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RESUMO 

As abelhas sem ferrão (Meliponini) possuem um elevado nível de organização social 

caracterizada por sobreposição de gerações na mesma colônia, cuidado parental e 

divisão do trabalho reprodutivo entre rainha e operária (castas). Nas abelhas sem ferrão, 

a diferenciação de castas é disparada pela quantidade de alimento recebida pelas 

larvas. Nas abelhas do gênero Melipona, a composição alélica também desempenha 

um papel na determinação de castas e pode conferir predisposição genética à larva para 

se desenvolver em rainha se alimentada com maiores quantidades de alimento (sistema 

de determinação de castas genético-alimentar). Em Melipona, o alimento larval é rico 

em aminoácidos, lipídeos e proteínas e é essencial para o desenvolvimento das larvas. 

Nas abelhas Apis mellifera, as proteínas que compõem o alimento larval, a geleia real, 

são sintetizadas pelas glândulas hipofaríngeas. Os genes que codificam tais proteínas 

são chamados de Major Royal Jelly Proteins (MRJP) e em A. mellifera estes genes 

formam um cluster no cromossomo 11 composto por 9 genes MRJP flanqueados por 

genes da família YELLOW. Os genes YELLOW e um gene MRJP estão presentes no 

genoma de Melipona quadrifasciata, mesmo estas não produzindo geleia real. A alta 

similaridade entre a sequência de aminoácidos das MRJPs e das YELLOWs das 

diferentes abelhas sugere uma origem evolutiva em comum nesses dois grupos de 

genes (ou do cluster). O principal objetivo deste trabalho foi analisar em fêmeas e 

machos a expressão dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h nas glândulas 

hipofaríngeas de M. quadrifasciata, em diferentes fases da vida adulta (1, 10 e 22 dias 

de vida). As sequências dos genes de interesse foram recuperadas dos bancos de 

dados NCBI e Hymenoptera Mine. Os genes ortólogos foram identificados através do 

alinhamento das sequências dos genes codificadores de MRJPs e YELLOW de A. 

mellifera contra as sequências gênicas disponíveis de M. quadrifasciata. A 

caracterização desses genes e de seus produtos demonstrou que a quantidade total de 

aminoácidos, propriedades físico-químicas e predição de sítios de fosforilação 

constituíam parâmetros capazes de discriminar os componentes desta família. 

Destacamos também a predição dos sítios de fosforilação nas sequências gênicas 

codificadoras das quinases de EGFR e IIS, relacionadas ao processo de 

desenvolvimento, diferenciação de castas e capacidade reprodutiva de A. mellifera e 

presentes também em M. quadrifasciata. Uma análise filogenética dos membros do 

cluster presente em A. mellifera, M. quadrifasciata e F. varia, gerou um modelo coerente 

que mostra semelhanças entre representantes da família YELLOW, bem como com a 

única representante da família MRJP a mrjp9 nas abelhas sem ferrão, denominada, 

mrjp9-like; sendo mais uma evidência da origem comum dessa família de genes. Por 

RT-qPCR, observamos que a expressão de mrjp9-like nas glândulas hipofaríngeas 

aumenta com a idade e que a expressão de yellow-e3h também é maior em 22 dias. A 

análise filogenética agrupou os genes das MRJPs com os genes yellow-e3 de ambas 

as espécies analisadas conforme o esperado. A morfologia das glândulas hipofaríngeas 

apresentou diferenças ao longo do desenvolvimento adulto, sendo estas maiores e com 

indicativos de maior atividade aos 22 dias de vida, caracterizado pela modificação da 

morfologia dos núcleos dos ácinos e evidente aumento do volume do citoplasma destas 

estruturas. 

Palavras-chave: Abelhas nativas. Melipona quadrifasciata. Major Royal Jelly Protein. 

Cluster YELLOW. Glândulas hipofaríngeas. 



 
 

ABSTRACT 

Stingless bees (Meliponini) have a high level of social organization characterized by 

overlapping generations in the same colony, parental care and division of reproductive 

labor between queen and worker (castes). In stingless bees, caste differentiation is 

triggered by the amount of food received by the larvae. In bees of the genus Melipona, 

the allelic composition also plays a role in the castes determination and can confer 

genetic predisposition so that if the larva is fed with large amounts of food it develops as 

queen. In Melipona, the larval diet is rich in amino acids, lipids and proteins and is 

essential for the proper development of the larvae. In Apis mellifera bees, the proteins 

present in the larval food, the royal jelly, are synthesized by the hypopharyngeal glands. 

The genes encoding such proteins are named Major Royal Jelly Proteins (MRJP) and in 

A. mellifera these genes form a cluster composed of 9 MRJP genes flanked by genes 

from the YELLOW family on chromosome 11. The YELLOW genes and a MRJP gene 

are present in the Melipona quadrifasciata genome, even though they do not produce 

royal jelly. The high similarity between the amino acid sequence of the MRJPs and the 

YELLOWs of different bees suggests a common evolutionary origin in these two groups 

of genes (or the cluster). The main objective of this work was to analyze in females and 

males the expression of the mrjp9-like, yellow-e3 and yellow-h genes in the 

hypopharyngeal glands of M. quadrifasciata, at different stages of adult life (1, 10 and 22 

days of life). The sequences of the genes of interest were retrieved from the NCBI and 

Hymenoptera Mine databases. The orthologous genes were identified by aligning the 

sequences of MRJPs and YELLOW of A. mellifera against the genomic sequences of M. 

quadrifasciata. The characterization of these genes and their products demonstrated that 

the total amount of amino acids, physicochemical properties and prediction of 

phosphorylation sites constituted parameters capable of discriminating the components 

of this family. We also highlight the prediction of phosphorylation sites in the gene 

sequences encoding the EGFR and IIS kinases, related to the development process, 

caste differentiation and reproductive capacity of A. mellifera, both also present in M. 

quadrifasciata genome. A phylogenetic analysis of the members of the cluster present in 

A. mellifera, M. quadrifasciata and F. varia, generated a coherent model that shows 

similarities between representatives of the YELLOW family, as well as with the only 

representative of the MRJP family to mrjp9 in stingless bees, named, mrjp9-like; further 

evidence of the common origin of this family of genes. The results of RT-qPCR 

experiments showed that the expression of mrjp9-like in the hypopharyngeal glands 

increases with age and that the expression of yellow-e3/h is also higher in 22 days old 

bees. Phylogenetic analysis grouped the MRJP genes with the yellow-e3 gene of both 

species analyzed, as expected. The morphology of the hypopharyngeal glands showed 

differences throughout adult development, they are larger and with indications of intense 

activity at 22 days of life, characterized by changes in the morphology of the acini nuclei 

and an evident increase in the volume of the cytoplasm of these structures. 

 

 

Keywords: Stingless bees. Melipona quadrifasciata. Major Royal Jelly Protein. Cluster 

YELLOW. Hypopharyngeal glands. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 – Vista dorsal da cabeça de uma abelha operária de Melipona 

quadrifasciata, posição na qual é realizada a dissecção das glândulas 

hipofaríngeas. No centro da imagem é possível ver as glândulas hipofaríngeas 

ocupando grande parte da capsula cefálica assim como: placa hipofaríngeal (1), 

ductos axiais (2) e ácinos (3). A ilustração não está em escala...........................20 

Figura 2 – Genes do cluster MRJP de Apis mellifera localizados no cromossomo 

11 (Chrom 11) e Melipona quadrifasciata (Scaffold 26). Melipona quadrifasciata 

possui 5 ortólogos, sendo 4 desses da família YELLOW e um da família das 

MRJP (Major Royal Jelly Protein).......................................................................22 

Figura 3 – Análise de sintenia dos genes da família YELLOW e seus ortólogos 

em insetos holometábolos. As quatro espécies possuem seus genomas 

sequenciados (esquerda para direita): Apis mellifera, Tribolium castaneum, 

Bombys mori e Drosophila melanogaster (Adams et al., 2000; Mita et al., 2004; 

Tribolium Genome Sequencing Consortium et al., 2008; The Honeybee Genome 

Sequencing Consortium, 2006) sendo possível ver que alguns genes YELLOW 

(barras pretas) compartilham similaridades em suas sequências e possivelmente 

em suas funções. As linhas tracejadas indicam sequências homólogas entre as 

espécies (Adaptado de Ferguson et al., 2011)...................................................26 

Figura 4 – Representação gráfica do cluster MRJP em Apis mellifera localizado 

no Cromossomo 11 (Chrom 11), Melipona quadrifasciata (Scaffold 26) e 

Frieseomelitta varia (Scaffold 278). Os genes destacados (vermelho) foram 

anotados nas 3 espécies de abelhas e pertencem ao cluster MRJP. Os genes 

destacados em M. quadrifasciata e F. varia são ortólogos.................................30 

Figura 5 – Filogenia dos genes MRJP e YELLOW feita por inferência bayesiana. 

Uma árvore foi construida a partir dos dados de alinhamento e anotação das 

sequências gênicas de Apis mellifera – AMEL (mrjp9, yellow-e3, yellow-e, yellow-

g e yellow-h), Frieseomelitta varia – FVAR e Melipona quadrifasciata – MQUA 

(mrjp9-like, yellow-e3, yellow-e, yellow-g e yellow-h).........................................42 

 



 
 

Figura 6 – Resultado da amplificação dos genes mrjp9-like, yellow-h e yellow-e3 

nas glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de Melipona quadrifasciata 

com idades não controladas visualizado em gel de agarose 1,2% corado com 

UniSafe Dye® - Uniscience (20.000x). A amplificação foi testada em diferentes 

temperaturas (60C e 62C), sendo 62C a melhor temperatura de amplificação. 

As bandas do marcador de peso molecular estão representadas por 1: 100pb e 

2: 200pb. C1, C2 e C3 (mrjp9-like, yellow-h e yellow-e3) representam os 

controles sem adição de cDNA...........................................................................45  

Figura 7 – Expressão relativa dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h em 

glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias e machos de Melipona 

quadrifasciata por RT-qPCR. Os dias estão no eixo x assim como os valores de 

expressão relativa estão no eixo y e o erro padrão representado pelas barras 

pretas. A expressão do gene mrjp9-like aumenta ao longo do tempo nas 

amostras de operárias e machos, yellow-e3 possui maior expressão em 22 dias 

para operárias e cinco dias para machos assim como yellow-h........................48 

Figura 8 – Expressão relativa do gene mrjp9-like em glândulas hipofaríngeas de 

abelhas operárias e machos de Melipona quadrifasciata por RT-qPCR. Os dias 

estão no eixo x assim como os valores de expressão relativa estão no eixo y e o 

erro padrão representado pelas barras pretas. A expressão do gene mrjp9-like 

parece ser a única que segue um padrão de expressão de acordo com a idade 

dos indivíduos ao contrário de Apis mellifera (Dobritzsch et al., 2019), podendo 

estar relacionado ao polietismo etário................................................................49 

Figura 9 – Expressão relativa do gene yellow-e3 em glândulas hipofaríngeas de 

abelhas operárias e machos de Melipona quadrifasciata por RT-qPCR. A 

expressão de yellow-e3 não parece seguir um padrão de acordo com a idade 

dos indivíduos, não havendo diferença entre os dias um e dez e com maior 

expressão em 22 dias para operárias e cinco dias para machos......................50 

Figura 10 – Expressão relativa do gene yellow-h em glândulas hipofaríngeas de 

abelhas operárias e machos de Melipona quadrifasciata por RT-qPCR. A 

expressão de yellow-h não segue um padrão ao longo do desenvolvimento 

adulto, sendo mais alta em 22 dias para operárias e cinco dias para 

machos..............................................................................................................51 



 
 

Figura 11 – Glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de Melipona 

quadrifasciata com um dia de vida. Na imagem é possível ver núcleos grandes 

dos ácinos, agrupados e com um pequeno citoplasma, indicando pouca atividade 

glândular. A: Sem DAPI, B: Com DAPI, C: Destaque para os núcleos sem 

granulação, indicando pouca ou nenhuma atividade..........................................54 

Figura 12 – Glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de Melipona 

quadrifasciata com dez dias de vida. Em destaque (seta vermelha) estão os 

núcleos das unidades secretoras, os ácinos (azul) e o ducto áxial (A: centro, em 

verde). B: É possível perceber núcleos granulados (em atividade) e citoplasmas 

mais volumosos (comparados com as abelhas operárias de um dia de vida), 

indicando que as glândulas estão em atividade e cheias de secreção (cabeça de 

seta em branco)..................................................................................................55 

Figura 13 – Glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de Melipona 

quadrifasciata com 22 dias de vida. Os citoplasmas são maiores quando 

comparados com as abelhas operárias mais jovens. B: Destaque para os 

citoplasmas cheios de secreção (cabeça de seta em branco). As setas em 

vermelho apontam a granulação dos núcleos, indicando atividade glandular.....56 

Figura S1 – Aminoácidos presentes nas sequências das proteínas de mrjp9-like 

e yellow-e3h de Melipona quadrifasciata. Yellow-h possui a maior sequência 

com maiores quantidades de aminoácidos específicos (Leucina e Ácido 

Aspártico). Os números no topo (5, 20, 30 e 50) indicam as quantidades totais 

das barras, assim como as linhas cinzas nas laterais.........................................67  

Figura S2 – Quantidade total dos aminoácidos nas sequências de mrjp9-like, 

yellow-e3 e yellow-h de Melipona quadrifasciata. Os aminoácidos específicos 

presentes em grandes quantidades em ambas as sequências são Valina, Serina 

e Leucina. Esses aminoácidos possuem papeis biológicos importantes 

relacionados às vias de mTOR e de hipóxia endocelular (KEGG)......................68 

Figura S3 – Propriedades físico-químicas de mrjp9-like. Sua sequência é 

composta majoritariamente por aminoácidos pequenos, básicos, polares e não-

polares com um valor calculado de pI (pi-value) de 5.846718. O ponto isoelétrico 

(pI) representa o pH no qual a carga de uma proteína em meio liquido é 0. Quanto 

https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map04150


 
 

mais próximo de 0 for o ponto isoelétrico (pI) mais ácida é a proteína enquanto 

que, quanto mais alto for o valor de pI, mais básico serão seus aminoácidos (M.J. 

