28 **
C29:1
C29
9,11,13,15 Met C29 **
C31:1 **
C31:1 **
C31
C32:2
C33:1 **
C33:1 **
C33
C35:2
C35:1 **
C35:1

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela Vb. Resultados ANOVA comparando quantitdades relativas dos hidocarbonetos 

encontrados na cabeça de forragerias. F14, forrageira de 14 dias; F30, 

forrageira de 30 dias; FC, forrageira controle. Teste pos-hoc Tukey; ** 

estatísticamente significante p<0.05. 

 
 F14 - F30 F14 - FC F30 - FC
C21:1
C23 **
C24 **
C25
C27:1
C27
C28 **
C29:1
C29
9,11,13,15 Met C29 **
C31:1 ** **

 

 

 

 

C31:1 ** **
C31
C32:2
C33:1 **
C33:1 **
C33
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Figura 15. Análise de discriminantes da variação de hidrocarbonetos cuticulares de operárias 

forrageiras e nutrizes. As elipses estão marcadas no centróide de cada grupo. 
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Figura 16. Análise de discriminantes da variação de hidrocarbonetos cuticulares de todos os 

grupos estudados. As elipses estão marcadas no centróide de cada grupo.  

 
Tabela VI. Valores absolutos dos hidrocarbonetos cefálicos mais representativos nas 

cromatografias. * menor valor, ** valor intermediário e *** maior valor de log, para 

cada hidrocarboneto entre as classes estudadas. 

 N14 F14 N30 F30
C21:1 * *** * ***
C23 * *** * ***
C24 * *** * **
C25 * *** * ***
C27:1 * *** * ***
C27 * *** * ***
C28 ** *** * *
C29:1 * *** * ***
C29 * *** * ***
9,11,13,15 Met C29 * ** *** *
C31:1 * *** * *
C31:1 *** * *** **
C31 *** * * *
C32:2 *** ** ** *
C33:1 *** ** *** *
C33:1 *** * *** *
C33 *** * * **
C35:2 *** * *** *
C35:1 *** ** *** *
C35:1 *** * *** *

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.5 Quantificação do hormônio juvenil 

Os títulos de hormônio juvenil circulantes na hemolinfa de amostras individuais de 

operárias provindas da colônia single-cohort e de uma colônia controle foram 
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quantificados (em pg/µl). Os dados analisados pelo teste estatístico ANOVA, programa 

Sigma Stat, mostraram-se estatisticamente diferentes (p<0,05) para alguns grupos (Tabela 

VII). Para ambos os grupos, as abelhas forrageiras apresentaram título de hormônio juvenil 

mais alto em relação às operárias nutrizes, confirmando a diferença de castas entre cada 

grupo analisado (Figura 17). Separadamente, o grupo de forrageiras controle (FC) 

mostrou-se diferente (p<0,05) dos grupos das nutrizes testadas e controle, mas não do 

grupo das forrageiras. Por essa análise pode-se separar as operárias por função, nutriz ou 

forrageira, mas não por idade. 

 

4.2.6 Perfil das proteínas da hemolinfa 

A análise dos géis SDS-PAGE submetidos às diferentes colorações não foi 

informativa a respeito do padrão da proteína vitelogenina para as diferentes tarefas e 

idades. Não foi possível se observar a formação de um padrão distinguível. 

 

4.2.7 Expressão dos genes possivelmente relacionados ao envelhecimento 

Os genes codificadores de vitelogenina (vg), amilase proximal,  CuZn superóxido 

dismutase (sod) e buffy (buffy) não apresentaram diferença estatística (Figura 18).  

A regulação de amy está possivelmente relacionada com o fitness da produtividade 

e no ciclo de vida do indivíduo (Matsuo e Yamazaki 1984). Embora não apresente 

diferença estatística nas amostras analisadas, ele se encontra mais expresso em forrageiras 

(Figura 19). A alta expressão do gene amy nas bibliotecas de forrageiras, pode ser atribuída 

a necessidade de converter amido originário de plantas, o qual é encontrado no néctar 

coletado durante os vôos de forrageamento, em glicose. 

Amdam et al. (2003) propôs que  a vitelogenina em nutrizes é incorporada à 

glândula hipofaríngea e usada como uma fonte de proteína para a produção de proteínas da 
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geleia real. Analisando-se o padrão de expressão desse gene nas amostras testadas não é 

possível se identificar uma tendência de maior expressão em nutrizes em relação a 

forrageiras, com exceção dos valores para nutrizes de 30 dias. (Figura 20).  

Enzimas antioxidantes estão envolvidas em várias funções vitais incluindo a 

redução dos danos oxidativos encurtadores da vida. A enzima antioxidante SOD é um dos 

exemplos de genes relacionados ao envelhecimento. Embora não estatisticamente 

diferente, esse gene encontrou-se mais expresso em abelhas velhas, forrageiras (Figura 21). 

O gene buffy é necessário para a sobrevivência celular e pode prevenir a morte 

celular por radiação; a inibição de buffy por RNAi leva a apoptose ectópica, enquanto que a 

super-expressão desse gene resulta em inibição do desenvolvimento por morte celular 

programada (O'Reilly et al., 1996, Quinn et al., 2003). Analisando os dados apenas por 

tarefa desempenhada (Figura 18), encontra-se, ainda que não estatisticamente diferente, 

uma maior expressão para esse gene em nutrizes, corroborando os dados da literatura. 

Entretando, quando se separa todos os grupos (Figura 22) não é possível se distinguir uma 

expressão predominante em nutrizes.  

O gene mrjp-4, um dos genes da família de proteínas da geleia real, juntamente com 

o gene α-glico, apresentaram diferença estatística entre nutrizes e forrageiras. 

A alta expressão de mrjp-4 em forrageiras (Figura 23) pode acrescentar uma nova 

função à família MRJP, primariamente relacionado à produção de geleia real, uma vez que 

não se espera produção de geleia real em forrageiras. Novas funções tem sido atribuídas a 

genes dessa família, p. ex. mrjp-9 descoberto como sendo um novo componente de veneno 

(Peiren et al., 2005). 

Uma vez que nutrizes se alimentam preferencialmente de pólen, e as forrageiras de 

mel e néctar, há a necessidade, nesse último caso, da presença de enzimas que façam a 

metabolização de carboidratos (glicose e frutose) ausentes no pólen (rico em proteínas). A 
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maior expressão de α-glico em forrageiras em detrimento às nutrizes (Figura 24) corrobora 

a função desse gene em produzir enzimas necessárias às operárias desempenhando essa 

tarefa, de alto gasto calórico, necessitando, portanto de uma alimentação rica em energia. 
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Figura 17. Análise de ANOVA, seguido de pos-hoc Tukey, p<0,05. para os dados de 

radioimunoensaio dos títulos de hormônio juvenil. Letras diferentes sobre as 

barras indicam diferenças estatisticamente significantes. 

 

 
 
 
 
 
Tabela VII. Comparação par-a-par entre os grupos testados quanto ao título de hormônio 

juvenil. Foram considerados estatisticamente diferentes os valores com 

p<0,05 (Método Dunn). 

 
Comparação Diferença de classificação Q p<0,05

FC vs N14 30,95 4,098 Sim
FC vs NC 25,00 3,121 Sim
FC vs N30 22,80 3,019 Sim
FC vs F14 17,75 2,350 Não
FC vs F30 12,90 1,708 Não testado
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Figura 18. Níveis de expressão do mRNA dos genes mrjp-4, vg, α-glico, buffy, amy e sod em 

operárias nutrizes e forrageiras. A expressão do mRNA foi detectada por PCR 

quantitativa em tempo real, usando-se o gene rp49 como controle para as 

normalizações e análises em triplicata (réplicas técnicas). Os gráficos das quantidades 

relativas de mRNA foram gerados à partir da quantificação de um pool de 3 cabeças 

por grupo. Diferença estatística é indicada pelo asterisco, One-way ANOVA, p<0,05. 
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Figura 19. Quantificação relativa de amy nas diferentes idades e tarefas das operárias estudadas 

utilizando-se a técnica de PCR em tempo real. Alíquotas de cDNA foram empregadas 

para amplificação utilizando-se metodologia SYBR Green. Os valores para construção 

dos gráficos são os valores relativos de quantificação obtidos utilizando-se 

metodologia 2-ΔΔCt. 
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Figura 20. Quantificação relativa de vg nas diferentes idades e tarefas das operárias estudadas 

utilizando-se a técnica de PCR em tempo real. Alíquotas de cDNA foram empregadas 

para amplificação utilizando-se metodologia SYBR Green. Os valores para construção 

dos gráficos são os valores relativos de quantificação obtidos utilizando-se 

metodologia 2-ΔΔCt.
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Figura 21. Quantificação relativa de sod nas diferentes idades e tarefas das operárias estudadas 

utilizando-se a técnica de PCR em tempo real. Alíquotas de cDNA foram empregadas 

para amplificação utilizando-se metodologia SYBR Green. Os valores para construção 

dos gráficos são os valores relativos de quantificação obtidos utilizando-se 

metodologia 2-ΔΔCt. 
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Figura 22. Quantificação relativa de buffy nas diferentes idades e tarefas das operárias estudadas 

utilizando-se a técnica de PCR em tempo real. Alíquotas de cDNA foram empregadas 

para amplificação utilizando-se metodologia SYBR Green. Os valores para construção 

dos gráficos são os valores relativos de quantificação obtidos utilizando-se 

metodologia 2-ΔΔCt. 
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Figura 23. Quantificação relativa de mrjp4 nas diferentes idades e tarefas das operárias 

estudadas utilizando-se a técnica de PCR em tempo real. Alíquotas de cDNA foram 

empregadas para amplificação utilizando-se metodologia SYBR Green. Os valores 

para construção dos gráficos são os valores relativos de quantificação obtidos 

utilizando-se metodologia 2-ΔΔCt.  
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Figura 24. Quantificação relativa de α-glico nas diferentes idades e tarefas das operárias 

estudadas utilizando-se a técnica de PCR em tempo real. Alíquotas de cDNA foram 

empregadas para amplificação utilizando-se metodologia SYBR Green. Os valores 

para construção dos gráficos são os valores relativos de quantificação obtidos 

utilizando-se metodologia 2-ΔΔCt. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO
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 5.1 Expressão gênica diferencial entre operárias nutrizes e forrageiras 

A transição de tarefas intranidais para atividades de vôo e forrageamento é um dos 

exemplos comportamentais característicos, entre uma mesma casta, de função idade-

dependente (revisado por Robinson et al., 2005). 

