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Resumo 

A bioinfonnática se torna cada vez mais importante nas análises e gerenciamento de projetos 

em biotecnologia e nas ciências biológicas e da saúde. Esta nova área do conhecimento 

aplica p1incípios de tecnologia e ciência da infonnação para transf01mar a enom1e e complexa 

quantidade de dados biológicos em info1mações úteis. Os fatores moleculares que detern1inam 

o sexo e as castas de Apis mellifera, e a expansão de famílias gênicas observadas no genoma 

deste inseto social são as questões que nos motivam neste estudo. A partir de seqüências 

genéticas disponíveis na rede e de infonnações na literatura, objetivamos identificar genes e 

processos biológicos que participam da detern1inação do sexo e casta e famílias multigênicas 

relacionadas à evolução da eusocialidade nestas abelhas. Genes de determinação e diferenciação 

do sexo em Drosophila melanogaster foram identificados em A. mell[fera e revelaram fatores de 

transcrição (dsx e ix) conservados em metazoários. Redes regulatórias putativas controladas 

por estes fatores estão principalmente relacionadas aos processos metabólicos celulares, à 

transcrição e ao desenvolvimento de órgãos. A dete1minação de castas é um modelo para 

estudos de plasticidade fenotípica. Diferenças nutiicionais no desenvolvimento de larvas fêmeas 

determinam os fenótipos de rainhas e operárias que se desenvolvem pela expressão diferencial 

de genes dos processos metabólicos e do desenvolvimento. Elementos regulatórios putativos 

foram descobertos por análises computacionais dos promotores dos genes de casta. O número 

e a organização destes elementos são diferentes em rainhas e operárias. As implicações da 

dete1minação do sexo e casta no sistema eusocial em A. mell(fera ainda são pouco conhecidas. 

Expansões de algumas famílias multigênicas podem estar relacionadas com a evolução do 

sistema social nestas abelhas. Fragmentos de 4 genes nucleares (ache2, or83b, lw-rh e mrjp) 

de 7 espécies de abelhas com corbícula (A. mellifera, A. cerana, A. dorsata, A. fiorea, M 

quadrifasciata, B. terrestris) foram usados para o cálculo de taxas de mutações silenciosas. O 

sistema eusocial nas abelhas com corbícula parece ter evoluído a partir de um ancestral comum e 

coincide com a radiação das angiospe1mas. As duplicações gênicas de maior interesse codificam 

proteínas receptoras de olfato (OR), proteínas de degradação de xenobiontes e feromônios 

(P450) e proteínas da geléia real (MRJP). As radiações destes genes parecem ter oconido 

principalmente nas abelhas altamente eusociais (tribo Apini). Embora, as funções destes novos 

genes ainda sejam pouco conhecidas, algumas delas têm sido caracterizadas como específicas 

de sexo e casta. Os resultados apresentados neste estudo foram obtidos, principalmente, por 

análises computacionais que direcionaram o delineamento de hipóteses biológicas e validações 

experimentais para identificação de genes e processos biológicos envolvidos na determinação do 

sexo e casta e na evolução da eusocialidade. 
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Abstract 