Betts, R.B. Russell. Amino acid properties and consequences of substitutions. In 

Bioinformatics for Geneticists, M.R. Barnes, I.C. Gray eds, Wiley, 2003.)…..69 

Figura S4 – Propriedades físico-químicas de yellow-e3. Sua sequência é 

composta majoritariamente por aminoácidos pequenos, básicos, polares e não-

polares com um valor calculado de pI de 6.325877...........................................69 

Figura S5 – Propriedades físico-químicas de yellow-h. Sua sequência é a maior 

entre os genes analisados e é composta majoritariamente por aminoácidos 

pequenos, ácidos, polares e não-polares com um valor calculado de pI de 

5.257129............................................................................................................70 

Figura S6 – Estrutura dos genes yellow-e3h e mrjp9-like. Os retângulos 

representam os éxons e as linhas os íntrons. Os tamanhos dos fragmentos estão 

em pares de base (pb), abaixo das linhas está o tamanho dos íntrons e acima 

dos retângulos o tamanho dos éxons. As setas vermelhas “↳↰” indicam as 

regiões em que foram desenhados os primers forward “↰” e reverse “↳”. O 

símbolo “▼” indica o códon de iniciação de cada gene......................................70 

Figura S7 – Glândulas salivares de abelhas operárias de Melipona 

quadrifasciata com até dez dias de vida coradas com DAPI. As setas em 

vermelho indicam os núcleos (azul) das estruturas secretoras das glândulas 

salivares.............................................................................................................71 

Figura S8 – Glândulas salivares de abelhas operárias de Melipona 

quadrifasciata com 22 dias de vida. A: As setas em vermelho indicam os núcleos 

(azul) das estruturas secretoras das glândulas salivares. B: As setas em branco 

indicam os ductos coletores das glândulas salivares e as cabeças de seta, o 

citoplasma..........................................................................................................72 

Figura S9 – Glândulas salivares de abelhas operárias de Melipona 

quadrifasciata de idades não determinadas. No centro da imagem é possível 

identificar a bolsa salivar em formato de “V” e os núcleos (pontos em azul). Nas 

laterais estão as glândulas salivares assim como os ductos condutores............73 



 
 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 – Descrição das amostras de RNA total das glândulas hipofaríngeas 

utilizadas para síntese de cDNA. No total, foram 75 amostras para este 

experimento.......................................................................................................33 

Tabela 2 – Sequência dos nucleotídeos utilizados para amplificação dos genes 

de interesse. O (*) indica a temperatura de anelamento do primer programada 

no termociclador.................................................................................................34 

Tabela 3 – Identificação dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h em Melipona 

quadrifasciata nas bases de dados NCBI e Hymenoptera Mine........................37 

Tabela 4 – Características moleculares dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-

h de Melipona quadrifasciata e dos genes MRJP de Apis mellifera. Abaixo está 

o número total de aminoácidos nas sequências dos genes, a predição de sítios 

de fosforilação realizada pelo servidor NetPhos 3.1 (Blom et al., 2004) (S: Serina, 

T: Treonina, Y: Tirosina), o peso molecular (Mw) dado em kilodaltons e o ponto 

isoelétrico (pI). Os dados de Apis mellifera foram retirados de (Buttstedt et al., 

2014)..................................................................................................................39 

Tabela 5 – Preferência de códons dos aminoácidos mais abundantes nas 

sequências de mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h de Melipona quadrifasciata. As 

sequências estão na orientação 5’-3’ como molde a fita de mRNA...................41 

Tabela S1 – Grupos de insetos eussociais e solitários (*) que possuem genes do 

cluster MRJP e ortólogos. A expressão das MRJPs pode ocorrer em diferentes 

estruturas dentro desses táxons como glândulas hipofaríngeas, glândulas de 

veneno e corpos cogumelares (Células Kenyon). Além disso, sua função não se 

restringe apenas às funções alimentares e podem ser expressos tanto em 

machos quanto em fêmeas (Drapeau et al., 2006)............................................74 

Tabela S2 – Grupos de insetos que possuem genes da família YELLOW. Há 

uma grande irradiação desses genes ao longo da evolução de Hexapoda........75  



 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO .................................................................................... 18 

1.1. A FAMILIA DE GENES MRJP .................................................................... 22 

1.2. A FAMILIA DE GENES YELLOW .............................................................. 25 

2. OBJETIVOS ........................................................................................ 28 

2.1. OBJETIVO GERAL ...................................................................................... 28 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS ...................................................................... 28 

3. MATERIAL E MÉTODOS ................................................................... 29 

3.1. BIOINFORMÁTICA ...................................................................................... 29 

3.1.1. ANÁLISE FILOGENÉTICA DOS GENES MRJP E YELLOW ........... 30 

3.2. COLETA DE MATERIAL BIOLÓGICO ...................................................... 31 

3.3. ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA ....................................................... 31 

3.3.1. EXTRAÇÃO DE RNA ............................................................................... 31 

3.3.2. AMPLIFICAÇÃO POR PCR CONVENCIONAL ................................... 34 

3.3.3. AMPLIFICAÇÃO POR PCR EM TEMPO REAL (RT-qPCR) ............. 35 

3.4. ANÁLISE MORFOLÓGICA DAS GLÂNDULAS HIPOFARÍNGEAS POR 

MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA .............................................................. 36 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO ......................................................... 37 

4.1. GENES ORTÓLOGOS DO CLUSTER MRJP: BUSCA, ANOTAÇÃO E 

DESCRIÇÃO ............................................................................................................ 37 

4.2. ANÁLISE FILOGENÉTICA DOS GENES MRJP E YELLOW ................... 42 

4.3. ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA: PCR CONVENCIONAL ............ 44 

4.4. ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA: RT-qPCR .................................... 46 

4.5. ANÁLISE MORFOLÓGICA DAS GLÂNDULAS HIPOFARÍNGEAS DE 

MELIPONA QUADRIFASCIATA ........................................................................... 52 

5. CONCLUSÕES ................................................................................... 58 

6. REFERÊNCIAS ................................................................................... 59 

ANEXO A .................................................................................................. 68 

ANEXO B .................................................................................................. 75 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 



18 
 

 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

As abelhas sem ferrão (Meliponini) compreendem um grande grupo de 

organismos eussociais devido a diferenciação de castas, sobreposição de gerações 

na mesma colônia, cuidado parental e divisão reprodutiva de trabalho (Michener, 

1974; Wilson, 1971). A diferenciação de castas é um fenômeno precoce durante o 

desenvolvimento que é regulado pelo hormônio juvenil (HJ) em conjunto com 

ecdisteroides, possuindo forte influência também na divisão de trabalho das abelhas 

adultas. Esses hormônios são sintetizados, respectivamente, em um par de glândulas 

chamadas corpora allata e em glândulas protorácicas (Hartfelder, 1993; Hartfelder et 

al., 2006; Rachinsky et al., 1990). Além das glândulas protorácicas, os ecdisteróides 

também podem ser sintetizados nos ovários de abelhas adultas (Feldlaufer et al., 

1986, 1985), corpo gorduroso e cérebro (Yamazaki et al., 2011). Dentro da tribo 

Meliponini, há dois fatores responsáveis pela diferenciação de castas, podendo ser 

quantitativo-alimentar ou genético-alimentar. Na maioria das espécies de abelhas sem 

ferrão a diferenciação é trófica, ou seja, as castas serão definidas pela quantidade de 

alimento oferecido à larva (Michener, 2007). Esse é um caso de polifenismo que pode 

ser encontrado nos insetos, sendo regulado pela alimentação diferencial (Evans & 

Wheeler, 1999). 

Entretanto, o fator determinante das castas em abelhas do gênero Melipona é 

o genético-alimentar, nestas o fenótipo feminino está relacionado a um conjunto de 

fatores epigenéticos que desencadeiam uma cascata de ativação de expressão de 

genes responsáveis por tornar uma larva em rainha ou operária (Brito et al., 2015; 

Cardoso-Júnior et al., 2017). As vias metabólicas frequentemente relacionadas ao 

processo de diferenciação de castas são as de TOR (Target of rapamycin) e insulina 

(IIS). Estas estão envolvidas em processos de crescimento celular, desenvolvimento 

e reprodução, sendo diretamente afetadas por fatores nutricionais (Foret et al., 2012; 

Patel et al., 2007; Teleman, 2011; Cardoso-Júnior et al., 2017). Essas vias são 

altamente conservadas ao longo da evolução dos metazoários, sendo que, em 

Hymenoptera, estes genes podem apresentar diferentes perfis de metilação em 

resposta a um determinado contexto, seja social ou ambiental (Kucharski, Foret, & 

Maleszka, 2015). 
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Entre as castas, as diferenças podem estar em repertórios comportamentais, 

capacidade reprodutiva e características morfológicas. As rainhas possuem um 

sistema reprodutivo bem desenvolvido, presença de ovários com pelo menos 4 

ovaríolos cada, espermateca, ausência de corbícula e tamanho corporal maior do que 

as operárias quando fecundada (Cruz-Landim et al., 1998; Foret et al., 2012). Não 

obstante, as operárias são responsáveis pela execução de tarefas relacionadas a 

manutenção da colônia, como alimentação das larvas e da rainha, limpeza, 

construção de favos, coleta de recursos e defesa (Johnson, 2010). 

As tarefas executadas pelas operárias são divididas de acordo com sua idade, 

onde um indivíduo jovem desempenha funções intranidais como alimentação das 

larvas e da rainha, limpeza e desidratação do néctar, enquanto que um indivíduo mais 

velho executa funções externas à colônia como defesa e coleta de recursos. As 

operárias podem ser caracterizadas pelas suas atividades como faxineiras, 

alimentadoras, engenheiras, guardas e forrageiras (Beshers & Fewell, 2001; Hammel 

et al., 2015; Johnson, 2010; Robinson, 1992). Toda essa divisão de trabalho está 

relacionada ao polietismo etário, quando há o desenvolvimento de glândulas 

importantes para a execução de tarefas intranidais, como as de cera, as hipofaríngeas 

e as salivares (Cavalcante et al., 2000; Cruz-Landim & Abdalla, 2002; Huang, 1990; 

Smodiš Škerl & Gregorc, 2015). 

Todas essas especializações de trabalho acarretam mudanças fisiológicas que 

ocorrem em associação com as mudanças de comportamento das operárias. Essas 

mudanças fisiológicas e comportamentais podem ser reguladas com grande 

plasticidade de acordo com as interações sociais dos indivíduos (Pinter-Wollman et 

al., 2012; Shorter & Tibbetts, 2009; Ueno et al., 2009). Entretanto, as tarefas não são 

fixas entre as operárias e podem ser alteradas de acordo com as necessidades da 

colônia. Em condições adversas, se uma colônia perde grande parte de suas 

forrageiras, indivíduos mais jovens podem ser recrutados para substituir a função de 

forrageamento (Beshers & Fewell, 2001; Huang & Robinson, 1992; Robinson, 1992; 

Wilson, 1971). 