Há muito se discute sobre a relação da expressão comportamento-dependente e 

nesse contexto a GH mostrou-se ser um excelente modelo para tal estudo. Os primeiros 

trabalhos investigaram as proteínas presentes na GH de operárias nutrizes e forrageiras e 

mostraram que a expressão muda drasticamente com a idade (Halberstadt, 1980; Sasagawa 

et al., 1989); mas não se mostrou se essa alteração fisiológica era idade ou comportamento-

dependente. Trabalhos de proteômica tem apontado diferenças significativas entre nutrizes 

e forrageiras (Wolschin e Amdam, 2007).    

Transferindo essa duvida ao escopo gênico, Kubo e colaboradores (1996) 

encontraram um gene preferencialmente expresso em operárias forrageiras, o gene para a 

enzima α-glicosidase. A busca por genes expressos diferencialmente levou à descoberta de 

um novo gene, amilase, por Ohashi e colaboradores (1999), em forrageiras.  

De maneira geral a busca por respostas sobre quando, onde e como os genes se 

expressão pode ser de duas maneiras: estudos do corpo inteiro e focando em algum tecido 

específico. O primeiro é de grande valia, pois fornece um panorama geral, mas análises 

tecido específicas são mais precisas e podem mostrar diferenças que muitas vezes são 

perdidas, ou passam despercebidas na primeira. 

As análises por biblioteca subtrativa revelaram alguns genes já descritos pela 

literatura, mas mostraram novos genes, alguns já bem descritos, como é o caso do gene 

buffy e outros ainda com funções questionáveis, mrjp-4. 
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Buscando-se respostas ao mecanismo de envelhecimento, optou-se por incluir um 

novo candidato, mesmo que não encontrado nas análises subrativas, o gene sod codificador 

da enzima, CuZn superoxido dismutase . 

 

5.2 α-glicosidase 

 A síntese de proteínas pela glândula hipofaríngea (expressão gênica diferencial) 

muda de acordo com função das operárias na colônia. Essa mudança de expressão pode 

estar relacionada à mudança de alimentação da operária, uma vez que nutrizes se 

alimentam preferencialmente de pólen, e as forrageiras de mel e néctar. Neste último caso, 

há a necessidade, da presença de enzimas que façam a metabolização de carboidratos 

(glicose e frutose) ausentes no pólen (rico em proteínas). A validação do gene α-

glicosidase permite traçar um perfil mais claro para essa fase de desenvolvimento. 

Os primeiros resultados para o entendimento dessa enzima, foram dados por 

Simpson et al. (1968) e Sasagawa et al. (1989) e confirmados por Kubo e colaboradores 

(1996). Eles descreveram a alta atividade dessa enzima em glândulas hipofaríngeas de 

operárias forrageiras, postulando sua função em converter sacarose do néctar em glicose e 

frutose.  

Ohashi et al. (1996) isolaram e caracterizaram o gene da α-glicosidase em GH de 

forragerias, mas não puderam excluir a possibilidade de que a expressão é devida a idade e 

não ao comportamento. 

Nas amostras aqui estudadas, pela técnica de biblioteca subtrativa esse gene não foi 

encontrado em operárias nutrizes novas, corroborando os dados de RT-PCR, na qual esse 

gene foi encontrado preferencialmente expresso em forrageiras (Figura 24). As análises das 

amostras da colônia single-cohort, indicam a expressão desse gene como ligado 

preferencialmente ao comportamento, uma vez que uma alta expressão é sempre observada 
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em forrageiras independentemente da idade e uma baixa expressão observada tanto em 

nutrizes controle como nas testadas. 

Tanto as análises utilizando-se pool de GH (Figura 12) como nas amostras com 

pool de cabeça mostraram o mesmo resultado (Figura 24), embora na primeira os 

resultados não tenham sido estatisticamente corroborados.  

Algumas vezes os dados estatísticos não esclarecem, a primeira vista, o momento 

fisiológico estudado. Estudar organismos vivos tão complexos, como os insetos sociais é 

intrigante e desafiador e muitas vezes nos coloca em alguns labirintos, p. ex.: um dado 

interessante foi visto por Santos et al., 2005, estudando a secreção da GH de operárias 

nutrizes, esses pesquisadores encontraram por gel de eletroforese 2D, algumas proteínas 

componentes da geleia real, dentre elas α-glicosidase. Como isso seria possível se os dados 

aqui encontrados, juntamente com os trabalhos citados, mostram a presença tanto da 

proteína como do gene em operárias forrageiras? Provavelmente exista uma baixa 

transcrição, ainda que quem níveis muito baixos, desse gene. Tais resultados poderiam ser 

explicados pela própria fisiologia e na manifestação da mesma, podendo ser esperado 

pequenas ou até grandes diferenças entre indivíduos de mesma idade, os níveis de Vg, por 

exemplo, são diferentes em operárias de mesma idade, mesmo sem interferência 

experimental (Lourenço, c.p.) 

Comprova-se com os dados obtidos, a expressão diferencial em operárias 

forrageiras e relacionando-se a expressão desse gene com o comportamento. Sugere-se a 

utilização desse gene como um marcador de comportamento, mas não de idade, pelo 

menos em Apis mellifera. 
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5.3 Mrjp-4 

Quando as operárias mudam suas atividades de nutrizes para forrageiras a GH 

altera sua função de produção das proteínas da geleia real para síntese de α-glicosidase 

(Ohashi et al., 1997). 

A maior parte das proteínas constituintes da geleia real pertence a uma família 

protéica, MRJP (Schmitzová et al., 1998). Atualmente se conhece 9 loci que codificam as 

MRJPs (MRJP-1 – MRJP-9) (Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006; Drapeau 

et al., 2006).   

Encontrou-se diferencialmente expresso em operárias forrageiras o gene mrjp-4. 

Esse gene é descrito como expresso em glândulas hipofaríngeas de operárias forrageiras 

(Santos et al., 2005; Klaudiny et al., 1994b a,b; Whitfield et al., 2002; Sano et al., 2004; 

Drapeau et al., 2006). No entanto, como as glândulas estão atrofiadas em forrageias não 

era de se esperar que tal expressão aparecesse nessa fase de desenvolvimento.  

Nem todas as MRJPs parecem estar relacionadas a funções nutricionais das 

proteínas da geleia real. A MRJP-8 e a MRJP-9 foram encontradas na glândula de veneno 

(Peiren et al., 2008). Discute-se até uma possível relação dessas proteínas como um fator 

de sensibilidade imunológica contra alergia da geleia real (Albert e Klaudiny, 2007). 

Relaciona-se a expressão do gene mrjp-1 nos corpos pedunculados (corpora pedunculata) 

do cérebro de abelhas melíferas, implicando esse gene no comportamento (Kucharski et 

al., 1998). 

A expressão de mrjp-4 aqui encontrada, em uma fase na qual de não secreção para a 

GH, faz pensar sobre qual função que ele poderia estar exercendo e/ou se mesmo atrofiada 

a GH mantém uma função basal, ligada à própria capacidade de reversão. Scharlaken et al., 

2008, submetendo operárias de A. mellifera a stress por contaminação bacteriana, 

encontraram uma menor expressão gênica para o mrjp-4 nas amostras testadas, ainda que 
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não estatisticamente diferente. Eles sugerem uma possível redução da síntese de MRJP-4 

para economia de energia em uma estratégia de conservação. Nossos dados podem apontar 

para outra direção, uma vez que diferenças estatísticas mostram sua expressão em 

forrageiras independente da idade; como é nessa fase que se necessita de um maior gasto 

calórico, para a tarefa de forrageamento, a hipótese de diminuição de expressão para 

redução de energia poderia estar em desacordo com os resultados aqui obtidos.  

Embora já identificadas, pouco se sabe sobre a função desses genes ou sobre seus 

produtos protéicos; as MRJPs podem ser multifuncionais, indo além de um papel 

nutricional, com funções ainda não bem estabelecidas. 

A descoberta desse gene diferencialmente expresso vem corroborar a idéia de que 

as MRJPs exibem uma função contexto-dependente; o papel nutricional das MRJPs tem 

implicações fenotípicas diferentes na GH quando comparada a outros processos do 

desenvolvimento.   

 

5.4 Amilase Proximal 

Um outro gene diferencialmente encontrado em forrageiras foi o amy (codificador 

da enzima α-amilase). O gene amy descrito em Drosophila melanogaster, é composto de 

um éxon de 1482 bp (Boer e Hickey, 1986) e é inversamente duplicado no segundo 

cromossomo (Bahn, 1967 e Levy et al., 1985). Os genes duplicados são conhecidos como 

distal e proximal, sendo este ultimo encontrado diferencialmente expresso nas bibliotecas 

subtrativas de A. mellifera, tendo como teste o cDNA de forrageira. Devido ao fato da 

enzima α-amilase interagir diretamente com a comida, amy é um gene alvo potencial de 

evolução adaptativa. Já é sabido que fatores, tais como, resposta à dieta de carboidratos 

(Benkel e Hickey, 1986; Inomata et al., 1995; Inomata e  Yamazaki, 2000), especificidade 

a tecido (Abraham e Doane, 1978; Powell et al., 1980; Klarenberg et al. 1986), e padrões 
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de expressão fase-específica (Yamazaki, 1986;  Inomata e Yamazaki, 2000) estão todos 

envolvidos na regulação deste gene. Yamazaki e Matsuo (1984) mostraram que a 

regulação de amy está possivelmente relacionada com o fitness da produtividade e no ciclo 

de vida do indivíduo. Deste modo a alta expressão do gene amy nas bibliotecas de 

forrageiras, pode ser atribuída a necessidade de converter amido originário de plantas, o 

qual é encontrado no néctar coletado durante os vôos de forragemento, em glicose.  

Apenas dois trabalhos mencionam a expressão desse gene em forrageiras (Ohashi et 

al., 1999 e Santos et al., 2005). A diferença de expressão aqui encontrada, embora não 

estatisticamente diferente, vem corroborar os dados sobre esse gene e adicionar novas 

informações, uma vez que o gene aqui encontrado equivale ao amilase proximal restando 

saber se há uma porção distal desse gene em abelhas, do mesmo modo que em D. 

melanogaster.  

 

5.5 Buffy 

A sequência estudada mostra-se como sendo realmente integrante da família BCL, 

mais especificamente da família Bcl-2, que codifica uma proteína regulatória relacionada 

com apoptose (para revisão Igaki e Miura, 2004). Até onde se sabe a expressão desse gene 

em A. mellifera foi descrita pela primeira vez nesse trabalho. O gene buffy é necessário 

para a sobrevivência celular e pode prevenir a morte celular por indução; a inibição de 

buffy por RNA de interferência leva a apoptose ectópica, enquanto que a super-expressão 

desse gene resulta em inibição do desenvolvimento por morte celular programada (O'Reilly 

et al., 1996, Quinn et al., 2003).  Em contraposição a isto, Sevrioukov et al. (2007), 

verificaram que BUFFY apresenta distintos mecanismos de ação do processo de apoptose, 

mas não é um dos principais reguladores deste processo no desenvolvimento de embriões 

mutantes em Drosophila. 



