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RESUMO 

 

PERUZZOLO, M. C. Análises transcricionais de genes candidatos à 

determinação de castas de abelhas melíferas (Apis mellifera L.). 2021. 

Dissertação (Mestrado em Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogênicos – 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2021). 

 

As abelhas Apis mellifera são caracterizadas, principalmente, por sua organização 

social avançada, na qual as rainhas, operárias e zangões são morfologicamente 

distintos e desempenham funções especificas na colmeia. A rainha e zangão são 

responsáveis pela reprodução, enquanto as operárias realizam as demais tarefas de 

manutenção da colônia e cuidado parental. Apesar de morfologicamente e 

funcionalmente distintas, rainhas e operárias não diferem geneticamente, sendo a 

qualidade da dieta fornecida à larva o principal estímulo que promove a diferenciação 

das suas características morfologicamente distintas. O polifenismo apresentado se 

deve, em parte, a fatores epigenéticos, como a metilação do DNA e RNAs não 

codificantes, que afetam e, em consequência, alteram a expressão de genes chave 

aos processos de diferenciação celular e morte celular programada. Uma das 

principais características morfológicas distinta entre as castas é o sistema reprodutor, 

as rainhas plenamente desenvolvem os seus ovários, enquanto os ovários das 

operárias passam por um processo de morte celular programada, garantindo assim o 

monopólio reprodutivo das rainhas. Com a proliferação celular dos ovários durante o 

estágio larval, as rainhas adultas chegam a possuir 200 ovaríolos por ovário, 

apresentando a capacidade de colocar, aproximadamente, mil ovos por dia. Já as 

operárias, após o processo de morte celular nos ovários na fase larval, quanto adultas 

possuem apenas entre 2 e 20 ovaríolos por ovário, o qual é facultativamente inativo. 

O objetivo deste trabalho foi quantificar os níveis de transcritos de genes candidatos, 

especialmente epigenéticos, para o desenvolvimento ovariano casta-específico em 

larvas de rainhas e operárias. Os resultados obtidos mostraram que os níveis de 

transcritos dos genes lncov1 e Tudor-SN nos ovários larvais de operárias coincidem 

com a fase expressiva da morte celular programada no estágio L5F3. Já os genes 

lncov2 e fringe apresentaram picos de expressão na fase anterior (L5F1), mas com 
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direcionalidade oposta, sendo que lncov2 é mais expresso em rainhas, e fringe em 

operárias. É importante enfatizar que a fase L5F1 marca bem o início da morte celular 

programada. Interessantemente, lncov2 encontra-se hospedado em um intron de 

fringe, indicando assim que o lncRNA lncov2 atua como repressor da sua expressão. 

A expressão do gene Hdac4, a histona desacetilase mais expressa em larvas de 

abelhas, não foi diferente entre rainhas e operárias, sugerindo que a expressão 

diferencial observada em amostras do corpo inteiro deve ser oriunda de células de 

outros tecidos cuja expressão é casta-específica, potencialmente o cérebro e/ou 

corpo gorduroso. Apesar de experimentos prévios indicarem que o knockdown da 

DNA metiltransferase 3 (DNMT3) resulta no desenvolvimento de ovários queen-like, 

o gene não se apresentou como diferencialmente expresso entre as castas, mas o 

gene Hdac4 apresentou um pico de expressão marcante no início do quinto instar 

larval. Para outro gene, Anarchy, fator chave para esterilidade em operárias adultas, 

encontramos que sua expressão em larvas é maior nos ovários de operárias no 

estágio em que ocorre morte celular programada (L5F3). Também analisamos o gene 

Krüppel-homolog 1 (Kr-h1), sendo este um fator de transcrição de resposta imediata 

ao hormônio juvenil, o qual apresenta importante papel no desenvolvimento das 

castas, promovendo a diferenciação dos ovários nas rainhas, observamos expressão 

significativa nos ovários de operárias na fase L5F3. Por fim, Egfr, outro gene de 

interesse quantificado, não apresentou expressão ovariana casta-específica. Com 

este trabalho identificamos genes potencialmente implicados no desenvolvimento 

diferencial dos ovários, fornecendo um conjunto de dados para futura validação 

funcional.  

 

Palavras-chave: Apis mellifera. Diferenciação de castas. Ovário. Expressão gênica. 

Morte Celular Programada 
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ABSTRACT 

 

PERUZZOLO, M. C. Transcriptional analysis of candidate genes for honey bees 

(Apis mellifera L.) caste determination. 2021. Dissertation (Master) – Ribeirão Preto 

Medical School. University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2021.  

 

Apis mellifera bees are characterized by their advanced social organization, in which 

queens, workers and drones are morphologically distinct and perform specific 

functions in the hive. The queen and drone are responsible for reproduction, while the 

workers carry out the other tasks of colony maintenance, like brood care and foraging. 

Despite being morphologically and functionally distinct, queens and workers do not 

differ genetically, but it is the quality of the diet supplied to the larva that promotes the 

differentiation of their morphologically distinct characteristics. This polyphenism is due, 

in part, to epigenetic factors, such as DNA methylation and non-coding RNAs, which 

affect and, consequently, alter the expression of key genes in the processes of cell 

differentiation and programmed cell death. One of the main morphological 

characteristics that differs among the castes is the reproductive system: the queens 

fully develop their ovaries, while a programmed cell death process degrades most of 

the workers’ ovaries during larval development, thus guaranteeing the queens’ 

reproductive monopoly. With cell proliferation in the ovaries during the larval stage, 

the adult queens end up with up to 200 ovarioles per ovary, and they can lay 

approximately one thousand eggs per day. On the other hand, workers, after the 

process of cell death in the larval ovaries, have only between 2 and 20 ovarioles left 

per ovary, and these are facultatively inactive. The aim of this work was to quantify the 

transcript levels of candidate genes, especially ones encoding epigenetic factors, 

during the caste-specific ovarian development in queen and worker larvae. The results 

showed that the transcript levels of the genes lncov1 and Tudor-SN in the larval 

ovaries of workers coincide with expressive programmed cell death at the L5F3 stage. 

The lncov2 and fringe genes showed statistically significant expression peaks in the 

L5F1 stage, which marks the beginning of programmed cell death. However, these 

genes are expressed with opposite directionality: while lncov2 expression was higher 

in queens, fringe was significantly higher in workers. Interestingly, lncov2 is hosted in 

an intron of fringe, indicating a possible repressor action of this lncRNA on fringe. The 

expression of the Hdac4 gene, the most expressed histone deacetylase in bee larvae, 

was not different between queens and workers, suggesting that the differential 

expression observed in whole body samples is likely due to other tissues, whose 

expression is caste-specific, potentially the brain and/or fat body. Although previous 

experiments indicated that the knockdown of the DNA methyltransferase 3 (DNMT3) 

results in the development of queen-like ovaries, the gene was not differentially 

expressed in the larval ovaries, but like Hdac4 it showed a marked expression peak in 

the early fifth larval instar. For another gene, Anarchy, which is a key factor for sterility 
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in adult workers, we found that its expression is higher in the ovaries of worker larvae 

at the stage of programmed cell death (L5F3). In addition to these genes, we also 

analyzed the Krüppel-homolog 1 (Kr-h1) gene, a transcription factor in the immediate 

response to juvenile hormone, which plays an important role in caste development. 

promoting differentiation of ovaries into queens. For Kr-h1 we observed significant 

expression in the ovaries of workers in the L5F3 stage. Finally, Egfr, another gene of 

interest, did not show caste-specific ovarian expression. With this work we identified 

genes that are potentially involved in the differential development of the ovaries, 

providing a set of data for future functional validation. 

 
Keywords: Apis mellifera. Caste differentiation. Ovary. Gene expression. Programmed 

cell death. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1  Abelhas melíferas (Apis mellifera L.)  

A eussocialidade representa um alto nível de organização social entre os 

animais, marcada pela divisão de trabalho reprodutivo (Wilson, 1971). Pode ser 

definida pela existência de uma comunidade onde os indivíduos apresentam cuidado 

parental, sobreposição de gerações e divisão de trabalho (Michener, 1974). Os 

insetos eussociais compartilham destas características, onde os indivíduos realizam 

tarefas especializadas conforme suas castas (Gullan & Cranston, 1994). A socialidade 

nos insetos representa uma transição evolutiva bastante expressiva, que ocorreu de 

forma independentemente em abelhas, vespas, formigas e nos cupins. O ápice da 

eussocialidade é marcado pela presença da distinção morfológica e fisiológica entre 

as castas de fêmeas nas espécies altamente eussociais (Korb & Heinze, 2016). A alta 

interdependência das duas castas femininas, rainha e operária, representa um ponto 

evolutivo de “não retorno”, o qual impede que ocorra uma reversão para o modo de 

vida solitário (Wilson & Hölldobler, 2005; Boomsma & Gawne, 2018). A eussocialidade 

de insetos sociais sempre intrigou biólogos e pesquisadores, incluindo o mais famoso 

deles, Charles Darwin. Darwin reconheceu que estes insetos são o maior desafio de 

sua teoria evolutiva, devido a perpetuação estável de indivíduos inférteis (operárias) 

alongo de gerações.  