As glândulas hiporafíngeas são estruturas morfologicamente muito diversas 

encontradas na ordem Hymenoptera e estão localizadas na capsula cefálica. São 

compostas por uma placa hipofaringeal e por ductos axiais interligados a estruturas 
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chamadas de ácinos, onde estão localizados os conjuntos de células secretoras 

(Figura 1) (Corby-Harris & Snyder, 2018; Cruz-Landim & Abdalla, 2002; Snodgrass, 

1956).  

 

Figura 1 – Vista dorsal da cabeça de uma abelha operária de Melipona quadrifasciata, posição 
na qual é realizada a dissecção das glândulas hipofaríngeas. No centro da imagem é possível 
ver as glândulas hipofaríngeas ocupando grande parte da capsula cefálica assim como: placa 
hipofaríngeal (1), ductos axiais (2) e ácinos (3). A ilustração não está em escala. 

 

Essas glândulas são compostas por milhares de unidades de dois tipos 

celulares, células do ducto e secretoras. As células secretoras possuem como função 

depositar substâncias que compõem o alimento larval de Apini e Meliponini nos 

canalículos, estes levarão as substancias até os ductos coletores e axiais e por fim, 

encontrando a porção terminal do ducto excretor na placa hipofaringeal (Albert et al., 
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2014; Cruz-Landim & Abdalla, 2002; Michener, 2007). Contudo, pode haver diferenças 

no tamanho, atividade e expressão gênica dessas glândulas quando abelhas de 

diferentes idades e funções são comparadas. Nas abelhas alimentadoras, essas 

glândulas possuem maior tamanho e atividade se comparado às de forrageiras. Essas 

diferenças ocorrem devido ao consumo assimétrico de pólen entre os indivíduos, onde 

abelhas mais jovens, as alimentadoras, consomem uma quantidade de pólen maior 

do que as operárias mais velhas, as forrageiras (Brouwers, 1983; Corby-Harris et al., 

2016; Smodiš Škerl & Gregorc, 2015). 

O pólen é essencial na alimentação das abelhas alimentadoras para 

manutenção das atividades das glândulas hipofaríngeas e para manter a coesão de 

suas atividades intranidais. Os compostos presentes no pólen como fitoesteróis, 

aminoácidos e lipídeos são essenciais para a produção de ecdisteróides e também 

podem reduzir a expressão de genes relacionados a autofagia das glândulas 

hipofaríngeas (Corby-Harris et al., 2019). A sinalização hormonal também tem a 

capacidade de regular o desenvolvimento dessas glândulas, estando relacionada 

também com a transição de tarefas dos indivíduos ao longo do tempo, ou seja, na 

manutenção do polietismo etário. Além disso, alguns genes expressos no corpo 

gorduroso como a vitelogenina (vg) e ultraspiracle (usp), também regulados pelo 

hormônio juvenil (HJ) estão envolvidos na transição de tarefas intranidais para o 

forrageamento e na especialização na coleta de pólen ou néctar pelas operárias 

(Ament et al., 2012; Nelson et al., 2007). Tanto a vitelogenina (vg) quanto as MRJPs 

(1-9) podem ser reguladas positivamente para influenciar essas transições 

comportamentais a partir de fragmentos longos de RNA não codificante (LncRNA). 

Esses fragmentos não codificantes atuam tanto nas regiões cis quanto trans das 

regiões regulatórias desses genes (Liu et al., 2019). 

Os genes expressos nas glândulas hipofaríngeas são responsáveis pela 

codificação  de aminoácidos que constituem as proteínas da geleia real em Apis 

melífera (Ohashi et al., 1997; Santos et al., 2005). No entanto, a produção dessas 

proteínas depende da interação entre o consumo de pólen e níveis de ecdisteróides e 

vitelogenina (Winkler et al., 2018). Contudo, ainda que as abelhas Melipona 

quadrifasciata não produzam geleia real, genes ortólogos foram localizados em seu 

genoma, em um cluster chamado de MRJP (Major Royal Jelly Protein) (Figura 2). Os 
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genes ortólogos encontrados em Melipona quadrifasciata são: yellow-g, yellow-e, 

yellow-e3, mrjp9-like e yellow-h, sendo que, a análise destes genes constitui um dos 

objetivos deste trabalho. 

 

Figura 2 – Genes do cluster MRJP de Apis mellifera localizados no cromossomo 11 (Chrom 

11) e Melipona quadrifasciata (Scaffold 26). Melipona quadrifasciata possui 5 ortólogos, sendo 

4 desses da família YELLOW e um da família das MRJP (Major Royal Jelly Protein). 

 

1.1. A FAMILIA DE GENES MRJP 

 

O grupo de genes da família MRJP (Major Royal Jelly Protein) parece ser 

comum na ordem Hymenoptera, desde insetos solitários até eussociais como 

formigas, abelhas e vespas. Esses genes desempenham diversas funções, uma vez 

que podem ser expressos em estruturas relacionadas à memória e aprendizagem, 

como os corpos cogumelares (Células de Kenyon), cérebro, glândulas hipofaríngeas, 

e glândulas de veneno em Apis mellifera (Buttstedt et al., 2014; Kucharski et al., 1998; 

Peiren et al., 2005). Sua expressão parece depender do contexto, uma vez que a sua 

função nutricional pode implicar em diferentes fenótipos, podendo também alterar 

aspectos relacionados à atividade de forrageamento (Drapeau et al., 2006).  

Além disso, as MRJPs parecem desempenhar um papel importante na 

transição de operárias alimentadoras (nurses) para forrageiras uma vez que os níveis 

de expressão de alguns genes do cluster podem aumentar ou diminuir ao longo dessa 

transição. Contudo, esse efeito parece ser reversível devido à grande plasticidade dos 
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indivíduos na execução de tarefas da colônia, ou seja, abelhas forrageiras podem 

voltar a executar tarefas de abelhas alimentadoras em contextos específicos 

(Kucharski et al., 1998; Ohashi et al., 1997, 2000). O grupo de genes MRJP estão 

localizados em um cluster composto por 9 genes, sendo flanqueados por 5 genes da 

família YELLOW em abelhas Apis mellifera (Buttstedt, Moritz, & Erler, 2014). As 

MRJPs (1-9) de Apis mellifera possuem funções especificas e foram nomeadas 

sequencialmente, conforme foram sendo descritas ao longo do tempo. As proteínas 

codificadas pelos genes do cluster possuem regiões hidrofóbicas N-terminais, sendo 

comum em algumas MRJPs, possibilitando diferentes níveis de glicosilação (Albert et 

al., 1999). 

A proteína MRJP1 foi a primeira Major Royal Jelly Protein a ser nomeada, 

podendo ser expressa no cérebro e corpos cogumelares de machos, rainhas e 

operárias e em glândulas hipofaríngeas de operárias (Buttstedt, Moritz, & Erler, 2013). 

Possui atividade antibacteriana e antifúngica (Brudzynski & Sjaarda, 2015; Fujiwara et 

al., 1990), podendo ser regulada negativamente pela Beta-Ecdisterona (20‐

hidroxiecdisona), hormônio relacionado ao processo de ecdise e metamorfose dos 

insetos (Winkler et al., 2018). Essa regulação também pode ocorrer a partir de fatores 

de transcrição associados a regiões especificas das MRJPs. Na sequência da mrjp1 

há dois sítios de ligação para ultraspiracle (USP), gene que codifica uma proteína que 

compõem os receptores de ecdisona. Usp pode atuar como um fator de transcrição 

de ligação ao hormônio juvenil, atuando como um mediador na expressão de mrjp1 

em resposta ao hormônio juvenil (Ament et al., 2012; Malecová et al., 2003). 

Além disso, a MRJP1 é a proteína mais abundante na geleia real, podendo 

polimerizar e formar um complexo com outra proteína chamada Apisimina. Essa 

proteína é composta por longas estruturas fibrosas que fornecem maior viscosidade à 

geleia real, retendo a larva da rainha na superfície da célula real, evitando sua queda 

(Buttstedt et al., 2018). A viscosidade está relacionada a condições ácidas (pH 4.0) da 

geleia real devido a presença de secreções que contem ácidos graxos produzidos nas 

glândulas mandibulares e proteínas, produzidas nas glândulas hipofaríngeas (Bilikova 

et al., 2002; Hoffmann, 1960).  

O gene mrjp2 é expresso na cabeça de rainhas e machos e em glândulas 

hipofaríngeas de operárias, codifica uma proteína com propriedades antibacterianas 
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e antifúngicas, sendo a terceira proteína mais encontrada na geleia real (Bilikova, Wu, 

& Simuth, 2001; Buttstedt, Moritz, & Erler, 2013). Entre suas propriedades está a 

capacidade de inibir ou retardar o crescimento de determinadas bactérias, pois podem 

formar complexos capazes de aglutinar esses organismos devido ao processo 

glicosilação (Bilikova et al., 2009; Brudzynski & Sjaarda, 2015; Feng et al., 2015). Esse 

processo ocorre devido a regiões hidrofóbicas nas regiões N-terminais da proteína 

MRJP2 (Bilikova et al., 2009). 

O gene mrjp3 codifica uma proteína presente em ambos os sexos e castas que 

desempenha um papel importante na regulação da expressão gênica, imunidade e 

metabolismo dos indivíduos. Isso por que a proteína MRJP3 é capaz de atuar como 

fator agregador de RNA devido a regiões repetitivas em tandem nos aminoácidos, 

formando grânulos de ribonucleoproteínas que concentram e protegem o RNA de ser 

degradado por RNAses, aumentando sua biodisponibilidade no alimento larval (Maori 

et al., 2019; 2019). Essas interações possibilitam o compartilhamento de RNA entre 

os indivíduos, facilitando a transferência horizontal ao longo das gerações e podendo 

aumentar sua resposta imune contra vírus e outros patógenos (Garbian et al., 2012; 

Maori et al., 2019). Além disso, a mrjp4 também possui atividade antibacteriana, sendo 

expressa em glândulas hipofaríngeas de operárias (Drapeau et al., 2006; Kim et al., 

2019). 

A MRJP5 junto com as MRJP1-3 compõem aproximadamente 90% do 

conteúdo proteico da geleia real, sendo expressa em ambos os sexos e castas (Albert 

et al., 1999; Buttstedt et al., 2013). Além disso, sua sequência também possui um sitio 

de ligação para ultraspiracle (usp), semelhante a mrjp1 que possui 2 sítios (Malecová 

et al., 2003). A mrjp6-7 também são expressas em ambos os sexos e castas, sendo 

encontradas principalmente na cabeça. 

As mrjp8-9 são expressas na cabeça (machos, rainhas e operárias), glândulas 

de veneno e hipofaríngeas (operárias), representando a menor porção de MRJPs na 

geleia real em relação as outras (Buttstedt et al., 2013). Possuem um perfil de 

expressão semelhante entre as castas, e dentre todas as MRJPs, a mrjp9 é a menos 

expressa, independente do tecido ou fase de vida (Buttstedt et al., 2013). São 

consideradas ancestrais devido à alta similaridade de suas sequencias com um gene 

precursor (yellow-e3) da família YELLOW. Contudo, mrjp9 exibe um perfil de 
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expressão diferente de outros membros da família MRJPs (1-7) e pode ser encontrado 

homólogos em outras espécies (e.g., Bombus terrestris, Camponotus floridanus, 

Harpegnathos saltator e Megachile rotundata), podendo exibir diferentes funções 

(Buttstedt et al., 2013). 

Além disso, a alta similaridade dos aminoácidos das MRJPs e das proteínas 

YELLOW sugere uma origem evolutiva em comum entre esses dois grupos de genes 

(Albert et al., 1996; Kucharski et al., 1998). A partir dessa similaridade é possível 

sugerir também o possível papel regulador das MRJPs em relação ao comportamento 

e desenvolvimento, não estando restrita apenas para funções nutricionais dessas 

abelhas (Albert et al., 1999; Hojo et al., 2010). Já em Melipona quadrifasciata, esse 

cluster é formado por um gene ortólogo (mrjp9-like) e flanqueado por 4 genes 

YELLOW. As estruturas das regiões codificadoras são altamente conservadas, sendo 

muito semelhantes entre si e indicando que as MRJPs teriam evoluído a partir de 

múltiplas e rápidas duplicações de um gene percursor chamado yellow-e3 (Albert et 

al. 1999; Buttstedt, Moritz, & Erler, 2013; Drapeau et al., 2006). 