Discussão____________________________________________________________________ 67 

A inibição de morte celular por buffy se dá através de interação física com outro 

membro da família bcl-2 de Drosophila melanogaster, o produto do gene debcl (Quinn et 

al., 2003), um ativador de morte celular. Entretanto, no genoma de A. mellifera não há 

sequência identificada como correspondente ao gene debcl, indicando que a função 

inibitória da proteína BUFFY seja independente da interação com debcl.  

Na biblioteca onde se empregou operárias nutrizes como cDNA tester, foi 

preferencialmente clonado o gene buffy. Obteve-se uma maior expressão deste gene, 

segundo verificado na validação por PCR quantitativa. 

Quando testado nas amostras provindas da colônia single-cohort não se obteve uma 

expressão diferencial significativa em nenhum dos estados – idade ou comportamento 

(Figura 22). A alta expressão do gene buffy nesta fase pode estar ligada a inibição de 

apoptose da glândula hipofaríngea, prevenindo-a de atrofia precoce em operárias nutrizes e 

atrofia nas operárias forrageiras.  

Com este resultado pode-se inferir uma proteção à morte celular em um momento 

no qual se espera atrofia da GH; o buffy pode prevenir morte celular induzida por stress e a 

transição de atividade de forrageira para nutriz pode representar esta condição, sobretudo 

se considerarmos a mudança de alimentação que ocorre. Além disso, muitas células já 

morreram durante o processo de atrofia da glândula e as ainda “sobreviventes” 

provavelmente estão nesta condição justamente por expressarem um fator que as preserva, 

senão ela já teria sido completamente reabsorvida. Essa proteção pode indicar uma 

atividade basal da GH em operárias forrageiras, trazendo explicações de como uma 

glândula atrofiada pode reativar suas funções para produção de geleia real, na ausência de 

abelhas mais novas (Ohashi, 1997). A expressão contínua desse gene, em dois momentos 

hormonais bem distintos - altos níveis de vitelogenina e baixos níveis de hormônio juvenil 
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em nutrizes, e o contrário em forrageiras - pode revelar uma regulação gênica mais 

complexa do que apenas a regulação por esses dois principais hormônios.      

Corroborando os dados aqui encontrados realizou-se um trabalho em 

conjunto com a aluna de mestrado Liliane M. F. de Macedo revelando a 

expressão desse gene em ovários ativos após teste de inativação por CO2. O 

buffy é inibidor de morte celular programada e a maior expressão deste gene é 

esperada nos tecidos que não entraram em processo de morte celular. 

 

5.6 CuZn superoxido dismutase (sod) 

 Modificações oxidativas de proteínas intracelulares é a maior evidência de 

senescência (Amdam et al., 2003a), e a perda resistência ao stress oxidativo é um marcador 

de envelhecimento em nematóides, dípteros e camundongos (Tatar et al., 2003). Escolheu-

se adicionar mais este gene à lista de genes aqui encontrados, tentando-se esclarecer o 

processo de envelhecimento.  

Pelas análises de PCR em tempo real, encontrou-se uma expressão contínua nas 

operárias com diferentes comportamentos e idades da colônia single-cohort. Essa 

expressão pode indicar a importância durante todas as fases das operárias de abelhas 

melíferas. Em um panorama geral, o gene sod encontra maior expressão em forrageiras, 

embora não estatisticamente diferente, indicando uma possível maior importância nessa 

última tarefa desempenhada pelas operárias, indo ao encontro de trabalhos que enfatizam o 

fato de que uma superexpressão do gene sod aumenta a longevidade (Sun et al. 2002). 

Ainda restam dúvidas quanto aos seus níveis de expressão e sua interferência na extensão 

do tempo de vida (Tatar, 1999; Muller et al., 2007), mas o perfil que começa a ser traçado 

pelos dados aqui obtidos, sobre o gene da enzima SOD, pode contribuir ao entendimento 

de como a oxidação está ligada ao envelhecimento/comportamento nas abelhas melíferas. 
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5.7 Vitelogenina 

Os níveis de vg aqui encontrados para forrageiras e nutrizes controle diferem do 

esperado. Robinson e Vargo (1997) encontraram em nutrizes altos níveis de vg e baixos 

níveis em forrageiras. Experimentos com RNAi (Nelson et al., 2007) encontraram uma 

ligação entre os níveis de vg e o comportamento de forrageamento, sugerindo uma regra na 

qual altos níveis de vg manteria as abelhas na fase de nutriz. Nossos dados, no entanto, 

levantam algumas dúvidas quanto a isso, uma vez que altos níveis de vg foram encontrados 

tanto em forrageiras controle e nutrizes de 30 dias, e por sua vez baixos níveis nutrizes 

controle. Pelos experimentos de RNAi era de se esperar que em hipótese alguma 

forrageiras apresentassem altos títulos para esse gene e que nutrizes sempre os tivesse em 

altos níveis. O fato de se encontrar transcritos, não significa que estes tão sendo traduzidos. 

Piulachs et al. (2003) encontraram, por exemplo, que o nível de mRNA da Vg diminui com 

a idade, embora estivesse presente em todas as idades estudadas. 

Em outro experimento de silencimento gênico (Amdam et al., 2006b), foi mostrado 

que a inibição de vg diminui a resposta a sacarose em operárias de 7 dias - a resposta a 

sacarose é um indicador de forrageamento, mais especificamente por pólen (Page e Erber 

2002). Tais dados vão de encontro aos de Nelson et al., 2007, o qual também por  

knockdown da vg, encontrou aumento por coleta de néctar em forrageiras.  

As forrageiras controle aqui estudadas, não sofreram outro tipo de manipulação a 

não ser a coleta e direta imersão em gelo, portanto os dados de PCR em tempo real do pool 

de cabeças reflete um momento natural das condições fisiológicas das operárias. Como 

encontramos altos níves de vg em forrageiras coletoras de pólen, aparentemente a tarefa de 

forrageamento seria mais bem caracterizada quando se considera a coleta por pólen. As 

diferenças encontradas ao se utilizar de métodos invasivos poderiam ser atribuídas a um 
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stress derivado da técnica em si, acarretando mudanças fisiológicas muitas vezes 

inesperadas. E também ao fato do teste não ter sido feito no corpo e sim na cabeça, pois no 

cérebro, 60% dos genes estão se expressando, ainda que não se encontre as proteínas 

correspondentes. 

 

5.8 Hidrocarbonetos cefálicos 

As comparações dos hidrocarbonetos cefálicos entre as diferentes idades e tarefas 

das operárias de A. mellifera estudadas, revelam diferenças tarefa-específicas. 

Em formigas, os diferentes comportamentos casta-específicos diferem quanto a 

proporção relativa entre n-alcanos, alcanos monometil e alquenos (Wagner et al., 1998), tal 

característica também foi observada com nossos resultados em A. mellifera. Analisando-se 

um perfil geral dos hidrocarbonetos em todas as fases estudadas (Tabela VI), seria possível 

dizer que há uma tendência entre as forrageiras de apresentar um maior número de alcanos 

de cadeia mais curta e um menor número de alquenos, quando comparadas às nutrizes.   

Discute-se que alcanos não seriam percebidos pelo sistema nervoso central das 

abelhas, uma vez que estes apresentam apenas uma característica distinguível no 

comprimento de sua cadeia de carbono, enquanto os alquenos tem pelo menos três 

características diferentes – o ângulo da dupla ligação, o comprimento da cadeia curta entre 

uma ponta e a dupla ligação, e o comprimento da dupla ligação e a outra ponta (Châline et 

al., 2005). Os resultados obtidos por Sachse et al. (1999) sugerem que, ao menos na 

superfície dos lóbulos antenais, nenhum glomérulo é especificamente sensível a alcanos, e 

nenhum responde a alquenos de cadeia longa; trabalho feito com operárias adultas sem se 

especificar as tarefas.  

Relacionando-se a característica hidrofóbica dos alcanos, outro aspecto que poderia 

explicar a maior quantidade de alcanos em forrageiras é o fato destas passarem mais tempo 
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fora da colméia estando mais expostas a aquecimento, ressecamento  quando comparadas 

as abelhas que permanecem realizando tarefas intranidais, tal característica também pode 

ser observada em formigas, como descrito por Wagner et al. (2001). 

Outro aspecto importante de se ter perfis distintos para essas duas tarefas se observa 

no controle da proporção de operárias desempenhando cada tarefa, podendo ser feito pela 

quantidade dos hidrocarbonetos dentro da colméia, um exemplo de quorum sensing. Green 

e Gordon (2003), em experimentos com formigas realizando forrageamento e outras 

executando diferentes tarefas intranidais, sugeriram que uma formiga pode acessar a 

função de outra da mesma colônia pelo perfil de seus hidrocarbonetos cuticulares e pode 

ajustar seu próprio comportamento de acordo com a necessidade. 

Como as forrageiras controle, provindas de uma colônia normal, constitui um grupo 

à parte das demais, poder-se-ia inferir uma maior distância também de um fenótipo 

reprodutivo, ocupando um platô fisiológico irreversível, ou seja, na ausência de nutrizes 

elas não teriam mais a capacidade de regenerar a GH. É sabido que dentro do grupo de 

forrageiras existe uma subdivisão de trabalho, com abelhas especializadas em coletar pólen 

e outras na coleta de néctar (Pankiw e Page, 2003). Alguns autores pregam que a 

subespecialização por néctar estaria mais afastada do fenótipo reprodutivo, estando as 

coletoras de pólen mais próximas de tal e desse modo sujeitas a uma reversibilidade mais 

favorável de sua fisiologia (Amdam et al., 2006a; Page e Amdam, 2007). Como as 

amostras de forrageiras aqui analisadas foram sempre coletadas quando voltavam do 

forrageamento trazendo pólen na corbícula, não seria de se esperar que formassem um 

grupo distinto das demais, mas o que se observa é justamente o oposto, as forragerias 

coletoras de pólen provindas de uma colônia padrão, quanto ao padrão de hidrocarbonetos, 

pode ser distinguido das outras operárias independente da idade ou função. 
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A idéia de robustez da característica de forrageamento como uma fase bem fixada, 

distinguível das demais, é corroborada por perfis protéicos encontrados por Wolschin e 

Amdam (2007). Para as forragerias da colônia single-cohort, aparentemente por mais 

velhas que sejam, a característica de forrageamento não se fixaria, mostrando uma 

vantagem adaptativa, uma vez que colônias single-cohort são muito sensíveis, por 

possuírem um número reduzido de integrantes. O não fixar definitivamente o 

comportamento conferiria tanto às nutrizes quanto as forrageiras a possibilidade de troca 

de tarefas mais facilmente se necessário.   

