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RESUMO 

 

Perfil de expressão dos genes da cascata de determinação e diferenciação sexual no 

desenvolvimento embrionário e larval de Apis mellifera.  

 

A determinação do sexo é um dos principais eventos do desenvolvimento em metazoários 

superiores. Após a decisão do destino sexual, inicia-se a diferenciação que determina 

características morfológicas, fisiológicas e comportamentais. O sinal inicial varia entre os 

grupos, mas os sinais terminais são conservados entre os metazoários. doublesex está entre os 

genes mais conservados da cascata de determinação do sexo em insetos. Este gene codifica 

um fator de transcrição do tipo zinc-finger que regula a transcrição sexo-específica de vários 

genes-alvo. Em Apis mellifera, o sinal inicial da cascata de determinação do sexo é resultante 

da composição alélica do gene o complementary sex determiner (csd): se o embrião em 

desenvolvimento for heterozigoto, desenvolve-se em fêmea, se for hemizigoto ou 

homozigoto, desenvolve-se em macho. O produto do gene csd regula o processamento do pré-

mRNA do gene feminizer (fem), que apresenta transcritos sexo-específicos. Acredita-se que o 

gene fem esteja envolvido na regulação do processamento dos transcritos do gene amdsx. Em 

insetos, o pré-mRNA de dsx sofre processamento alternativo nos sexos que determina 

variações na estrutura do fator de transcrição DSX e consequente regulação diferencial em 

machos e fêmeas. Faltam evidências, no entanto, para determinação da função do dsx em 

abelhas, em particular sobre a expressão desse gene e de outros genes envolvidos na cascata 

de determinação sexual. Assim, o objetivo deste trabalho foi a caracterização da expressão das 

variantes de amdsx e outros genes da cascata de determinação e diferenciação sexual (csd, 

fem, dachshund and intersex) no desenvolvimento embrionário e larval. De modo geral, os 

genes estudados apresentam perfis de expressão antagônicos nos sexos e castas. Nossos 

resultados se contrapõem à ideia da expressão sexo-específica das variantes do gene amdsx. É 

possível dizer que os genes aqui estudados, em especial no desenvolvimento embrionário, 

apresentam expressão sexualmente dimórfica. Nossos dados sugerem, portanto, que a 

diferenciação sexual em abelhas ocorre pela expressão diferencial dos genes. 
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ABSTRACT 

 

Expression profile of sex-determining genes in embryonic and larval development of 

Apis mellifera   

 

Sex determination is one of the major developmental events in higher metazoans. After the 

decision of sexual cell fate, sexual differentiation initiates and determines many 

morphological, physiological and behavioral traits. The initial signals in the sex determination 

pathway vary, but the terminal signals are conserved throughout the metazoan phyla. 

doublesex (dsx) is among the most highly conserved genes in the sex determination cascade in 

insects. It encodes a zinc-finger transcription factor which regulates sex-specific expression of 

many target genes. In honey bees, the primary sex-determining signal results from an allelic 

combination of the complementary sex determiner (csd) gene: males develop from hemi- or 

homozygous embryos, whereas females develop from heterozygous ones. Csd controls the 

splicing of feminizer mRNA resulting in two sex-specific transcripts. The fem gene product 

itself supposedly regulates the splicing of amdsx transcripts. In insects, the pre-mRNA of dsx 

undergoes alternative splicing giving rise to sex-specific variants in DSX protein structure. 

These then are held responsible for differential regulation of gene expression patterns between 

the sexes. Up till now there are still many open questions concerning the function of amdsx 

splice variants and of other sex determining genes in honey bees. Thus, our goal was to 

characterize the expression of amdsx variants and other sex-determining genes expression 

(csd, fem, dachshund and intersex) during embryonic and larval development. In general, the 

genes studied have antagonistic expression profiles in sexes and castes of A. mellifera. Our 

results oppose the idea of sex-specific expression of amdsx variants. We could show that the 

expression profiles of these sex-determining genes are sexually dimorphic, especially during 

embryonic development, indicating that these genes indeed play a role in sexual 

differentiation in this insect.  
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Motivação 

As cascatas de regulação gênica são sistemas que controlam a transcrição do DNA 

pela transmissão de sinais bioquímicos e conectam os três principais componentes celulares: 

membrana, citoplasma e núcleo. Essas vias de transmissão de sinais são fundamentais para a 

formação e manutenção de tecidos e órgãos dos organismos multicelulares. A compreensão de 

mecanismos celulares envolvidos na transcrição gênica desperta o interesse  da comunidade 

científica pelo seu potencial de aplicação nas áreas de saúde  e no avanço conceitual em 

biologia teórica. Entender a integração das instruções genéticas e dos sinais bioquímicos para 

a formação de um tecido específico é crítico nos estudos com células-tronco, por exemplo.  

Nesta direção, importantes resultados culminaram de estudo em organismos modelo e 

descoberta de marcadores fenotípicos, tais como: a formação do cristalino do olho em 

vertebrados (Saha et al., 1989; Grainger 1992; Li et al., 1994; Cvekl e Tamm 2004), a 

assimetria entre os lados esquerdo e direito do corpo dos mamíferos (Hummel e Chapman 

1959; Layton 1976; Yokoyama et al., 1993), a determinação do eixo ântero-posterior em 

Drosophila (Stephanson et al., 1988; Ray e Schüpbach 1996; Peri et al., 1999) e a 

determinação e manutenção de fenótipos sexuais em metazoários (Sanchez e Guerrero, 2001; 

Keisman e Baker, 2001; Kopp et al., 2000; Meng et al., 1999; Beye, 2004), entre outros.  

 

1.2. Determinação do sexo 

 Como o sexo de um organismo em desenvolvimento é determinado? Esta é uma 

questão intrigante e que instiga pesquisadores desde a antiguidade. Os primeiros registros que 

revelam tal curiosidade a cerca da determinação do sexo são do filósofo Aristótoles e datam 

de, aproximadamente, 335 a.C.. Desde então, muitos estudiosos se dedicaram a entender esse 
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evento, que tem o potencial de formar dois fenótipos cujas características os tornam 

especializados na perpetuação da espécie.   

 Após a decisão do destino sexual do organismo, inicia-se a diferenciação sexual, ou 

seja, são ativadas vias que determinam diferencialmente aspectos da morfologia, fisiologia e 

comportamento em machos e fêmeas. Os metazoários apresentam uma grande variedade de 

mecanismos por meio dos quais o sexo do embrião em desenvolvimento é decidido (Bull, 

1983). Os genes no topo da via reguladora da determinação do sexo são responsáveis pela 

sinalização inicial que define a identidade sexual do organismo e são pouco conservados, 

mesmo em espécies evolutivamente próximas. Em contraste, os genes terminais ou na base 

desta hierarquia, são responsáveis por direcionar e manter os diferentes aspectos da 

diferenciação sexual, e são bem conservados em diferentes espécies de metazoários (Cline e 

Meyer, 1996; Marín et al.,1998; Waterbury et al.,1999). 

 Os mecanismos de determinação do sexo têm sido caracterizados em várias espécies 

de metazoários, dentre os quais se destacam o nematódeo Caenorhabditis elegans (Brener 

1974; Shen e Hodgkin 1988; Mason et al., 2008), vertebrados como Homo sapiens (Sinclair 

et al., 1990; Giese et al., 1992; Pontiggia et al., 1994; Werner et al., 1995), Mus musculus 

(Koopman et al., 1991; Barrionuevo et al., 2006) e Danio rerio (Meng et al., 1999) e os 

insetos. O conhecimento sobre a determinação do sexo entre o diverso grupo dos insetos é 

baseado em estudos com as espécies Drosophila melanogaster (Bridges, 1921; Bridges1925; 

Burtis et al., 1991), Ochlerotatus atropalpus (Jinwal et al., 2006), Musca domestica (Hediger 

et al., 2004), Megaselia scalaris (Kuhn et al., 2000), Bombyx mori (Hashimoto, 1933 citado 

em Fujii e Shimada, 2007; Suzuki et al., 2001; Suzuki et al., 2003; Suzuki et al., 2005), 

Anastrepha (Ruiz et al., 2007) e Apis mellifera (Dzierzon, 1845 citado em Herrmann et al., 

2005; Beye et al., 2003. Beye, 2004; Cristino et al., 2006a; Cho et al., 2007; Hasselmann et 
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al., 2008; Gempe et al., 2009) e Nasonia vitripennis (Beukeboom et al., 2007 ; Oliveira et al., 

2009; Bertossa et al., 2009). 

 

1.2.1. Determinação do sexo entre os insetos 

 Diferentes mecanismos moleculares envolvidos na determinação do sexo têm sido 

caracterizados entre os insetos. Em Bombyx mori (Lepidoptera), os sexos são determinados 

pela presença dos cromossomos sexuais ZW, em que os machos são homogaméticos (ZZ) e as 

fêmeas heterogaméticas (ZW). O sexo feminino no bicho-da-seda é determinado por fatores 

dominantes presentes no cromossomo W (Hashimoto, 1933 citado em Fujii e Shimada, 2007). 

Nas espécies de moscas pertencentes aos gêneros Ceratitis, Bactrocera, Anastrepha e Musca, 

as fêmeas apresentam duas cópias do cromossomo sexual X (XX) e os machos possuem um 

cromossomo X e um Y (XY). Nessas moscas, o cromossomo Y carrega fatores determinantes 

do sexo masculino (Sanchez, 2008). Embora o sexo da mosca-das-frutas D. melanogaster 

também seja determinado pelo sistema de cromossomos sexuais XY (fêmeas são XX e 

machos são XY), a presença do cromossomo Y não define a identidade sexual dos machos.  

Em Drosophila melanogaster o sinal inicial da cascata de determinação do sexo é a razão 

X:A. Se a razão X:A for igual a um (2X:2A)  ocorre o desenvolvimento de fêmeas; se a razão 

X:A resultar em 0,5 (1X:2A), os zigotos em desenvolvimento serão machos (Bridges, 1921; 

Bridges1925).  

Nos himenópteros, a arrenotoquia predomina como modo de reprodução, ou seja, os 

machos se originam de ovos não fertilizados (e, portanto, são haplóides) e as fêmeas de ovos 

fertilizados (diplóides) (Dzierzon, 1845 citado em Herrmann et al., 2005). Na espécie Apis 

mellifera, não é a ploidia que determina o sexo, mas a composição alélica do gene 

complementary sex determiner (csd). Se o organismo em desenvolvimento for heterozigoto 
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(diplóide) para o gene csd, desenvolve-se uma fêmea. Caso o organismo seja hemizigoto ou 

homozigoto para o csd (haplóide ou diplóide, respectivamente) ocorre o desenvolvimento de 

um macho (Beye et al., 2003; Beye, 2004). No entanto, em A. mellifera, os machos diplóides 

não chegam a fase adulta em condições naturais, pois são mortos pelas operárias assim que 

eclodem (Woyke, 1967 citado em Herrmann et al., 2005). 

Dentre as cascatas de determinação do sexo descritas para insetos, a mais bem 

caracterizada é de D. melanogaster. A razão X:A regula a transcrição do gene Sex-lethal (Sxl) 

(Salz et al., 1989). SXL é ativo apenas em fêmeas e regula o processamento dos mRNAs dos 

genes transformer (tra) e transformer-2 (tra-2). Tra e Tra-2 se ligam a elementos dsxRE 

(repetições da sequencia (T/A)C(T/A)(T/A)C(A/G)ATCAACA) presentes nos exons fêmea-

específicos de doublesex (dsx) e fruitless (fru) (Hedley e Maniatis, 1991; Heinrichs et al., 

1998). 

dsx está entre os genes mais conservados no processo de diferenciação dos sexos em insetos. 