  

1.2. A FAMILIA DE GENES YELLOW 

 

Os genes da família YELLOW são encontrados em diversos organismos, desde 

insetos, bactérias e fungos (Drapeau et al., 2006). A primeira descrição dos genes 

YELLOW foi feita para Drosophila melanogaster, onde foi possível identificar sua 

expressão a partir de um fenótipo “amarelado” da cutícula e peças bucais de larvas 

de terceiro instar, sugerindo sua função relacionada a melanização (Biessman, 1985; 

Brehme, 1941). Análises filogenéticas de suas proteínas indicam que formam um 

grupo monofilético, distante da família das MRJPs (Albert & Klaudiny, 2004). Contudo, 

proteínas semelhantes podem ser encontradas em outros invertebrados, isto por que 

o cluster da família YELLOW permaneceu altamente conservado ao longo da 

diversificação dos insetos (Figura 3), indicando que eventos consecutivos de 

duplicação gênica levaram a grande divergência na família YELLOW (Ferguson et al., 

2011). 
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Figura 3 – Análise de sintenia dos genes da família YELLOW e seus ortólogos em insetos 
holometábolos. As quatro espécies possuem seus genomas sequenciados (esquerda para 
direita): Apis mellifera, Tribolium castaneum, Bombys mori e Drosophila melanogaster (Adams 
et al., 2000; Mita et al., 2004; Tribolium Genome Sequencing Consortium et al., 2008; The 
Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006) sendo possível ver que alguns genes 
YELLOW (barras pretas) compartilham similaridades em suas sequências e possivelmente 
em suas funções. As linhas tracejadas indicam sequências homólogas entre as espécies 
(Adaptado de Ferguson et al., 2011). 
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Devido a sua alta taxa de divergência, podem assumir múltiplas funções 

relacionadas ao desenvolvimento de padrões alares em Heliconius sp., pigmentação 

e comportamento reprodutivo de Drosophila sp. (Buttstedt et al., 2014; Drapeau, 2003; 

Drapeau et al., 2006; Wittkopp & Beldade, 2009). A função dos genes da família 

YELLOW ainda está sendo descrita com base em suas proteínas, entretanto, acredita-

se que em alguns grupos de invertebrados como Tribolium sp. e Bombyx sp. estejam 

relacionadas a funções fisiológicas devido a seus padrões de expressão semelhantes 

com Apis mellifera referente ao gene yellow-x, encontrado nesses três grupos 

(Ferguson et al., 2011). Além disso, os genes YELLOW de Apis sp. parecem também 

estar relacionados ao desenvolvimento, uma vez que é possível encontrar o yellow-f 

sendo expresso em estágios embrionários (Hojo et al., 2010).  

O yellow-g pode ser encontrado expresso tanto nos ovários de D. 

melanogaster, relacionado a funções na ovogênese, quanto em estágios embrionários 

de larvas de operárias de A. mellifera (Cardoen et al., 2011; Claycomb et al., 2004). 

Os genes yellow-e, yellow-e3 e yellow-h são encontrados na cabeça de operárias de 

A. mellifera, sendo que, yellow-e3 e yellow-h parecem estar relacionados a funções 

nutricionais uma vez que são encontrados nas glândulas hipofaríngeas (Drapeau et 

al., 2006). 

Os genes YELLOW de A. mellifera se expressam em diferentes estágios de 

desenvolvimento, desde a larva até o adulto. Além de que, alguns desses genes 

podem estar expressos em algumas estruturas como glândulas, cérebro e ovários. 

Por não ser encontrado em um único local e fase de desenvolvimento dos indivíduos, 

é sugerido que as proteínas expressas são multifuncionais e dependentes do contexto 

e estrutura com que interagem (Drapeau et al., 2006).  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL  

 

I. Caracterizar, a partir de uma análise in silico, a expressão dos genes da 

família MRJP e YELLOW nas glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias 

de Melipona quadrifasciata e verificar se estes estão potencialmente 

relacionados ao polietismo etário. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

I. Descrever os genes codificadores da família das MRJPs e YELLOW e suas 

proteínas em Melipona quadrifasciata. 

II. Avaliar o perfil de expressão dos genes da família MRJP e YELLOW nas 

glândulas hipofaríngeas de operárias (alimentadora e forrageira) e machos 

em diferentes idades de desenvolvimento. 

III. Analisar morfologicamente as estruturas das glândulas hipofaríngeas 

através de microscopia de fluorescência durante o desenvolvimento adulto. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. BIOINFORMÁTICA 

 

As sequências proteicas codificadas a partir dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e 

yellow-h de Apis mellifera foram recuperadas por buscas nos bancos de dados NCBI 

e Hymenoptera Mine. As sequências FASTA de Apis mellifera serviram de entrada (input) 

para alinhamentos BLASTp contra a base de dados de Melipona quadrifasciata para 

identificação dos genes ortólogos na espécie. Os ortólogos encontrados foram 

manualmente anotados através da ferramenta Artemis 17.0.1 (Carver et al., 2012), 

essa anotação serviu como base para o desenho dos primers na ferramenta Primer3 

versão 4.1.0 (Rozen & Skaletsky, 2000) e também para uma análise descritiva da 

composição dos aminoácidos ao longo das sequências. 

A descrição dos aminoácidos nas sequências de mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-

h foi realizada no programa estatístico R (R Core Team 2019), utilizando os pacotes 

Tidyverse (Wickham et al., 2019), seqinR (Jordan & Mariño-Ramirez, 2007) e ggplot2 

(Wickham, 2016). Inicialmente, as sequências em formato FASTA foram convertidas 

para aminoácidos utilizando a configuração de tradução em trincas a partir da 

metionina. Em seguida, foram retornadas as propriedades físico-químicas dos 

aminoácidos ao longo da sequência, assim como suas quantidades totais 

separadamente. Além disso, a descrição do peso molecular (Mw) das sequências foi 

realizada a partir do programa ProtParam (Gasteiger et al 2005) na plataforma 

ExPASy (SIB) assim como a predição dos sítios de fosforilação, realizada no servidor 

NetPhos 3.1 (Blom et al. 1999) utilizando como referência um banco de dados de 

proteínas de organismos eucarióticos. 

 

 

 

 

 

 

https://www.expasy.org/
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3.1.1. ANÁLISE FILOGENÉTICA DOS GENES MRJP E YELLOW  

 

Os dados das análises foram coletados a partir das sequências anotadas 

(éxons) dos genes yellow-g, yellow-e, yellow-e3, yellow-h de Apis mellifera, Melipona 

quadrifasciata e Frieseomelitta varia, mrjp9 de A. mellifera e mrjp9-like de M. 

quadrifasciata e F. varia (Figura 3). As sequências foram alinhadas usando o ClustalW 

no software MEGA 10.0 (Kumar et al., 2018). A análise bayesiana foi executada no 

MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) na plataforma CIPRES (Miller et al., 2011) com 

duas rodadas de 4 cadeias cada em 10 milhões de gerações com o modelo GTR 

(General Time Reversible) e distribuição gamma. O restante dos parâmetros foi 

deixado como padrão. A convergência de todas as rodadas da análise bayesiana foi 

analisada no Tracer 1.7.1 (Rambaut et al 2014) e a árvore filogenética foi construída 

usando o FigTree 1.4.4 (FigTree v1.4.4). 

 

 

Figura 4 – Representação gráfica do cluster MRJP em Apis mellifera localizado no 
Cromossomo 11 (Chrom 11), Melipona quadrifasciata (Scaffold 26) e Frieseomelitta varia 
(Scaffold 278). Os genes destacados (vermelho) foram anotados nas 3 espécies de abelhas 
e pertencem ao cluster MRJP. Os genes destacados em M. quadrifasciata e F. varia são 
ortólogos.  

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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3.2. COLETA DE MATERIAL BIOLÓGICO 

 

As colônias de Melipona quadrifasciata foram estabelecidas em caixas de 

observação com temperatura controlada a 28°C no meliponário experimental no 

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

Universidade de São Paulo, Brasil. Os favos pré-emergentes foram coletados das 

colônias, acomodados em placas de Pétri fechadas e inseridos em estufas com 

umidade e temperatura controlada (28°C) até a emergência dos indivíduos. 

Após a emergência, os indivíduos foram marcados no tórax com canetas Uni 

POSCA tinta atóxica (1,8-2,5 mm) e realocados em suas colônias de origem para 

posterior coleta. As operárias foram coletadas em diferentes estágios de 

desenvolvimento (alimentadoras e forrageiras) ao longo de 1, 10 e 22 dias de vida e 

os machos ao longo de 1 e 5 dias de vida. A dissecção das glândulas hipofaríngeas 

foi realizada em solução salina 0,9% com o auxílio de um estereomicroscópio Leica 

M125 e de pinças esterilizadas, e posteriormente, inseridas em tubos com 300 μL de 

TRIzol ® (Invitrogen) e armazenadas a - 80°C até a extração do RNA total. Foram 

feitas um total de 5 réplicas para as operárias, sendo que, cada réplica foi composta 

por 15 glândulas: 5 na idade de 1 dia, 10 dias e 22 dias separadamente (Tabela 1). 

Enquanto para os machos, a coleta foi composta por 2 réplicas, cada uma sendo 

composta por 5 glândulas nos dias 1 e 5 separadamente. 

 

3.3. ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA 

 

3.3.1. EXTRAÇÃO DE RNA  

 

As amostras das glândulas hipofaríngeas foram descongeladas em 

temperatura ambiente e a seguir, maceradas com o auxílio de pistilos plásticos 

estéreis. Os tubos com as amostras foram incubados à temperatura ambiente por 5 

minutos para quebra das membranas e desagregação de complexos nucleoproteicos. 

Logo após, foram adicionados 100 μL de clorofórmio (15 de TRIzol ®). Os tubos foram 

agitados manualmente por 15 segundos e incubados à temperatura ambiente por 3 

minutos e posteriormente, centrifugados a 12.000xg a 4C por 15 minutos. Os 
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sobrenadantes foram transferidos para tubos de 1,5 mL e acrescentados 250 μL de 

isopropanol (Merck) (12 de TRIzol ®) e 1 μL de glicogênio (20mgmL, Molecular 

Biology Grade Glycogen, Sigma-Aldrich). 

As amostras foram levadas ao vórtex por 10 segundos e após, armazenadas 

em um freezer a - 20 C durante 48 horas para precipitação do RNA. Após esse 

período, as amostras foram incubadas por 10 minutos à temperatura ambiente e 

centrifugadas a 12.000xg, a 4C por 15 minutos. Os sobrenadantes foram descartados 

e os produtos precipitados (pellets), lavados com 500 μL de etanol 75% (Merck). A 

seguir, as amostras foram centrifugadas a 12.000xg, a 4C por 10 minutos. 

Novamente, os sobrenadantes foram descartados e o etanol remanescente foi 

evaporado à temperatura ambiente. Os pellets foram homogeneizados com 10 μL de 

água DEPC ultra-pura (UltraPure™ Dnase/Rnase-Free Distilled Water, Invitrogen), um 

forte inibidor da atividade de RNases. A pureza (estimada através da razão entre os 

valores de 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 nm em um 

espectofotômetro (NanoDrop™ 1000, Thermo Fisher). Após isso, as amostras foram 

estocadas a - 80C até a preparação do cDNA. 

 

3.3.2. SÍNTESE DE cDNA 

 

A síntese de cDNA foi realizada a partir do RNA total extraído de 75 amostras 

de glândulas hipofaríngeas. Dentre essas 75 amostras das glândulas, 5 foram em 

condição de 1, 10 e 22 dias de vida, totalizando 15 amostras em cada experimento 

(Tabela 1). 
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Tabela 1 – Descrição das amostras de RNA total das glândulas hipofaríngeas utilizadas para 
síntese de cDNA. No total, foram 75 amostras para este experimento. 

Experimento 
Dias 

1 10 22 Total 

1 5 5 5 15 

2 5 5 5 15 

3 5 5 5 15 

4 5 5 5 15 

5 5 5 5 15 

Total 25 25 25 75 

 

 

Os volumes de RNA total das glândulas hipofaríngeas com massa de 2 μg 

foram completados com 8 μL de água DEPC ultra-pura (UltraPure™ Dnase/Rnase-

Free Distilled Water, Invitrogen). Para evitar contaminação por resíduos de DNA, foi 

adicionado 1 μL 10x Dnase I Reaction Buffer (Invitrogen), 0,5 μL de DNase I (1 UμL, 

Invitrogen) e 0,5 μL de água DEPC ultra-pura 0,1% e após isso, as amostras foram 

incubadas por 15 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 1 μL 

de EDTA (25 mM, Invitrogen) e posteriormente, incubado em termociclador Veriti 96-

Well Thermal Cycler (Applied Biosystems ®) a 65C por 10 minutos para inativação 

da enzima DNase I.  