Este estudo representa somente um de muitos passos necessários para se entender a 

ontogenia comportamental de operárias adultas em termos dos seus hidrocarbonetos, uma 

vez que eles são formados por muitos compostos e aparentemente poderiam ser 

responsáveis por diferentes respostas comportamentais.  

 

5.9 Hidrocarbonetos das nutrizes 

 A análise da função de nutrizes e sua relação com a idade mostram diferenças 

estatísticas de alguns componentes quando analisados por MANOVA e análise de 

discriminantes (AD). 

 A classificação por AD revela que os grupos de nutrizes, controle de 5 dias e 

experimentais de 14 e 30 dias, separam-se claramente apesar de haver uma sobreposição 

encontrada em N30 e NC, conforme demonstrado pelas distâncias generalizadas de 

Mahalanobis (Squared Mahalanobis Distances from Group Centroids, Anexo). 

 

5.10 Hidrocarbonetos das forrageiras 

 Os três grupos de forrageiras puderam ser significativamente separados por AD. As 

forrageiras novas podem ser distintamente separadas das forrageiras velhas, e estes dois 
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grupos separados do grupo controle. O quadrado da distância de Mahalanobis não mostra 

erro de classificação nesta análise (Anexo). 

 5.11 Diferenciação idade-comportamento 

 As ADs em todos os grupos testados identificam uma separação em três grupos: 

nutrizes, forrageiras precoces e forrageiras velhas. Uma AD de todos os grupos estudados, 

operárias single-cohort e operárias normais, separa forrageiras e operárias independente da 

idade, mas não foi possível separar tão claramente o grupo de nutrizes.     

Forrageiras mais novas na single-cohort parecem apresentar um padrão de 

hidrocarbonetos cuticulares mais semelhantes ao de forrageiras de uma colônia padrão. 

Para nutrizes essa relação se inverte, nutrizes mais velhas se assemelham a nutrizes 

controle, pelo menos com relação ao perfil de hidrocarbonetos encontrado. 

Os resultados até aqui obtidos ampliam os conhecimentos sobre a expressão gênica 

diferencial, especialmente nas glândulas hipofaríngeas, trazendo novos candidatos a 

marcadores de envelhecimento. Esses resultados suportam a idéia de que a interação 

operária-operária pode influenciar a taxa de desenvolvimento comportamental, 

influenciada por comunicação química. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES
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 Os dados, sobre a expressão gênica diferencial na glândula hipofaríngea e os 

hidrocarbonetos cuticulares cefálicos, do presente trabalho, permitem-nos concluir que: 

 

1- Existem genes diferencialmente expressos na glândula hipofaríngea de operárias 

nutrizes e forrageiras de Apis mellifera, destes, buffy é expresso em operárias nutrizes, α-

glicosidase, amilase proximal e major royal jelly-4 são expressos em forrageiras. 

 

2. Buffy, pela primeira vez relatado em abelhas, se expressa em todas as idades e tarefas 

estudadas na colônia single-cohort e ainda que o teste de ANOVA tenha sugerido uma 

maior expressão em operárias nutrizes, as diferenças não foram estatisticamente 

significantes. 

 

3. α-glicosidase está diferencialmente expresso em operárias forrageiras, independente da 

idade. É, portanto, um gene ligado ao comportamento. Pode-se sugerir a utilização desse 

gene como um marcador de comportamento, mas não de idade, pelo menos em Apis 

mellifera. 

 

4. O gene mrjp-4 é um outro gene que mostra-se estritamente ligado ao comportamento. 

Diferencialmente expresso em forrageiras, é um gene com funções ainda desconhecidas, 

mas por se expressar nesta tarefa, possivelmente não estaria ligado à produção de geléia 

real e à alimentação das larvas. 

 

5. O gene codificador da amilase proximal é também um exemplo de gene ligado ao 

comportamento. Aqui comprovadamente, ligado à tarefa de forrageamento. 
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6. O gene sod encontra-se expresso nas duas fases, mas com maior expressão em 

forrageiras, uma vez que são operárias expostas a um maior stress em relação às nutrizes, 

fato coerente com a função descrita para este gene. 

 

7. O perfil de hidrocarbonetos cuticulares cefálicos, em operárias de Apis mellifera consiste 

em alcanos, alquenos, alcadienos e alcanos ramificados. 

 

8. Forrageiras e nutrizes podem ser diferenciadas por possuírem um perfil característico no 

qual, o perfil de forrageiras é formado principalmente por alcanos, enquanto o das nutrizes, 

por alquenos. 

 

9. Os hidrocarbonetos cefálicos entre as diferentes idades e tarefas das operárias de A. 

mellifera aqui estudadas, mostram haver diferenças tarefa-específicas, servindo 

possivelmente para reconhecimento da composição geral de operárias de uma colméia, 

decidindo a cerca do comportamento das demais (quorum sensing). 
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A1. Resumo da análise pelo pipeline, das sequências geradas pela biblioteca subtrativa. Do total 

de 96 clones analisados, 63 seqüências foram classificadas como boas e submetidas 

posteriormente a testes do BLAST.  
 

100%96%TOTAL

65,62%63SEQUÊNCIAS BOAS

34,38%33Filtered by qualityFilter_quality.pl

0,00%0insecta_rRNA.fsaFilter_blast.pl

0,00%0ame_ref_chrMT.faFilter_cross_match.pl

PORCENTAGEMSEQUÊNCIASDISCRIMINAÇÃOPROGRAMA

Seleção das Sequências

100%96%TOTAL

65,62%63SEQUÊNCIAS BOAS

34,38%33Filtered by qualityFilter_quality.pl

0,00%0insecta_rRNA.fsaFilter_blast.pl

0,00%0ame_ref_chrMT.faFilter_cross_match.pl

PORCENTAGEMSEQUÊNCIASDISCRIMINAÇÃOPROGRAMA

Seleção das Sequências
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A2. Seqüências de contigs e singlets resultantes das análises do pipeline. Estas sequências foram 

analisadas por meio de algoritmos BLAST para anotação baseada em similaridades com 

proteínas preditas de Apis mellifera (Official Gene Set) e/ou com potenciais ortólogos em 

outros insetos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

>Contig1
GAGGGAAGATCTTTACGTGGCTTGGAGGACAATTCTGGGAATGCAGGCCAACCTTATCGCAGAA
ATAGTCTCGCATTATCTCTTCATTCGAATTTGGCAGCTTTTCCTGTTCCTAATAATCAAGAAATCTC
ACCTTTTCATGTAGTTGATTCGGCTCGGAGAAGATTTAGTAATGTCAGTGATGTCGTATCCAGAA
AAATTTCTCACACAATTCGATGGAGAACGGTTTCGGCATCAATCGAGCTTACAGTATCTCAAGGA
TCTTCCCTC

>Contig2
GATGCACTTTCTCGAGTTCAGCTCCAACTGATACTAATTCTGGATAAACTTCTCCCACAACTGCA
CCACCAGGAAGCAACATGGCACTTCTCATCCTTTTCAATCCAAGCTTTC

>Contig3
GAATTCACTAGTGATTAGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAAGATCGGAACGACGCGCACGGTACG
GGCAACTCGAGGGCGAACACGTACAATTTCGACTATCCGCAAGTGCCCTACACC

>Contig4
GTTTCTGCTGGATTTTCCTCAAGCTCTAATACCTGGCTTCGTGTCAACGAAAATTACAAGACTGTC
AATCTAGCTGCTGAAAAGAAGGACAAGAACTCGTTCTTCAATATGTTCAAGAAATTTGCGTCGCT
GAAAAAAATCGCCATACTTTAAAGAGGCCAATTTAAATA

>Contig5
GAGGGAAGATCAGGCTAGCCTCCATTAATCCCGGGTCGTGCAAGAAATCGATAACATTATTTAAA
GCGGTAATTACGCCGGCACAATGAGCTTGAAACCGTTTATTAGCCGGCAATTCGTTCAAGGGAG
TGTCCATGAAAGCGGTAAAGTATCGCTGATATTCCGGATATTTTTT

>Contig6
AGACATCCACGATGGCCTCGCTAGCAGATTGTTCCGATGAGAAACTACCACATCCAATTTGTCGT
GCAACACGATTGAATAAATTTGGATGCATTTTCTCGAGTTCAGC

>Singlets
CAGTTACGGTCGATGTAGTCGTGCATCGAGCAGGACTTTTTTTTTTCTTTCTCTCTCTTTCTCCTT
CTCCTAGGTTTCTCGAGCTTATTGTATATTTAGTAGCAGACTGCTTTCTACCGCCGTCCTCGT
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A3. Análise de Componentes Principais de operárias nutrizes com o programa Statistica 6.1 

88,9874917,797506,202621,2405245

82,7848716,556978,645871,7291734

74,1390014,8278013,739222,7478443

60,3997812,0799618,648073,7296142

41,751718,3503441,751718,3503431

CumulativeCumulativ
e

% TotalEigenvalue

Eigenvalues Extraction: Principal components

88,9874917,797506,202621,2405245

82,7848716,556978,645871,7291734

74,1390014,8278013,739222,7478443

60,3997812,0799618,648073,7296142

41,751718,3503441,751718,3503431

CumulativeCumulativ
e

% TotalEigenvalue

Eigenvalues Extraction: Principal components

e

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Factor Loadings (Unrotated) Extraction: Componentes Principais (Marcados são  >0 ,700000) 

 