Ele ocupa a base da hierarquia reguladora dos genes envolvidos na diferenciação sexual 

somática (Burtis et al.,1991). O gene dsx codifica um fator de transcrição do tipo zinc-finger 

(DSX), que regula a transcrição sexo-específica de vários genes-alvo (Burtis et al.,1991). O 

processamento sexo-específico do pré-mRNA do gene dsx foi minuciosamente descrito em D. 

melanogaster (Burtis et al., 1991; Suzuki et al., 2005; Jinwal et al., 2006), Bombyx mori 

(Suzuki et al.,2005), Musca domestica (Hediger et al., 2004), Ceratitis capitata (Graham et 

al., 2002) e Bactrocera tryoni (Shearman e Frommer, 1998).  

Uma das funções caracterizadas do DSX é a regulação da expressão das proteínas de 

estocagem em D. melanogaster (yolk protein-1 e yolk protein-2; Burtis et al., 1991), em B. 

mori  (vitelogenina e hexamerin storage protein 1 fêmea-específica; Suzuki, et al., 2003) e no 

mosquito Ochlerotatus atropalpus (hexamerina 1.2; Jinwal et al., 2006). Além disso, sabe-se 
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que dsx controla indiretamente a expressão sexo-específica do gene dachshund (dac) no disco 

genital de D. melanogaster (Keisman e Baker, 2001; Estrada e Sanchez-Herrero, 2001). Em 

fêmeas de D. melanogaster, a isoforma fêmea-específica DSXF atua em conjunto com 

produtos do gene intersex (ix), que codifica um ativador de transcrição (Garret-Engele et al., 

2002). 

Uma análise computacional comparando duas espécies de insetos demonstrou que 

vários genes envolvidos na determinação do sexo de D. melanogaster estão conservados no 

genoma de Apis mellifera e evidências experimentais indicaram que o gene dsx é transcrito 

diferencialmente nos sexos de abelha (Cristino et al., 2006a). Cho et al. (2007) confirmaram 

esse resultado e descreveram outras variações  de mRNAs a partir da transcrição desse gene (a 

partir de agora, denominado amdsx): duas variantes exclusivas de fêmeas (amdsxF1 e 

amdsxF2), uma exclusiva de macho (amdsxM) e uma presente em ambos os sexos (amdsxB). 

As variantes amdsxF1 e amdsxF2 diferem no comprimento da região 3’ UTR: amdsxF1 

apresenta 3.359 pb e amdsxF2, 2.737pb, e ambas codificam a mesma proteína de 277 

aminoácidos. A variante amdsxM possui 2.504 pb e codifica uma proteína de 336 

aminoácidos e a variante amdsxB, 1.992 pb e produz uma proteína de 130 aminoácidos.  

Hasselmann et al. (2008) sugerem que o gene feminizer (fem) de A. mellifera e o 

gene tra de D. melanogaster desempenhem funções equivalentes na determinação do sexo 

desses insetos. Os transcritos sexo-específicos do fem (femF e femM, em fêmeas e machos, 

respectivamente) foram caracterizados, demonstrando que o produto do gene csd regula o 

processamento do pré-mRNA do gene fem. Em seguida, Gempe et al. (2009) mostraram a 

expressão de femM nas fêmeas. Assim como o tra regula o processamento dos pré-mRNA de 

dsx em D. melanogaster, há indícios de que o gene fem exerça a mesma função em A. 

mellifera. Ensaios funcionais provaram que fem é essencial para o desenvolvimento das 

fêmeas, controlando o processamento dos transcritos do gene amdsx e a diferenciação das 
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células germinativas e somáticas das abelhas melíferas (Hasselmann et al., 2008; Gempe et 

al., 2009).    

Ainda que os principais genes da cascata de determinação do sexo tenham sido 

descritos para A. mellifera, pouco é conhecido sobre seus perfis de expressão no 

desenvolvimento e sobre os mecanismos que resultam na formação das estruturas específicas 

de machos e fêmeas. 

 

1.3. As abelhas Apis mellifera  

As abelhas ditas africanizadas são resultantes da hibridação entre a subespécie A. 

mellifera scutellata e as abelhas européias (A. mellifera ligustica, A. mellifera mellifera, A. 

mellifera carnica, A. mellifera caucasica) (Kerr, 1967). As abelhas A. mellifera constituem 

um bom modelo para estudos de comportamento e melhoramento animal principalmente pela 

possibilidade de criação em larga escala e grande conhecimento sobre o manejo desta espécie. 

Nos últimos anos, A. mellifera ganhou destaque nos estudos de genética do desenvolvimento, 

amparados pela publicação do genoma dessa espécie (The Honeybee Genome Sequencing 

Consortium, 2006). A disponibilidade das sequencias genômicas facilita o emprego de 

diversas técnicas de biologia molecular para a espécie, associadas a análises e predições 

computacionais. Nessa direção, tornou-se bastante oportuno investigar um assunto singular 

como a determinação do sexo nessa abelha, em que esse assunto foi pouco explorado na 

ontogênese.  

 

1.3.1. Biologia de Apis mellifera   

As abelhas são insetos sociais que vivem em colônias altamente organizadas, em que 

são encontrados três tipos de indivíduos: operárias, rainhas e zangões. As operárias realizam 
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tarefas variadas, enquanto as rainhas e os zangões exercem funções particularmente 

associadas à reprodução.  

A função das rainhas e dos zangões é garantir a reprodução da espécie A. mellifera. 

As rainhas possuem ovários formados por 150 a 180 ovaríolos e apresentam espermateca em 

forma globular que armazena o esperma dos zangões por 2 a 4 anos (em regiões temperadas;  

em regiões tropicais, até dois anos) após a cópula. Nos zangões, as estruturas envolvidas na 

orientação, vôo e acasalamento são altamente desenvolvidas. Os olhos compostos são maiores 

e as sensilas olfatórias estão presentes em maior número em relação às operárias. Tais 

estruturas são importantes na orientação visual e olfativa para encontrar a rainha durante o 

vôo e acasalar. O esperma é produzido pelos testículos e fica armazenado nas vesículas 

seminais até o acasalamento, quando será totalmente ejaculado com o muco produzido nas 

glândulas de muco (Snodgrass, 1984; revisado em Winston, 1987). 

As operárias desempenham inúmeras tarefas tais como limpar os alvéolos, cuidar das 

crias, construir favos, guardar a colméia e forragear. O tipo de tarefa executada varia de 

acordo com a idade das operárias (polietismo etário). Estas tarefas são dependentes não só da 

idade, mas também de condições fisiológicas, tais como: níveis hormonais, composição da 

hemolinfa circulante e atividade glandular, bem como de caracteres morfológicos específicos 

das operárias. Entre as características morfológicas típicas das operárias estão a corbícula 

(expansão das tíbias das pernas traseiras), o ferrão (ovopositor modificado conectado à 

glândula de veneno), glândulas de cera e as glândulas hipofaríngeas (sintetizam geléia real).  

As operárias são fêmeas facultativamente estéreis, ao contrário das rainhas, apresentam 

apenas 2 a 12 ovaríolos em seus ovários, que podem ser ativados na ausência da rainha. No 

entanto, operárias não podem acasalar, por terem o aparelho reprodutor modificado e a 

espermateca rudimentar, não podendo, portanto, armazenar espermatozóides (Snodgrass, 

1984; revisado em Winston, 1987). 
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1.3.2. Ciclo de vida de Apis mellifera  

As abelhas são insetos holometábolos (apresentam metamorfose completa), passando 

pelos estágios embrionário, larval, pupal e adulto (Figura 1).  

A ovulação nas abelhas ocorre quando o ovócito está na metáfase da primeira divisão 

meiótica, a qual só se completa com a fecundação. No caso dos ovos haplóides que originam 

machos, as informações sobre os estímulos que disparam o desenvolvimento embrionário são 

ainda controversas (Snodgrass, 1984; revisado em Cruz-Landim, 2008).  

Os ovos das abelhas apresentam o vitelo distribuído na região central do ovoplasma e 

por isso são classificados como ovos centrolécitos. Após o estímulo para iniciar o 

desenvolvimento (seja pelo espermatozóide nos ovos diplóides ou qualquer outro estímulo 

nos ovos haplóides), iniciam-se sucessivas divisões dos núcleos. A clivagem que ocorre nos 

embriões de abelhas é do tipo superficial, em que os núcleos resultantes das divisões mitóticas 

migram para o citoplasma periférico do ovo, formando um grande sincício. As divisões dos 

núcleos iniciam-se nas primeiras horas após a postura do ovo (APO) (Nelson, 1915). Depois 

do estabelecimento dos núcleos na periferia do ovo, as membranas plasmáticas se formam, 

isolando os núcleos e o citoplasma circundante, estabelecendo assim a blastoderme celular. O 

processo de celularização da blastoderme é bastante complexo (Nelson, 1915 e Fleig e 

Sander, 1985) e se completa 33 horas APO. Durante as próximas horas, inicia-se a 

gastrulação, em que movimentos celulares resultam na diferenciação dos folhetos 

germinativos: ecto-, meso- e endoderme. A gastrulação se completa 44 horas APO com a 

formação da banda germinativa na região ventral e a diferenciação da membrana serosa na 

região dorsal. Todas as estruturas do embrião se formam a partir da banda germinativa e a 

serosa é a uma membrana extra-embrionária e, portanto, não dará origem a nenhuma estrutura 

do embrião. A gastrulação e a fase da banda germinativa são momentos onde ocorrem eventos 
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críticos no desenvolvimento embrionário. Durante a extensão e posterior retração da banda 

germinativa, dispara-se a diferenciação das células que foram comprometidas durante a 

gastrulação. Nessa fase, que vai de 40 a 55 horas APO,  

 
Figura 1 – Fases do desenvolvimento de Apis mellifera (modificado de Winston, 1984). 

 

inicia-se a diferenciação do sistema nervoso na linha mediana ventral do embrião, das 

estruturas ectodérmicas (como os apêndices bucais) e dos rudimentos do intestino médio, 

entre outros importantes eventos. A partir daí, o embrião passa por processos que resultam na 

formação do corpo da larva e na sua eclosão 72 horas APO. A Figura 2 apresenta a duração 

das fases do desenvolvimento embrionário de A. mellifera em relação a D. melanogaster, cuja 

embriogênese acontece em 24 horas.  

Após as 72 horas do período embrionário, as larvas eclodem do ovo e passam por um 

período caracterizado por intensa alimentação e crescimento, com quatro mudas (que 

designam os subestágios que vão de larva 1 (L1) a 5 (portanto: L2, L3, L4 e L5). 

As larvas fêmeas têm o potencial de originar tanto operárias como rainhas. Até o 

segundo estágio larval, as fêmeas são alimentadas com geléia real, que são secreções das 

glândulas hipofaríngeas de operárias nutridoras (Rachinsky et al., 1990). A partir do terceiro 

estágio larval a quantidade e a qualidade do alimento oferecido determinam o destino das 
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fêmeas. A larva que originará a rainha continua sendo alimentada com geléia real, enquanto 

as futuras operárias recebem um alimento com menor proporção de geléia real: uma mistura 

de geléia real, mel e pólen. Essa alimentação diferencial é  
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Figura 2 – Duração dos eventos da embriogênese do himenóptero Apis mellifera e do díptero Drosophila melanogaster (baseado em informações de Fleig e 

Sander, 1986; Campos-Ortega e Hartenstein, 1997).
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percebida pelo sistema neuroendócrino e resulta na ativação dos corpora allata, que 

produzem e secretam hormônio juvenil (HJ) (Penzlin, 1985; Boleli et al., 1995; Boleli et al., 

1998). A grande quantidade de geléia real que é fornecida às larvas leva ao aumento nos 

níveis HJ e resulta na diferenciação dessas larvas em rainhas. A partir do terceiro estágio 

larval, os títulos de HJ são mais baixos nas larvas que recebem menor proporção de geléia real 

no alimento, as quais diferenciam-se em operárias (Dogra et al., 1977; Rembold, 1987; 

Rachinsky et al., 1990). A diferença nos títulos de HJ (Figura 3), como consequência da 

alimentação casta-específica, resulta na expressão diferencial de genes entre rainhas e 

operárias (Severson et al., 1989; Hartfelder et al. 1995; Corona et al., 1999; Evans e Wheeler, 

1999;; Cristino et al., 2006b; Barchuk et al., 2007).  Portanto, as larvas fêmeas têm potencial 

para seguir duas vias de desenvolvimento: uma que levará a caracteres morfológicos 

específicos de rainhas e outra à morfologia típica de operárias.  