O RNA total tratado com DNase foi submetido à reação de transcrição reversa 

(RT) para síntese de cDNA com volume final de 20 μL, utilizando-se, por amostra: 

Passo 1: 1 μL de oligo (dT)12-18 (500 ng/mL, Invitrogen) + 1 μL de uma mistura de 

dNTPs (10 mM, Invitrogen), com incubação em termociclador a 65C por 5 minutos. 

Passo 2: adição de 4 μL de tampão 5x First Strand Buffer (Invitrogen) + 2 μL de 

ditriotreitol (DDT – 0,1 M, Invitrogen) + 1 μL de inibidor de RNase (RNase OUTTM, 40 

U/μL, Invitrogen), com incubação a 42C por 2 minutos. Passo 3: adicionar 0,5 μL de 

água DEPC ultra-pura 0,1% + 0,5 μL da enzima SuperScriptTM II Reverse 

Transcriptase (200 U μL, Invitrogen), com incubação a 42C por 50 minutos e 

posteriormente, inativação da enzima a 70C por 15 minutos. As reações dos 

controles foram preparadas sem adição da enzima SuperScriptTM II Reverse 
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Transcriptase. O cDNA das glândulas hipofaríngeas foi diluído em 10x para ser 

utilizado em reações de PCR convencional e RT-PCR. 

3.3.2. AMPLIFICAÇÃO POR PCR CONVENCIONAL 

 

A validação dos primers para os genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h foi feita 

através de PCR convencional. As amplificações foram realizadas a partir de 0,5 μL de 

primer forward e reverse na concentração de 10 μM, 1,0 μL de cDNA diluído 10x, 8,0 

μL de água DEPC e 10,0 μL de PCR-MasterMix 2x (Promega). As amplificações foram 

realizadas com o termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems ®) 

com gradiente programado:  94 C por 1 minuto (desnaturação), logo após, 40 ciclos 

à 94C (desnaturação), *C (anelamento) (Tabela 2) e 72C por 35 segundos cada, 

72C por 5 minutos (extensão) e finalizando a 4C para conservar as amostras até a 

retirada. Os produtos das amplificações foram visualizados em gel de agarose 1,2% 

utilizando tampão TBE (89 mM Tris base, 89 mM ácido bórico, 2 mM EDTA, pH 8,0), 

corados com SYBR ® Gold Nucleic Acid Gel Stain (10.000x – Invitrogen) e com 

aplicação de um marcador de peso molecular de 100 pb (100 bp DNA Ladder, 0,5 

μg/μL, Invitrogen). O produto dos géis foram visualizados sob luz ultravioleta e 

fotodocumentados pelo aparelho e software Kodak EDAS 290. 

 

Tabela 2 – Sequência dos nucleotídeos utilizados para amplificação dos genes de interesse. 

O (*) indica a temperatura de anelamento do primer programada no termociclador. 

GENE SEQUÊNCIA DOS PRIMERS 
TAMANHO 
AMPLICON 

(pb) 
* (C) 

mrjp9-like 
F – 5’ CGATGACTGGGGCACTTTTC 3’ 

177 

62 

R – 5’ TTGTAAGTGTCCGTTGCTGC 3’ 

yellow-e3 
F – 5’ CCCCTCATCACGCCATATCC 3’ 

110 
R – 5’ CGGTGGGCATACTTGTGTCT 3’ 

yellow-h 
F – 5’ CGACCAGGTGAAGGAAGACT 3’ 

203 
R – 5’ AACGCTATGCCGAAAATCCC 3’ 
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3.3.3. AMPLIFICAÇÃO POR PCR EM TEMPO REAL (RT-qPCR) 

 

Primeiramente, a eficiência dos primers foi validada por meio de RT-qPCR. As 

reações foram feitas a partir de cinco diluições seriadas (1:5 – 1:25 – 1:125 – 1:625 – 

1:3.125) de cDNA. A partir dos valores de Ct (threshold cycle), foram construídas 

curvas de regressão linear para os primers. O valor de Slope é um parâmetro utilizado 

para avaliar a eficiência da reação (E) a partir da formula: E=10(-1Slope) - 1. Uma reação 

com eficiência próxima a 100% corresponde a um valor de Slope -3.32. Contudo, uma 

boa reação deve ter uma eficiência entre 90% e 110%, correspondendo a valores de 

Slope entre -3.58 e -3.10 (Real-time PCR Handbook Thermo Fischer).  

A análise de expressão dos genes (mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h) foi testada 

nas glândulas hipofaríngeas de operárias (alimentadoras e forrageiras) ao longo de 

um, dez e 22 dias. Para isso, o gene codificador ribossomal protein L32 (RpL32) cuja 

expressão é constitutiva ao longo do desenvolvimento das abelhas (Freitas et al., 

2019), foi utilizado como normalizador das reações de RT-qPCR dos genes de 

Melipona quadrifasciata. O protocolo utilizado para amplificação por RT-qPCR foi do 

reagente 2x qPCRBIO SyGreen Mix Separate-ROX (PCRBiosystems). A reação final 

para mrjp9-like consistiu em um volume de 15 μL, contendo: 7,5 μL SyGreen Mix + 

ROX, 0,4 μL de primer forward e reverse (10 pmolμL), 5,2 μL de água e 1,5 de cDNA 

(10ngμL). Enquanto que, a reação final para yellow-e3h consistiu em um volume de 

15 μL contendo: 7,5 μL SyGreen Mix + ROX, 0,2 μL de primer forward e reverse (10 

pmolμL), 5,6 μL de água e 1,5 de cDNA (10ngμL). As diferentes quantidades de 

primers entre os genes foi escolhida a partir dos valores de eficiência distintos obtidos 

de cada um. Todas as reações foram montadas em triplicatas técnicas e processadas 

no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher). Os pares de 

primers com eficiência ótima à 62C foram utilizadas as respectivas condições de 

ciclagem:  95C por 2 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95C por 5 segundos e 62C 

por 25 segundos. A análise estatística da expressão relativa dos genes será de acordo 

com o método 2-ΔΔC
T (Livak & Schmittgen, 2001). 
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3.4. ANÁLISE MORFOLÓGICA DAS GLÂNDULAS HIPOFARÍNGEAS POR 

MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA  

 

As amostras utilizadas foram coletadas de abelhas adultas no intervalo de um, 

dez e 22 dias para serem fotodocumentadas. As glândulas hipofaríngeas dessas 

abelhas foram dissecadas em Tampão Fosfato de Sódio 1x (PBS) em gelo e em 

seguida fixadas em 200 μL de Paraformaldeído 4% (PFA) por quatro horas sob 

agitação a 2C. Após a fixação, foi retirado o Paraformaldeído 4% (PFA) e as 

estruturas foram lavadas uma vez com 500 μL de solução Tampão Fosfato de Sódio 

+ Triton X-100 0,1% (PBT) e duas vezes com 500 μL de solução Tampão Fosfato de 

Sódio 1x (PBS). O PBS é retirado para adicionar 100 μL de DAPI (1:40002000) e 

Faloidina (1:300) (50 μL de cada) e após, aguardar 40 minutos sob agitação. 

Decorrido os 40 minutos, o DAPI e a Faloidina foram retirados para efetuar três 

lavagens com PBS 1x. Após a lavagem, as estruturas foram alocadas em lâminas 

histológicas com uma gota de SlowFade Gold Antifade Mountant™ (Thermo Fisher) 

para preservar os marcadores fluorescentes por mais tempo. Nas bordas da lamínula 

foi adicionado um pouco de glicerol para selar e adquirir melhor aderência à lâmina. 

As fotos foram feitas em um microscópio ZEISS Axio Imager 2 (Carl Zeiss Microscopy 

GmbH) com os filtros para DAPI e Faloidina separadamente. Os filtros foram utilizados 

de acordo com as configurações do microscópio ZEISS Axio Imager 2, para DAPI: 49 

DAPI com comprimento de onda de 358nm à 461nm e Faloidina: 65 HE AF 488 com 

comprimento de onda de 496nm à 516nm. A cor dos filtros foi definida como padrão 

para a Faloidina (verde) e para o DAPI (Azul). O software Axioscan foi usado para a 

sobreposição dos filtros para DAPI e 65 HE AF 488. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. GENES ORTÓLOGOS DO CLUSTER MRJP: BUSCA, ANOTAÇÃO E 

DESCRIÇÃO 

 

O cluster das MRJPs é altamente conservado em alguns grupos dentro de 

Hymenoptera, sendo encontrado em organismos solitários (i.e Nasonia vitripennis, 

Megachile rotundata) e com diferentes níveis de socialidade (i.e Bombus sp., Atta 

cephalotes, Cerapachys biroi, Camponotus floridanus, Linepithema humile) cujos 

genomas encontram-se disponíveis (Anexo B – Tabela S1). Os genes YELLOW 

também são altamente conservados ao longo da evolução dos insetos e a partir da 

análise de suas sequências é possível identifica-los em diversos grupos dentro de 

Hexapoda cujos genomas também se encontram disponíveis (Anexo B – Tabela S2). 

Uma busca no genoma de Melipona quadrifasciata retornou cinco genes ortólogos e 

destes cinco, três foram anotados (Tabela 3) com destaque para seus éxons, íntrons 

e tamanho em pares de bases (Anexo A – Figura S6). Além disso, cinco ortólogos 

também foram encontrados em Frieseomelitta varia, com sequências similares tanto 

aos genes de Apis mellifera quanto de Melipona quadrifasciata. Dentre esses cinco 

ortólogos, quatro são genes da família YELLOW (-g, -e, -e3 e -h) e um das MRJPs 

(mrjp9-like). Foram executados alinhamentos BLASTp contra a base de dados 

GenBankNCBI e BeeBase (Hymenoptera Mine) dos genes anotados de Apis mellifera 

e Melipona quadrifasciata. As sequências de Frieseomelitta varia foram recuperadas 

e alinhadas a partir do servidor do Laboratório de Biologia e Desenvolvimento de 

Abelhas (LBDA). 

 

Tabela 3 – Identificação dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h em Melipona 

quadrifasciata nas bases de dados NCBI e Hymenoptera Mine. 

 

 

 

 

GENE NCBI 
HYMENOPTERA 

MINE 

mrjp9-like AIU92945.1 MQUA14563 

yellow-e3 KOX78395.1 MQUA14563 

yellow-h KOX78394.1 MQUA18015-RA 
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Além disso, o alinhamento e anotação dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-

h em Melipona quadrifasciata permitiu descrever a composição dos aminoácidos em 

suas sequências (Anexo A – Figura S1 e Figura S2) e suas propriedades físico-

químicas (Anexo A – Figura S3, Figura S4 e Figura S5). Este tipo de descrição serve 

como auxilio para elucidar a estrutura dessas proteínas assim como, possíveis sítios 

de ligação para fatores de transcrição (Malecová et al., 2003), sítios de fosforilação e 

glicosilação (Buttstedt et al., 2014) ou outros compostos como RNA (Liu et al., 2019) 

e proteínas associadas (Bilikova et al., 2002). Todas essas descrições estão detalhas 

em Apis mellifera e pouco se sabe sobre a relação dos genes do cluster das MRJPs 

de Meliponini com outros compostos e como estes interagem com o desenvolvimento, 

diferenciação de castas, reprodução e imunidade desses organismos. A descrição 

detalhada das sequências é um dos caminhos que nos permite descrever possíveis 

papeis que essas proteínas podem desempenhar onde são encontradas e com as 

estruturas com as quais interagem. 

As três proteínas codificadas por esses genes (mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-

h) também podem estar relacionadas com atividade antibacteriana uma vez que os 

aminoácidos relacionados a essas atividades são encontrados em quantidades 

expressivas em suas sequências, como a Prolina (Pro – P) e Glicina (Gly – G) (Anexo 

A – Figura S1 e Figura S2) (Bulet et al., 1999). A Cisteina (Cys – C) foi encontrada 

em baixas quantidades nessas sequências proteicas, também relacionada com 

atividade antibacteriana em insetos (Anexo A – Figura S1 e Figura S2). 