0,0620260,0864590,1373920,1864810,417517Prp.Totl

1,2405241,7291732,7478443,7296148,350343Expl.Var

0,2121290,329428-0,2120000,510278-0,711371C35:1

0,2534210,254666-0,423855-0,155961-0,738655C35:1

0,1509020,4152460,045449-0,220972-0,742541C35:2

0,0949920,3218160,483304-0,268206-0,645221C33

-0,0492610,310054-0,180617-0,311703-0,834811C33:1

-0,2089950,4167510,1970500,475184-0,682830C33:1

-0,0328670,086724-0,059004-0,908946-0,263422C32:2

-0,2492280,3058940,8040690,356574-0,202462C31

-0,3663390,346847-0,011195-0,8030740,156313C31:1

-0,162788-0,3881360,523508-0,624196-0,110429C31:1

-0,2346800,466802-0,3548280,1083100,6968359,11,13,15 Met C29

-0,2465630,1456020,7792500,1243860,499652C29

-0,1172630,116231-0,192152-0,7956880,518677C29:1

0,5271030,1493230,381922-0,4415190,585982C28

0,054827-0,0364960,1440960,3129300,802550C27

-0,2928060,234866-0,3347600,1935880,747076C27:1

0,2846640,3540780,2025800,0969320,784999C25

0,4962060,1770630,208016-0,1086000,769766C24

-0,0472030,386201-0,140113-0,0154580,895491C23

-0,0618410,025733-0,3731790,0348760,678469C21:1

FactorFactorFactorFactorFactor

0,0620260,0864590,1373920,1864810,417517Prp.Totl

1,2405241,7291732,7478443,7296148,350343Expl.Var

0,2121290,329428-0,2120000,510278-0,711371C35:1

0,2534210,254666-0,423855-0,155961-0,738655C35:1

0,1509020,4152460,045449-0,220972-0,742541C35:2

0,0949920,3218160,483304-0,268206-0,645221C33

-0,0492610,310054-0,180617-0,311703-0,834811C33:1

-0,2089950,4167510,1970500,475184-0,682830C33:1

-0,0328670,086724-0,059004-0,908946-0,263422C32:2

-0,2492280,3058940,8040690,356574-0,202462C31

-0,3663390,346847-0,011195-0,8030740,156313C31:1

-0,162788-0,3881360,523508-0,624196-0,110429C31:1

-0,2346800,466802-0,3548280,1083100,6968359,11,13,15 Met C29

-0,2465630,1456020,7792500,1243860,499652C29

-0,1172630,116231-0,192152-0,7956880,518677C29:1

0,5271030,1493230,381922-0,4415190,585982C28

0,054827-0,0364960,1440960,3129300,802550C27

-0,2928060,234866-0,3347600,1935880,747076C27:1

0,2846640,3540780,2025800,0969320,784999C25

0,4962060,1770630,208016-0,1086000,769766C24

-0,0472030,386201-0,140113-0,0154580,895491C23

-0,0618410,025733-0,3731790,0348760,678469C21:1

FactorFactorFactorFactorFactor
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0,07727948,422270,7139870,5348020,4005861

0,0000001052,908270,1204730,9117394,9265360

p-leveldfChi-Sqr.Wilks'CanoniclEigen-

0,07727948,422270,7139870,5348020,4005861

0,0000001052,908270,1204730,9117394,9265360

p-leveldfChi-Sqr.Wilks'CanoniclEigen- 
 
 
 

Teste do Chi-quadrado com as remoções sucessiva das raízes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resumo das Análises de Discriminantes (número de variável no modelo: 5) 

Wilks' Lambda: ,12047 aprox. F (10,46)=8,6530 p< ,0000 (3 grps) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,3575460,6424540,00031611,677380,4961730,242804FACTOR5

0,0271740,9728260,1721381,901190,8581330,140390FACTOR4

0,4961840,5038160,00000127,214000,2970500,405564FACTOR3

0,4766430,5233570,00001418,956260,3775910,319057FACTOR2

0,0365250,9634750,2413541,513080,8837260,136324FACTOR1

1-Toler.Toler.p-levelF-removePartialWilks'

0,3575460,6424540,00031611,677380,4961730,242804FACTOR5

0,0271740,9728260,1721381,901190,8581330,140390FACTOR4

0,4961840,5038160,00000127,214000,2970500,405564FACTOR3

0,4766430,5233570,00001418,956260,3775910,319057FACTOR2

0,0365250,9634750,2413541,513080,8837260,136324FACTOR1

1-Toler.Toler.p-levelF-removePartialWilks'

p-levels
N30 NC N14

N30 0,095003 0,000001
NC 0,095003 0,000000
N14 0,000001 0,000000
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20,661940,352832,79250NCNC_P10

30,452791,403052,84707NCNC_P9

31,560962,005318,77493NCNC_P8

23,228800,666412,05795NCNC_P7

17,072750,619752,66339NCNC_P6

28,137191,851671,78923NC*NC_P5

25,669460,417143,61463NCNC_P4

25,669460,417143,61463NCNC_P3

17,902740,401271,91628NCNC_P2

17,662891,116694,45824NCNC_P1

14,6614111,732003,97623N30N30_P10

28,810751,119172,45631N30*N30_P9

48,3580926,7201823,23000N30N30_P8

21,4720914,448645,45325N30N30_P7

20,729481,481653,56199N30*N30_P6

16,994272,759771,23525N30N30_P5

18,737681,035570,62894N30N30_P4

23,277712,379240,67974N30N30_P3

14,042678,951683,42513N30N30_P2

16,591260,873531,57701N30*N30_P1

2,9536224,0784017,43309N14N14_P10

5,528916,635294,29640N14*N14_P9

21,7431950,3968943,50449N14N14_P8

2,8428814,6692211,83814N14N14_P7

9,7875821,6733611,02031N14N14_P6

10,5085161,0450450,08343N14N14_P5

5,0778523,4638322,38047N14N14_P4

7,6830838,8408935,47447N14N14_P3

3,2165734,3155431,97574N14N14_P2

10,1827133,1741728,96992N14N14_P1

N14NCN30Observed

20,661940,352832,79250NCNC_P10

30,452791,403052,84707NCNC_P9

31,560962,005318,77493NCNC_P8

23,228800,666412,05795NCNC_P7

17,072750,619752,66339NCNC_P6

28,137191,851671,78923NC*NC_P5

25,669460,417143,61463NCNC_P4

25,669460,417143,61463NCNC_P3

17,902740,401271,91628NCNC_P2

17,662891,116694,45824NCNC_P1

14,6614111,732003,97623N30N30_P10

28,810751,119172,45631N30*N30_P9

48,3580926,7201823,23000N30N30_P8

21,4720914,448645,45325N30N30_P7

20,729481,481653,56199N30*N30_P6

16,994272,759771,23525N30N30_P5

18,737681,035570,62894N30N30_P4

23,277712,379240,67974N30N30_P3

14,042678,951683,42513N30N30_P2

16,591260,873531,57701N30*N30_P1

2,9536224,0784017,43309N14N14_P10

5,528916,635294,29640N14*N14_P9

21,7431950,3968943,50449N14N14_P8

2,8428814,6692211,83814N14N14_P7

9,7875821,6733611,02031N14N14_P6

10,5085161,0450450,08343N14N14_P5

5,0778523,4638322,38047N14N14_P4

7,6830838,8408935,47447N14N14_P3

3,2165734,3155431,97574N14N14_P2

10,1827133,1741728,96992N14N14_P1

N14NCN30ObservedObservado

 
 

Quadrado da distância de Mahalanobis por grupo de Centróide. * Marcação incorreta 
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A5. Análise de Componentes Principais de operárias forrageiras com o programa Statistica 6.1 

 

84,3075216,861506,066771,2133536

78,2407615,648157,515651,5031315

70,7251014,145029,208471,8416944

61,5166312,3033312,020782,4041563

49,495869,8991717,363733,4727472

32,132126,4264232,132126,4264241

CumulativeCumulative% TotalEigenvalue

84,3075216,861506,066771,2133536

78,2407615,648157,515651,5031315

70,7251014,145029,208471,8416944

61,5166312,3033312,020782,4041563

49,495869,8991717,363733,4727472

32,132126,4264232,132126,4264241

CumulativeCumulative% TotalEigenvalue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Factor Loadings (Unrotated) Extraction: Componentes Principais (Marcados são  >0 ,700000) 

 

 

0,0606680,0751570,0920850,1202080,1736370,321321Prp.Totl

1,2133531,5031311,8416942,4041563,4727476,426424Expl.Var

-0,255826-0,314343-0,271251-0,5712300,564942-0,000990C35:1

0,288358-0,2398000,0301110,4400680,581304-0,482984C35:1

-0,1116190,264110-0,2197280,1973740,254601-0,787234C35:2

0,0643820,643517-0,109296-0,1116620,6542950,186496C33

-0,4603040,072556-0,058687-0,146289-0,348285-0,685230C33:1

-0,279416-0,250369-0,314038-0,0481770,6526070,226361C33:1

0,111216-0,085551-0,5933100,4979290,056249-0,298818C32:2

0,1279480,600264-0,402712-0,3161070,4536700,300348C31

0,5198260,0316860,151814-0,503718-0,372931-0,349085C31:1

-0,110111-0,223902-0,3978090,5661700,0543900,408947C31:1

0,062289-0,2045920,205248-0,2400890,8458210,0636699,11,13,15 Met C29

0,2423510,062948-0,357175-0,270816-0,0259990,792565C29

-0,1295330,032099-0,2326390,169443-0,2443930,877309C29:1

0,3882750,083409-0,0399890,649146-0,0543050,488434C28

0,068528-0,156204-0,092072-0,246154-0,1927360,881788C27

-0,1732400,220043-0,082137-0,038422-0,4288420,730689C27:1

-0,060853-0,1786330,160622-0,158651-0,0698550,821584C25

-0,4165610,3980740,4747640,4259170,1011710,406805C24

0,001182-0,2324190,2238700,0580470,2950970,818711C23

0,0709230,0721740,6061890,1838730,5679080,294226C21:1

FactorFactorFactorFactorFactorFactor

0,0606680,0751570,0920850,1202080,1736370,321321Prp.Totl

1,2133531,5031311,8416942,4041563,4727476,426424Expl.Var

-0,255826-0,314343-0,271251-0,5712300,564942-0,000990C35:1

0,288358-0,2398000,0301110,4400680,581304-0,482984C35:1

-0,1116190,264110-0,2197280,1973740,254601-0,787234C35:2

0,0643820,643517-0,109296-0,1116620,6542950,186496C33

-0,4603040,072556-0,058687-0,146289-0,348285-0,685230C33:1

-0,279416-0,250369-0,314038-0,0481770,6526070,226361C33:1

0,111216-0,085551-0,5933100,4979290,056249-0,298818C32:2

0,1279480,600264-0,402712-0,3161070,4536700,300348C31

0,5198260,0316860,151814-0,503718-0,372931-0,349085C31:1

-0,110111-0,223902-0,3978090,5661700,0543900,408947C31:1

0,062289-0,2045920,205248-0,2400890,8458210,0636699,11,13,15 Met C29

0,2423510,062948-0,357175-0,270816-0,0259990,792565C29

-0,1295330,032099-0,2326390,169443-0,2443930,877309C29:1

0,3882750,083409-0,0399890,649146-0,0543050,488434C28

0,068528-0,156204-0,092072-0,246154-0,1927360,881788C27

-0,1732400,220043-0,082137-0,038422-0,4288420,730689C27:1

-0,060853-0,1786330,160622-0,158651-0,0698550,821584C25

-0,4165610,3980740,4747640,4259170,1011710,406805C24

0,001182-0,2324190,2238700,0580470,2950970,818711C23

0,0709230,0721740,6061890,1838730,5679080,294226C21:1

FactorFactorFactorFactorFactorFactor



Anexo_________________________________________________________________ 97 

 

 