Até a fase L2 do desenvolvimento larval, os machos são alimentados exclusivamente 

com geléia real. A partir da fase L3, os machos recebem uma mistura de geléia real, mel e 

pólen (Snodgrass, 1984). 

A ontogênese prossegue com uma muda metamórfica que marca a transição larva-

pupa. A duração do desenvolvimento larval e pupal variam entre operária, rainha e zangão, 

conforme mostra a Figura 4. 

Durante o desenvolvimento pupal ocorre substituição dos tecidos larvais por tecidos 

que formarão o indivíduo adulto como, por exemplo, a diferenciação de estruturas do adulto a 

partir dos discos imaginais: asas, pernas, antenas, entre outros.  Após emergência, os adultos 

desempenham funções específicas dentro da colônia, esta uma sociedade altamente 

organizada, caracterizada por sobreposição de gerações,  
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Figura 3 – Títulos de hormônio juvenil ao longo do desenvolvimento de operárias, rainhas e zangões 

de Apis mellifera (Rembold, 1987a, 1987b; Rembold et al., 1992; Rachinsky et al., 1990). Os dados 

apresentados na revisão de Hartfelder e Engels (1998) foram compilados a partir de metodologias 

diferentes para quantificação hormonal e se referem a valores relativos. Estágios do 

desenvolvimento: ovo, L1-4 (larvas de primeiro, segundo, terceiro e quarto estágios), L5 (larvas de 

quinto estágio) em fase de alimentação (F = feeding phase, subdivisões: F1, F2 e F3), seguida por 

fase de tecelagem do casulo (S = spinning phase, subdivisões: S1, S2 e S3) e PP (pré-pupa, 

subdivisões: PP1, PP2 e PP3). 
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Figura 4 – Ciclo de vida de operária, rainha e zangão de Apis mellifera. Acima de cada gravura está a fase do desenvolvimento larval correspondente. 

Abaixo, está o número de dias após a postura do ovo. O período larval foi retratado com maior detalhe, pois consiste na fase estudada (Modificado de 

Winston, 1987, com base nas informações de Rembold et al., 1980; Michelette e Soares, 1993; Tozetto, 1997). 
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divisão reprodutiva de trabalho e cuidado com a prole (revisado em Cruz-Landim, 2008). 

O estudo da determinação do sexo em Hymenoptera, neste caso através da espécie A. 

mellifera, pode ser informativo por muitas razões: (1) As consequências genéticas e 

moleculares resultantes do mecanismo haplodiplóide de determinação do sexo nos 

Hymenoptera são pouco conhecidas; (2) O conhecimento produzido poderá ser comparado a 

outros organismos e utilizado na identificação de princípios genéticos gerais. (3) As 

informações geradas poderiam ajudar na compreensão de problemas evolutivos típicos entre 

os Hymenoptera, como a evolução da socialidade e do desequilíbrio da razão sexual que 

prevalece neste grupo (Beukeboom, 1995). Os perfis de transcrição dos genes da cascata de 

determinação do sexo contribuem para o entendimento desse processo em A. mellifera. Além 

disso, pouco se sabe sobre os mecanismos de determinação e diferenciação sexual nos 

himenópteros.  
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2. OBJETIVO 

 

O presente projeto teve por objetivo caracterizar o perfil de transcrição das variantes 

de dsx e de outros genes da via de determinação do sexo em Apis mellifera. Os genes 

estudados foram: 1) csd, que é o sinal inicial da cascata de determinação do sexo nas abelhas 

melíferas. 2) As isoformas do fem, em que a função de femF foi provada na diferenciação 

sexual das fêmeas de abelhas. 3) Homólogo de A. mellifera para ix (amix), co-fator do produto 

gênico DsxF e importante na diferenciação sexual das fêmeas de D. melanogaster. 4) 

Homólogo de A. mellifera para dac (amdac), gene indiretamente regulado pelo dsx e que 

desempenha importante papel na diferenciação sexual do disco genital em D. melanogaster.  

 



Material e Métodos
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. 

3.1.1. Aquisição de dados das sequências gênicas analisadas 

Análise computacional dos genes de determinação e diferenciação sexual em Apis 

mellifera   

As sequências preditas e validadas dos genes de A. mellifera analisadas neste estudo 

foram adquiridas a partir da literatura e da base pública de dados GenBank (National Center 

for Biotechnology Information - NCBI). O número de acesso e a referência dos genes 

estudados estão descritos na Tabela I.  

 

3.1.2. Anotação dos genes da cascata de determinação e diferenciação sexual 

em Apis mellifera   

A anotação dos genes estudados foi realizada com auxílio dos programas BLAST (do 

inglês, Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al., 1990), para alinhamento da 

proteína de interesse contra o genoma, e ARTEMIS (Rutherford et al., 2000), para montagem 

gráfica da estrutura gênica. A plataforma ARTEMIS permite o mapeamento manual dos genes 

em sequências genômicas bem como a localização de iniciadores e outras entidades definidas 

pela genética (ex: elementos regulatórios, domínios funcionais, regiões não-traduzidas etc.).  
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Tabela I – Relação dos genes da cascata de determinação e diferenciação sexual de Apis mellifera analisados neste estudo. Nomes e siglas dos genes, 

número de acesso, referência, nome e sequência dos iniciadores e condições de PCR.  

Genes 
 

No. de acesso 
GenBank 

Referência 
Nome dos 
iniciadores 

Seqüência dos Iniciadores 

Tamanho do 
fragmento 

(pb) 

Nº de 
ciclos 

Temp. de 
pareamento 

ribosomal protein 49 

(rp49) AF441189 Ben-Shahar et al., 2003 
rp49-F 

rp49-R 

5’ CGTCATATGTTGCCAACTGGT 3’ 

5’ TTGAGCACGTTCAACAATGG 3’ 150 25 62°C 

doublesex 

(amdsx) 

amdsxF1, 

amdsxM 

NR_024131, 

NM_001111255.1 
Cho et al., 2007 

Amdsx-MA-F5 

Amdsx-R3Cho 

5’ TCCAATATCCTTGGGAAGCA 3’ 

5’ CGATGTAATCATTCCTCTTTGG 3’ 

1290 (amdsxF1) 

435 (amdsxM) 
35 60°C 

amdsxF1 NR_024131 Cho et al., 2007 
amdsx-RT-FE-F1 

amdsx-MA-R6 

5’ TTCTGTTCGAAGAATTTTATTTGG 3’ 

5’ GCACGACTAGGTTGGGACAT 3’ 
908 35 60°C 

amdsxF1 NR_024131 Cho et al., 2007 
Amdsx-F1-F 

Amdsx-F1-R 

5’ CAATGGTGCACTAAGTTTCTCG 3’ 

5’ AAGGGTGACGAATACAACGAA 3’ 
127 35 60°C 

amdsxM NM_001111255.1 Cho et al., 2007 
Amdsx-M-F 

Amdsx-M-R 

5’ TTGATGCTAGCAACGAAATCC 3’ 

5’ CCCTCGTATGTCGGAGGTC 3’ 
136 35 60,5°C 

amdsxB NM_001134936.1 Cho et al., 2007 
Amdsx-B-F 

Amdsx-B-R 

5’ CATAATGGTTTCTTGGCGAAA 3’ 

5’ GAAAACTATATCAGCGGCAACA 3’ 
102 35 59°C 

complementary sex 

determiner (csd) 
NM_001011569 Beye et al., 2003 

Amcsd-F 

Amcsd-R 

5’ GAAGCRTGGTTGATACAACAAG 3’ 

5’ YATTACTTCTATCACGACTATCTG 3’ 
157 40 60°C 

feminizer 

(fem) 

femF NM_001134828 Hasselmann et al., 2008 
Amfem-F 

Amfem-F-R 

5’ CAACATCTGATGAACTTAAACGG3’ 

5’ CTATTTCTGTCTTCATGTCTTGAA3’ 
350 32 60°C 

femM EU101389 Hasselmann et al., 2008 
Amfem-F 

Amfem-M-R 

5’ CAACATCTGATGAACTTAAACGG3’ 

5’ GGATTCAAATCATCTGAAGTTAC 3’ 
400 32 59ºC 

intersex (amix) XM_395989.1 Cristino et al., 2006 
Amix-F 

Amix-R 

5’ GGTGGTATTGATCAGCCAGA 3’ 

5’ TGGCATGACAGGTACTGGAA 3’ 
154 32 60°C 

dachshund (amdac) XM_394237.3 - 
Amdac-F 

Amdac-R 

5’ CGAGATCGTACAACAGCCCT 3’ 

5’ ATGCCCGTTCTCGTAGTAAT 3’ 
490 36 60°C 
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3.1.3. Desenho dos iniciadores 

Os iniciadores específicos de cada gene estudado foram desenhados manualmente ou 

com auxílio do software Primer3 (Rozen e Skaletsky, 2000). A especificidade dos mesmos 

foi avaliada por BLASTN contra o genoma da abelha  e vizualizadas na plataforma 

ARTEMIS, que permite avaliar o tamanho do transcrito gerado e potencial tamanho de 

fragmento genômico, em caso de contaminação do cDNA. As sequências utilizadas para 

desenhar os iniciadores específicos para o gene amix, amdac e para as variantes do gene 

amdsx (Cristino et al., 2006a; Cho et al., 2007) foram recuperadas da base pública de dados 

GenBank (os números de acesso de cada gene estão na Tabela I).  Os iniciadores utilizados 

na amplificação dos genes csd e fem foram os mesmos descritos por Gempe et al. (2009). Para 

a normalização da expressão, optou-se pelo gene rp49 (de expressão constitutiva em abelhas, 

segundo Lourenço, et al., 2008) e iniciadores específicos foram desenhados com base na 

sequência também obtida do GenBank (Ben-Shahar et al., 2003).  

 

3.1.4. Busca por domínios conservados nos genes estudados 

As sequências em aminoácidos dos genes csd, fem, ix e dac e das variantes do gene 

amdsx de A. mellifera foram submetidas a uma busca por domínios conservados através do 

programa NCBI Conserved Domain Search (Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer 

et al., 2009; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml). 

 

 

 

 



 

35 
 

3.2. 

3.2.1. Coleta do material biológico  

Análise dos níveis de transcritos dos genes da cascata de determinação e 

diferenciação sexual de Apis mellifera 

Os insetos foram coletados em colônias mantidas no apiário experimental do 

Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP) da 

Universidade de São Paulo. 

Para obter embriões e larvas com idades controladas, uma rainha foi presa (com 

auxílio de uma tela excluidora) por seis horas sobre favos distintos: ou com células de 

zangões ou com células de operárias.  Embriões machos e fêmeas foram coletados 6, 12, 18, 

24, 48 e 72 horas após a postura. Para produção de rainhas, larvas de segundo estágio larval 

(L2) foram instrumentalmente transferidas para cúpulas artificiais, que mimetizam células de 

cria naturais (realeiras), em barras contendo de 10-14 cúpulas e inseridas em caixas (colônias) 

do tipo recria. Assim, operárias e rainhas foram coletadas separadamente a partir do estágio 

larval 3 (L3). Os estágios larvais de rainhas e operárias foram classificados de acordo com os 

critérios estabelecidos por Rembold (1987) e Michelette e Soares (1993). Os critérios de 

classificação instituídos por Rembold (1987) e Michelette e Soares (1993) para a fase larval 

foram relacionados nas Tabelas II e III, respectivamente. Foram coletadas larvas de abelhas 

no estágio L1 até L5S3 (Figura 3). Zangões na fase larval foram coletados no momento da 

eclosão (estágio larval 1, ou L1) e a cada 24 horas por três dias (portanto: L2, L3 e L4). Deste 

modo, foi estabelecido um critério para classificar o estágio de desenvolvimento das larvas 

jovens de macho com base no tempo de desenvolvimento e massa corpórea que será discutido 

com mais detalhes no item 4.1 (seção Resultados e Discussão). Machos no quinto estágio 

larval foram classificados de acordo com Tozetto (1997) e os critérios utilizados estão na 

Tabela IV.  Cada estágio do desenvolvimento embrionário e larval de operária, rainha e 

zangão foi amostrado em triplicatas e todas as amostras descritas foram colocadas em 
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microtubos de 1,5 mL com 500 µL de TRIzol® (Invitrogen) e congeladas a -80°C até a 

extração de mRNA. 