Proteínas ou peptídeos ricos em Prolina (Pro – P), como as proteínas descritas 

acima, podem estar relacionadas com a glicosilação devido a afinidade que esses 

compostos possuem com os sítios de ligação glicosídica das moléculas de açucares 

(Bulet et al., 1999). Alguns peptídeos ricos em Cisteina (Cys – C) fazem parte de uma 

classe de compostos chamados defensinas, estes compostos estão presentes no 

sistema imune dos insetos, atuando como agentes antibacterianos, podendo ser 

encontrados em diversos grupos dentro de Pterygota (Bulet et al., 1999; Z. Li et al., 

2017). Entretanto, são necessárias análises mais detalhadas para afirmar se a 

quantidade desses aminoácidos está dentro dos limites que explicam sua função 

biológica nos diferentes organismos, assim como sua biodisponibilidade e interação 

com outros compostos.  
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Algumas das características moleculares das sequências dos genes mrjp9-like, 

yellow-e3 e yellow-h de Melipona quadrifasciata foram descritas a partir da quantidade 

total de aminoácidos presentes nas sequências, assim como, a predição de sítios de 

fosforilação, peso molecular (kDa) e o ponto isoelétrico (pI). A fosforilação é um 

processo importante relacionado aos mecanismos de regulação das proteínas, 

podendo exercer diversos efeitos pós-translacionais relacionados à regulação da 

expressão gênica (Blom et al., 2004).  

As quinases são as principais enzimas que catalisam o processo de 

fosforilação, sendo que, algumas possuem maior afinidade por substratos proteicos 

que contenham aminoácidos específicos, como por exemplo, a Serina (Ser – S), 

Treonina (Thr – T) ou Tirosina (Tyr – Y) (Blom et al., 2004). A predição dos sítios de 

fosforilação das sequências dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h realizada no 

servidor NetPhos 3.1 listou as seguintes quinases relacionadas: ATM, DNAPK, PKA, 

PKC, CK1, CK2, CDK5, PKB, p38MAPK, PKA, PKG, RSK, SRC (FRK em 

invertebrados), GSK3, EGFR e INSR (Tabela 4).  

Tabela 4 – Características moleculares dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h de 
Melipona quadrifasciata e dos genes MRJP de Apis mellifera. Abaixo está o número total de 
aminoácidos nas sequências dos genes, a predição de sítios de fosforilação realizada pelo 
servidor NetPhos 3.1 (Blom et al., 2004) (S: Serina, T: Treonina, Y: Tirosina), o peso molecular 
(Mw) dado em kilodaltons e o ponto isoelétrico (pI). Os dados de Apis mellifera foram retirados 
de (Buttstedt et al., 2014). 

Melipona quadrifasciata 

GENE AMINOÁCIDOS 
PREDIÇÃO DE SÍTIOS DE 

FOSFORILAÇÃO 
Mw (kDa) pI 

mrjp9-like 389 S: 20 | T: 20 | Y: 07 43.66 5.84 

yellow-e3 423 S: 40 | T: 18 | Y: 06 47.91 6.32 

yellow-h 542 S: 53 | T: 21 | Y: 17 61.77 5.25 

Apis mellifera 

mrjp1 413 S: 13 | T: 02 | Y: 09 46.86 5.03 

mrjp2 435 S: 05 | T: 04 | Y: 06 49.15 6.65 

mrjp3 524 S: 09 | T: 02 | Y: 09 59.49 6.50 

mrjp4 444 S: 14 | T: 04 | Y: 08 50.67 5.74 

mrjp5 578 S: 16 | T: 08 | Y: 11 68.13 5.95 

mrjp6 417 S: 09 | T: 02 | Y: 10 47.58 6.01 

mrjp7 426 S: 11 | T: 09 | Y: 09 48.66 4.85 

mrjp8 400 S: 04 | T: 02 | Y: 05 45.06 5.81 

mrjp9 403 S: 06 | T: 02 | Y: 09 46.27 8.62 
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Algumas das quinases relacionadas a vias como: EGFR (Epidermal Growth 

Factor Receptor) e INSR (Insulin Receptor) desempenham papeis importantes na 

alimentação, desenvolvimento e diferenciação de castas das abelhas eussociais. A 

EGFR por exemplo, quando associada a uma proteína chamada Royalactina 

(derivada da MRJP1) de Apis mellifera, parece desempenhar um papel importante no 

desenvolvimento das castas dessas abelhas, afetando perfis de metilação e os títulos 

de hormônio juvenil (Kamakura, 2012). Contudo, outros estudos sugerem análises 

mais específicas em relação à EGFR, sendo necessário investigações mais profundas 

para entender de fato qual é a relação da EGFR com a proteína Royalactina e a 

diferenciação de castas em Apis mellifera (Maleszka, 2018).  

Já a via de insulina (IIS), assim como seus receptores (INSR), são conhecidos 

por estarem relacionados ao metabolismo de carboidratos, participando ativamente 

da regulação das relações entre os insetos eussociais, com diferentes níveis de 

expressão entre operárias alimentadoras, forrageiras, rainhas e machos (Chandra et 

al., 2018; Ihle et al., 2019; Smith et al., 2008; Woodard et al., 2011). Essas diferenças 

são essenciais na divisão de trabalho, um dos pilares da eussocialidade, sendo que, 

pouco se sabe sobre o funcionamento desses mecanismos nas abelhas sem ferrão. 

Estudos futuros são necessários para esclarecer e elucidar como essas vias 

metabólicas, quinases e proteínas (MRJP e YELLOW) interagem com a fisiologia, 

genética e a biologia de Meliponini. 

Além disso, a descrição das sequências dos aminoácidos envolvendo aspectos 

bioquímicos e moleculares pode trazer à luz, modelos envolvendo a ação de 

diferentes níveis de seleção para determinados tipos de fenótipos que não 

necessariamente alterem a aptidão dos indivíduos. Um desses modelos é a Teoria 

Molecular da Evolução Neutra, onde é possível estimar taxas de substituição dos 

nucleotídeos em determinadas populações de organismos (Kimura, 1980; Li, 1987). 

Essas mutações consequentemente podem alterar a sequência do códon de 

determinados aminoácidos, não necessariamente alterando seu caráter funcional 

(Kimura, 1980). As sequências dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h de Melipona 

quadrifasciata possuem grandes quantidades de aminoácidos com as trincas dos 

códons altamente variáveis (Tabela 5), como é o caso da Leucina (Leu – L), Serina 

(Ser – S) e Valina (Val – V) (Anexo A – Figura S1 e Figura S2).  



41 
 

 
 

Tabela 5 – Preferência de códons dos aminoácidos mais abundantes nas sequências de 
mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h de Melipona quadrifasciata. As sequências estão na 
orientação 5’-3’ como molde a fita de mRNA. 

AMINOÁCIDO CÓDON 

Leucina (L) 

UUA 

UUC 

CUU 

CUC 

CUA 

CUG 

Serina (S) 

UCU 

UCC 

UCA 

UCG 

AGU 

AGC 

Valina (S) 

GTT 

GTC 

GTA 

GTG 
 

 

Pesquisas futuras são necessárias para avaliar as taxas de mutações e de 

substituições dos nucleotídeos nas regiões que contemplem o cluster MRJP entre 

diferentes espécies que possuam tanto MRJPs quanto YELLOWs. Essas análises 

apenas fazem sentido a nível populacional, em uma longa escala de tempo,  podendo 

ser intraespecífica ou interespecífica (Kapheim et al., 2015). Contudo, o assunto é 

trazido com o objetivo de promover insights e ampliar as perspectivas sobre como o 

cluster das MRJPs pode ter evoluído ao longo do tempo, tanto em Meliponini quanto 

em Apini e que tipo de seleção pode estar atuando para manter a conservação desse 

cluster em diversos grupos de Hymenoptera tanto solitários quanto eussociais, assim 

como, ajudar na compreensão de como ocorreram os eventos de duplicação gênica a 

partir do gene ancestral yellow-e3 (Drapeau et al., 2006) nos grupos que apresentam 

as MRJPs. 
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4.2. ANÁLISE FILOGENÉTICA DOS GENES MRJP E YELLOW 

 

A filogenia dos genes MRJPYELLOW de Apis mellifera, Frieseomelitta varia e 

Melipona quadrifasciata indica pelo menos 4 agrupamentos, sendo que, os genes 

yellow-e, yellow-h e yellow-g de ambas as espécies compartilham maior similaridade 

entre si, diferente do yellow-e3. O yellow-e3 forma um grupo com a mrjp9mrjp9-like 

de ambas as espécies pois compartilham maior similaridade entre si do que com os 

outros genes YELLOW (Figura 5).  

 

 

Figura 5 – Filogenia dos genes MRJP e YELLOW feita por inferência bayesiana. Uma árvore 

foi construida a partir dos dados de alinhamento e anotação das sequências gênicas de Apis 

mellifera – AMEL (mrjp9, yellow-e3, yellow-e, yellow-g e yellow-h), Frieseomelitta varia – 

FVAR e Melipona quadrifasciata – MQUA (mrjp9-like, yellow-e3, yellow-e, yellow-g e yellow-

h). 

 

Em Apis mellifera análises de similaridade das sequências mostram que a 

yellow-e3 deu origem as outras MRJPs por eventos consecutivos de duplicação 

gênica (Drapeau et al., 2006). Sabendo que o gênero Apis expandiu sua diversificação 

há pelo menos 22 milhões de anos atrás (Cardinal & Danforth, 2013, 2011), é possível 
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perceber uma grande diversidade dos genes MRJPs devido a esses eventos de 

duplicação. Contudo, no gênero Melipona (Subgenêro Melipona), que tem sua 

divergência estimada entre 17 e 25 milhões de anos atrás (Rasmussen & Cameron, 

2010), há apenas uma MRJP (mrjp9-like), assim como Frieseomelitta varia (mrjp9-

like), com divergência estimada entre 26 milhões de anos atrás (Rasmussen & 

Cameron, 2010), sendo possível identificar que não houve eventos sucessivos de 

duplicação gênica das MRJPs como houve em abelhas do gênero Apis.  

A expansão do cluster MRJP parece ter sido acompanhada pela diversificação 

de funções que as proteínas MRJPs desempenham no desenvolvimento de Apis 

mellifera, incluindo um papel fundamental na diferenciação de castas (Dobritzsch et 

al., 2019; Drapeau et al., 2006). Em abelhas sem ferrão, essa expansão parece estar 

limitada apenas entre um gene ortólogo MRJP (mrjp9-like) encontrado nesse cluster,  

assim como em Bombus terrestris, que também possui um gene ortólogo MRJP 

(BtRJPLmrjp-like) (Kupke et al., 2012) com um tempo de divergência próximo ao de 

abelhas do gênero Melipona (Subgênero Melipona), entre 17 e 25 milhões de anos 

atrás (Rasmussen & Cameron, 2010). Análises mais detalhadas são necessárias para 

entender a função desses genes em Meliponini e se a ausência sucessiva de 

duplicação gênica no cluster das abelhas sem ferrão não levou outros genes a serem 

cooptados para as funções que as MRJPs de Apis mellifera desempenham nesse 

cluster.  

Além disso, é interessante destacar o tamanho do cluster de Apis mellifera (119 

kB) contendo nove genes MRJP e cinco genes YELLOW, e de Melipona quadrifasciata 

(55kB) contendo um gene MRJP e quatro genes YELLOW (Figura 4). O tamanho do 

cluster em Melipona quadrifasciata é relativamente grande considerando o número de 

genes presentes (5) e uma provável sintenia, sendo pertinente uma análise 

comparativa das regiões não codificadoras (íntrons) dessas sequências genômicas a 

fim de identificar variações entre o cluster de diferentes espécies que contenham as 

MRJPs e YELLOWs. 
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4.3. ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA: PCR CONVENCIONAL 

 

A partir de uma análise comparativa, foram desenhados conjuntos de primers 

que permitisse a análise dos genes de interesse por PCR convencional e quantitativa. 

Os genomas e transcriptomas de diferentes abelhas, principalmente Apis mellifera 

foram usados para uma melhor aproximação dos genes de Melipona quadrifasciata. 

Visando uma análise mais acurada da expressão desse genes durante o 

desenvolvimento adulto dessas abelhas, protocolos padrão foram empregados. 

Assim, a quantidade de cDNA foi padronizada para todas as amostras de glândulas 

hipofaríngeas a fim de amplificar um único fragmento com o tamanho esperado 

(Tabela 2).  