Bioinformatics has become a very important too! in analysing and managing projects in 
biotechnology and in biological sciences and heaith care. This new area applies principies of 
Technology and lnformation Science in order to transfo1111 the complex and enonnous quantity 
of biological data into useful information. The molecular factors that determine sex .and caste 
in Apis mellifera and the expansion of multigenic families observed in the genome of this social 
insect are the questions that motivate our studies. Considering genetic sequences available on the 
intemet and information from the literature, the aim of the present study was to identify genes and 
biological processes that take place in sex and caste dete1mination and also multigenic families 
related to the evolution of eusociality in honey bees. Sex determination and differentiation genes 
in Drosophila melanogaster were identified in A. mell(fera and showed conserved transcription 
factors (dsx and ix) in metazoa. Putative regulato1y networks controlled by these factors are 
mainly related to cellular metabolic processes, to transcription and to organs development. Caste 
determination is a model to study phenotypic plasticity. Nutritional differences during the 
development of female larvae detennine the phenotype of queens and workers that are formed 
through the differential expression of genes related to metabolic and developmental processes. 
Putative regulatory elements were discovered by computational analysis of the promoters of 
caste genes. The number and the organization of these eis elements are different in queens 
and workers. The implications of caste and sex determination in the eusocial system in A. 
mellifera are still not very known. Expansions of some multigenic families can be related to 
the evolution of the social system in these bees. Fragments of 4 nuclear genes (ache2, or83b, lw
rh and mrjp) from 7 species of corbiculate bees (A . mellifera, A. cerana, A. dorsata, A.fiorea, M 
quadrifasciata, B. terrestris were used for the calculation of silent mutation rates. The eusocial 
system in corbiculate bees seems to have evolved from a common ancestor and coincides with the 
radiation of the angiospenns . The gene duplications of highest interest encode olfact01y receptor 
(OR) proteins, xenobiontes and pheromones degradation (P450) proteins and royal jelly (MRJP) 
proteins. The radiations of these genes seem to have occurred mainly in highly eusocial bees. 
Even though the function of these novel genes are still poorly understood, some of them have 
been characterized as sex and caste-specific. The results presented in this study were obtained 
mainly through hypothesis-driven computational analysis and experimental validations for the 
identification of genes and biological processes most envolved in sex and caste determination 
and in the evolution of eusociality in honey bees. 
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1 Introdução 

1.1 Contexto histórico do estudo 

Atualmente, mais de 1 bilhão de letras do código genético representam genes e genomas 

parciais e completos de mais de 165 .000 organismos. Esta quantidade massiva de dados 

biológicos está annazenada na base de dados GenBank (National Center for Biotechnology 

l.nfonnation - NCBI) que conta com a colaboração de outras 2 grandes bases, EMBL (European 

Molecular Biology Laboratory) e DDBJ (DNA Data Bank of Japan) . Obviamente, o uso de 

computadores se toma indispensável no gerenciamento e análise de dados transformando-os em 

informação útil para a sociedade. A bioinformática I surgiu principalmente da necessidade do 

desenvolvimento de um conjunto de fenamentas prático que pe1mita o gerenciamento e análise 

dos dados destas seqüências genéticas. 

Outras bases de dados (ex: Gene Ontology, KEGG, etc) que descrevem propriedades 

funcionais e estruturais dos produtos gênicos objetivam estabelecer um vocabulário controlado de 

atributos biológicos e bioquímicos já bem definidos pelas ciências biológicas. Tais relacionamen

tos são estabelecidos a partir de observações expe1imentais de fenômenos biológicos através da 

análise de expressão gênica, manipulação genética de genes em células e organismos e análises 

funcionais e estruturais. Toda esta rede de inf01mação deve ser analisada de maneira global para 

fornecer informações biológicas relevantes que podem ser direta ou indiretamente aplicadas na 

agricultura, medicina e em outras áreas de interesse comercial e econômico. 

1 Bioinformática é uma área interdisciplinar envolvendo biologia, ciência da computação, matemática e estatística 
para a análise de dados de seqüências genéticas, conteúdo genômico e predições funcionais e estruturais de 
macromoléculas. A nova área se sobrepõe a outras áreas de pesquisa, tais como informática e biologia 

computacional, que estão tradicionalmente envolvidas com o desenvolvimento de tecnologias para o gerenciamento 
de informação e o desenvolvimento de algoritmos eficientes que solucionem problemas computacionais (ex: 
alinhamento múltiplo) (MOUNT, 2004). 
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1.2 Motivação 16 

O acesso a programas de distribuição livre juntamente com a expansão da rede de internet 

formam as bases para a evolução da bioinf01mática. Seria dificil imaginar um modelo mais 

eficiente para a manutenção semântica dos conceitos e métodos desenvolvidos por pesquisadores 

das diferentes áreas (biólogos, matemáticos, cientistas da computação, engenheiros, entre 

outros) e partes do mundo. O uso, a modificação e a redistribuição de vários programas de 

bioinformática são completamente livres e pe1111item que métodos eficientes na análise de dados 

sejam melhorados e apl icados sem nenhuma restrição. 