Operárias, rainhas e zangões na fase L5 e recém-nascidos foram dissecados sob 

estereomicroscópio para a retirada das gônadas (ovários e testículos). As amostras desses 

tecidos foram colocadas em microtubos de 1,5 mL com 500 µL de TRIzol® (Invitrogen) para 

posterior extração de mRNA. 

 
Tabela II - Características utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) de operárias de 
abelhas Apis mellifera africanizadas. A duração dos estágios larvais no desenvolvimento preimaginal 
refere-se às horas após eclosão (modificado de Michelette e Soares, 1993). 
 

Fase Caracterização 

Ovo Embriões de 0 a 72 horas 

L1 0,1 a 0,3 mg 

L2 0,3 a 1,0 mg 

L3 1,5 a 4,0 mg 

 
L4 4,0 a 24,8 mg 

L5 

Fase de 
alimentação 

(F) 

1 29,0 a 60,0 mg 

2 60,0 a 110,0 mg 

3 110,0 a 160,0 mg 

Fase de 
tecelagem do 

casulo 
(S) 

1 Célula operculada; larva com intestino cheio 

2 Célula operculada; larva com intestino semi-cheio 

3 Célula operculada; larva com intestino vazio 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela III – Características utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) de rainhas de 
Apis mellifera carnica (modificado de Rembold et al., 1980). 
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Fase Caracterização 

Ovo Embriões de 0 a 72 horas 

L1 0,1 a 0,35 mg 

L2 0,35 a 1,5 mg 

L3 1,5 a 7,0 mg 

L4 7,0 a 44,0 mg 

L5 

Fase de 
alimentação 

(F) 

1 44,0 a 90,0 mg 

2 91,0 a 180,0 mg 

3 181,0 a 260,0 mg 

Fase de 
tecelagem do 

casulo 
(S) 

1 Larva com intestino cheio 

2 Larva com intestino semi-cheio 

3 Larva com intestino vazio 

 
 
Tabela IV – Características utilizadas para classificar o quinto estágio do desenvolvimento larval (L) 

de zangões de Apis mellifera (baseado em Tozetto, 1997).  

Fase Caracterização 

L5 

Fase de 
alimentação 

(F) 

1 40 – 129 mg 

2 130 – 269 mg 

3 270 – 400 mg 

Fase de 
tecelagem do 

casulo 
(S) 

1 Larva com intestino cheio 

2 Larva com intestino semi-cheio 

3 Larva com intestino vazio 

 

 

3.2.2. Extração do RNA total  

As amostras em TRIzol® foram retiradas do freezer e descongeladas a temperatura 

ambiente. A cada amostra foi adicionado 100 µL de clorofórmio (MERCK) e, em seguida, os 

tubos foram agitados vigorosamente por 15 segundos e levados a uma centrifugação a 12.000 

x g, a 4°C por 15 minutos. Ao final da centrifugação, as amostras apresentaram duas fases: 

uma fase branca aquosa (onde estava o RNA) e outra vermelha (contendo proteínas e o 

restante do TRIzol®). A fase branca aquosa foi transferida para outro tubo onde foi 
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adicionado 250 µL de álcool isopropílico (MERCK) e 1 µL de glicogênio (concentração 10 

µg/µL) para precipitação do RNA. As amostras foram então, armazenadas no freezer -20°C 

por no mínimo três dias para que o glicogênio potencializasse a precipitação do RNA 

(conforme descrito no protocolo do reagente TRIzol®). Após essa etapa de precipitação, as 

amostras foram retiradas do freezer e deixadas à temperatura ambiente por 10 minutos.  

Em seguida o material foi submetido a uma segunda centrifugação a 14.000 x g a 

4°C por 30 minutos. Após a centrifugação o sobrenadante foi descartado e adicionado 500 µL 

de etanol 75% (MERCK). Uma nova centrifugação foi realizada a 10.000 x g a 4°C por 10 

minutos para precipitação do RNA total. O sobrenadante foi descartado com cuidado e os 

tubos abertos foram colocados em um termobloco Digital Dry Bath Incubator (Boekel) a 

55°C por 10 minutos para evaporação do álcool remanescente. O RNA foi, então, 

ressuspendido em 15-30 µL de água ultra-pura (purificada por osmose reversa, em seguida 

pelo sistema Milli-Q Plus) tratada com dietilpirocarbonato (DEPC, 0,1% (v/v), Sigma) e 

autoclavada. Para completa dissolução do RNA precipitado, as amostras foram deixadas em 

um termobloco a 55 ºC por 5 minutos. As variações entre 15-30 µL na quantidade de água 

DEPC 0,1% utilizada se devem ao volume necessário para dissolver todo o precipitado, que 

apresentam rendimentos diferentes nas fases estudadas. A pureza (estimada por meio da razão 

entre os valores da leitura a 260 e 280 nm) e concentração (dada em µg/µL) da solução final 

de cada amostra foram obtidas por absorbância óptica a 260/280 nm, em espectrofotômetro 

NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies). Posteriormente, as amostras foram 

congeladas a -80°C até serem usada na síntese de cDNA. 
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3.2.3. Transcrição Reversa e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Volumes de RNA total, correspondentes a 4,0 µg, foram completados com água 

DEPC 0,1% para 9 µL. Adicionou-se 0,2 unidade (U) da enzima DNase I Amplification 

Grade (1 U/µL; Invitrogen) para remoção de possível contaminação por resíduos de DNA, 

incubando-se em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) a 37ºC, 

por 40 minutos e, posteriormente a 70ºC, por 15 minutos, para inativação da enzima. A 

eficiência do tratamento com DNase foi testada utilizando-se o RNA total (tratado com a 

enzima) como molde para reação em cadeia da polimerase (sem ser submetido à reação de 

transcrição reversa, controle negativo). O RNA total tratado com DNase foi submetido à 

reação de transcrição reversa (RT) para síntese de cDNA de fita simples, em volume final de 

20 µL, utilizando-se, por amostra, o seguinte protocolo: 1 µL de oligo(dT)12-18 (500 ng/µL), 1 

µL de uma mistura de dNTPs (10 mM), com incubação em termociclador a 65ºC por 5 

minutos; 4 µL de tampão 5x first strand (Invitrogen), 2 µL de ditriotreitol 0,1 M (DDT, 

Invitrogen), 1 µL de inibidor de RNase (RNase OUTTM, 40 U/µL, Invitrogen), com incubação 

a 42ºC por 2 minutos; 0,5 µL de água ultra-pura autoclavada e 0,5 µL da enzima 

SuperScriptTM II Reverse Transcriptase (200 U/µL, Invitrogen), com incubação a  42ºC por 50 

minutos, com posterior ciclo de inativação da enzima a 70ºC por 15 minutos. Como controle 

negativo, foram preparadas reações sem a enzima SuperScriptTM II.  

A amplificação do cDNA pela técnica de PCR foi feita utilizando-se 10 µL de 

Master Mix (Promega), 8 µL de água ultra-pura autoclavada, 0,5 µL de cada iniciador 

específico (10 pmol/µL) e 1µL de cDNA. A temperatura de 94 ºC por 30 segundos foi usada 

para separação das fitas de cDNA, seguido da temperatura ideal de pareamento específica de 

cada iniciador por 45 segundos e 72 ºC por 40 ou 45 segundos, dependendo do tamanho do 

fragmento sintetizado na reação.  A temperatura de pareamento utilizada nas amplificações 

por PCR variou conforme as características de cada par de iniciadores. A temperatura de 
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pareamento e a sequência dos iniciadores de cada gene estudado foram relacionados na 

Tabela I. 

Os produtos da amplificação por PCR foram analisados em géis de agarose 1,0% 

(Amersham-Pharmacia Biotech), em tampão TBE 1x (89 mM Tris base, 89 mM ácido bórico, 

2 mM EDTA, pH 8,0) e contendo 0,5 µg de brometo de etídio por mL de gel. O tamanho dos 

fragmentos amplificados foi comparado com a migração do marcador de peso molecular de 

100 pares de bases (Invitrogen). Os géis foram visualizados e fotografados com auxílio do 

aparelho Kodak EDAS 290. A densidade óptica das bandas geradas – resultantes da migração 

dos fragmentos de cDNA amplificados – foi medida com auxílio do programa Kodak 1D 

3.3.2 Image Analysis Software. Para que as quantificações permitissem uma comparação fiel 

entre os níveis dos transcritos dos genes estudados entre operária, rainha e zangão, os 

seguintes parâmetros foram cuidadosamente padronizados: volume do gel (300 mL), corrente 

elétrica para eletroforese (180 V), tempo de corrida (60 minutos), tamanho dos poços (49 mm³ 

= 49 µL), volume das amostras aplicadas (20 µL) e tempo de abertura do diafragma da 

câmera para captação de imagem sob luz UV (1,5 segundo). Os valores correspondentes aos 

níveis transcricionais de cada amostra foram normalizados pela subtração com os respectivos 

valores de expressão do gene rp49 e representados pela média das triplicatas para cada ponto 

do desenvolvimento analisado. 

 

3.2.4. Clonagem e Sequenciamento 

Fragmentos das variantes do gene amdsx amplificados por PCR usando cDNA de 

ovários e testículos de operárias, rainhas e zangões recém-nascidos como molde dois pares de 

iniciadores (par I: Amdsx-MA-F5 X Amdsx-R3Cho; par II: amdsx-RT-FE-F1 X amdsx-MA-R6 
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) foram recortados do gel com um bisturi e purificados com base no protocolo e reagentes do 

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).  

O fragmento de cDNA purificado foi ligado ao vetor pGEM-T easy vector (Promega) 

em reação com a enzima T4 DNA ligase (Promega). Posteriormente, os plasmídeos foram 

internalizados por bactérias competentes através da reação de transformação por choque 

térmico. 

Depois do choque térmico, as bactérias foram incubadas em estufa a 37°C a uma 

rotação de 180 rpm em 500 µL de meio LB líquido (sem antibióticos). Em seguida, as 

bactérias foram espalhadas em placas de LB sólido e incubadas em estufa por 20 horas a 

37°C. 

Após o período de crescimento, as colônias formadas por bactérias que receberam o 

inserto de interesse foram recolhidas por um palito de madeira autoclavado e colocadas em 

tubos de ensaio com 5 mL de LB líquido com Ampicilina. Em seguida, os tubos de ensaio 

foram levados à estufa por 16 horas a uma rotação de 170 rpm e a  37°C. Para extração e 

purificação dos plasmídeos utilizou-se o kit IllustraTM PlasmidPrep Mini Spin (GE 

Healthcare).  

Para verificar se a reação de ligação foi efetiva, o plasmídeo purificado foi submetido 

á digestão com a enzima EcoRI e o produto da digestão foi verificado em gel de agarose 

1,0%. Os plasmídeos que apresentaram o inserto foram submetidos à reação de 

sequenciamento. 

A reação de sequenciamento foi feita seguindo-se o protocolo do kit BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems) e utilizando-se o par de 

primers M13-F e M13-R. Os tubos contendo a reação de seqüenciamento foram levados ao 
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termociclador (GeneAmp PCR System 9700) por 25 ciclos de10 segundos a  96°C, 5 

segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C. 