No entanto, foram observados mais de um fragmento para os genes yellow-h e 

yellow-e3 (Figura 6). O desenho dos primers é uma etapa sensível e sua 

especificidade é diretamente dependente da qualidade do genoma (sequenciamento 

e anotação). O genoma de Melipona quadrifasciata ainda apresenta algumas lacunas 

e a amplificação de alguns genes pode ter sua qualidade comprometida. Ainda assim, 

o resultado das amplificações estão conforme o esperado para ambos os genes, ou 

seja, foram amplificados fragmentos de acordo com o esperado. Os fragmentos 

adicionais são secundários. Os controles não apresentam bandas, o que garante a 

qualidade da amostra testada (Figura 6). A melhor temperatura para amplificação foi 

62C devido a sua alta especificidade, nas 3 amostras. Os fragmentos foram 

recortados e encaminhados para sequenciamento. 
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Figura 6 – Resultado da amplificação dos genes mrjp9-like, yellow-h e yellow-e3 nas 
glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de Melipona quadrifasciata com idades não 
controladas visualizado em gel de agarose 1,2% corado com UniSafe Dye® - Uniscience 

(20.000x). A amplificação foi testada em diferentes temperaturas (60C e 62C), sendo 62C 
a melhor temperatura de amplificação. As bandas do marcador de peso molecular estão 
representadas por 1: 100pb e 2: 200pb. C1, C2 e C3 (mrjp9-like, yellow-h e yellow-e3) 
representam os controles sem adição de cDNA. 

 

Todos os pares de primers foram testados por PCR convencional usando como 

molde o cDNA das amostras de glândulas hipofaríngeas de abelhas de um, dez e 22 

dias de vida, com diferentes temperaturas e quantidades dos pares de primers e 

cDNA. A amplificação que apresenta fragmentos únicos é do gene mrjp9-like. As 

amplificações que apresentam mais de um fragmento são dos genes yellow-h e 

yellow-e3, indicando possíveis quantidades residuais dos primers.  
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4.4. ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA: RT-qPCR 

 

A eficiência dos conjuntos de pares de primers desenhados para análise da 

expressão dos genes candidatos foi testada utilizando as amostras de cDNA das 

glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de um, dez e 22 dias de vida. Todos os 

pares de primers foram considerados próprios para uso, com um valor de eficiência 

entre 90% à 110% (Real-time PCR Handbook Thermo Fischer). Os genes de interesse 

(mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h) foram analisados quanto aos níveis de expressão 

relativa através do método 2-ΔΔC
T (Livak & Schmittgen, 2001). A média dos valores de 

Ct das amostras foram calculados para os genes de interesse e para o gene de 

referência (RpL32). Calculando-se a diferença do valor de Ct entre os genes de 

interesse e o gene de referência foram obtidos os valores de ΔC
T e por fim, os valores 

de ΔΔC
T foram obtidos a partir da diferença entre uma amostra de referência e o valor 

subsequente de ΔC
T das amostras. Os gráficos de expressão relativa foram 

construídos a partir da média do valor 2-ΔΔC
T das amostras dos genes de interesse, 

assim como seu erro padrão (Figura 7, 8, 9 e 10). 

As abelhas operárias com um dia de vida apresentam a expressão de mrjp9-

like baixa (1,50) quando comparado com o dia dez (3,80) e podendo ser até 14 vezes 

maior ao dia 22 (14,04) (Figura 7). Além disso, sua expressão aumenta ao longo do 

tempo, tanto em abelhas operárias quanto em machos de um (7,76) e cinco (12,44) 

dias de vida (Figura 7 e 8). Em Apis mellifera, a expressão de mrjp9 é a menor entre 

todas as MRJPs, não seguindo um padrão de expressão ao longo da vida das abelhas 

operárias (Dobritzsch et al., 2019). Por não mostrar um padrão de expressão nas 

glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias, é sugerido que a mrjp9 não tem relação 

com o polietismo etário em Apis mellifera. Contudo, os resultados de expressão de 

mrjp9-like de Melipona quadrifasciata podem sugerir uma relação com o polietismo 

etário, sendo possível observar um aumento ao longo do tempo, acompanhando a 

transição de tarefas dos indivíduos. O papel da proteína MRJP9 de Apis mellifera no 

alimento larval ainda permanece desconhecido, sendo a menor quantidade de 

proteína encontrada no alimento junto com a MRJP8 (Dobritzsch et al., 2019). As 

MRJPs encontradas em maiores quantidades no alimento larval de Apis mellifera são 

a MRJP1-3 e MRJP5 (Dobritzsch et al., 2019), podendo desempenhar funções 

relacionadas a imunidade (Bilikova et al., 2001; Maori et al., 2019; Vezeteu et al., 2017) 
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e também para formar complexos com outras proteínas relacionadas a viscosidade 

do alimento, crucial para a sobrevivência das larvas (Buttstedt et al., 2018). Em 

Melipona quadrifasciata o papel da MRJP9-LIKE no alimento larval ainda não está 

descrito e também, não sabemos se há MRJPs ou outros genes que poderiam 

desempenhar funções importantes para a sobrevivência dos indivíduos como as 

MRJPs desempenham em Apis mellifera. Investigações aprofundadas são 

necessárias para avaliar se a MRJP9-LIKE não poderia estar desempenhando as 

funções em conjunto das outras MRJPs de Apis mellifera como um ganho de função 

ou se outros genes não foram cooptados para estas funções. 

A expressão de yellow-e3 em abelhas operárias apresentou pouca diferença 

entre o dia um (0,78) e dez (0,76), mantendo-se praticamente constante. Apenas no 

dia 22 (3,10) é possível perceber um aumento em sua expressão, sendo três vezes 

maior (Figura 7). Em machos, a expressão de yellow-e3 parece aumentar ao longo 

do tempo, sendo maior em indivíduos com cinco dias de vida (4,85) quando 

comparados com indivíduos com um dia de vida (0,84) (Figura 7 e 9). Em Apis 

mellifera, é possível encontrar uma alta expressão de transcritos de yellow-e3 em 

glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias alimentadoras, forrageiras e em cabeça 

de pupas (Drapeau et al., 2006). A função do gene yellow-e3, assim como sua proteína 

permanece desconhecida tanto para Apis mellifera quanto para Meliponini. Contudo, 

a partir dos resultados de expressão em Melipona quadrifasciata podemos observar 

sua expressão presente em glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias e de 

machos. Os genes da família YELLOW podem ser encontrados em diversas 

estruturas e desempenhar diferentes funções (Drapeau, 2003; Drapeau et al., 2006). 

A expressão do gene yellow-g foi identificada em ovários de Drosophila melanogaster 

e Apis mellifera (Cardoen et al., 2011; Claycomb et al., 2004), sendo que, esse gene 

também está presente em Melipona quadrifasciata, com função ainda desconhecida. 

Além disso, o gene yellow-g parece estar relacionado a funções reprodutivas, sendo 

encontrados transcritos desse gene em ovários de Scaptotrigona bipunctata (dados 

pessoais Luna-Lucena, 2019). Pesquisas futuras são necessárias para entender uma 

possível relação do gene yellow-e3 e dos outros genes da família YELLOW com a 

diferenciação de castas, reprodução, funções nutricionais ou até mesmo com a 

determinação sexual nos indivíduos.  
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O gene yellow-h possui um padrão de expressão diferente dos genes mrjp9-

like e yellow-e3, com uma alta taxa de expressão no dia um (10,51) e 22 (15,48) 

(Figura 7). O nível de expressão é mais baixo em abelhas operárias com dez dias de 

vida (7,62) e não parece ter relação direta com o polietismo etário dos indivíduos 

(Figura 7 e 10). Em Apis mellifera, é possível encontrar o gene yellow-h expresso 

apenas na cabeça de larvas de rainhas, podendo ter sua expressão restrita a uma 

casta específica (Drapeau et al., 2006). Porém, em Melipona quadrifasciata sua 

expressão está presente em glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias e de 

machos, não sendo exclusiva apenas em um único sexo. 

 

 

Figura 7 – Expressão relativa dos genes mrjp9-like, yellow-e3 e yellow-h em glândulas 

hipofaríngeas de abelhas operárias e machos de Melipona quadrifasciata por RT-qPCR. Os 

dias estão no eixo x assim como os valores de expressão relativa estão no eixo y e o erro 

padrão representado pelas barras pretas. A expressão do gene mrjp9-like aumenta ao longo 

do tempo nas amostras de operárias e machos, yellow-e3 possui maior expressão em 22 dias 

para operárias e cinco dias para machos assim como yellow-h. 
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Figura 8 – Expressão relativa do gene mrjp9-like em glândulas hipofaríngeas de abelhas 

operárias e machos de Melipona quadrifasciata por RT-qPCR. Os dias estão no eixo x assim 

como os valores de expressão relativa estão no eixo y e o erro padrão representado pelas 

barras pretas. A expressão do gene mrjp9-like parece ser a única que segue um padrão de 

expressão de acordo com a idade dos indivíduos ao contrário de Apis mellifera (Dobritzsch et 

al., 2019), podendo estar relacionado ao polietismo etário. 
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Figura 9 – Expressão relativa do gene yellow-e3 em glândulas hipofaríngeas de abelhas 

operárias e machos de Melipona quadrifasciata por RT-qPCR. A expressão de yellow-e3 não 

parece seguir um padrão de acordo com a idade dos indivíduos, não havendo diferença entre 

os dias um e dez e com maior expressão em 22 dias para operárias e cinco dias para machos. 
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Figura 10 – Expressão relativa do gene yellow-h em glândulas hipofaríngeas de abelhas 

operárias e machos de Melipona quadrifasciata por RT-qPCR. A expressão de yellow-h não 

segue um padrão ao longo do desenvolvimento adulto, sendo mais alta em 22 dias para 

operárias e cinco dias para machos. 
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4.5. ANÁLISE MORFOLÓGICA DAS GLÂNDULAS HIPOFARÍNGEAS DE 

MELIPONA QUADRIFASCIATA 

 

As glândulas hipofaríngeas são estruturas que ocorrem apenas nos 

Hymenoptera e fazem parte de um conjunto de glândulas exócrinas conectadas a 

região gnatal. Essas glândulas são frequentemente colocadas na categoria das 

glândulas salivares, embora as verdadeiras glândulas salivares sejam as labiais 

(Cruz-Landim & Abdalla, 2002). As glândulas hipofaríngeas são também conhecidas 

como “glândulas da geleia real, glândulas de operárias, glândulas de alimento e 

glândulas de alimento larval” (Cruz-Landim & Abdalla, 2002). O termo “glândula 

hipofaríngea” foi cunhado devido a posição de sua abertura, independentemente de 

sua função e foi adotado por Snodgrass em 1925 (Snodgrass, 1956). 

As glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de Melipona quadrifasciata 

variam em tamanho de acordo com a idade devido a diferentes atividades que 

desempenham em seu contexto social. As abelhas coletadas entre um e dez dias de 

vida possuem glândulas menores quando comparadas com abelhas de 22 dias de 

vida. É possível identificar diferenças morfológicas nas glândulas hipofaríngeas ao 

longo desses períodos, principalmente nos ácinos, estruturas que armazenam as 

secreções que futuramente irão compor uma parcela do alimento larval. É possível 

também observar diferenças de tamanho nas glândulas salivares das abelhas 

operárias, estas também contribuem com uma parcela de suas secreções para 

compor o alimento larval (Anexo A – Figura S7 e Figura S8). 