Ecologicamente e economicamente poucos grupos de insetos são tão 

importantes para a humanidade quanto os himenópteros. As abelhas fornecem 

serviços vitais à manutenção dos ecossistemas: a polinização, tanto em ambientes 

naturais quanto controlados (Gallai et al. 2009), enquanto outras espécies de 

himenópteros ajudam no controle de populações de insetos fitófagos (Tscharntke et 

al. 2007), podendo ser agentes de controle de pragas para cultivares (Bale et al. 
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O nosso modelo de estudo, Apis mellifera, é uma espécie altamente eussocial. 

Dada sua importância econômica na polinização e produção do mel, A. mellifera é a 

espécie do gênero Apis mais predominante no mundo, como também, é a espécie 

que apresenta a segunda maior distribuição pelo globo (Free, 1980). É encontrada 

em todos os continentes, exceto na Antártida. Além de serem amplamente 
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empregadas no meio agrícola como produtores de mel, polinizadoras, atuarem como 

biocontrole em diversos ecossistemas, se tornaram também um modelo de estudo 

para as mais diversas áreas da Biologia, a importância da Apis mellifera transcende 

sua diversidade e ampla distribuição geográfica, perpassando por comportamentos 

fascinantes e processo celulares de plasticidade fenotípica extrema.  

Uma das características mais interessantes da espécie é a organização social 

que apresentam. Por exemplo, vivem em colônias organizadas, compostas por três 

tipos distintos de indivíduos (Fig. 1), duas castas fêmeas, a rainha e as operárias, as 

quais são geradas a partir de ovos fertilizados (diploides – 2n). Enquanto os zangões, 

indivíduos que representam o sexo masculino, são originados de ovos não fertilizados 

(haploides – n).  

 

Figura 1. Representação dos indivíduos presentes em uma colônia de abelhas Apis mellifera. 

(Imagem de: https://www.britannica.com/animal/honeybee). Da esquerda para direita, é 

mostrado a operária, a rainha e o macho. 

 

As operárias, consideradas organismos facultativamente estéreis ou 

subférteis, são responsáveis por realizar as atividades de trabalho, como manutenção 

da colônia, construção de favos, alimentação da cria e rainha, atuam como guardas 

da colmeia, entre outras funções. Ademais, as funções desempenhadas pelas 

operárias na colônia acabam por ser divididas de acordo com sua idade, sendo este 

Apis mellifera 

Operária Rainha Zangão 
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processo denominado por polietismo etário ou maturação comportamental (Winston, 

1987; Page Jr e Robinson, 1991). A rainha e os zangões possuem por principal função 

a reprodução. Os zangões morrem imediatamente após a cópula. Já uma rainha 

jovem acasala com diversos zangões em um evento chamado voo nupcial (Koeniger 

et al., 1979; Schlüns et al., 2005). Após o voo nupcial a rainha retorna à colmeia e 

começa a produzir ovos, principalmente ovos fertilizados que darão origem às 

operárias (Winston, 1987). Sendo que nesta fase, ela pode colocar mais que mil ovos 

por dia. As rainhas não se acasalarão mais, como também, não sairão mais da 

colmeia, exceto quando realizarem a divisão da colônia por enxameagem, processo 

este denominado “reprodução social” (Winston, 1987). 

As diferenças entre as castas são nítidas na fase adulta, marcadamente 

distinta quanto à morfologia, fisiologia, longevidade e comportamento (Page e Peng, 

2001). Os dois fenótipos do sexo feminino, apesar de morfologicamente e 

funcionalmente diferentes, não apresentam diferenças genotípicas. Assim sendo, um 

ovo fertilizado, portanto diploide, possui o potencial de alternativamente originar tanto 

uma rainha, quanto uma operária. O fenótipo casta-específico é definido pela nutrição 

diferencial das larvas. Uma larva de rainha recebe grandes quantidades de geleia 

real, uma secreção alimentar rica em lipídeos e carboidratos produzida pelas 

glândulas hipofaríngeas e mandibulares das operárias nutridoras (Rembold, 1965; 

Drapeau et al., 2006). Enquanto as operárias recebem uma secreção similar à geleia 

real apenas durante os três primeiros instares larvais, a partir do 4º instar larval em 

diante essas larvas recebem uma denominada uma dieta mista, de secreções 

glandulares das operárias misturadas com mel e pólen (Haydak, 1970).  As rainhas e 

as operárias apresentam diversas diferenças estruturais adaptadas à execução de 

suas funções na colônia. Entretanto, além da diferença na capacidade reprodutiva, 

diferença mais marcante entre as castas, as rainhas e operárias também diferem em 

termos de sua longevidade, sendo que o tempo da vida adulta de uma rainha pode 

ser até 10-20 vezes maior que de uma operária. 

As abelhas Apis mellifera são insetos holometábolos, ou seja, apresentam 

metamorfose completa, passando pelos estágios de embrião, larva, pupa e, por fim, 

adultos. O desenvolvimento larval desta abelha consiste em cinco estágios (instars): 

L1, L2, L3, L4 e L5, sendo este último subdividido nas fases de alimentação (feeding) 

L5F1, L5F2, L5F3, de tecelagem de casulo (spinning) L5S1, L5S2 e L5S3 e da 

prepupa PP1, PP2 e PP3, seguida da muda pupal. O polimorfismo de castas é 
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proveniente de um elevado grau de plasticidade de desenvolvimento em resposta ao 

tipo de alimentação recebida durante o período larval, sendo que, referente ao 

desenvolvimento dos ovários, inicia-se um programa de morte celular nas larvas de 

operárias a partir das fases L5F1, L5F2 e principalmente L5F3. Até o estágio L4, 

ambas as castas apresentam o mesmo perfil temporal de desenvolvimento, se 

diferenciando apenas a partir do quinto estágio larval (Fig. 2). Ao fim do 

desenvolvimento, as rainhas emergem de suas células de cria após 16 dias contado 

a partir da oviposição, já as operárias, passam por um tempo de desenvolvimento 

maior, totalizando 22 dias (Rembold, 1987; Nunes-Silva et al., 2006) (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ciclo de desenvolvimento larval das abelhas, desde o momento em que é colocado 

os ovos até a emergência como adulta. (Imagem, rainha/operária, de: 

https://www.britannica.com/animal/honeybee). 

 

Na divisão de trabalho apresentada entre as castas, um aspecto importante é 

a sobreposição de gerações na colônia (Wilson, 1971), após a origem da colônia, a 

rainha, geralmente única em uma colônia, é mãe de todas as operárias e das 

gerações subsequentes das operárias que cuidam da prole desta única rainha. Assim, 

em uma colônia de A. mellifera ocorrem basicamente dois modos de divisão de 

trabalho, dentro da casta de operárias, dependente da idade, o polietismo etário, e 

aquele referente à reprodução, o qual ocorre entre as castas femininas, rainha e 

operárias, as quais foram diferencialmente alimentadas durante a fase larval e, como 

consequência, diferenciaram-se em suas morfologia e fisiologia (Johnson, 2009).  



19 

 

Figura 3. Apis mellifera, modelo de estudo de plasticidade fenotípica. A partir de uma larva 

indiferenciada e bipotente, rainhas e operárias se desenvolvem em decorrência da 

alimentação diferencial, o programa de desenvolvimento entre as castas é distinto em dias. 

(Imagem, rainha/operária, de: https://www.britannica.com/animal/honeybee). 

 

Dessa forma, A. mellifera se apresenta como modelo interessante para 

estudos de mecanismos genéticos e epigenéticos que propiciam tamanhas diferenças 

morfológicas, fisiológicas e comportamentais em organismos genotipicamente iguais. 