O produto da reação de sequenciamento foi purificado com isopropanol 75%. Após 

evaporar o álcool, as amostras foram tratadas com, Template Supression Reaction (Applied 

Biosystems) e colocadas no sequenciador ABI Prism 310 (Applied Biosystems). 

Os eletroferogramas emitidos pelo seqüenciador foram interpretados pelo programa 

Sequencing Analysis v3 4.1 (Applied Biosystems) e analisados no programa Sequencher TM 

version 4.7 for Windows (Gene Codes Corporation). A sequência consenso resultante foi 

confrontada com o banco de dados GenBank (National Center for Biotechnology Information 

- NCBI) utilizando-se BLAST (Altschul et al., 1990). 

 

3.2.5. Padronização dos iniciadores por PCR em tempo real  

A avaliação da eficiência dos iniciadores utilizados na PCR semi-quantitativa foi 

realizada pela técnica de PCR em tempo real (7500 Real Time PCR System; Applied 

Biosystem). Amostras de cDNA do desenvolvimento embrionário de macho foram usadas 

concentradas ou diluídas em água ultra-pura autoclavada. As reações foram realizadas em 

placas de 96 poços, em um volume de reação de 20 µL, contendo 10 µL de SYBR® Green 

Master Mix 2x (Applied Biosystems), 0,5 µL de cada iniciador específico (10 pmol/µL), 1 µL 

de cDNA (concentrado ou diluído) e 8 µL de água ultra-pura autoclavada. As análises foram 

realizadas em triplicatas e as condições de PCR foram de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 

95°C seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Para o gene dac e a 

variante amdsx a temperatura utilizada no pareamento dos iniciadores foi de 62º C.  
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Cada par de iniciadores foi testado usando alíquotas de cDNA concentrado e quatro 

diluições (1:5; 1:10; 1:20; 1:50). A eficiência de amplificação (E) de cada combinação de 

iniciadores foi calculada pela equação (1),  

E = 10[-1/slope] (1) 

onde slope é a inclinação da reta resultante da regressão linear calculada a partir dos 

valores de concentração de moléculas de cDNA e Ciclo limite (Ct) (User Bulletin#2, ABI 

Prism 7700 Sequence Detection System). Todas as reações apresentaram valores de eficiência 

próximos de 2 (E~2) o que nos permite comparações quantitativas entre todos os genes 

estudados.  

Outro ponto importante verificado foi a especificidade dos iniciadores que foi 

avaliada pela curva de dissociação. A amplificação é considerada específica quando a curva 

de dissociação apresenta um único pico muito evidente e neste caso, todos os pares de 

iniciadores amplificam especificamente um único fragmento. Assim, todas as reações foram 

padronizadas, o que permitiu obter a eficiência e a especificidade necessárias nas 

amplificações, para os cálculos de quantificação relativa.  

 

3.2.6. Análise estatística dos dados de expressão quantitativa 

O programa Sigma Plot for Windows version 11.0 (2008) foi utilizado para analisar 

os níveis de transcritos dos genes estudados com a finalidade de verificar a existência de 

diferenças significativas entre os perfis de operária, rainha e zangão. A análise de variância 

empregada foi Two Way ANOVA (comparações múltiplas) seguido do teste Holm-Sidak, com 

p < 0,01. 

O pacote de ferramentas estatísticas do programa Office Excel 2007 (Microsoft) foi 

usado para os cálculos de correlação de Pearson entre os dados de expressão dos genes 
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estudados no desenvolvimento embrionário e larval de operária, rainha e zangão. Foram 

considerados significantes os coeficientes de correlação R > 0,53 e R < -0,53, para p < 0,05. 

Os coeficientes de correlação serviram como dados de entrada para o programa Cytoscape 

v.2.6.3, que oferece uma plataforma de visualização de redes de interação molecular e vias 

biológicas (http://cytoscape.org/

 

).  

3.3.

Larvas de operárias no estágio larval L2 – resultantes de postura controlada de seis 

horas – foram submetidas a um tratamento com hormônio juvenil (HJ). O total de 107 larvas 

foi tratado com 0,5 µL de uma solução 0,5 µg/µL de Hormônio Juvenil III (Sigma) diluído em 

acetona 99,5% (Merck). O mesmo volume de 0,5 µL de acetona foi aplicado sobre a região 

dorsal de 90 larvas. O grupo controle foi formado por 90 larvas que não receberam qualquer 

intervenção. O tratamento com acetona foi feito para verificar possíveis efeitos do solvente no 

desenvolvimento das larvas. Após o tratamento, amostras de larvas dos três grupos, em 

triplicatas, foram coletadas a cada 24 horas. Assim, foram amostrados os estágios larvais L3, 

L4 e L5F1. As larvas coletadas foram colocadas em microtubos de 1,5 mL com 500 µL de 

TRIzol® e procedeu-se a extração do mRNA conforme o protocolo descrito anteriormente 

(item 3.2.2). 

Tratamento com Hormônio Juvenil 

 

3.3.1. Análise estatística dos dados de expressão quantitativa 

O programa Sigma Plot for Windows version 11.0 (2008) foi utilizado para analisar 

os níveis de transcritos do gene amix com a finalidade de verificar a existência de diferenças 

significativas entre os diferentes tratamentos (HJ, acetona e controle) e fases larvais (L3, L4 e 
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L5F1). A análise de variância empregada foi Two Way ANOVA (comparações múltiplas) 

seguido do teste Holm-Sidak, com p < 0,01. 

 

 



Resultados e Discussão
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Critérios para classificação dos estágios iniciais do desenvolvimento larval de 

zangões 

Rembold (1987) e Michelette e Soares (1993) apresentam critérios baseados no 

tempo de desenvolvimento, massa corpórea (larvas) e pigmentação (para pupas) dos 

indivíduos durante todo desenvolvimento das fêmeas de A. mellifera (Tabelas III e IV). As 

fases finais do desenvolvimento larval dos zangões foram determinadas usando critérios 

estabelecidos por Tozetto (1997) (Tabela IV), como o tamanho das larvas e a posição do 

alimento no intestino. No entanto, as fases iniciais do desenvolvimento larval de zangões não 

possuem critérios de classificação. Assim, usando uma postura controlada de ovos haplóides, 

que darão origem aos machos (seis horas de postura), o desenvolvimento desses ovos foi 

acompanhado a cada 24 horas a partir da eclosão. A relação entre o tempo de 

desenvolvimento, massa e estágio larval está na Tabela V e a Figura 5 mostra os estágios 

iniciais do desenvolvimento do zangão. O estabelecimento de critérios para se determinar as 

fases do desenvolvimento mencionadas,  completa a literatura e certamente auxiliará nos 

estudos com zangões, em diferentes áreas, nas quais a identificação e duração dessas fases são 

condições importantes.  
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Tabela V – Critérios estabelecidos para classificar o início do desenvolvimento larval (L) de zangões 

de Apis mellifera. Após a eclosão, as larvas tiveram sua massa medida (mg) a cada 24 horas. As 

fases (L1 a L4) foram estabelecidas com base nos dias após a eclosão e na massa das larvas.  

Horas após a eclosão da 
larva Média ± Desvio Padrão (n) Mín-Máx (mg) Estágio do 

Desenvolvimento 
- -- -- Embrião 

Imediatamente após a 
eclosão 0,3 ± 0,1 mg (8) 0,1 - 0,35 L1 

24 H 0,8 ± 0,2 mg (10) 0,4 - 1,2 L2 
48 H 5,4 ± 1,4 mg (14) 3,0 - 7,0 L3 
72 H 20,2 ± 5,2 mg (21) 16,0 - 32,1 L4 

 

 

 

 

Figura 5 – Estágios iniciais do desenvolvimento larval (L) de zangões de Apis mellifera. (A) Embrião 

macho, 48 H APO. (B) L1, 96H APO. (C) L2, 120H APO. (D) L3, 144H APO. (E) L4, 168H APO.  
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4.2. Análise computacional dos genes da cascata de determinação e diferenciação sexual 

em Apis mellifera   

4.2.1. Anotação das variantes do gene amdsx de Apis mellifera    

A estrutura dos transcritos variantes descritos para o gene amdsx, bem como região 

5’ e 3’ UTR, códon de iniciação (metionina) e códon de terminação (stop codon) foram 

anotados e apresentados na Figura 6. 

 

4.2.2. Domínios conservados nos genes estudados 

As sequências dos genes csd, fem, amix e amdac e das variantes do gene amdsx e 

foram submetidas a uma busca por domínios conservados no programa NCBI Conserved 

Domain Search (Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al., 2009; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml). Essa análise revelou que os genes csd 

e fem compartilham os domínios sex determination protein N terminal (SDP_N; pfam12278) 

e complementary sex determiner protein (Apis_Csd; pfam11671), sendo este último, 

incompleto no gene csd (Figura 7). O domínio SDP_N é encontrado na porção N-terminal 

das proteínas de ligadas à determinação do sexo e apresenta importante função na 

determinação dos gêneros de aproximadamente 20% das espécies de metazoários (Beye et al., 

2003). O domínio Apis_csd define as proteínas do tipo SR (argenine/serine rich) codificadas 

pelo gene csd (Beye et al., 2003; Beye, 2004). Análises comparativas das sequências 

codificadoras dos genes csd e fem de cinco espécies de abelhas (A. mellifera, Apis cerrana, 

Apis dorsata, Melipona compressipes e Bombus terrestris) indicaram uma origem recente do 

csd nas abelhas melíferas a partir do precursor fem (Hasselmann et al., 2008).  

As variantes amdsxF1, amdsxF2 e amdsxM apresentam dois domínios conservados: 

domínio de dimerização (dsx dimer; pfam08828) e domínio DM de  
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Figura 6 – Estrutura das variantes de transcritos do gene amdsx em Apis mellifera. A estrutura em amarelo representa o trecho sequenciado a partir de 

amostras de operária e de rainha e corresponde a variante amdsxM (E-value 0.0), mostrando que a variante amdsxM se expressa também nas fêmeas. 
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ligação ao DNA (DM; pfam00751). A variante amdsxB apresenta apenas o domínio DM. O 

domínio DM define uma família de fatores de transcrição de metazoários que são conservados 

entre os vertebrados. Os genes da família DM estão envolvidos na regulação do 

desenvolvimento sexual nos metazoários, incluindo artrópodes, nematódeos e vertebrados 

(Raymond et al., 1998; Narendra et al., 2002).  A ligação entre o domínio DM e a sequência 

de DNA é reforçada pelo domínio de dimerização na porção C-terminal da proteína 

codificada pelo gene dsx em D. melanogaster (Cho e Wensink, 1998). Mutações tanto no 

domínio DM quanto no domínio de dimerização estão associadas com fenótipos intersexuais 

(Erdman e Burtis, 1993; Burtis, 1993; Narendra, et al., 2002). O domínio de dimerização está 

também relacionado com o recrutamento sexo-específico da proteína Ix, que atua em conjunto 

com DsxF nas fêmeas de D. melanogaster (Garret-Engele et al., 2002).  

A busca por domínios conservados no gene ix revelou a presença do domínio 

mediator complex subunit 29 (Med29; pfam11568). Esse domínio pertence a um complexo de 

mais de 33 proteínas conservadas desde plantas, fungos até humanos e o número de 

subunidades que compõem esse domínio varia entre as espécies (Bourbon et al., 2004; Sato et 

al., 2004). O domínio mediator regula a atividade de transcrição da RNA polimerase II 

(Lariviere et al., 2008) e em D. melanogaster funciona como um co-ativador de transcrição 

para o fator de transcrição DsxF (Conaway et al.,2005). 

O gene dac contém um domínio que define a família SKI/SNO/DAC (pfam02437). 