0,000574521,789440,4109170,7675181,4335831

0,0000001264,367790,0722760,9078054,6853470

p-leveldfChi-Sqr.Wilks'CanoniclEigen-

0,000574521,789440,4109170,7675181,4335831

0,0000001264,367790,0722760,9078054,6853470

p-leveldfChi-Sqr.Wilks'CanoniclEigen-
 

 

 

Teste do Chi-quadrado com as remoções sucessiva das raízes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resumo das Análises de Discriminantes (número de variável no modelo: 6) 

Wilks' Lambda: ,0,07228 aprox. F (12,44)=9,9720 p< ,0000 (3 grps) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,3583910,6416090,00029212,052780,4771660,151470FACTOR6

0,4145220,5854780,00020512,802930,4621280,156399FACTOR5

0,1828150,8171860,0548553,322200,7680390,094105FACTOR4

0,1675480,8324520,00003816,719920,3968270,182136FACTOR3

0,4726410,5273590,00001419,391840,3619390,199692FACTOR2

0,1748190,8251810,0694353,018570,7846740,092110FACTOR1

1-Toler.Toler.p-levelF-removePartialWilks'

0,3583910,6416090,00029212,052780,4771660,151470FACTOR6

0,4145220,5854780,00020512,802930,4621280,156399FACTOR5

0,1828150,8171860,0548553,322200,7680390,094105FACTOR4

0,1675480,8324520,00003816,719920,3968270,182136FACTOR3

0,4726410,5273590,00001419,391840,3619390,199692FACTOR2

0,1748190,8251810,0694353,018570,7846740,092110FACTOR1

1-Toler.Toler.p-levelF-removePartialWilks'

p-levels 
F14 F30 FC

F14 0,000022 0,000000
F30 0,000022 0,000379
FC 0,000000 0,000379
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2,4249419,4301732,38948FCFC_P10

10,0098223,2829624,74712FCFC_P9

2,558667,9141431,00032FCFC_P8

4,3853614,8400318,70009FCFC_P7

3,612147,8075733,26274FCFC_P6

7,9464419,4164423,45405FCFC_P5

3,146976,2336229,47658FCFC_P4

4,311526,7814632,07447FCFC_P3

2,4276415,1968826,03857FCFC_P2

3,9580222,8509141,87501FCFC_P1

20,750645,4123121,17993F30F30_P10

14,017682,2388316,10604F30F30_P9

10,175426,7770821,95086F30F30_P8

10,813609,7923533,30162F30F30_P7

14,327114,9572426,87524F30F30_P6

39,0343217,7034438,32157F30F30_P5

10,357202,3251321,74436F30F30_P4

13,603035,3309610,16094F30F30_P3

12,372737,5733115,29086F30F30_P2

19,886034,254449,85741F30F30_P1

41,8135028,2816510,36404F14F14_P10

20,9734910,772561,26039F14F14_P9

26,3332615,210950,91669F14F14_P8

62,2984237,6893011,59886F14F14_P7

28,7102320,211862,33976F14F14_P6

32,5042520,748761,02453F14F14_P5

27,9441024,028946,68786F14F14_P4

28,6687816,212896,60645F14F14_P3

11,8971511,069177,90569F14F14_P2

17,9471715,051062,14913F14F14_P1

FCF30F14Observed

2,4249419,4301732,38948FCFC_P10

10,0098223,2829624,74712FCFC_P9

2,558667,9141431,00032FCFC_P8

4,3853614,8400318,70009FCFC_P7

3,612147,8075733,26274FCFC_P6

7,9464419,4164423,45405FCFC_P5

3,146976,2336229,47658FCFC_P4

4,311526,7814632,07447FCFC_P3

2,4276415,1968826,03857FCFC_P2

3,9580222,8509141,87501FCFC_P1

20,750645,4123121,17993F30F30_P10

14,017682,2388316,10604F30F30_P9

10,175426,7770821,95086F30F30_P8

10,813609,7923533,30162F30F30_P7

14,327114,9572426,87524F30F30_P6

39,0343217,7034438,32157F30F30_P5

10,357202,3251321,74436F30F30_P4

13,603035,3309610,16094F30F30_P3

12,372737,5733115,29086F30F30_P2

19,886034,254449,85741F30F30_P1

41,8135028,2816510,36404F14F14_P10

20,9734910,772561,26039F14F14_P9

26,3332615,210950,91669F14F14_P8

62,2984237,6893011,59886F14F14_P7

28,7102320,211862,33976F14F14_P6

32,5042520,748761,02453F14F14_P5

27,9441024,028946,68786F14F14_P4

28,6687816,212896,60645F14F14_P3

11,8971511,069177,90569F14F14_P2

17,9471715,051062,14913F14F14_P1

FCF30F14Observed 
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A7. Análise de Componentes Principais de operárias nutrizes e forrageiras (exceto controle) com o 

programa Statistica 6.1 

 

 

82,0733516,414675,886701,1773395

76,1866515,237338,779671,7559354

67,4069813,481409,344511,8689013

58,0624711,6124913,428432,6856872

44,634048,9268144,634048,9268081

CumulativeCumulative% TotalEigenvalue

82,0733516,414675,886701,1773395

76,1866515,237338,779671,7559354

67,4069813,481409,344511,8689013

58,0624711,6124913,428432,6856872

44,634048,9268144,634048,9268081

CumulativeCumulative% TotalEigenvalue
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Factor Loadings (Unrotated) Extraction: Componentes Principais (Marcados são >0,700000) 

0,0588670,0877970,0934450,1342840,446340Prp.Totl

1,1773391,7559351,8689012,6856878,926808Expl.Var

0,1155890,1241010,0031700,628167-0,444061C35:1

0,087959-0,4387860,307130-0,180272-0,729824* C35:1

-0,134938-0,234057-0,0062480,040288-0,902985* C35:2

-0,324716-0,4325450,0772560,577626-0,365820C33

-0,1273650,067383-0,065859-0,079509-0,935752* C33:1

-0,076456-0,118499-0,0745390,651135-0,534021C33:1

-0,339205-0,428267-0,230995-0,471456-0,537480C32:2

-0,267034-0,108766-0,2720800,823561-0,132051* C31

-0,5075020,318062-0,090739-0,409775-0,585671C31:1

0,219227-0,649308-0,444952-0,0824430,291093C31:1

-0,5303000,2861470,5541460,0430930,1713229,11,13,15 Met C29

-0,240750-0,006645-0,4084660,3497430,748876* C29

-0,330976-0,153873-0,279611-0,3288700,714247* C29:1

-0,181022-0,4686810,005152-0,3439640,515288C28

-0,0045950,088835-0,1710460,1006990,941738* C27

-0,1106320,202508-0,2913420,0366920,801955* C27:1

-0,008751-0,007274-0,0883140,1230450,881499* C25

-0,032686-0,3800840,5294040,1731100,703736* C24

-0,153727-0,0425120,2032330,0459220,916486* C23

0,002947-0,2214590,6553020,0918700,587214C21:1

FactorFactorFactorFactorFactor

0,0588670,0877970,0934450,1342840,446340Prp.Totl

1,1773391,7559351,8689012,6856878,926808Expl.Var

0,1155890,1241010,0031700,628167-0,444061C35:1

0,087959-0,4387860,307130-0,180272-0,729824* C35:1

-0,134938-0,234057-0,0062480,040288-0,902985* C35:2

-0,324716-0,4325450,0772560,577626-0,365820C33

-0,1273650,067383-0,065859-0,079509-0,935752* C33:1

-0,076456-0,118499-0,0745390,651135-0,534021C33:1

-0,339205-0,428267-0,230995-0,471456-0,537480C32:2

-0,267034-0,108766-0,2720800,823561-0,132051* C31

-0,5075020,318062-0,090739-0,409775-0,585671C31:1

0,219227-0,649308-0,444952-0,0824430,291093C31:1

-0,5303000,2861470,5541460,0430930,1713229,11,13,15 Met C29

-0,240750-0,006645-0,4084660,3497430,748876* C29

-0,330976-0,153873-0,279611-0,3288700,714247* C29:1

-0,181022-0,4686810,005152-0,3439640,515288C28

-0,0045950,088835-0,1710460,1006990,941738* C27

-0,1106320,202508-0,2913420,0366920,801955* C27:1

-0,008751-0,007274-0,0883140,1230450,881499* C25

-0,032686-0,3800840,5294040,1731100,703736* C24

-0,153727-0,0425120,2032330,0459220,916486* C23

0,002947-0,2214590,6553020,0918700,587214C21:1

FactorFactorFactorFactorFactor
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A8. Análise de Discriminantes de operárias nutrizes e forrageiras (exceto controle) com programa 

Statistica 6.1 

 

0,1269231824,92760,3972280,7763841,517452

0,0002753875,57140,0608750,9201915,525351

0,00000060185,98240,0010200,99158958,697950

p-leveldfChi-Sqr.Wilks'CanoniclEigen-

0,1269231824,92760,3972280,7763841,517452

0,0002753875,57140,0608750,9201915,525351

0,00000060185,98240,0010200,99158958,697950

p-leveldfChi-Sqr.Wilks'CanoniclEigen- 

 

 

 

 

Teste do Chi-quadrado com as remoções sucessiva das raízes. 

 

 

 

 

 

0,9147460,0852540,0303713,776510,6000810,001699

0,8566920,1433080,0199264,290960,5690780,001792

0,9203160,0796840,0224604,142460,5776930,001765

0,9546310,0453690,00001518,198210,2374480,004294

0,7933360,2066640,0097585,217980,5206110,001959

0,9137870,0862130,00023711,467280,3307280,003083

0,9459430,0540570,0058085,939410,4882500,002089

* C35:2

0,9421320,0578680,5480890,730150,8858570,001151C33

0,8890380,1109620,1828861,813730,7575360,001346C33:1

0,8773240,1226760,0688192,840480,6661070,001531C33:1

* C32:2

0,9801590,0198410,2347511,563920,7837080,001301C31

* C31:1

0,8026440,1973560,8956200,199000,9660740,001056C31:1

* 9,11,13,15 Met 
C29

0,9651410,0348590,6337700,583750,9066060,001125C29

0,9306160,0693840,3645761,130900,8336310,001223C29:1

* C28

0,9141250,0858750,9478840,118680,9794860,001041C27

0,8719300,1280700,0519313,153910,6424370,001587C27:1

0,8283780,1716220,4818810,857600,8685520,001174C25

0,9807540,0192460,0669112,871380,6636960,001536C24

* C23

0,9670160,0329840,1021692,414710,7012000,001454C21:1

1-Toler.Toler.p-levelF-removePartialWilks'