Além disso, abelhas melíferas têm sido consideradas um excelente modelo para 

estudos epigenéticos, uma vez que seu genoma codifica um conjunto completo de 

enzimas necessárias às modificações epigenéticas que ocorrem no DNA e histonas, 

tais como DNA metiltransferases, histonas acetil transferases e histonas 

desacetilases (Wang et al., 2006; Dickman et al., 2013; Yan et al., 2014) 

 

1.2  Morte celular e hormônio juvenil 

Apesar da maioria das células estarem destinadas, em algum momento, à 

morte, vários são os fatores exógenos que podem interferir no destino e desencadear 

na morte celular programada (MCP). Alguns fatores como hormônios, citocinas, 

interleucinas, entre outros, são capazes de acarretar a MCP (Arends e Wyllie, 1991). 

Durante a apoptose, que é uma forma de MCP, o DNA é clivado pela ativação de 

endonucleases, preferencialmente em sítios internucleossômicos, deixando 
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terminações livres (Wyllie et al., 1980). Enquanto as manifestações estruturais são: 

redução do volume celular, perda de regiões especializadas da membrana 

plasmática, como as microvilosidades, há a conservação da maioria das organelas 

citoplasmáticas, ocorre a condensação progressiva da cromatina perinuclear, bem 

como a liberação de sinais que causam engolfamento por fagócitos adjacentes (Kerr, 

1971; Arends e Wyllie, 1991).  

A MCP é um componente da regulação do desenvolvimento e do investimento 

reprodutivo em diferentes organismos (Baum et al. 2005). Pode ser definida por 

mecanismos específicos como presença ou ausência de fatores de crescimento, 

diferenças nos títulos hormonais circulantes, estes podem suprimir ou ativar a morte 

celular programada (Dai e Gilbert, 1998; Fujiwara e Ogai, 2001). A morte celular 

apoptótica envolve ativadores, efetores e reguladores negativos em uma cascata de 

eventos (Barinaga, 1998), como conhecido por ocorrer durante a metamorfose dos 

insetos. Em um contexto evolutivo, a MCP foi integrada no processo de 

desenvolvimento diferencial dos ovários no dimorfismo de castas em abelhas 

(Hartfelder e Steinbrück, 1997; Reginato e Cruz-Landim, 2001).   

A diferença de alimentação ministrada às larvas de A. mellifera acarretará na 

ativação diferencial de vias de sensoriamento nutricional e vias endócrinas, 

especificamente na produção e síntese diferencial do hormônio juvenil (HJ), com o 

resultado que em rainhas a concentrações de HJ na hemolinfa são bem mais altas 

que em larvas operárias (Rembold, 1980; Rachinsky et al., 1990). O HJ é produzido 

nas corpora allata (CA), um par de glândulas localizado no complexo retro-cerebral, 

a qual responde a estímulos advindos do sistema nervoso central (Gilbert et al., 2000) 

e é secretado na hemolinfa. Os padrões de desenvolvimento embrionário e pós-

embrionário são controlados, em parte, pelos níveis de HJ, o qual desencadeia 

cascatas regulatórias para ativação ou repressão de genes efetores. 

O HJ se mostrou funcionalmente importante na prevenção da MCP nos ovários 

de rainhas (Schmidt Capella e Hartfelder, 1998, 2002). Tal ocorre em um momento 

crítico do desenvolvimento dos ovários larvais, quando são formados os clusters de 

células germinativas com polifusoma (organelas citoplasmáticas que conferem ao 

cisto germinativo a conformação de uma roseta com um polifusoma central) (Gottanka 

e Büning, 1993). Estas são formadas e permanecem presentes em todos os ovaríolos 

nos ovários das futuras rainhas, enquanto nos ovários larvais das operárias a maioria 
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dos ovaríolos apresentará fortes sinais de MCP nestas células germinativas 

(Hartfelder e Steinbrück, 1997; Reginato e Da Cruz-Landim, 2002).   

Neste sentido, o aumento dos níveis de HJ em larvas de rainhas irão permitir 

que ocorra o desenvolvimento pleno de seus ovários, desenvolvendo entre 150-200 

ovaríolos (Leimar et al., 2012). Já nas abelhas operárias, os níveis de HJ são mais 

baixos devido a sua dieta, dessa forma a MCP não será impedida e serão degradados 

mais de 90% dos ovaríolos, unidades funcionais seriais que compõem os ovários dos 

insetos, resultando em apenas 2-20 ovaríolos por ovário (Snodgrass, 1956; Rachinsky 

et al., 1990; Schmidt Capella e Hartfelder, 1998, 2002; Leimar et al., 2012; Hartfelder 

et al., 2017) (Fig.4). Diferentemente das operárias, observa-se durante os estágios 

larvais das rainhas níveis elevadíssimos de hormônio juvenil (Rembold, 1987; 

Rachinsky et al., 1990).  

Ainda não se sabe ao certo como o HJ inibe a MCP nos ovários de rainhas, 

ativando genes feminilizantes downstream. No entanto, um possível candidato que 

pode fornecer pistas ao modo operante do HJ é o Krüppel-homolog1 (Kr-h1), gene de 

resposta imediata ao HJ (Lozano e Belles, 2011; Jindra et al., 2013; Belles e Santos, 

2014; Truman, 2019). O gene Kr-h1 codifica um membro da família do fator de 

transcrição zinc finger, e diversos membros desta família possuem funções na 

morfogênese neural e na regulação da expressão gênica em resposta a ecdisteróides 

(Shi et al., 2007; Grozinger e Robinson, 2007). Para tanto, um gene explorado nesta 

pesquisa foi o Kr-h1.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Aparelho reprodutor 

das rainhas adultas (esquerda) 

e das operárias adultas  

(direita) de Apis mellifera. Ov – 

ovário; Ovl - ovaríolo. 

(Snodgrass, 1956). 
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1.3 Genes candidatos 

Selecionamos neste trabalho alguns genes candidatos potencialmente 

envolvidos na diferenciação casta-específica dos ovários para quantificação da sua 

expressão ao longo do desenvolvimento ovariano nas larvas de ambas as castas.  

 Em trabalhos anteriores, nosso grupo realizou, por meio da construção de 

bibliotecas supressivas subtrativas (Representational Difference Analysis - RDA), um 

screening para genes diferencialmente representados em ovários de larvas de 

rainhas vs. ovários de larvas de operárias (Humann e Hartfelder, 2011). Nesse 

trabalho identificou-se dois genes de lncRNAs, lncov1 e lncov2 (long noncoding ovary-

1 e 2, respectivamente). Os dois lncRNAs apresentaram um padrão de expressão 

oposto, sendo que o lncov1 foi encontrado mais expresso no contexto de morte celular 

autofágica nos ovários das larvas de operárias, enquanto o lncov2 se mostrou mais 

expresso nos ovários de larvas de rainhas. O mapeamento dos dois lncRNAs no 

genoma da A. melífera mostrou que os dois estão localizados no cromossomo 11 

(Humann et al., 2013), em um QTL previamente associado à variação no número de 

ovaríolos de operárias abelhas melífera adultas (Linksvayer et al., 2009). Assim, a 

identificação de dois lncRNAs abriu uma pista interessante para a compreensão das 

bases moleculares que atuam na MCP dos ovários da A. melífera.  

 Os RNAs longos não-codificantes (lncRNAs) são uma classe de RNAs 

poliadenilados definidos pela falta de um potencial codificante de proteínas e por seus 

tamanhos moleculares (>200 nt). Os mesmos têm recebido atenção a partir da última 

década devido à expansão das tecnologias de sequenciamento de nova geração, 

superando inclusive, o número de genes codificadores de proteínas (Mattick, 2011). 

Funcionalmente, muitos lncRNAs são associados com o silenciamento da transcrição 

gênica, seja diretamente ou através da modificação da cromatina, mudanças na 

arquitetura cromossômica, controlando o splicing alternativo de pré-mRNAs, ou 

realizando a degradação de proteínas. Em alguns casos, os lncRNAs interagem com 

proteínas e/ou com o DNA criando ou modificando estruturas e ajustando a atividade 

celular (Guttman e Rinn, 2012; Ulveling et al., 2011). Alguns exemplos são citados 

por Wilusz (2009), onde o simples fato da transcrição de ncRNAs é suficiente para 

regular a expressão de genes codificadores de proteínas próximos, atuando assim 

como chaves reguladoras com alvos específicos em paradigmas funcionais. 