O presente estudo é conduzido com a colaboração de 3 grupos de pesquisa: Laboratório 

de Biologia do Desenvolvimento de Abelhas - FFCLRP/USP, Grupo· de Visão Cibernética -

IFSC/USP e Group ofVisual Science - RSBS/ANU. Estes grupos trabalham conceitos e métodos 

que auxiliam a compreensão de processos biológicos envolvidos na formação de padrões 

fenotípicos e unem esforços para estudar os mecanismos moleculares envolvidos na fonnação de 

fenótipos alternativos em abelhas que são detem1inados geneticamente (sexo) e pelo ambiente 

(casta). 

1.2 Motivação 

A motivação que nos orienta neste estudo visa criar elementos para a compreensão de 

um problema teórico em biologia : os mecanismos genéticos envolvidos na detenninação e 

desenvolvimento de sexo e casta em Apis mell[fera. Embora estas abelhas e outros insetos da 

mesma ordem (Hymenoptera) tenham importância em vários aspectos da sociedade humana 

(ex: indústria de alimentos, produção agrícola e saúde) pouco se conhece sobre os mecanismos 

genético-moleculares envolvidos em questões biológicas importantes como a determinação do 

sexo e de casta e a evolução da eusocialidade nestes insetos. 

O genoma da abelha A. mellifera foi publicado na revista Nature (The Honeybee Genome 

Sequencing Consortium, 2006). Este fato possibilita avanços importantes para o estudo da 

biologia básica que há muito tempo utiliza a abelha melífera como um modelo de estudos 

biológicos. Entretanto, o uso dos métodos h·adicionais da genética (ex: mutagênese e transgenia) 

é impraticável (ainda que possível) com estes insetos, dado sua complexidade de ciclo de vida 

e manutenção de linhagens mutantes. Neste contexto, a bioinfonnática torna-se essencial no 
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desenvolvimento de fe1Tamentas e predições que apontem candidatos a genes envolvidos em 

diferentes aspectos do desenvolvimento sexual ( ex: expressão diferencial de genes, fonnação de 

tecidos e órgãos, casta, comportamento, etc). 

A bioinformática catalisa a transformação dos dados em infom1ações hipotéticas ( ou 

putativas) úteis na escolha dos marcadores de interesse bem como no delineamento experimental

hipótese-dirigido. A determinação do sexo pela partenogênese, a detenninação de castas por 

diferenças nutricionais e ho1monais, o sistema de comunicação entre indivíduos de uma colônia, 

a capacidade de memória e aprendizagem, enh·e outros fatores, fazem destas abelhas um sistema 

modelo único para estudos de processos biológicos que expliquem a formação de padrões 

fenotípicos (sexo, casta, órgãos, comportamento) através da integração da genética, ambiente 

e evolução. 

1.3 Fundamentos de biologia 

A diversidade no desenvolvimento das fo1mas nos animais está de alguma maneira codificada 

no genoma. Entretanto, ter apenas o DNA (ácido desoxiribonucléico) como infonnação 

não garante o entendimento dos mecanismos pelos quais a forma é adquirida durante o 

desenvolvimento e na evolução (DAVIDSON, 2001). Todos os organismos se desenvolvem 

e alguns mecanismos p1imordiais do desenvolvimento já podem ser observados nos seres 

unicelulares. Estes seres eucariontes possuem fmmas simples de diferenciação celular e 

reprodução sexuada (GILBERT, 2003), mas os padrões de desenvolvimento se tomam realmente 

interessantes e complexos nos organismos multicelulares. Uma extraordinária variedade de 

tipos celulares (ex: células do osso, células musculares, células nervosas, entre muitas outras) 

se desenvolvem, no momento e local específico do organismo, a partir de uma única célula

ovo (ALBERTS et al. , 2002). 