Para orientação, em verde estão destacadas estruturas que possuem na sua 

composição a actina, proteína encontrada na membrana citoplasmática de células 

eucarióticas, responsável principalmente pela contração e mobilidade celular. O 

corante utilizado foi a Faloidina, capaz de interagir com os filamentos de actina, 

impedindo sua despolimerização (Alexa Fluor™ 488 Phalloidin – Invitrogen). Já em 

azul, estão destacadas as estruturas que possuem na sua composição ácidos 

nucleicos (DNA), mais especificamente regiões do DNA ricas em adenina (A) e timina 

(T). O corante utilizado foi o DAPI, capaz de interagir com esses ácidos nucleicos 

encontrados principalmente no núcleo celular (DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole) – 

Thermo Fischer).  
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As abelhas com até um dia de vida apresentam núcleos lisos (não granulados), 

agrupados e com citoplasma pequeno, indicando pouca ou nenhuma atividade 

glandular (Figura 11). As abelhas com dez dias de vida apresentam núcleos 

granulados, menos agrupados e com um citoplasma maior, indicando atividade 

glandular (Figura 12). Por fim, abelhas com 22 dias de vida também apresentam uma 

condição semelhante às de abelhas com dez dias de vida (núcleos granulados com 

citoplasmas volumosos), destacando o espaçamento entre os núcleos dos ácinos, 

indicando que os citoplasmas estão cheios de secreção e que as glândulas estão em 

atividade (Figura 13). A mudança na aparência dos núcleos também pode ser devido 

a reorganização dos anéis de actina que se movimentam principalmente durante a 

fase secretora da glândula, em alguns momentos formam verdadeiros cinturões ao 

redor dos núcleos dos ácinos secretores (Richter et al., 2016). 
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Figura 11 – Glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de Melipona quadrifasciata com 

um dia de vida. Na imagem é possível ver núcleos grandes dos ácinos, agrupados e com um 

pequeno citoplasma, indicando pouca atividade glândular. A: Sem DAPI, B: Com DAPI, C: 

Destaque para os núcleos sem granulação, indicando pouca ou nenhuma atividade. 
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Figura 12 – Glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de Melipona quadrifasciata com 

dez dias de vida. Em destaque (seta vermelha) estão os núcleos das unidades secretoras, os 

ácinos (azul) e o ducto áxial (A: centro, em verde). B: É possível perceber núcleos granulados 

(em atividade) e citoplasmas mais volumosos (comparados com as abelhas operárias de um 

dia de vida), indicando que as glândulas estão em atividade e cheias de secreção (cabeça de 

seta em branco). 
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Figura 13 – Glândulas hipofaríngeas de abelhas operárias de Melipona quadrifasciata com 
22 dias de vida. Os citoplasmas são maiores quando comparados com as abelhas operárias 
mais jovens. B: Destaque para os citoplasmas cheios de secreção (cabeça de seta em 
branco). As setas em vermelho apontam a granulação dos núcleos, indicando atividade 
glandular. 

 

Os resultados obtidos a partir da análise de morfologia parecem ter relação com 

os resultados obtidos a partir da expressão gênica relativa, uma vez que a expressão 

dos genes mrjp9-like e yellow-e3 são maiores em abelhas com 22 dias de vida 

(glândulas hipofaríngeas em alta atividade) quando comparados com abelhas de um 

e dez dias de vida. As abelhas operárias coletadas aos 22 dias de vida parecem estar 

desempenhando funções de alimentadoras uma vez que suas glândulas 

hipofaríngeas apresentam sinal de alta atividade, assim como os genes (mrjp9-like e 

yellow-e3) que ali estão sendo expressos. Em Apis mellifera, é possível encontrar 

dados comportamentais (Engels, 1990; Robinson, 1992; Seeley, 1982) e moleculares 

(Ohashi et al., 1997; Robinson, 1992; Ueno et al., 2009) capazes de diferenciar se as 

operárias estão desempenhando funções de alimentadoras ou forrageiras em dias 
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específicos. Já em Meliponini, é possível encontrar estimativas de atividades e ciclo 

de vida de algumas espécies (Engels, 1990; Gomes, Menezes, & Contrera, 2015; 

Mateus et al., 2019), sendo difícil generalizar essa informação devido à grande 

variedade no repertório biológico, ecológico, genético e comportamental encontrado 

nas abelhas sem ferrão. Contudo, os resultados deste trabalho podem pontuar os dias 

em que as abelhas operárias estão desempenhando funções de alimentadoras 

quando comparadas com Apis mellifera, que possui um perfil de abelhas 

alimentadoras de 1-10 dias e forrageiras (>20 dias) (Seeley, 1982). 

É importante ressaltar que as atividades desempenhadas pelas abelhas 

operárias funcionam de acordo com a sinergia de diversos fatores, tais como questões 

demográficas da colônia, estações do ano e disponibilidade de recursos tróficos. As 

abelhas operárias analisadas foram coletadas em uma estação seca, o que significa 

que possuem longevidade reduzida como pode ser visto em Melipona fasciculata 

(Gomes et al., 2015). A longevidade está diretamente relacionada com o tipo de 

atividade que uma abelha vai exercer ao longo de sua vida, podendo ser variável ao 

longo do ano devido variações de temperatura e umidade do ambiente. Isso significa 

que em estações secas as abelhas tendem a sair para forragear mais cedo quando 

comparado com estações úmidas (Gomes et al., 2015).  
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5. CONCLUSÕES 

 

Os genes MRJPYELLOW de Apis mellifera podem desempenhar diversas 

funções nas larvas, estando relacionados a imunidade, diferenciação de castas e 

reprodução. As funções dos genes MRJPYELLOW em Meliponini ainda permanecem 

desconhecidas, contudo, é possível perceber que os genes mrjp9-like, yellow-e3 e 

yellow-h estão expressos nas glândulas hipofaríngeas de operárias e machos de 

Melipona quadrifasciata. Além disso, a expressão desses genes, principalmente do 

mrjp9-like aumenta quando as abelhas operárias estão em uma idade de 22 dias. 

Durante o período de dez e 22 dias as abelhas operárias parecem estar 

desempenhando funções de nutrizes pois suas glândulas hipofaríngeas indicam sinais 

de alta atividade, sendo que, a tendência é que com o passar do tempo as estruturas 

secretoras dessas glândulas atrofiem. 

A partir da predição dos sítios de fosforilação das sequências gênicas dos 

membros desse cluster foram encontradas quinases relacionadas às vias de EGFR 

(Epidermal Growth Factor Receptor) e INSR (Insulin Receptor). Essas vias estão 

associadas ao desenvolvimento e diferenciação de castas em abelhas Apis mellifera 

e pouco se sabe sobre o papel delas em Meliponini. Possivelmente essas vias 

desempenham funções similares nas abelhas sem ferrão pois são altamente 

conservadas.  

A construção filogenética do cluster MRJPYELLOW em Melipona 

quadrifasciata agrupou os genes yellow-g, yellow-h e yellow-e de ambas as espécies 

devido à alta similaridade das sequências gênicas. Além disso, os genes mrjp9mrjp9-

like e yellow-e3 de ambas as espécies também foram agrupados devido a suas 

similaridades, o que já era esperado pois o gene que deu origem as MRJPs foi o gene 

yellow-e3 enquanto que, o gene mrjp9 de Apis mellifera e o mrjp9-like de 

Frieseomelitta varia e Melipona quadrifasciata são os ancestrais entre as MRJPs. 
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ANEXO A 
  

 

Figura S1 – Aminoácidos presentes nas sequências das proteínas de mrjp9-like e yellow-e3h 
de Melipona quadrifasciata. Yellow-h possui a maior sequência com maiores quantidades de 
aminoácidos específicos (Leucina e Ácido Aspártico). Os números no topo (5, 20, 30 e 50) 
indicam as quantidades totais das barras, assim como as linhas cinzas nas laterais. 
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Figura S2 – Quantidade total dos aminoácidos nas sequências de mrjp9-like, yellow-e3 e 
yellow-h de Melipona quadrifasciata. Os aminoácidos específicos presentes em grandes 
quantidades em ambas as sequências são Valina, Serina e Leucina. Esses aminoácidos 
possuem papeis biológicos importantes relacionados às vias de mTOR e de hipóxia 
endocelular (KEGG). 

 

 

 

 

 

https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map04150
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Figura S3 – Propriedades físico-químicas de mrjp9-like. Sua sequência é composta 
majoritariamente por aminoácidos pequenos, básicos, polares e não-polares com um valor 
calculado de pI (pi-value) de 5.846718. O ponto isoelétrico (pI) representa o pH no qual a 
carga de uma proteína em meio liquido é 0. Quanto mais próximo de 0 for o ponto isoelétrico 
(pI) mais ácida é a proteína enquanto que, quanto mais alto for o valor de pI, mais básico 
serão seus aminoácidos (M.J. Betts, R.B. Russell. Amino acid properties and consequences 
of substitutions. In Bioinformatics for Geneticists, M.R. Barnes, I.C. Gray eds, Wiley, 2003.). 

 

 

Figura S4 – Propriedades físico-químicas de yellow-e3. Sua sequência é composta 
majoritariamente por aminoácidos pequenos, básicos, polares e não-polares com um valor 
calculado de pI de 6.325877. 
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Figura S5 – Propriedades físico-químicas de yellow-h. Sua sequência é a maior entre os 
genes analisados e é composta majoritariamente por aminoácidos pequenos, ácidos, polares 
e não-polares com um valor pI de 5.257129. 
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Figura S6 – Estrutura dos genes yellow-e3h e mrjp9-like. Os retângulos representam os 
éxons e as linhas os íntrons. Os tamanhos dos fragmentos estão em pares de base (pb), 
abaixo das linhas está o tamanho dos íntrons e acima dos retângulos o tamanho dos éxons. 

As setas vermelhas “↳↰” indicam as regiões em que foram desenhados os primers forward “↰” 
e reverse “↳”. O símbolo “▼” indica o códon de iniciação de cada gene. 

 

 

Figura S7 – Glândulas salivares de abelhas operárias de Melipona quadrifasciata com até 
dez dias de vida coradas com DAPI. As setas em vermelho indicam os núcleos (azul) das 
estruturas secretoras das glândulas salivares.  
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Figura S8 – Glândulas salivares de abelhas operárias de Melipona quadrifasciata com 22 dias 
de vida. A: As setas em vermelho indicam os núcleos (azul) das estruturas secretoras das 
glândulas salivares. B: As setas em branco indicam os ductos coletores das glândulas 
salivares e as cabeças de seta, o citoplasma. 
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Figura S9 – Glândulas salivares de abelhas operárias de Melipona quadrifasciata de idades 
não determinadas. No centro da imagem é possível identificar a bolsa salivar em formato de 
“V” e os núcleos (pontos em azul). Nas laterais estão as glândulas salivares assim como os 
ductos condutores. 
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ANEXO B 

 

Tabela S1 – Grupos de insetos eussociais e solitários (*) que possuem genes do cluster MRJP 

e ortólogos. A expressão das MRJPs pode ocorrer em diferentes estruturas dentro desses 

táxons como glândulas hipofaríngeas, glândulas de veneno e corpos cogumelares (Células 

Kenyon). Além disso, sua função não se restringe apenas às funções alimentares e podem 

ser expressos tanto em machos quanto em fêmeas (Drapeau et al., 2006). 

FAMÍLIA ORGANISMO MRJP MRJP/L REFERÊNCIA 

Apidae 

Apis cerana 8 

- 
Buttstedt et al., 

2013; Dapreau et 
al., 2006 

Apis dorsata 4 

Apis florea 
9 

Apis mellifera 

Bombus ignitus 

- 

1 
Kupke et al., 2012;            

Buttstedt et al., 
2013 

Bombus impatiens 

Bombus terrestris 

Frieseomelitta varia 

1 

Kapheim et al., 
2015; 

Busca manual e 
Anotação genica 

(Autor) 

Melipona quadrifasciata 

Megachilidae Megachile rotundata* 
Buttstedt et al., 

2013 

Formicidae 

Atta cephalotes 6 Suen et al., 2011 

Acromyrmex echinatior 6 
Nygaard et al., 

2011;     Buttstedt 
et al., 2013 

Cerapachys biroi 

1 

Busca manual;                        
Oxley et al., 2014 

Camponotus floridanus Bonasio et al., 
2010;       Buttstedt 

et al., 2013 Harpegnathos saltator 3 

Linepithema humile 10 
Smith et al., 2011 

Pogonomyrmex barbatus 5 

Pteromalidae Nasonia vitripennis* 10 Werren et al., 2010 
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Tabela S2 – Grupos de insetos que possuem genes da família YELLOW. Há uma grande 

irradiação desses genes ao longo da evolução de Hexapoda. 

ORDEM ORGANISMO REFERÊNCIA 

Coleoptera Tribolium castaneum 

Drapeau et al., 2006 Diptera 

Aedes aegypti 

Anopheles gambiae 

Drosophila spp. 

Lepidoptera 

Bombyx mori 

Heliconius spp. 

Ferguson et al., 2011 

Hemiptera Acyrthosiphon pisum 

Hymenoptera 

Atta cephalotes Suen et al., 2011 

Acromyrmex echinatior Nygaard et al., 2011 

Linepithema humile Smith et al., 2011 

Pogonomyrmex barbatus Smith et al., 2011b 

Solenopsis invicta 

Buttstedt et al., 2013 

Apis spp. 

Nasonia vitripennis 

Megachilidae rotundata 

Melipona quadrifasciata 
Busca manual e Anotação 

gênica (Autor) 
Frieseomelitta varia 

Bombus spp. 
Kupke et al., 2012 

 

 