De acordo com Chen et al. (2017), lncRNAs e outros ncRNAs de menor 

tamanho estão diferencialmente expressos na ativação e regulação da oviposição em 
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Apis mellifera, mas para a maioria destes lncRNAs falta informação referente às suas 

funções. Assim, utilizando o lncov1 como modelo,  foi realizado um experimento de 

pulldown com lncov1,  seguido de espectrometria de massas para identificação de 

proteínas que interagem diretamente com o lncov1. Tal experimento evidenciou a 

proteína Tudor-SN como principal fator de interação (manuscrito em preparação). O 

gene Tudor-SN, por exemplo, codifica uma proteína que é clivada pela Caspase 3 

durante o processo de apoptose, e está diretamente relacionado com a esterilidade 

em Drosophila melanogaster (Boswell & Mahowald, 1985; Sundström et al., 2009; 

Ying & Chen, 2012). 

Comparado ao lncov1, o lncov2 é bem menos estudado, mas o 

sequenciamento do produto 3'5 RACE e a análise Southern blot mostraram uma 

sequência de 684 pb, e análises computacionais revelaram baixa probabilidade 

codificadora na sequência de lncov2. O mapeamento genômico revelou que o 

transcrito lncov2 é derivado de dois éxons, um primeiro, de apenas 41 pb, e um 

segundo maior, de 643 pb. O gene lncov2 é uma sequência intrônica do gene fringe 

(GB17604) (Humann et al, 2013). O homólogo em vertebrados, lunatic fringe, está 

envolvido em mecanismos como desenvolvimento dos olhos, formação da câmara de 

ovos e vários outros processos, funções essas exercidas por meio da regulação da 

sinalização da via Notch, a qual realiza papel essencial no desenvolvimento dos 

metazoários, onde defeitos no mecanismo desta via acarretará desordens no 

desenvolvimento dos organismos (Kopan e Ilagan, 2009; Masek e Andersson, 2017). 

Em abelhas melífera, Notch  regula a ativação dos ovários de operárias adultas 

(Duncan et al., 2016). Dado seu potencial regulatório casta-específico, tanto o lncov2, 

como o gene fringe, são alvos de interesse das nossas análises de expressão gênica 

nos ovários das larvas das duas castas 

Poucos são os genes conhecidos por influenciar na ativação do ovário de 

operárias adultas. O gene Anarchy, no entanto, é um deles. Anarchy foi identificado 

em um screening gênico buscando entender melhor o fenótipo mutante de algumas 

colônias localizadas na Austrália cujas operárias ativaram seus ovários mesmo na 

presença da rainha. Este fenótipo mutante, sendo caracterizado como uma reação 

anarquista, determinou então o nome deste gene (Oldroyd et al., 1994; Oldroyd e 

Ratnieks, 2000; Barron et al., 2001; Ronai et al., 2015). Anarchy pertence à uma 

família de proteínas transportadoras de soluto mitocondrial (Palmieri, 2013), na qual 

os membros estão envolvidos em processos de MCP (Gutiérrez-Aguilar e Baines, 
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2013). Considerando que análises da expressão de Anarchy em ovários larvais de 

rainhas e operárias possam fornecer pistas quanto ao seu possível papel durante a 

diferenciação de castas, incluímos Anarchy em nossas análises. 

No que tange o aspecto da diferenciação, a alimentação apresenta papel 

fundamental no desenvolvimento das castas, a geleia real, composta por diversos 

elementos, entre eles carboidratos, vitaminas, lipídios, entre outros, os quais são 

caracterizados como major royal jelly proteins (MRJPs) ou proteínas principais da 

geleia real. Uma das MRJP, identificada como royalactina, foi considerada 

determinante para induzir os processos de desenvolvimento para gerar uma abelha 

rainha (Kamakura, 2011). A via EGFR é apontada como uma das vias atuantes na 

tradução destes estímulos nutricionais que sinalizam para crescimento e 

diferenciação celular (Hartfelder et al., 2015), dados que receberam suporte pelo 

knockdown do gene (Egfr). Os resultados apresentados por Kamakura (2011), que 

realizou o knockdown via RNAi do gene codificador do receptor do fator de 

crescimento epidermal (EGFR), indicaram um papel importante da via de sinalização 

EGFR no desenvolvimento das castas de abelhas melíferas, apontando que o 

enriquecimento da geleia real com royalactina teria um potencial sinalizador à 

determinação das castas atuando através da sinalização via EGFR. No entanto, ainda 

é controverso se este gene participa ou não da determinação de castas, uma vez que 

Hartfelder et al. (2015) observaram que a expressão relativa de gene Egfr é maior nas 

larvas de operárias do que nas larvas de rainhas, contrário portanto do hipotetizado. 

Ademais, Kamakura (2011) propôs que a ativação de Egfr se daria pela metilação 

diferencial de seu promotor, o que foi mostrado posteriormente como improvável, uma 

vez que esse gene não se encontra metilado (Kucharski et al., 2015). Ao encontrar 

problemas na reprodutibilidade dos dados publicados por Kamakura (2011), Buttstedt 

et al., (2016) e Maleszka, (2018) consideraram necessário que fossem gerados dados 

complementares que esclareçam o envolvimento de royalactina e da via EGFR nos 

processos regulatórios de plasticidade fenotípica em abelhas melíferas. 

 

 1.4 Fatores epigenéticos atuando na expressão diferencial de genes 

casta-específicos 

 O DNA é uma estrutura encontrada em dois estados fisiológicos, eucromatina 

e heterocromatina. Os fatores de transcrição interagem com sítios de reconhecimento 

em regiões específicas regulatórias, e a maquinaria de transcrição é montada através 
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de processos regulatórios capazes de modular a acessibilidade da cromatina a fatores 

reguladores, como fatores de transcrição. É amplamente aceito que as interações 

gene-ambiente são influenciadas por configurações epigenômicas, em particular por 

modificações reversíveis no DNA, seja por meio de processos de 

metilação/desmetilação de DNA, e na cromatina por meio de modificações pós-

traducionais (MPT) reversíveis de histonas (Feil e Fragga, 2012). 

Os processos regulatórios são importantes para a diferenciação celular, 

desenvolvimento, proteção contra genomas exógenos (por exemplo, os virais) e são 

considerados fatores críticos também para a integração entre sinais endógenos e 

ambientais durante a vida dos organismos (Jaenisch e Bird, 2003; Feinberg et al., 

2006; Herceg, 2007). Assim, dentro do contexto da diferenciação morfológica das 

castas nas abelhas, os sinais hormonais podem ainda alterar os padrões de 

expressão de genes casta-específicos, os quais, possivelmente são resultado de uma 

ampla alteração epigenética no genoma (Kucharski et al., 2008), ou ativação/inibição 

gênica via fatores de transcrição ou RNA reguladores (Corona et al., 1999; Barchuk 

et al., 2007). 

Assim, ao serem fortemente influenciados por fatores ambientais, os fatores 

epigenéticos, que controlam a acessibilidade da cromatina, possuem, implicitamente, 

influência direta sobre a ação dos fatores transcricionais (Waterland e Jirtle, 2004). 

Neste contexto, a alimentação diferencial que leva à diferenciação das castas em 

insetos sociais representa um excelente exemplo de como a modulação epigenética 

pode atuar na plasticidade fenotípica. Dessa maneira, um gene importante na 

diferenciação das castas em A. mellifera é o DNA metiltransferase 3 (DNMT3). Após 

evidenciar a presença de um sistema completo de metilação do DNA em abelhas 

melíferas (Wang et al., 2006), um experimento que avaliou os efeitos morfológicos do 

knockdown do Dnmt3, observou o desenvolvimento do ovário de modo semelhante 

aos de rainhas, com aumento inclusive dos corpora allata (Kucharski et al., 2008). 

Estudos subsequentes, comparando metilomas de larvas e adultos de rainhas e 

operárias demonstraram padrões diferenciais de metilação do DNA de alguns genes, 

principalmente daqueles envolvidos em funções metabólicas casta-específica (Lyko 

et al., 2010; Foret et al., 2011). No entanto, dados recentes produzidos pelo nosso 

grupo mostram que a metilação do DNA não atua regulando a transcrição de genes 

em abelhas adultas jovens (Cardoso-Junior et al., 2021), indicando que ainda não 

está claro como a metilação do DNA é promovida e qual seria o seu papel na 
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determinação de casta. Assim, a compreensão sobre o possível envolvimento da 

DNMT3 no processo de MCP nos ovários se faz de suma importância para auxiliar o 

entendimento de tal mecanismo.  