Entre os membros dessa família estão os proto-oncogenes c-ski e Sno que influenciam a 

proliferação celular, transformação morfológica e diferenciação miogênica, além de atuarem 

na resposta ao estímulo para proliferação celular (Ludolph et al., 1995). Assim como esses 

membros da família SKI/SNO/DAC, o gene dac também participa de processos de 

diferenciação. Sabe-se que dac é importante na formação dos discos genitais e na 

diferenciação das pernas de D. melanogaster (Mardon et al., 1994). As análises de domínios 
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conservados revelaram as funções conhecidas para os domínios presentes nos genes 

estudados. Essas funções atribuídas aos domínios são essenciais ao desenvolvimento das 

abelhas A. mellifera.  
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Figura 7 – Posição dos domínios conservados nas proteínas preditas para os genes csd, fem, 

amdsx, amix e amdac de Apis mellifera. A busca por domínios conservados foi feita utilizando-se o 

programa NCBI Conserved Domain Search (Marchler-Bauer e Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al., 

2009). Os retângulos azuis e rosas representam os domínios conservados.  As extremidades 

arredondadas dos retângulos indicam que o domínio está completo. 
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4.3. Expressão das variantes amdsxM e amdsxF1 em fêmeas e machos de Apis mellifera  

Observamos a presença de variantes do gene amdsx em ambos os sexos. A literatura 

descreve essas variantes como sendo sexo-específicas (Cristino et al., 2006a; Cho et al., 

2007), Em reações de PCR usando iniciadores que flanqueiam uma região de 1290 pb da 

variante amdsxF1 e 435 pb da variante amdsxM, observou-se que fragmentos de 435 pb 

ocorrem nas amostras de operárias e rainhas (Figura 8).  Esses fragmentos não eram 

esperados em operária e rainha e foram, portanto, isolados e sequenciados. Os resultados do 

sequenciamento foram submetidos a um alinhamento BLASTN contra o banco de dados  

GenBank. Essa análise revelou que os fragmentos de 435 pb apresentaram 100% de 

similaridade com a variante amdsxM (Figura 9 e Figura 10),  descrita como tendo expressão 

macho-específica (Cho et al., 2007). 

Além disso, usando uma combinação de iniciadores (amdsx-RT-FE-F1 X amdsx-

MA-R6) que pareiam em uma região exclusiva da variante amdsxF1, verificou-se a 

amplificação de um fragmento de 908 pb na amostra de zangão (Figura 11).  

De acordo com trabalhos anteriores (Cristino et al., 2006a; Cho et al., 2007), 

esperávamos encontrar uma variante macho-específica, duas variantes fêmea-específicas e 

uma variante presente em ambos os sexos. A identificação da variante amdsxM em fêmeas e 

das variantes amdsxF1 e amdsxF2 nos machos revelam o quão complexos podem ser os 

mecanismos de regulação da transcrição gênica na diferenciação sexual em abelhas. 

Iniciadores específicos para as variantes amdsxM, amdsxF1 e amdsxB foram empregados em 

reações de RT-PCR semi-quantitativa ao longo do desenvolvimento embrionário e larval de 

operária, rainha e zangão, a fim de verificar o perfil de expressão dessas variantes.  
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Figura 8 – Gel de agarose (1%) com produtos de PCR obtidos pela combinação dos iniciadores 

amdsx-MA-F5 X amdsx-R3Cho. M: Marcador de peso molecular; OP: Operária; R: Rainha; Z: Zangão. 

Os retângulos definem as bandas clonadas e sequenciadas. O fragmento 1 corresponde a variante 

amdsxM nas operárias e o fragmento 2 corresponde a variante amdsxM nas rainhas. 

 

 
Figura 9 – Resultado do alinhamento do trecho seqüenciado a partir de amostra de operária. (A) 
BLASTN, em que a sequência query é o resultado do seqüenciamento do fragmento de 435 pb da 

amostra de Operária (retângulo 1 da Figura 7); (B) Lista das sequências de maior similaridade com a 

sequência query; (C) Alinhamento entre o fragmento seqüenciado de operária e a variante amdsxM. 
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Figura 10 – Resultado do alinhamento do trecho seqüenciado a partir de amostra de rainha. (A) 
BLASTN, em que a sequência query é o resultado do seqüenciamento do fragmento de 435 pb da 

amostra de rainha  (retângulo 2 da Figura 7); (B) Lista das sequências de maior similaridade com a 

sequência query; (C) Alinhamento entre o fragmento seqüenciado de rainha e a variante amdsxM. 

 
Figura 11 – Gel de agarose (1%) com produtos de PCR obtidos pela combinação dos iniciadores 

amdsx-RT-FE-F1 X amdsx-MA-R6. M: Marcador de peso molecular; OP: Operária; R: Rainha; Z: 

Zangão. O retângulo destaca a ocorrência de um fragmento da variante amdsxF1, em amostras de 

operária, rainha e zangão. 
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4.4. Perfis de transcrição dos genes da cascata de determinação e diferenciação sexual de 

Apis mellifera. 

 

A expressão dos genes csd, fem, ix, dac e dos transcritos variantes descritos do gene 

amdsx foi verificada por RT-PCR semi-quantitativa no desenvolvimento embrionário e larval 

de operária, rainha e zangão. Embora o papel de alguns desses genes na determinação do sexo 

de abelhas já tenha sido demonstrado, pouco se sabe sobre a expressão desses genes no 

desenvolvimento. O perfil de expressão de cada gene foi relacionado com eventos importantes 

da embriogênese e do desenvolvimento larval e, assim, pode-se sugerir o envolvimento dos 

mesmos em eventos importantes da ontogenia de A. mellifera. 

 

4.4.1. Complementary sex determiner  

O gene csd se expressa por todo o desenvolvimento embrionário e larval e seu perfil 

de transcrição difere (α = 0,05; p < 0,01) entre os sexos e castas (Figura 12). As fêmeas 

apresentam níveis mais altos de transcritos do gene csd, em especial na fase embrionária, em 

que ocorre um pico 48 horas APO. Operárias e rainhas apresentam perfis antagônicos na fase 

larval. O desenvolvimento embrionário de macho é marcado por um pico de expressão de csd 

24 horas APO. Durante toda a fase larval dos zangões, a quantidade de transcritos de csd é 

menor em relação às operárias e rainhas. O gene csd é o sinal inicial da cascata de 

determinação do sexo nas abelhas melíferas (Beye et al., 2003) e durante o início do 

desenvolvimento embrionário, tem a propriedade de dirigir o processamento dos transcritos 

do gene fem (Hasselmann et al., 2008; Gempe et al., 2009). No entanto, acredita-se que sua 

expressão no desenvolvimento embrionário tardio e na fase larval esteja relacionada a um 

papel mantenedor do estado sexual (Drescher e Rothenbuhler, 1964; Gempe et al., 2009). 
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Esses resultados corroboram e complementam os dados de expressão descritos por 

Beye et al., 2003. Os resultados aqui apresentados são  quantitativos e refletem uma seleção 

mais minuciosa das fases do desenvolvimento, além de permitir comparações entre rainhas e 

operárias. Os dados apresentados por Beye et al. (2003), no entanto, se restringem a 

informação qualitativa (presença ou ausência de expressão) para operárias e zangões. 

 
 

Figura 12 - Expressão relativa de mRNAs do gene csd durante o desenvolvimento embrionário e 

larval de operária, rainha e zangão de Apis mellifera, por PCR semi-quantitativa. A expressão do 

gene rp49 foi utilizada para normalizar a expressão do gene csd. A linha vermelha corresponde aos 

níveis de transcritos de rainha, linha azul de operária e linha verde de zangão. No desenvolvimento 

embrionário e nas fases L1 e L2, as linhas vermelha e azul se sobrepõem, pois as amostras de 

operária e rainha são diferentes a partir de L3. F: fase de alimentação; S: fase de tecelagem do 

casulo; QR: quantificação relativa dos transcritos; *: diferenças estatísticas entre os níveis de 

transcritos de macho e fêmea na fase embrionária e L1 e L2 (P<0,01); *¹: diferenças estatísticas entre 

os níveis de transcritos de rainha e zangão (P<0,01); *²: diferenças estatísticas entre os níveis de 

transcritos de operária e zangão (P<0,01); *³: diferenças estatísticas entre os níveis de transcritos de 

operária e rainha (P<0,01).  
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4.4.2. Feminizer 

Observou-se expressão da isoforma femF na fase embrionária e larval apenas nas 

fêmeas (Figura 13 A). Este resultado está de acordo com o que se encontra descrito na 

literatura (Gempe et al., 2009).  

Níveis mais altos de expressão da isoforma femF foram observados na primeira 

metade do desenvolvimento larval (L3 a L5F1) das fêmeas, sendo mais marcante sua presença 

nas rainhas. A expressão da isoforma femF difere nas castas (α = 0,05; p < 0,01) durante 

quase todo o desenvolvimento larval.  

A isoforma femM, ao contrário do que seu nome indica, apresenta expressão maior 

nas fêmeas no desenvolvimento embrionário (Figura 13 B). O perfil de femM apresenta-se 

distinto entre os sexos e castas (α = 0,05; p < 0,01). A partir da fase L3 do desenvolvimento 

larval dos zangões, os níveis dos transcritos de femM aumentam e se mantêm superiores aos 

das fêmeas até o final do desenvolvimento larval.  

Nas fases larvais L3 e L4, disparam-se as principais diferenças morfo-fisiológicas 

(Huber, 1821; Rembold, 1965) e moleculares (Cristino et al., 2006b; Barchuk et al., 2007) 

relacionadas à diferenciação das castas. Os ovários das rainhas seguem em crescimento e os 

ovários das operárias iniciam um processo de degeneração no final do estágio L4 e início de 

L5. O momento da alta expressão de femF nas rainhas coincide com esse período de 

diferenciação dos ovários entre as castas. Os dados de Gempe et al. (2009) suportam que a 

isoforma femF estaja relacionada a diferenciação dos ovários. Por meio de ensaios funcionais 

usando a técnica RNA interference (RNAi),estes autores mostraram que a isoforma femF 

desempenha papel crucial na diferenciação somática das fêmeas, isto é, o silencimento da 

isoforma femF resultou na formação de testículos nas fêmeas. 
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Figura 13 - Expressão relativa de mRNAs das isoformas do gene fem durante o desenvolvimento 

embrionário e larval de operária, rainha e zangão de Apis mellifera, por PCR semi-quantitativa. (A) 

isoforma femF; (B) isoforma femM. A expressão do gene rp49 foi utilizada para normalizar a 

expressão das isoformas do gene fem. A linha vermelha corresponde aos níveis de transcritos de 

rainha, linha azul de operária e linha verde de zangão. No desenvolvimento embrionário e nas fases 

L1 e L2, as linhas vermelha e azul se sobrepõem, pois as amostras de operária e rainha são 

diferentes a partir de L3. F: fase de alimentação; S: fase de tecelagem do casulo; QR: quantificação 

relativa dos transcritos; *: diferenças estatísticas entre os níveis de transcritos de macho e fêmea na 

fase embrionária e L1 e L2 (P<0,01); *¹: diferenças estatísticas entre os níveis de transcritos de rainha 

e zangão (P<0,01); *²: diferenças estatísticas entre os níveis de transcritos de operária e zangão 

(P<0,01); *³: diferenças estatísticas entre os níveis de transcritos de operária e rainha (P<0,01).  

A 

B 
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4.4.3. Doublesex 

Os perfis de transcrição de três variantes de amdsx (amdsxM, amdsxB e amdsxF1) 

foram caracterizadas ao longo do desenvolvimento embrionário e larval de machos e fêmeas. 

O perfil de amdsxF2 não foi verificado porque não é possível desenhar iniciadores que 

pareiem exclusivamente com essa variante, uma vez que toda a sua sequência está contida na 

sequência da variante amdsxF1 

 Os resultados revelaram que não há processamento sexo-específico do mRNA do 

gene amdsx, uma vez que as três variantes de amdsx foram observadas a partir das fases 

embrionárias iniciais até as fases finais do desenvolvimento larval em operária, rainha e 

zangão.  Em uma visão geral, observou-se uma flutuação nos níveis de expressão das 

variantes. Essas variantes são mais expressas e oscilantes na fase embrionária do que durante 

o período larval, onde suas variações são menos pronunciadas. Em particular, no final da fase 

larval dos machos notou-se uma queda na expressão das variantes amdsxM, amdsxB e 

amdsxF1 em comparação às larvas de operárias e rainhas. Nas primeiras 24 horas, a expressão 

da variante amdsxM é cerca de duas vezes maior nos machos, o que torna o perfil desta 

variante diferente quantitativamente entre os sexos (α = 0,05; p < 0,01) (Figura 14 A). 