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* C35:1

0,8409020,1590990,6896420,496360,9194610,001109C35:1
 

 
0,9147460,0852540,0303713,776510,6000810,001699

0,8566920,1433080,0199264,290960,5690780,001792

0,9203160,0796840,0224604,142460,5776930,001765

0,9546310,0453690,00001518,198210,2374480,004294

0,7933360,2066640,0097585,217980,5206110,001959

0,9137870,0862130,00023711,467280,3307280,003083

0,9459430,0540570,0058085,939410,4882500,002089

* C35:1

0,8409020,1590990,6896420,496360,9194610,001109C35:1

* C35:2

0,9421320,0578680,5480890,730150,8858570,001151C33

0,8890380,1109620,1828861,813730,7575360,001346C33:1

0,8773240,1226760,0688192,840480,6661070,001531C33:1

* C32:2

0,9801590,0198410,2347511,563920,7837080,001301C31

* C31:1

0,8026440,1973560,8956200,199000,9660740,001056C31:1

* 9,11,13,15 Met 
C29

0,9651410,0348590,6337700,583750,9066060,001125C29

0,9306160,0693840,3645761,130900,8336310,001223C29:1

* C28

0,9141250,0858750,9478840,118680,9794860,001041C27

0,8719300,1280700,0519313,153910,6424370,001587C27:1

0,8283780,1716220,4818810,857600,8685520,001174C25

0,9807540,0192460,0669112,871380,6636960,001536C24

* C23

0,9670160,0329840,1021692,414710,7012000,001454C21:1

1-Toler.Toler.p-levelF-removePartialWilks'

Resumo das Análises de Discriminantes (número de variável no modelo: 20) 

Wilks' Lambda: ,0,00102 aprox. F (60,51)=7,7867 p< ,0000 (4 grps) 

 

 

 



Anexo_________________________________________________________________ 101 

 

 
p-levels 

N14 F114 N30 F30
N14 0,000000 0,006979 0,001062
F114 0,000000 0,000000 0,000000
N30 0,006979 0,000000 0,002979
F30 0,001062 0,000000 0,002979

 

 

 

 

 

 

 Squared Mahalanobis Distances from Group Centroids. Incorrect cla
Observed N14 F114 N30 F30

N14_P1 N14 29,0816 238,9616 68,4234 87,4147
N14_P2 N14 11,2516 212,1564 44,5973 63,7691
N14_P3 N14 11,3503 237,8720 37,8622 55,3388
N14_P4 N14 12,3694 232,6705 49,2482 62,4713
N14_P5 N14 10,6899 216,3879 49,6550 57,8783
N14_P6 N14 15,9682 247,6550 26,1402 31,4609
N14_P7 N14 4,6222 214,2529 25,3074 35,4951
N14_P8 N14 31,5502 267,7471 59,9300 73,3649
N14_P9 N14 9,2755 215,9502 32,4193 43,6454
N14_P10 N14 12,6151 189,5363 42,2554 38,4149
F14_P1 F114 197,3248 12,4862 316,9036 273,7363
F14_P2 F114 228,7737 26,3380 368,0735 310,8615
F14_P3 F114 241,6200 23,3213 376,1316 299,6600
F14_P4 F114 254,9274 21,0588 391,3432 314,1643
F14_P5 F114 289,6040 21,4589 443,4284 375,9945
F14_P6 F114 218,2325 19,6669 360,3733 298,3317
F14_P7 F114 233,4163 18,1161 361,0576 309,9455
F14_P8 F114 257,6551 31,2304 390,9332 336,1836
F14_P9 F114 211,9196 22,0057 341,7030 290,2276
F14_P10 F114 213,7191 27,0941 329,8721 275,7622
N30_P1 N30 21,8580 309,8910 7,2646 41,5400
N30_P2 N30 50,7776 381,9757 18,3363 46,2718
N30_P3 N30 36,1830 360,5567 6,0208 50,2484
N30_P4 N30 24,5369 306,4632 10,0396 52,2110
N30_P5 N30 47,9700 398,6457 9,1720 37,7088
N30_P6 N30 38,9086 364,2844 11,8977 31,0358
N30_P7 N30 46,2115 342,9236 23,2224 44,5195
N30_P8 N30 68,5502 377,9985 30,4220 67,7229
N30_P9 N30 41,2236 367,6686 6,3831 59,8815
N30_P10 N30 40,9379 376,7289 7,3346 34,5266
F30_P1 F30 51,4639 274,2980 43,8828 18,6244
F30_P2 F30 42,7951 310,5003 27,4066 18,0288
F30_P3 F30 49,1775 243,7031 48,7741 11,3892
F30_P4 F30 71,1983 357,8149 59,4716 24,5595
F30_P5 F30 85,7853 364,2336 70,6214 25,3504
F30_P6 F30 82,5499 357,5926 60,7586 26,0503
F30_P7 F30 43,1277 323,7560 38,1965 24,5863
F30_P8 F30 72,9374 278,2388 61,5975 24,6980
F30_P9 F30 55,5479 223,7040 82,4508 17,4742
F30_P10 F30 64,2528 346,6061 60,7698 27,5955
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A9. Análise de Componentes Principais de operárias nutrizes e forrageiras (inclusive controle) com 

o programa Statistica 6.1 

 

 l

82,3410716,468215,464671,0929355

76,8764015,375287,102151,4204304

69,7742513,954859,054571,8109143

60,7196812,1439410,821502,1643002

49,898189,9796449,898189,9796351

CumulativeCumulative% Tota

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Factor Loadings (Unrotated) Extraction: Componentes Principais (Marcados são  >0 ,700000) 

 

Eigenvalue

82,3410716,468215,464671,0929355

76,8764015,375287,102151,4204304

69,7742513,954859,054571,8109143

60,7196812,1439410,821502,1643002

49,898189,9796449,898189,9796351

CumulativeCumulative% TotaEigenvalue l

0,0546470,0710220,0905460,1082150,498982Prp.Totl

1,0929351,4204301,8109142,1643009,979635Expl.Var

0,045654-0,0222550,2098550,460752-0,671344C35:1

0,1687070,387577-0,084789-0,020072-0,816844* C35:1

0,0455970,118025-0,2227010,050440-0,904662* C35:2

0,0398770,263902-0,4523450,674349-0,210510* C33

-0,085038-0,011634-0,099499-0,067901-0,919567* C33:1

-0,0387040,103985-0,0258760,542954-0,648950C33:1

-0,2224140,309737-0,624194-0,364434-0,459429C32:2

-0,179307-0,225198-0,2639500,862373-0,059172* C31

-0,5841080,063681-0,011780-0,227517-0,664719C31:1

0,1675730,043174-0,606176-0,0306750,511889C31:1

-0,4443490,5549330,5654160,153020-0,0847289,11,13,15 Met C29

-0,314828-0,217978-0,1431110,3486090,793293* C29

-0,2774520,159733-0,280714-0,1664720,805803* C29:1

-0,0834320,320498-0,390496-0,1171150,653458C28

-0,121854-0,1398580,0996770,0808560,933683* C27

-0,126342-0,139794-0,0544590,0080350,841795* C27:1

-0,065782-0,0006170,0395770,1248830,899953* C25

0,3217450,253433-0,0405530,0643850,790425* C24

-0,1142360,3152390,1368200,1296820,881286* C23

0,2586450,5798450,2484610,1901810,556075C21:1

FactorFactorFactorFactorFactor

0,0546470,0710220,0905460,1082150,498982Prp.Totl

1,0929351,4204301,8109142,1643009,979635Expl.Var

0,045654-0,0222550,2098550,460752-0,671344C35:1

0,1687070,387577-0,084789-0,020072-0,816844* C35:1

0,0455970,118025-0,2227010,050440-0,904662* C35:2

0,0398770,263902-0,4523450,674349-0,210510* C33

-0,085038-0,011634-0,099499-0,067901-0,919567* C33:1

-0,0387040,103985-0,0258760,542954-0,648950C33:1

-0,2224140,309737-0,624194-0,364434-0,459429C32:2

-0,179307-0,225198-0,2639500,862373-0,059172* C31

-0,5841080,063681-0,011780-0,227517-0,664719C31:1

0,1675730,043174-0,606176-0,0306750,511889C31:1

-0,4443490,5549330,5654160,153020-0,0847289,11,13,15 Met C29

-0,314828-0,217978-0,1431110,3486090,793293* C29

-0,2774520,159733-0,280714-0,1664720,805803* C29:1

-0,0834320,320498-0,390496-0,1171150,653458C28

-0,121854-0,1398580,0996770,0808560,933683* C27

-0,126342-0,139794-0,0544590,0080350,841795* C27:1

-0,065782-0,0006170,0395770,1248830,899953* C25

0,3217450,253433-0,0405530,0643850,790425* C24

-0,1142360,3152390,1368200,1296820,881286* C23

0,2586450,5798450,2484610,1901810,556075C21:1

FactorFactorFactorFactorFactor
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A10. Análise de Discriminantes de operárias  nutrizes e forrageiras (inclusive controle) com 

programa Statistica 6.1 

 

0,0620161625,46630,5748680,6520220,739534

0,0018693462,86920,2549410,7460041,254903

0,00000054128,74110,0608880,8724503,187052

0,00000076231,62710,0065040,9450848,361941

0,000000100385,64560,0002290,98227027,452270

p-leveldfChi-Sqr.Wilks'CanoniclEigen-

0,0620161625,46630,5748680,6520220,739534

0,0018693462,86920,2549410,7460041,254903

0,00000054128,74110,0608880,8724503,187052

0,00000076231,62710,0065040,9450848,361941

0,000000100385,64560,0002290,98227027,452270

p-leveldfChi-Sqr.Wilks'CanoniclEigen- 

 

 

 

 

 

 

Teste do Chi-quadrado com as remoções sucessiva das raízes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 0,8812790,1187210,0208703,079560,6944750,000329

0,8389740,1610260,0016864,895350,5884650,000388

0,6944250,3055750,0069923,846080,6453950,000354

0,7714310,2285690,0005005,847730,5448440,000420

0,8700390,1299610,0029594,472310,6101650,000375

0,9584540,0415460,00000039,540840,1504060,001520

0,9240490,0759510,0078703,761680,6504560,000351

0,9245650,0754350,00000112,013900,3681520,000621

* C33

0,8027580,1972430,8152050,443210,9404550,000243C33:1

0,8126980,1873020,0555922,413720,7435960,000307C33:1

0,8142040,1857960,0975562,035760,7747000,000295C32:2

0,9577700,0422300,2399531,423830,8309760,000275C31

* C31:1

0,7486600,2513400,6482630,670710,9125620,000250C31:1

* 9,11,13,15 Met 
C29

0,9547360,0452640,6332590,691450,9101010,000251C29

0,9197880,0802120,4344410,995980,8754400,000261C29:1

* C28

0,9187800,0812200,8780870,351030,9522470,000240C27

* C27:1

0,8331630,1668370,2418911,418240,8315280,000275C25

* C24

* C23

* C21:1

1-Toler.Toler.p-levelF-removePartialWilks'

 