Comparado com a metilação do DNA, menos ainda se sabe sobre uma 

eventual conexão entre a alimentação diferencial das larvas e a modificações de 

histonas. O sequenciamento do genoma das abelhas revelou que as mesmas 

possuem um conjunto de genes da maquinaria modificadoras de cromatina similar a 

dos humanos (Honeybee Genome Consortium, 2006; Lyko et al., 2010). Por outro 

lado, um mecanismo direto de interação entre processos epigenéticos de metilação 

do DNA e modificações pós-transcricionais de histonas já é bem estabelecido em 

outros organismos (Jackson et al., 2002; Fuks et al., 2003; Cedar e Bergman, 2009; 

Lockett et al., 2010). 

Neste contexto, ao se tratar de componentes específicos da geleia real e as 

respostas divergentes em diversas vias de sinalização e fatores epigenéticos 

resultantes da alimentação diferencial, um fator interessante é um ácido graxo 

encontrado em predominantes quantidades na geleia real, o 10 hidroxi-2-decenóico 

(10HDA). Este tem chamado muita atenção por ter sido sugerido como inibidor de 

histona desacetilases (HDAC) em células de mamíferos (Spannhoff et al., 2011). A 

diferença nos níveis de 10HDA ingerido pelas larvas, principalmente nos estágios 

larvais críticos para a diferenciação de castas (L4 e L5F1), pode ser um fator 

importante para desencadear a plasticidade fenotípica observada entre as duas 

castas, pois o 10HDA poderia agir diretamente sobre a compactação da cromatina, 

através da inibição de HDACs. Os genes envolvidos nesse mecanismo, codificadores 

das HDACs dos grupos I e IIa, foram alvos de estudos em nosso laboratório, onde se 

mostrou que o gene Hdac4 é o mais expresso das HDACs durante a fase larval das 

abelhas, sendo essa expressão casta-dependente (Craveiro et al., não publicado). 

Assim, analisamos no presente estudo os níveis de Hdac4 nos ovários larvais. 
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2. HIPÓTESE  

 

Dada a relevância do desenvolvimento dos ovários na determinação de casta, 

hipotetizamos, que a expressão diferencial de genes nos ovários de rainhas e 

operárias forneceriam pistas importantes quanto aos processos moleculares que 

controlam tal plasticidade fenotípica. 

Neste trabalho selecionamos um conjunto de genes para quantificação dos 

níveis relativos de seus transcritos. Foram eles: lncov2, fringe, lncov1, Tudor-SN, Kr-

h1, Anarchy, Egfr, Dnmt3 e Hdac4.  

 

 

3.   OBJETIVOS 

 

 3.1 Objetivo Geral 

 A trajetória de desenvolvimento e o subsequente polifenismo entre as castas é 

ditada pela nutrição diferencial, seguido de diferentes processos regulatórios de 

reprogramação da expressão gênica (Vaissière et al., 2008), incluindo metilação do 

DNA e modificações de histonas. Assim, devido ao fato de a plasticidade fenotípica 

ser uma importante consequência para a evolução adaptativa (Fusco e Minelli, 2010), 

é de suma relevância que compreendamos os mecanismos epigenéticos e 

moleculares que controlam a diferenciação de castas em abelhas melífera. 

 Este trabalho teve como objetivo geral quantificar a expressão de genes 

candidatos associados ao processo reprodutivo de operárias e rainhas, seja durante 

o período de desenvolvimento larval ou adultas de Apis mellifera.  

 

 3.2 Objetivo Específico  

- Quantificar por RT-qPCR os níveis de expressão gênica de genes 

candidatos (lncov2, fringe, lncov1, Tudor-SN, Kr-h1, Anarchy, Egfr, 

Dnmt3, Hdac4) durante o desenvolvimento dos ovários em larvas de 

rainhas e operárias considerando diferentes fases de desenvolvimento 

críticas à determinação de castas. 
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4 METODOLOGIA 

 

 4.1 Material biológico 

 Larvas do 4º e 5º ínstares larvais: L4, L5F1, L5F2, L5F3 e L5S1 (L: larva, F: 

feeding, e S: spinning) de ambas as castas, operária e rainha, de Apis mellifera foram 

coletadas no Apiário Experimental do Departamento de Genética da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto - USP, Ribeirão Preto, SP. Larvas de rainhas foram 

obtidas por meio da transferência de larvas de operárias do primeiro instar larval (L1) 

para as cúpulas realeiras logo após sua eclosão e introduzidas em colmeias de recria. 

Larvas de operárias foram obtidas diretamente dos favos de cria. Os estágios de 

desenvolvimento das larvas coletadas foram identificados  pelo seu peso, o qual foi 

aferido em uma balança digital, modelo AY220 (Shimadzu), seguindo-se a Tabela 1, 

e o grau de esvaziamento do intestino médio, que ocorre ao longo da fase S. 

 

Tabela 1 - Classificação dos estágios larvais durante o desenvolvimento de rainhas 

e operárias de A. melífera baseado em Rembold et al. (1980) e  Michelette e Soares 

(1993).

 
 

 

 

4.2 Extração de RNA e síntese do cDNA  

Para a extração do RNA, os ovários das fases de desenvolvimento L4, L5F1, 

L5F2, L5F3 e L5S1 foram dissecados em PBS (1x solução salina tamponada com 

fosfato) e logo após imersos em 250 μL de reagente TRIzol® (Invitrogen). As 

amostras foram armazenadas em freezer -80 °C até a extração do RNA. Durante a 

extração, com o auxílio de um pistilo, o material biológico foi macerado e o volume de 

TRIzol® (Invitrogen) foi completado para 500 μL. Após acrescentar 0,1 mL de 

clorofórmio, o microtubo foi agitado durante 15 segundos e mantido em repouso em 
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temperatura ambiente durante 3 minutos. Após o descanso das amostras, as mesmas 

foram centrifugadas a 14.000 x g a 4 ºC por 15 minutos. O sobrenadante contendo a 

fração aquosa foi transferida para um novo tubo que continha 0,25 mL de isopropanol 

100% gelado, seguido de precipitação do RNA overnight à -80 ºC. Em seguida, os 

microtubos foram centrifugados novamente a 14.000 x g a 4 ºC durante 30 minutos. 

Após a formação do pellet, o sobrenadante foi retirado e desprezado, permanecendo 

no microtubo apenas o pellet, no qual foi adicionado 1 mL de etanol 75% para cada 1 

mL de TRIzol®. As amostras foram homogeneizadas para que o pellet desgrudasse 

do microtubo, centrifugadas por 10 minutos a 14.000 x g a 4 ºC e secadas com as 

tampas abertas no bloco térmico a 55-60 ºC durante 5 a 10 minutos, sob observação. 

Depois da etapa de secagem do pellet, o mesmo foi ressuspendido em 10 μL de H2O 

tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC). As amostras foram então incubadas 

por mais 3 minutos no bloco térmico, com as tampas fechadas, para dissolução 

completa do pellet. 

Em seguida, 10 μL de cada amostra foi tratada com DNase I, RNase-free 

(ThermoScientificTM). Para isso, 2 μL da enzima DNase, 5 μL do 10 x Reaction Buffer 

e 2 μL de H2O tratada com DEPC foram adicionados às amostras, as quais foram 

homogeneizadas por pipetagem repetida. Em seguida, as amostras foram colocadas 

no termociclador (Applied Biosystems) a 37 ºC por 30 minutos. Logo após, foi 

adicionado 1 μL de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (50 mM) em cada amostra 

para inativação da DNase, devolvendo-as ao termociclador a 65 ºC por mais 10 

minutos de reação.  

A pureza e quantidade do RNA de cada amostra foram avaliadas por meio da 

leitura de absorbância nos comprimentos de onda 260 e 280 nm no espectrofotômetro 

Nanovue® (GE Healthcare Life Sciences), fazendo uso de 1 μL da amostra para 

leitura. As amostras cujas valores da razão 260/280 estiveram entre 1,8 e 2,0 foram 

utilizadas para a síntese do cDNA. Após quantificação, todas as amostras foram 

diluídas para 0,1 μg/μL em H2O autoclavada. A síntese da primeira fita de cDNA foi 

realizada com os reagentes UltraScript 2.0 cDNA Synthesis Kit (PCRBiosystems, 

London, UK) utilizando 0,1 μg/μL do RNA total de cada amostra, 2 μL de 5x cDNA 

Synthesis Mix, 0,5 μL de Ultrascript 2.0 for cDNA Synthesis (com inibidor de RNase) 

e 5,0 μL de água tratada com DEPC. As amostras foram homogeneizadas e 

colocadas no termociclador a 50 ºC por 30 minutos, seguido de 95 ºC por 10 minutos. 