Posteriormente, a abundância dos transcritos de amdsxM cai gradualmente até a transição 

embrião-larva.  

No que diz respeito à expressão de amdsxB, diferenças significativas (α = 0,05; p < 

0,01) entre macho e fêmea foram observadas de 12 a 48 horas APO e a 72 horas APO do 

desenvolvimento embrionário, em que amdsxB apresentou níveis máximos no macho e na 

fêmea, respectivamente (Figura 14 B). No final do desenvolvimento larval (L5S2 e L5S3), a 

expressão de amdsxB também difere entre os sexos (α = 0,05; p < 0,01). O perfil de expressão 

da variante amdsxF1 apresentam diferenças marcantes entre os sexos no desenvolvimento 

embrionário (α = 0,05; p < 0,01), tendo sido observados picos alternantes de amdsxF1. Em 
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machos, amdsxF1 apresenta um pico 18 horas APO, cai 48 horas APO e volta a subir em 72 

horas APO. Em fêmeas, amdsxF1 apresenta um pico 48 horas APO (Figura 14 C).  

Os resultados apontam expressão diferencial das variantes do gene amdsx ao longo 

do desenvolvimento embrionário e larval de machos e fêmeas. Esse cenário indica o 

envolvimento de cada variante em diferentes processos do desenvolvimento sexual. De um 

modo geral, todas as variantes apresentam perfil bastante diferente entre os sexos de 18 a 72 

horas do desenvolvimento embrionário e no final do desenvolvimento larval. No início do 

desenvolvimento larval, a amplitude das variações não é marcante. O período do 

desenvolvimento embrionário mencionado (18 a 72 horas) compreende a fase da blastoderme, 

gastrulação, banda germinativa e final da embriogênese (Nelson, 1986). Inúmeros eventos 

acontecem nesse período, definindo o destino de cada célula e tecidos. Entre os processos 

ontogenéticos, merecem especial atenção aqueles regulados pelos genes da hierarquia da 

determinação do sexo e que promovem, portanto, a diferenciação entre machos e fêmeas. O 

trabalho pioneiro sobre o gene dsx em D. melanogaster constatou que esse gene é necessário 

para especificar todas as diferenças morfológicas entre os sexos (Hildreth, 1965). Também em 

D. melanogaster, foi descrito que o fator de transcrição Dsx, em conjunto com o produto do 

gene fru, regula a diferenciação sexual na formação do sistema nervoso e a manutenção 

dessas diferenças durante a vida adulta das moscas-da-fruta (Goldman e Arbeitman, 2007). 

Ao final da gastrulação, os folhetos germinativos já estão formados e inicia-se a diferenciação 

que dará origem aos órgãos e tecidos do futuro adulto. Em D. melanogaster os produtos dos 

genes dsx e tra controlam a diferenciação da mesoderme gonadal em ovários e testículos em 

fêmeas e machos, respectivamente (Le Bras et al., 2006). 

Com base na conservação do gene dsx, na literatura disponível sobre a função deste 

fator de transcrição em outras espécies de insetos, e ainda, nos resultados obtidos, é muito 

provável que Amdsx regule processos da diferenciação sexual também nas abelhas melíferas.  



63 
 

 

 
 

A 

B 



64 
 

  
 

 
Figura 14 - Expressão relativa de mRNAs das isoformas do gene amdsx durante o desenvolvimento 

embrionário e larval de operária, rainha e zangão de Apis mellifera, por PCR semi-quantitativa. (A) 

amdsxM, Inserto: os mesmos dados visualizados em menor escala (0-140) para melhor visualizar os 

perfis no desenvolvimento larval; (B) amdsxB; (C) amdsxF1, Inserto: os mesmos dados visualizados 

em menor escala (0-250) para melhor visualizar os perfis no desenvolvimento larval. A expressão do 

gene rp49 foi utilizada para normalizar a expressão das isoformas do gene amdsx. A linha vermelha 

corresponde aos níveis de transcritos de rainha, linha azul de operária e linha verde de zangão. No 

desenvolvimento embrionário e nas fases L1 e L2, as linhas vermelha e azul se sobrepõem, pois as 

amostras de operária e rainha são diferentes a partir de L3. F: fase de alimentação; S: fase de 

tecelagem do casulo; QR: quantificação relativa dos transcritos; *: diferenças estatísticas entre os 

níveis de transcritos de macho e fêmea na fase embrionária e L1 e L2 (P<0,01); *¹: diferenças 

estatísticas entre os níveis de transcritos de rainha e zangão (P<0,01); *²: diferenças estatísticas entre 

os níveis de transcritos de operária e zangão (P<0,01); *³: diferenças estatísticas entre os níveis de 

transcritos de operária e rainha (P<0,01).  
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4.4.4. Intersex  

O perfil de expressão do gene amix no desenvolvimento embrionário difere entre os 

sexos, marcadamente a partir de 48 horas APO (Figura 15). Durante o desenvolvimento 

embrionário e início do desenvolvimento larval (L1 e L2) a expressão do ix é maior nas 

fêmeas, e a partir da fase L5F1 até o final da fase larval, os machos apresentam níveis mais 

altos de transcritos de amix em relação às fêmeas. Perfis antagônicos do gene amix foram 

observados entre as castas, de L3 a L5F1, sendo que as operárias apresentaram maior 

expressão em relação às rainhas (α = 0,05; p < 0,01).  

As curvas de expressão do gene amix nas larvas das fêmeas sugeriram uma relação 

com os títulos de HJ. Nos pontos do desenvolvimento larval da rainha em que os títulos de 

hormônios são máximos (Figura 3), verifica-se a baixa expressão do gene amix. No entanto, 

nesse momento, as larvas de operárias apresentam baixos títulos de hormônio juvenil 

(revisado em Rachinsky & Hartfelder, 1998) e níveis de transcritos de amix mais altos. As 

diferenças encontradas nos títulos de hormônio juvenil refletem a alimentação diferencial 

oferecida às larvas fêmeas: larvas que se tornarão rainhas recebem uma maior proporção de 

geléia real enquanto as futuras operárias uma menor quantidade deste alimento (Huber, 1821; 

Rembold, 1965). A alimentação diferencial inicia-se na fase L2 e as consequências podem ser 

observadas já na fase seguinte. No final do desenvolvimento larval, os níveis de transcrição 

do gene amix tornam-se semelhantes entre as castas, momento em que as diferenças 

morfológicas entre operárias e rainhas já foram estabelecidas. Assim, foi realizado um ensaio 

em que uma dose de HJ foi aplicada em larvas L2 de futuras operárias (resultados não 

mostrados). No entanto, a análise da expressão de amix não mostrou diferenças significativas 

(α = 0,05; p > 0,01) entre os grupos tratados com HJ, ou acetona e controle (sem tratamento). 

Esse resultado, portanto, refuta a hipótese de que os níveis de transcritos de amix possam estar 

relacionados com os títulos de HJ, pelo menos quando os níveis de HJ são modificados em 
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L2, que antecede a dicotomia rainha/operária.  Em D. melanogaster, o gene amix codifica um 

co-fator de transcrição que atua em conjunto com a isoforma fêmea-específica do gene dsx 

(DsxF) regulando a transcrição de genes-alvo importantes na diferenciação sexual das fêmeas 

(Garrett-Engele et al. 2002; Siegal e Baker, 2005). Os altos níveis de transcritos encontrados 

no início do desenvolvimento das fêmeas de abelhas podem estar relacionados com essa 

função já descrita para o gene ix no desenvolvimento de fêmeas da mosca-das-fruta. Assim, 

como em D. melanogaster, o gene amix atuaria como um co-fator do produto gênico de 

amdsx também em A. mellifera. Considerando que a expressão de amix foi observada nos 

machos, ainda que em níveis mais baixos, durante o desenvolvimento embrionário e larval é 

possível que amix exerça alguma outra função, ainda desconhecida, nas abelhas melíferas.  

 

 
 

Figura 15 - Expressão relativa de mRNAs do gene amix durante o desenvolvimento embrionário e 

larval de operária, rainha e zangão de Apis mellifera, por PCR semi-quantitativa. A expressão do 

gene rp49 foi utilizada para normalizar a expressão do gene amix. A linha vermelha corresponde aos 

níveis de transcritos de rainha, linha azul de operária e linha verde de zangão. No desenvolvimento 

embrionário e nas fases L1 e L2, as linhas vermelha e azul se sobrepõem, pois as amostras de 

operária e rainha são diferentes a partir de L3. F: fase de alimentação; S: fase de tecelagem do 

casulo; QR: quantificação relativa dos transcritos; *: diferenças estatísticas entre os níveis de 

transcritos de macho e fêmea na fase embrionária e L1 e L2 (P<0,01); *¹: diferenças estatísticas entre 



67 
 

os níveis de transcritos de rainha e zangão (P<0,01); *²: diferenças estatísticas entre os níveis de 

transcritos de operária e zangão (P<0,01); *³: diferenças estatísticas entre os níveis de transcritos de 

operária e rainha (P<0,01).  

 

4.4.5. Dachshund 

O gene amdac é mais expresso no desenvolvimento embrionário e no final do 

desenvolvimento larval de machos e fêmeas (Figura 16). O perfil de amdac é marcado por 

quatro picos de expressão em machos e três picos em fêmeas. Os momentos de maior 

expressão de amdac nos machos são em embriões 12 horas APO, 72 horas APO, em larvas 

L5F3 e L5S3 e nas fêmeas 48 horas APO, L5F3 e L5S3. Durante a primeira metade da fase 

larval o perfil apresenta variações de baixa amplitude. Em D. melanogaster, o gene dac é 

regulado indiretamente pelo fator de transcrição Dsx, através da via wingless e 

decapentaplegic e desempenha importante papel no desenvolvimento do disco genital 

(Keisman e Baker, 2001). Os discos imaginais, incluindo os discos genitais, iniciam sua 

formação no final da embriogênese da mosca-da-fruta (Campos-Ortega e Hartenstein, 1997). 

Pouco se sabe sobre o processo de formação dos discos imaginais nas abelhas durante a 

embriogênese. Durante a fase larval das abelhas, os discos genitais crescem e diferenciam-se 

e, no final dessa fase, inicia-se o processo de eversão dos discos imaginais (Cruz-Landim, 

2008). Assim, os picos de expressão de amdac observados no final da embriogênese de 

fêmeas (48 horas) e machos (72 horas) apontam relação com a formação dos discos genitais 

nas abelhas melíferas. A alta expressão de amdac no final do desenvolvimento larval coincide 

com o momento da eversão desses discos que irão completar sua morfogênese durante a 

metamorfose (Cruz-Landim, 2008).  
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Figura 16 - Expressão relativa de mRNAs do gene amdac durante o desenvolvimento embrionário e 

larval de operária, rainha e zangão de Apis mellifera, por PCR semi-quantitativa. A expressão do 

gene rp49 foi utilizada para normalizar a expressão do gene amdac. A linha vermelha corresponde 

aos níveis de transcritos de rainha, linha azul de operária e linha verde de zangão. No 

desenvolvimento embrionário e nas fases L1 e L2, as linhas vermelha e azul se sobrepõem, pois as 

amostras de operária e rainha são diferentes a partir de L3. F: fase de alimentação; S: fase de 

tecelagem do casulo; QR: quantificação relativa dos transcritos; *: diferenças estatísticas entre os 

níveis de transcritos de macho e fêmea na fase embrionária e L1 e L2 (P<0,01); *¹: diferenças 

estatísticas entre os níveis de transcritos de rainha e zangão (P<0,01); *²: diferenças estatísticas entre 

os níveis de transcritos de operária e zangão (P<0,01); *³: diferenças estatísticas entre os níveis de 

transcritos de operária e rainha (P<0,01).  
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4.4.6. Correlação entre os perfis de expressão 

Coeficientes de correlação entre os perfis de expressão dos genes csd, fem, amix, 

amdac e das variantes de amdsx foram calculados para cada morfotipo (operária, rainha e 

zangão). Usando os valores de correlação, foram gerados grafos. Cada grafo representa o 

conjunto das relações significativas (p < 0,05) entre os genes no desenvolvimento 

embrionário e larval de operária, rainha e zangão (Figura 17). 