 

 

 
0,8321240,1678760,2633441,358910,8374300,000273C35:1

0,7504780,2495220,3656031,124390,8616030,000265C35:1

0,7811180,2188820,2345341,439700,8294140,000276C35:2

0,8321240,1678760,2633441,358910,8374300,000273C35:1

0,7504780,2495220,3656031,124390,8616030,000265C35:1

0,7811180,2188820,2345341,439700,8294140,000276C35:2

* C33

0,8027580,1972430,8152050,443210,9404550,000243C33:1

0,8126980,1873020,0555922,413720,7435960,000307C33:1

0,8142040,1857960,0975562,035760,7747000,000295C32:2

0,9577700,0422300,2399531,423830,8309760,000275C31

* C31:1

0,7486600,2513400,6482630,670710,9125620,000250C31:1

* 9,11,13,15 Met 
C29

0,9547360,0452640,6332590,691450,9101010,000251C29

0,9197880,0802120,4344410,995980,8754400,000261C29:1

* C28

0,9187800,0812200,8780870,351030,9522470,000240C27

* C27:1

0,8331630,1668370,2418911,418240,8315280,000275C25

* C24

* C23

* C21:1

1-Toler.Toler.p-levelF-removePartialWilks'

0,8812790,1187210,0208703,079560,6944750,000329

0,8389740,1610260,0016864,895350,5884650,000388

0,6944250,3055750,0069923,846080,6453950,000354

0,7714310,2285690,0005005,847730,5448440,000420

0,8700390,1299610,0029594,472310,6101650,000375

0,9584540,0415460,00000039,540840,1504060,001520

0,9240490,0759510,0078703,761680,6504560,000351

0,9245650,0754350,00000112,013900,3681520,000621

Resumo das Análises de Discriminantes (número de variável no modelo: 20) 

Wilks' Lambda: ,0, 00023  aprox. F (100,175)=8,0268 p< ,0000 (6 grps) 
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p-levels 

N14 N30 NC F14 F30 FC
N14 0,028837 0,004285 0,000000 0,000007 0,000000
N30 0,028837 0,130653 0,000000 0,000018 0,000000
NC 0,004285 0,130653 0,000000 0,000001 0,000000
F14 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
F30 0,000007 0,000018 0,000001 0,000000 0,000000
FC 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadrado da distância de Mahalanobis por grupo de Centróide. * Marcação incorreta 

19,5547187,0043253,2095135,0676124,1462131,4319FCFC_P9

10,1827162,6796275,1877140,5824124,6128133,9155FCFC_P8

13,2460154,1528215,9471149,5916133,7700131,7686FCFC_P7

11,3041144,2918258,2576123,8826116,1767130,1527FCFC_P6

27,3966176,6553236,7867160,2488142,7980131,7615FCFC_P5

8,6383163,7984271,7107145,0665131,0985138,3009FCFC_P4

10,1768195,5311311,1045161,8301150,8291158,8344FCFC_P3

25,6434270,0947381,6070230,5888226,1897238,7772FCFC_P2

26,1024291,5311403,0854251,5283239,1066249,2498FCFC_P1

164,427533,673282,44626,054311,296918,0090NCNC_P10

134,487738,473393,43144,58147,901821,4118NCNC_P9

175,057057,1141138,18458,706123,343732,5797NCNC_P8

149,745052,9568112,00577,975810,307724,2478NCNC_P7

140,920643,0881100,29635,176715,539518,5831NCNC_P6

151,734343,784192,63069,00345,288022,4273NC*NC_P5

*N30_P6

171,882252,9163108,76716,435423,601930,0546NCNC_P4

171,882252,9163108,76716,435423,601930,0546NCNC_P3

149,533537,541398,86399,744421,333921,3033NCNC_P2

164,270947,3344106,51124,983321,575120,0664NCNC_P1

223,729835,5070113,295173,093765,001962,1588F30F30_P10

223,432810,135564,209565,069862,586955,7813F30F30_P9

210,977026,349789,107288,999371,169488,9806F30F30_P8

148,670233,834994,771744,392037,802435,1535F30F30_P7

245,214231,727296,094368,161765,400974,0058F30F30_P6

220,470733,059299,589985,881479,765280,7394F30F30_P5

190,541819,397776,466862,585152,718347,4367F30F30_P4

194,556111,629952,752159,019447,660055,5768F30F30_P3

171,189816,275754,224434,251724,905828,3169F30F30_P2

193,341217,772453,379544,936735,828043,4184F30F30_P1

134,701031,332784,405021,45677,750618,3989N30N30_P10

149,708254,1192101,483911,58086,059624,8255N30N30_P9

185,653481,0815131,825761,646044,091071,8385N30N30_P8

132,324638,650379,328648,653428,430132,6602N30N30_P7

160,818329,820583,14247,243413,251619,5342N30

134,867827,422386,121911,50738,134117,8622N30N30_P5

157,617051,387590,862416,43698,269220,0755N30N30_P4

147,523350,6914107,472219,64857,064423,4155N30N30_P3

170,698249,3955101,149336,906922,255234,2010N30N30_P2

163,354645,129191,880111,49476,574616,9228N30N30_P1

338,395181,974835,4956121,6077104,6554103,4373F14F14_P10

222,240058,449025,5012102,961476,138367,4244F14F14_P9

317,4292103,356845,5737135,2100120,7034115,9072F14F14_P8

335,7106109,703022,4281140,6939126,4046115,6851F14F14_P7

275,927180,687922,0481125,0457111,717087,2351F14F14_P6

344,1309111,540125,4067162,4905139,0243114,8826F14F14_P5

314,938778,490323,3383131,7417114,1192102,9477F14F14_P4

286,163471,563628,5890122,9006109,5576100,5947F14F14_P3

285,406571,303232,8564103,082697,773281,2861F14F14_P2

266,546967,493515,1238103,434682,059077,4069F14F14_P1

162,306627,875860,335128,304016,79639,7761N14N14_P10

169,420635,779170,376719,215216,300610,5992N14N14_P9

198,698385,5535133,731867,971461,297044,7846N14N14_P8

153,515829,854164,541212,852010,50465,2221N14N14_P7

155,280333,003662,111628,734518,329214,1634N14N14_P6

127,155252,775784,834242,257333,755313,1810N14N14_P5

166,359054,926693,077426,086132,846612,9877N14N14_P4

119,184850,460389,436329,074428,086414,4690N14N14_P3

147,921851,488477,789722,101526,510512,1150N14N14_P2

217,653989,4140129,464268,297058,679637,9540N14N14_P1

FCF30F14NCN30N14Observed

19,5547187,0043253,2095135,0676124,1462131,4319FCFC_P9

10,1827162,6796275,1877140,5824124,6128133,9155FCFC_P8

13,2460154,1528215,9471149,5916133,7700131,7686FCFC_P7

11,3041144,2918258,2576123,8826116,1767130,1527FCFC_P6

27,3966176,6553236,7867160,2488142,7980131,7615FCFC_P5

8,6383163,7984271,7107145,0665131,0985138,3009FCFC_P4

10,1768195,5311311,1045161,8301150,8291158,8344FCFC_P3

25,6434270,0947381,6070230,5888226,1897238,7772FCFC_P2

26,1024291,5311403,0854251,5283239,1066249,2498FCFC_P1

164,427533,673282,44626,054311,296918,0090NCNC_P10

134,487738,473393,43144,58147,901821,4118NCNC_P9

175,057057,1141138,18458,706123,343732,5797NCNC_P8

149,745052,9568112,00577,975810,307724,2478NCNC_P7

140,920643,0881100,29635,176715,539518,5831NCNC_P6

151,734343,784192,63069,00345,288022,4273NC

171,882252,9163108,76716,435423,601930,0546NCNC_P4

171,882252,9163108,76716,435423,601930,0546NCNC_P3

149,533537,541398,86399,744421,333921,3033NCNC_P2

164,270947,3344106,51124,983321,575120,0664NCNC_P1

223,729835,5070113,295173,093765,001962,1588F30F30_P10

223,432810,135564,209565,069862,586955,7813F30F30_P9

210,977026,349789,107288,999371,169488,9806F30F30_P8

148,670233,834994,771744,392037,802435,1535F30F30_P7

245,214231,727296,094368,161765,400974,0058F30F30_P6

220,470733,059299,589985,881479,765280,7394F30F30_P5

190,541819,397776,466862,585152,718347,4367F30F30_P4

194,556111,629952,752159,019447,660055,5768F30F30_P3

171,189816,275754,224434,251724,905828,3169F30F30_P2

193,341217,772453,379544,936735,828043,4184F30F30_P1

134,701031,332784,405021,45677,750618,3989N30N30_P10

149,708254,1192101,483911,58086,059624,8255N30N30_P9

185,653481,0815131,825761,646044,091071,8385N30N30_P8

132,324638,650379,328648,653428,430132,6602N30N30_P7

160,818329,820583,14247,243413,251619,5342N30

134,867827,422386,121911,50738,134117,8622N30N30_P5

157,617051,387590,862416,43698,269220,0755N30N30_P4

147,523350,6914107,472219,64857,064423,4155N30N30_P3

170,698249,3955101,149336,906922,255234,2010N30N30_P2

163,354645,129191,880111,49476,574616,9228N30N30_P1

338,395181,974835,4956121,6077104,6554103,4373F14F14_P10

222,240058,449025,5012102,961476,138367,4244F14F14_P9

317,4292103,356845,5737135,2100120,7034115,9072F14F14_P8

335,7106109,703022,4281140,6939126,4046115,6851F14F14_P7

275,927180,687922,0481125,0457111,717087,2351F14F14_P6

344,1309111,540125,4067162,4905139,0243114,8826F14F14_P5

314,938778,490323,3383131,7417114,1192102,9477F14F14_P4

286,163471,563628,5890122,9006109,5576100,5947F14F14_P3

285,406571,303232,8564103,082697,773281,2861F14F14_P2

266,546967,493515,1238103,434682,059077,4069F14F14_P1

162,306627,875860,335128,304016,79639,7761N14N14_P10

169,420635,779170,376719,215216,300610,5992N14N14_P9

198,698385,5535133,731867,971461,297044,7846N14N14_P8

153,515829,854164,541212,852010,50465,2221N14N14_P7

155,280333,003662,111628,734518,329214,1634N14N14_P6

127,155252,775784,834242,257333,755313,1810N14N14_P5

166,359054,926693,077426,086132,846612,9877N14N14_P4

119,184850,460389,436329,074428,086414,4690N14N14_P3

147,921851,488477,789722,101526,510512,1150N14N14_P2

217,653989,4140129,464268,297058,679637,9540N14N14_P1

FCF30F14NCN30N14Observed

*NC_P5

*N30_P6
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A11. Artigo da qualificação 
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Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas
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