As amostras de cDNA foram diluídas na proporção de 1:10 (v/v) em H2O autoclavada.  
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4.3 Quantificação por RT-qPCR 

Os níveis de expressão de nove genes foram analisados quantificados por 

PCR em tempo real (RT-qPCR) utilizando primers específicos (Tabela 2) previamente 

validados em nosso laboratório. Cada amostra biológica (N=10 por casta e fase de 

desenvolvimento) consiste em um pool de 10 pares de ovários. O pool foi necessário 

para obter as quantidades mínimas de RNA para a síntese de RNA. Cada amostra 

biológica foi analisada com três replicatas técnicas. Os ensaios de RT-qPCR foram 

realizados com o kit PCR 2x qPCRBIO Sygreen Mix Separate ROX (PCRBiosystems, 

London, UK) e as reações foram corridas no equipamento StepOne PlusTM (Applied 

Biosystems). As reações de RT-qPCR eram compostas de 1,0 μL de cDNA (diluído 

1:10), 3,7 μL de H2O ultrapura, 5,0 μL de 2x qPCRBIO PCR Sygreen Mix Separate 

ROX e 3 pM de cada primer (F e R). Análises de expressão relativa foram calculadas 

com a fórmula 2^-ΔΔCt (Livak e Schmittgen, 2001). Para tal, três genes de controle 

endógeno (Rp49 [GB47227], actina [GB44311] e Ef1-ɑ [GB41358]), previamente 

validados por Lourenço et al. (2008) foram utilizados para normalizar as reações.  

 

 

4.4 Análises estatísticas 

Diferenças entre as médias de expressão gênica relativa (2^-ΔΔCt) para cada 

gene foram atestadas por análise de variância Two-way ANOVA, comparando as 

castas, rainhas e operárias, as diferentes fases de desenvolvimento (tempo) e a 

interação entre esses dois fatores (int = c*t), seguido de teste post-hoc Bonferroni 

para comparações múltiplas. A distribuição normal dos resíduos foi verificada com o 

teste de Shapiro-Wilk. Para todas as análises, valores p < 0,05 foram considerados 

significativos. As análises estatísticas e visualização dos gráficos foram realizados 

utilizando o software RStudio 1.4.1717 e GraphPad Prism v.7. 
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Tabela 2 - Primers utilizados no ensaio de RT-qPCR. Em negrito, os genes 
endógenos utilizados para normalização. As linhas tracejadas representam ausência 
de informação.  
 

Gene_ID NCBI_ID Nome 
Nome 

Primer 

Sequência de primers Tamanho 

do 

produto 

(pb) 
Forward Reverse 

GB47227 
NM_0010115

87.1 

Ribosomal 

protein 49 
Rp49 

CGTCATATG

TTGCCAACT

GGT 

TTGAGCAC

GTTCAACAA

TGG 

150 

GB44311 
NM_0011851

45.1 

Actin related 

protein 1 
Actina 

TGCCAACAC

TGTCCTTTC

TG 

AGAATTGA

CCCACCAA

TCCA 

156 

GB41358 
NM_0010149

93.1 

Elongation 

factor 1-alpha 
Ef1-a 

TGCAACCTA

CTAAGCCGA

TG 

GACCTTGC

CCTGGGTAT

CTT 

------- 

GB44913 XM_623895.6 

fringe 

glycosyltransfera

se 

Fringe 

GCGTAAAGA

CCACCAAGA

T 

TGGAAATAC

GGATCGTCT

CG 

------- 

GB43234 XM_391882.7 
Histone 

deacetylase 4 
HDAC 4 

CATAGCACG

ATGTTCGGT

TGT 

CACGTTGTC

ACGCTTCAG

ATT 

164 

GB45427 
XM_00112308

4 

krüppel-

homolog1 
Kr-h1 

GCACTGGCA

GTGACAAGG

AA 

CGTGGAGT

GTTATCGTA

AGTAGCAA 

76 

GB54477 
XM_02644143

4.1 

epidermal 

growth factor 

receptor-like 

Egfr 

GCAGAAAGT

CCTGGTGGA

ATC 

GCAGAAAGT

CCTGGTGG

AATC 

187 

GB12860 --------------- 

staphylococcal 

nuclease 

domain-

containing 

protein 1 

Tudor-

SN 

GTTACCAGT

GGATCGCGT

CT 

AGCAATGCT

CTCGGGTG

AAA 

------- 

JZ474541-

JZ474546 
--------------- 

long noncoding 

ovary-1 RNA 
lncov1 

GGAGAAGCT

TTGGGGAGA

G 

CTGCTACAC

ACCACCATA

AC 

------- 

JZ474547-

JZ474553 
--------------- 

long noncoding 

ovary-2 RNA 
lncov2 

TCTCCCGGT

GACAAGGAA

ATC 

GAAGTCCC

CCTCGACTT

TTC 

------- 

GB48961 
XM_00656530

7.3 

peroxisomal 

membrane 

protein PMP34 

Anarchy 

ACAAAGGAA

TGGAAGCCA

AA 

GGAAATTTA

CACGGGGA

ACA 

188 

GB55485 
NM_0011904

21.1 

DNA 

methyltransferas

e 3 

Dnmt 3 

CAGCGATGA

CCTGCGATC

GGCGATA 

TACAGGGTT

TATATCGTT

CCGAAC 

152 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Perfil de expressão dos genes analisados em ovários larvais de 

rainhas e operárias  

Para gerar um perfil de expressão dos genes selecionados para as análises, 

foram utilizadas as amostras de ovários de rainhas e operárias em diferentes fases 

de desenvolvimento larval. É possível observar que há padrões similares e por vezes 

distintos entre as castas nas diferentes fases de desenvolvimento. Nota-se que na 

fase inicial de desenvolvimento, L4, os níveis de expressão gênica se mantiveram 

relativamente baixos, com exceção de Egfr, tanto para rainhas como para operárias, 

em todos os genes analisados.  

Entre os genes selecionados para o estudo em questão, potencialmente 

implicados na diferenciação do desenvolvimento ovariano entre rainhas e operárias, 

é possível observar que gene Tudor-SN, codificador de uma proteína que é utilizada 

como substrato da Caspase 3 durante o desencadeamento do processo de apoptose. 

Tudor-SN apresenta um aumento estatisticamente significativo em sua expressão 

relativa nos ovários larvais de operárias (Fig. 5A). O padrão de expressão de Tudor-

SN coincide com o do lncov1 (Fig. 5B), seu parceiro de interação, que é relacionado 

a MCP que ocorre nos ovários de operárias.  

Assim como o lncov1, o lncov2 foi previamente identificado por nosso grupo 

como diferencialmente expresso nos ovários de rainhas e operárias. Os níveis de 

expressão relativa de lncov2 foram significativamente maiores nos ovários de rainhas 

na fase de desenvolvimento L5F1 (Fig. 6). O aumento nos níveis de expressão de 

lncov2 contrasta entre rainhas e operárias propriamente na fase de desenvolvimento 

relacionada ao início da morte celular programada nos ovários de larvas de operárias, 

que ocorre a partir do quinto instar larval (Hartfelder e Steinbrück, 1997). Sugere-se, 

então, que o lncov2 se apresenta como um importante componente no mecanismo 

de defesa ou proteção do ovário de rainhas contra a MCP. O QTL relatado em 

Humann et al. (2013), no cromossomo 11, também contém um ortólogo Notch em 

abelhas. 
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Figura 5. Expressão relativa dos genes selecionados para análises em ovários de larvas de 

rainhas e operárias ao longo das fases do desenvolvimento. (A) Expressão relativa de Tudor; 

(B) Expressão relativa de lncov1. Linha azul representa as rainhas e linha vermelha as 

operárias. Teste two-way ANOVA com teste post-hoc de Bonferroni ou Sidak. *p<0,05, 

**p<0,009, ***p<0,0001 e ****p<0,00001 foram adotados como grau de significância. As 

barras representam a média e o desvio padrão e os números representam o tamanho da 

amostra biológica. 
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Figura 6. Expressão relativa dos genes selecionados para análises em ovários de larvas de 

rainhas e operárias ao longo das fases do desenvolvimento. (A) Expressão relativa de lncov2; 

(B) Expressão relativa de fringe. Linha azul representa as rainhas e linha vermelha as 

operárias. Teste two-way ANOVA com teste post-hoc de Bonferroni ou Sidak. *p<0,05, 

**p<0,009, ***p<0,0001 e ****p<0,00001 foram adotados como grau de significância. As 

barras representam a média e o desvio padrão e os números representam o tamanho da 

amostra biológica. 
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O gene Dnmt3, codificador de uma DNA metiltransferase, está relacionado 

com o mecanismo de desenvolvimento dos ovários de abelhas operárias (Kucharski 

et al., 2008). De acordo com os resultados obtidos, tanto rainha quanto operárias 

apresentaram um pico de expressão da dnmt3 na fase de desenvolvimento L5F1, 

retornando aos níveis basais de expressão gênica durante as outras fases de 

desenvolvimento, bem como na primeira fase testada, L4 (Fig. 7).  