Comparações entre os grafos de operária, rainha e zangão evidenciaram interações 

compartilhadas e exclusivas de cada um. 

Comparações entre operária e rainha, revelaram três interações em comum nas 

castas: correlação positiva moderada entre o gene csd e a variante amdsxF1 (R-operária = 

0,64; R-rainha = 0,56) e entre femM e amdsxM (R-operária = 0,62; R-rainha = 0,59) e 

correlação forte e negativa entre amdsxF1 e amdsxB (R-operária = -0,87; R-rainha = -0,7). 

Curiosamente, os dados de zangão revelaram coeficiente de correlação negativo entre femM e 

amdsxM (R = -0,66) e moderadamente positivo entre amdsxF1 e amdsxB (R = 0,52).  

Cada morfotipo apresentou pelo menos uma relação exclusiva entre os genes 

estudados. As relações entre o gene csd e a isoforma femM (R-operária = 0,7) e entre femM e 

amix (R-operária = 0,76) foram significativas exclusivamente nas operárias. Somente rainha 

apresentou coeficiente de correlação significativo entre csd e amdac (R-rainha = 0,59) e a 

relação entre as variantes amdsxF1 e amdsxM (R-zangão = 0,65) foi notada apenas no zangão. 

Operária e zangão apresentaram coeficientes de correlação positivos entre csd e amix 

(R-operária = 0,59; R-zangão = 0,70) e entre csd e amdsxM (R-operária = 0,68; R-zangão = 

0,70). Ainda, comparando operária e zangão, foram observadas correlações opostas entre o 

gene csd e a variante amdsxB (R-operária = -0,59; R-zangão = 0,52). 

Todos os morfotipos apresentaram correlação forte e positiva entre os genes amdsxM 

e amix (R_operária = 0,77; R_rainha = 0,88; R_zangão = 0,8). 
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A relação entre csd e amdsxF1 é exclusiva das fêmeas e está em plena concordância 

com o modelo atual de determinação do sexo em abelhas. Nesse modelo, a combinação entre 

duas proteínas Csd diferentes (codificadas a partir de alelos diferentes) culmina no 

processamento de fem e produz a isoforma FemF, que por sua vez dirige o processamento do 

pre-mRNA de amdsx em amdsxF1(Gempe et al., 2009). 
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Figura 17 – Grafos de correlação para os genes da cascata de determinação e diferenciação sexual de Apis mellifera. Os grafos foram gerados com base na 

correlação entre os perfis de expressão dos genes estudados para operária, rainha e zangão. A espessura das arestas é proporcional aos valores de 

correlação. As arestas verdes representam valores de correlação positivos e as arestas vermelhas valores negativos. As arestas cinzas correspondem a 

valores de correlação não-significativos. (nível de significância: p< 0,05; R > 0,53 ou R < - 0,53) 
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Para machos, o modelo atual de determinação do sexo em abelhas descreve uma 

relação entre o gene csd e as variantes femM e amdsxM. Nos machos, a proteína Csd não é 

ativa e assim o processamento do pré-mRNA do gene fem e, consequentemente, do gene 

amdsx resultariam em femM e amdsxM por default da via reguladora (Gempe et al., 2009). No 

entanto, os dados de expressão analisados no presente trabalho evidenciaram relações entre 

femM e amdsxM e entre csd e amdsxM nas fêmeas. A presença dessas relações anteriormente 

associadas exclusivamente ao sexo masculino sugere que fêmeas de A. mellifera possam 

também ativar por default a via reguladora da cascata de determinação do sexo. A ativação da 

via reguladora por default se daria pela associação entre duas proteínas Csd que fossem 

iguais, i.e., codificadas a partir do mesmo alelo e, como conseqüência o pré-mRNA do amdsx 

seria processado resultando na formação de amdsxM.  

Os coeficientes de correlação entre amdsxF1 e amdsxB são fortemente negativos nas 

fêmeas e moderadamente positivo no macho. Essas informações reforçam o fato das  

variantes amdsxF1 e amdsxB apresentarem perfis de expressão gênica antagônicos nas fêmeas 

e perfis similares nos machos (comparar Figura 14 B e Figura 14 C). Além disso, os machos 

apresentaram correlação positiva também entre as variantes amdsxF1 e amdsxM, enquanto a 

correlação entre esses genes nas fêmeas revelou-se não-significativa. Os perfis de expressão 

das variantes do gene amdsx ao longo do desenvolvimento embrionário e larval são 

sexualmente dimórficos. Embora esses resultados não corroborem dados anteriores sobre a 

sexo-especificidade das variantes de amdsx, ficou claro que a quantidade de transcritos de 

cada variante de amdsx varia entre os sexos no desenvolvimento embrionário e larval. Os 

perfis do gene csd e da variante amdsxB são antagônicos na operária e similares no zangão, e 

por isso constituem outro exemplo de genes com expressão diferencial nos sexos no 

desenvolvimento embrionário e larval. Recentemente, Innocenti e Morrow (2010) mostraram 

uma tendência dos genes apresentarem expressão antagônica nos sexos de Drosophila 
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melanogaster. Acrescentaram ainda que a expressão gênica diferencial é esperada em machos 

e fêmeas, já que são organismos de fisiologia, morfologia e comportamento antagônicos.  

Surpreendentemente, o gene amix mostrou-se fortemente correlacionado com a 

variante amdsxM em operária, rainha e zangão. O produto do gene ix em D. melanogaster 

atua como co-fator de DsxF e juntos regulam a diferenciação sexual nas fêmeas desta espécie 

(Garret-Engele et al., 2002). A forte correlação entre amix e amdsxM sugere que amix exerça 

outra função no desenvolvimento das abelhas, além de participar na diferenciação sexual das 

fêmeas. Outra possível explicação seria que em abelhas a variante amdsxM codifique a 

proteína que atua em conjunto com Amix na diferenciação somática de fêmeas, uma vez que 

amdsxM se expressa nas operárias e rainhas. Poderia, inclusive, ser sugerido que as proteínas 

AmdsxM e Amix atuem em conjunto dirigindo a diferenciação sexual nos machos, dada a 

forte correlação entre os transcritos desses genes no desenvolvimento embrionário e larval de 

zangões.   

A correlação entre csd e amdac é moderada e positiva e ocorre exclusivamente na 

rainha. A principal função conhecida de dac no desenvolvimento de D. melanogaster é a 

diferenciação sexual dos discos genitais, sob controle de dsx. Nas fêmeas de D. melanogaster, 

dac dirige a formação dos ductos da espermateca, sob regulação da proteína DsxF e o co-fator 

Ix (Christiansen et al., 2002). Nas abelhas, apenas a rainha apresenta espermateca totalmente 

desenvolvida; esta estrutura armazena o esperma depositado pelo zangão durante a cópula. 

Nas operárias, a espermateca é vestigial (Snodgrass, 1984). Assim, sugere-se que amdac 

desempenhe importante papel na diferenciação sexual de abelhas, sobretudo na rainha o que é 

reforçado pela relação entre a cascata de determinação do sexo, através do gene csd, e o gene 

amdac.  
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Nossos resultados se contrapõem à ideia da expressão sexo-específica das variantes 

do gene amdsx. No entanto, é possível dizer que os genes aqui estudados, em especial no 

desenvolvimento embrionário, apresentam expressão sexualmente dimórfica. Os dados 

demonstram que a diferenciação sexual em abelhas ocorre pela expressão diferencial dos 

genes, uma vez que as variantes de mRNA de amdsx foram encontradas em proporções 

diferentes em machos e fêmeas no desenvolvimento embrionário e larval. 

O fato dos trabalhos anteriores (Cristino et al., 2006a; Cho et al., 2007) não terem 

encontrado amdsxM nas fêmeas e amdsxF1 nos machos provavelmente se deve às condições 

dos experimentos. Nesses trabalhos foram usadas amostras representativas das principais 

fases (embrionária, larval, pupal e adulto) sem, no entanto, caracterizar cada fase com 

detalhes. No presente estudo, as fases embrionária e larval foram subdivididas em dez pontos, 

resultando em perfis mais detalhados e maior clareza no entendimento dos perfis de cada gene 

estudado.  

A presença das variantes ditas fêmeas-específicas (amdsxF1 e amdsxF2) nos zangões 

já havia sido observada e foi discretamente descrita por Cho et al. (2007). Em N. vitripennis, 

outro himenóptero, transcritos predominantemente expressos nas fêmeas foram também 

encontrados nos machos e raramente, transcritos ditos macho-específicos foram encontrados 

nas fêmeas (Oliveira et al., 2009).  

Ensaios funcionais mostraram que o silenciamento do gene csd e da isoforma femM 

nos machos de A. mellifera não surtiu efeito sugerindo que csd e femM não sejam ativos nos 

machos (Hasselmann, et al., 2008; Gempe et al., 2009). Além disso, demonstraram que o 

processamento que resulta na variante amdsxM ocorre por default da via reguladora (Gempe 

et al., 2009).  A possibilidade da via reguladora ser ativada por default explicaria a presença 

de femM e amdsxM em operária e rainha e a forte correlação entre csd, femM e amdsxM 

presente, de modo geral, nas fêmeas. Quais mecanismos genéticos poderiam, no entanto, 
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explicar a expressão da variante amdsxF1 no desenvolvimento embrionário e larval dos 

machos? O conhecimento disponível sobre os mecanismos genéticos que controlam o 

desenvolvimento sexual dos metazoários ainda não é o suficiente para se compreender que 

processos regulam a diferenciação dos sexos nas abelhas. Nossos dados contribuem com uma 

nova visão sobre expressão gênica ligada à determinação e diferenciação sexual em abelhas, 

fornecendo elementos que certamente contribuirão para elucidar tais mecanismos. 
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5. CONCLUSÕES  

 

Os resultados revelaram que não há processamento sexo-específico do mRNA do 

gene amdsx, uma vez que as três variantes de amdsx foram observadas a partir das fases 

embrionárias iniciais até as fases finais do desenvolvimento larval em operária, rainha e 

zangão.  

As relações entre femM e amdsxM e entre csd e amdsxM (anteriormente associadas 

exclusivamente ao sexo masculino) observadas nas fêmeas sugerem a ativação por default da 

via reguladora da cascata de determinação do sexo em operária e rainha.  

Nossos dados sugerem que a diferenciação sexual em abelhas resulta da expressão 

sexualmente dimórfica dos genes da cascata de determinação e diferenciação sexual em 

abelhas.  
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6. PERSPECTIVAS 

 

Para conhecer o papel do gene amdsx na diferenciação sexual das abelhas melíferas 

são necessários ensaios funcionais, por exemplo através do silenciamento deste gene via 

interferência por RNA. Além disso, vamos aprofundar os estudos sobre o desenvolvimento 

embrionário de A. mellifera, já que pouco se sabe sobre essa fase nessa espécie. Entre nossas 

perspectivas estão: (1) A padronização da técnica de silenciamento em embriões de A. 

mellifera. (2) Estudar as redes de transcrição que regem o desenvolvimento embrionário de A. 

mellifera. (3) Avaliar a expressão desses genes, sobre tudo das variantes do gene amdsx 

através da técnica de hibridação in situ, que permitiria obtermos um conhecimento da 

regulação temporal e espacial desses genes.  
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Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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