Quanto ao gene Hdac4 também não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas na expressão relativa entre as fases e castas 

analisadas (Fig. 8). Apesar de ser um gene interessante, uma vez que o composto 

10HDA está presente em grandes quantidades na geleia real, e de inicialmente 

supormos a possibilidade de interferir na atividade enzimática das proteínas HDACs, 

não observamos nenhuma diferença significativa entre rainhas e operárias. 

Entretanto, é interessante notar que o pico na expressão do gene Dnmt3 precede 

imediatamente o pico de expressão do gene Hdac4, indicando que possa existir um 

crosstalk entre estes mecanismos de marcas epigenéticas. 

 

Figura 7. Expressão relativa de Dnmt3 para análises em ovários de larvas de rainhas e 
operárias ao longo das fases do desenvolvimento. Linha azul representa as rainhas e linha 
vermelha as operárias. Teste two-way ANOVA com teste post-hoc de Bonferroni ou Sidak. 
*p<0,05, **p<0,009, ***p<0,0001 e ****p<0,00001 foram adotados como grau de significância. 
As barras representam a média e o desvio padrão e os números representam o tamanho da 
amostra biológica. 
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Figura 8. Expressão relativa de Hdac4 para análises em ovários de larvas de rainhas e 

operárias ao longo das fases do desenvolvimento. Linha azul representa as rainhas e linha 

vermelha as operárias. Teste two-way ANOVA com teste post-hoc de Bonferroni ou Sidak. 

*p<0,05, **p<0,009, ***p<0,0001 e ****p<0,00001 foram adotados como grau de significância. 

As barras representam a média e o desvio padrão e os números representam o tamanho da 

amostra biológica. 

 

Os dados publicados sobre EGFR trazem uma interessante discussão, ainda 

mais quando correlacionamos com os dados obtidos neste trabalho (Fig. 9). A 

expressão relativa de Egfr não apresenta diferenças estatisticamente significativas 

entre as castas em nenhuma fase de desenvolvimento, apesar de na fase L5F1 haver 

um leve aumento na expressão nos ovários das rainhas, enquanto nos ovários larvais 

há uma diminuição constante até estabilizar ao nível basal.  

O gene Anarchy tem sido funcionalmente associado à inativação da atividade 

ovariana em operárias adultas de A. mellifera (Ronai et al., 2016). Agora, os dados 

da sua expressão indicam que Anarchy também está relacionado ao processo da 

esterilidade das operárias no desenvolvimento dos ovários na fase larval. Sua maior 

expressão (Fig. 10) foi observada nos ovários larvais de operárias, onde Anarchy 

apresenta um pico estatisticamente significativo nos ovários das operárias durante a 

fase de desenvolvimento L5F3, fase em que ocorre MCP, enquanto em todo o período 
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de desenvolvimento analisado em rainhas não ocorre nenhum aumento significativo 

na expressão do gene.   

 

 

Figura 9. Expressão relativa de Egfr para análises em ovários de larvas de rainhas e 

operárias ao longo das fases do desenvolvimento. Linha azul representa as rainhas e linha 

vermelha as operárias. Teste two-way ANOVA com teste post-hoc de Bonferroni ou Sidak. 

*p<0,05, **p<0,009, ***p<0,0001 e ****p<0,00001 foram adotados como grau de significância. 

As barras representam a média e o desvio padrão e os números representam o tamanho da 

amostra biológica. 

 

Por fim, nossos dados demonstram um comportamento antagônico na 

expressão do gene Kr-h1 em comparação ao seu mecanismo previamente descrito. 

Identificamos um aumento estatisticamente significativo na expressão relativa de Kr-

h1 no quinto instar larval (L5F3) nos ovários de operárias, enquanto nos ovários 

larvais de rainhas os níveis de expressão relativa mantiveram-se basais (Fig. 11).  
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Figura 10. Expressão relativa de Anarchy para análises em ovários de larvas de rainhas e 

operárias ao longo das fases do desenvolvimento. Linha azul representa as rainhas e linha 

vermelha as operárias. Teste two-way ANOVA com teste post-hoc de Bonferroni ou Sidak. 

*p<0,05, **p<0,009, ***p<0,0001 e ****p<0,00001 foram adotados como grau de significância. 

As barras representam a média e o desvio padrão e os números representam o tamanho da 

amostra biológica. 

 

 

Figura 11. Expressão 

relativa de Kr-h1 para 

análises em ovários de 

larvas de rainhas e operárias 

ao longo das fases do 

desenvolvimento. Linha azul 

representa as rainhas e linha 

vermelha as operárias. 

Teste two-way ANOVA com 

teste post-hoc de Bonferroni 

ou Sidak. *p<0,05, 

**p<0,009, ***p<0,0001 e 

****p<0,00001 foram 

adotados como grau de 

significância. As barras 

representam a média e o 

desvio padrão e os números 

representam o tamanho da 

amostra biológica. 
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6  DISCUSSÃO 

 

Os nossos dados mais uma vez afirmam a forte relação funcional entre a 

proteína Tudor-SN e o lncRNA lncov1, uma vez que ambos apresentam um pico de 

expressão nos ovários de larvas de operária justamente na fase L5F3, quando ocorre 

o processo de MCP (Hartfelder e Stainbrück, 1996; Humann et al., 2013). Assim, os 

resultados da expressão gênica estão de acordo com os resultados do ensaio de pull-

down, seguido por análise de espectrofotometria de massa, que identificou Tudor-SN 

como parceiro do lncov1 (Tibério et al., manuscrito em preparação). A hipótese 

apresentada acerca do papel que os transcritos de lncov1 desempenham na MCP 

dos ovários de larvas de operárias é de que o processo de morte celular ocorreria 

enquanto os níveis de hormônio juvenil (HJ) estão baixos, enquanto os níveis 

elevados de HJ nas rainhas previnem a instalação da MCP (Schimidt-Capella e 

Hartfelder, 1998). Ademais, os picos coincidentes nas mesmas fases de 

desenvolvimento, L5F3, em ovários de operárias, de Tudor-SN e lncov1, dão suporte 

à hipótese) de que lncov1 e a caspase3 poderiam atuar juntos por meio do 

recrutamento da proteína Tudor-SN, que é um substrato de clivagem de caspase3 

(Sundström et al., 2009). A clivagem de Tudor-SN parece, assim, ser um mecanismo 

essencial para o processo de MCP nos ovários de operárias. Diante dos resultados 

apresentados neste e em prévios trabalhos do nosso grupo, o módulo regulatório 

lncov1-Tudor-SN seria de fato um fator chave no desenvolvimento do fenótipo 

ovariano extremamente reduzido das operárias, e assim, constitui o alicerce da 

divisão de trabalho e organização social das castas dessas abelhas. 

Resultados interessantes também foram obtidos referentes aos perfis de 

expressão dos genes lncov2 e fringe, sendo que para o lncRNA lncov2, 

genomicamente mapeado em um íntron do gene fringe, tem sido identificado um perfil 

de expressão oposto ao do lncov1 (Humann et al., 2013). Notamos um pico de 

expressão de lncov2 nos ovários das rainhas na fase L5F1, i.e., levemente anterior à 

instalação da MCP nos ovários das operárias. Já para o fringe observamos um pico 

de expressão na mesma fase que o do lncov2, mas nas operárias, i.e., na casta 

invertida.  Assim, é possível inferir que lncov2 possa estar atuando de forma a reprimir 

a expressão de fringe. Seus padrões de expressão apresentam-se de forma oposta, 

portanto, lncov2 pode estar silenciando a expressão de seu gene hospedeiro. A 

expressão de lncRNAs regulando genes alvos em cis é um mecanismo conhecido por 
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ser capaz de transformar um complexo nuclear intimamente ligado ao silenciamento 

de genes, sugerindo assim, que os lncRNAs podem se ligar à modificadores 

epigenéticos para mediar o silenciamento gênico (Pandey et al., 2008). Lunatic fringe, 

o ortólogo do fringe de Drosophila, é encontrado nos vertebrados, é um regulador da 

via de sinalização Notch, realizando um ajuste fino desta sinalização por mecanismos 

de feedback positivo ou negativo. A sinalização pode ser indução ou inibição da MCP, 

permitindo que Notch induza células ou dite escolhas de destino de expressão 

(Andersson et al., 2011; Sjöqvist et al., 2019). O padrão de expressão dos ligantes, 

receptores e enzimas modificadoras são um nível comum de regulação de muitas vias 

de sinalização. No entanto, a interação um-para-um entre o ligante e o receptor na 

sinalização de Notch pode fazer com que um ligante iniba o outro quando presentes 

nas mesmas células (Bray, 2016). Assim, o padrão de expressão relativa de fringe 

pode estar relacionado ao seu mecanismo de sinalização, principalmente quando 

relacionado aos mecanismos de desenvolvimento e crescimento celular ou 

sinalizando a célula alvo de MCP (Visan et al., 2006; Song et al., 2016; Oates, 2020; 

Tsukumo et al., 2021). 

Ao observarmos o nível de expressão da Dnmt3 em rainhas e operárias, 

contestamos os resultados apresentados por Kucharski et al., 2008 uma vez que o 

knockdown da DNMT3 em larvas de abelhas modificou o desenvolvimento de larvas 

de operárias em rainhas adultas (Kucharski et al., 2008). No entanto, ainda não está 

claro como a metilação e demetilação do corpo gênico participa ativamente na 

execução de vias de desenvolvimento em abelhas e outros insetos (Harris et al., 

2019). Estudos relatam que os padrões de metilação dos genes em insetos, inclusive 

em abelhas, diferem entre os estágios de desenvolvimento (Zwier et al., 2012; 

Maleszka, 2016). Como também, em alguns casos, há a necessidade de uma 

combinação de fatores para a determinação dos eventos, como exemplo o link entre 

o hormônio juvenil e a metilação do DNA para afetar o desenvolvimento das castas 

em abelhas melíferas durante os estágios larvais, ou simplesmente não apresentam 

potencial regulatório durante o desenvolvimento ovariano em larvas de abelhas Apis 

mellifera. 

Quanto ao segundo fator epigenético abordado neste trabalho, o HDAC4, 

Craveiro et al. (não publicado), observou um padrão de expressão de Hdac4 diferente 

do observado aqui. Entretanto, as análises de expressão de genes codificadores de 

HDACs foram realizadas com RNA extraído do corpo inteiro das larvas, 



41 

diferentemente dos dados obtidos no presente trabalho, baseados em RNA específico 

do tecido ovariano. Tal é um forte indício da regulação tecido-específico do gene 

Hdac4. Como já mencionado, o pico de expressão do gene Dnmt3 observado na fase 

anterior do pico de expressão do Hdac4 indica um possível crosstalk entre os dois 

sistemas epigenéticos, mas sem relação aparente com o desenvolvimento casta-

específico dos ovários das larvas.   

O aumento da expressão do Egfr nos ovários larvais das rainhas coincide com 

o início do quinto instar larval, fase na qual passa a ocorrer a diferenciação fenotípica, 

ou seja, inicia-se a morte celular programada nos ovários larvais das operárias. 

Apesar de Kucharski et al. (2015) apontarem ausência de evidências de metilações 

em embriões de rainhas e operárias, através de um metiloma, e de haver um alto 

nível de conservação de EGFR, tanto funcional como estrutural, sua regulação não 

parece ter relação. Assim, a sinalização da superfície celular via EGFR e seus ligantes 

de fator de crescimento não apresentam papel manifesto na sinalização do início de 

um processo ou tomada de decisão celular.  

A observação de um forte pico de expressão do gene Anarchy nos ovários das 

larvas operárias coincide com os picos de expressão de lncov1 e Tudor-SN, tal fato é 

um forte indício de que Anarchy possui não apenas uma função importante na 

repressão da fertilidade das operárias, tanto nas fases larvais quanto adultas (Ronai 

et al., 2016), mas que também possa ter uma função diretamente ligada com a 

implementação da MCP nos ovários larvais das operárias. O mesmo gene foi 

recentemente identificado em outros insetos, como Drosophila melanogaster, Apis 

florea, Bombus impatiens, Apis dorsata (Clark et al., 2007; Woodard et al., 2011). 

Contudo, sua funcionalidade ainda não foi descrita e os mecanismos pelos quais 

Anarchy poderia regular a MCP são desconhecidos. No trabalho de Woodard et al. 

(2011), o gene foi associado ao metabolismo de carboidratos, achado o qual descreve 

um padrão de evolução acelerada nas linhagens das abelhas eussociais, podendo 

refletir no fato de que muitas abelhas eussociais dependem de formas de mel 

altamente processado em suas dietas (Michener, 1974). Dito isso, várias das 

características compartilhadas pelos insetos eussociais, como determinação das 

castas operária-rainha e a divisão de trabalho entre as operárias, são fortemente 

influenciadas pela nutrição (Smith et al., 2008). Portanto, estes dados evidenciam a 

necessidade da realização de análises metabolômicas. 



42 

Uma das maiores dificuldades encontradas na interpretação dos resultados é 

referente ao perfil de expressão do gene Kr-h1, que é considerado o gene de resposta 

imediata à um pico de hormônio juvenil na hemolinfa dos insetos (Jindra et al., 2013). 

Considerando que as concentrações deste hormônio estão mais altas nas rainhas 

nesta fase de desenvolvimento (Rembold, 1980; Rachinsky et al., 1990), o aumento 

expressivo da expressão do c nos ovários das operárias justamente na fase L5F3 foi 

totalmente ao contrário do esperado, uma vez que a ação do hormônio juvenil é de 

prevenir a MCP, como ocorre nas rainhas (Schmidt Capella e Hartfelder, 1998, 2002). 

Todavia, os níveis de expressão de Kr-h1 não refletem necessariamente os níveis de 

HJ, bem como, o papel de Kr-h1 na reprodução parece variar amplamente entre as 

espécies de insetos e a sua função molecular na reprodução parece não ser bem 

elucidada (Zhu et al., 2021). Por exemplo, o tratamento com metopreno, substância 

análoga ao hormônio juvenil, não causou um aumento na expressão de Kr-h1 em 

abelhas adultas (Grozinger e Robinson, 2007). Também, o knockdown de Kr-h1 em 

fêmeas adultas de Locusta migratória acelerou a maturação ovariana, ou seja, o Kr-

h1 estaria de fato desempenhando um papel de repressão da maturação dos ovários. 

Gijbels et al. (2020) e Hu et al. (2019) inferem que os estudos sobre os mecanismos 

de Kr-h1 na regulação do desenvolvimento ovariano ainda são inconclusivos. Mesmo 

em D. melanogaster, devido ao seu efeito pleiotrópico durante o desenvolvimento 

larval e pupal, a função de Kr-h1 também permanece incerta (Fussnecker e 

Grozinger, 2008). Assim, a transcrição diferencial observada aqui sugere que Kr-h1 

desempenha um papel específico em cada casta e fase do desenvolvimento larval 

em abelhas (Moda et al, 2013). Neste sentido, são necessários experimentos futuros 

a fim de identificar os alvos de Kr-h1 para que seja possível compreender os 

mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento dos insetos. 
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7  CONCLUSÃO 

 

 Com relação ao perfil de expressão de lncov2 em Apis mellifera os dados 

indicam uma possível função relacionada à proliferação celular e proteção contra a 

morte celular programada, bem como, parece estar exercendo um papel regulatório 

na expressão de fringe, seu gene hospedeiro.  

 Os resultados apresentados dos padrões de expressão de lncov1, Tudor-SN e 

Anarchy são fortemente consistentes com a sua função proposta de promover a 

implementação da morte celular programada nos ovários larvais de operárias. 

 Os genes Dnmt3, Egfr e Hdac4, mostraram picos de expressão no início do 

quinto instar larval, porém não se mostraram diferencialmente expressos em relação 

às castas, assim sugerindo funções independentes da diferenciação das castas no 

desenvolvimento pós-embrionário das abelhas melíferas.   

  Por fim, a expressão de Kr-h1 apresenta um pico de expressão nas operárias, 

este resultado inesperado pode não representar uma resposta aos níveis de hormônio 

juvenil  circulantes, indicando que este fator de transcrição possa ter outras funções 

além da resposta imediata ao hormônio.  
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