O DNA de uma única célula contém a info1mação necessária para a construção de um 

organismo com centenas de tipos celulares que desempenham funções especializadas para 

a manutenção viável do sistema biológico. As diferenças fenotípicas destas células são 

dete1minadas pela transcrição seletiva da informação aimazenada no DNA em resposta a sinais 

ambientais. Tais variações externas são percebidas por receptores protéicos da membrana celular 
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e disparam cascatas reguladoras específicas para finalmente controlar a expressão de genes 

fonnando o novo repe1iório de proteínas e RNA reguladores dando origem a um determinado 

fenótipo (ex: tecidos, órgãos, sexo, casta, comportamento, etc)(ALBERTS et ai. , 2002; 

GILBERT, 2003). 

A evolução da complexidade morfológica e comportamental dos organismos multicelulares 

não é explicada apenas pelo aumento no número de genes no genoma (ex : Caenorhabditis 

elegans com ~ 20.000 genes; Drosophi/a com ~ 14.000 genes; Homo sapiens com ;::::; 30.000 

genes). A diferença no número de genes dos vertebrados é apenas o dobro dos invertebrados e, 

mesmo assim, este aumento se origina principalmente da duplicação dos genes já existentes no 

genoma. Desta maneira, a complexidade dos seres vivos surge progressivamente de mecanismos 

mais elaborados de regulação da expressão gênica(DAVIDSON, 2001; LEVINE; TJIAN, 2003). 

1.3.1 A anatomia do gene 

O DNA é a informação hereditária de todos os organismos celulares. Tradicionalmente, 

o gene é definido com um segmento de DNA que codifica uma proteína ou uma molécula 

de RNA funcional. Os genes de organismos procariontes e eucariontes são estrnturalmente 

diferentes em dois aspectos, (1) os genes eucariontes ficam empacotados em um complexo de 

interações entre DNA e proteínas (histonas) chamado cromatina e (2) os genes eucariontes não 

são necessariamente colineares com seus respectivos produtos protéicos (LEWIN, 2000) (Figura 

1. 1). Genes podem ser classificados em estruturais (ex: enzimas, proteínas do citoesqueleto, de 

membrana, tRNA, rRNA, etc) ou reguladores (ex: miRNA, fatores de transcrição, etc). 

A síntese de uma proteína envolve um processo de decodificação pelo qual a informação 

genética transcrita em mRNA é traduzida em aminoácidos. Existem 20 aminoácidos que podem 

ser usados na tradução do mRNA. A tradução é o reconhecimento seqüencial de trincas de 

nucleotídeos ( códon) e cada códon é traduzido em um aminoácido segundo um conjunto de 

regras chamado código genético (Tabela 1.3.1) (LI; GRAUR, 1991 ). 

A arquitetura típica de um gene eucarionte que codifica proteína(LEWIN, 2000; DAVID

SON, 2001; ALBERTS et al. , 2002; GILBERT, 2003) está representado na Figura 1.2 e consiste 

em: 
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Dogma Central da Biologia Molecular 

Procario ntes Eucario ntes 

DNA TSS Stop Stop 

~ 
5' 

Região codificadora 3' 3' 

2 3 

+ Transcrição + splicing + splicinv 
alte rnativo 

RNA 

~ 

+ l l 
3 1 

Tradução 

i •• 2 1 

Proteína • 1h 1h 1h /J, ~ 
Figura 1.1: O dogma central de biologia molecular considera que o fluxo da infonnação genética 
ocoITe em duas etapas principais, ( 1) transcrição do DNA em RNA e (2) tradução do RNA em 
proteína. Os eucariontes apresentam maior complexidade no fluxo de info1mação possibilitando 
a produção de proteínas combinando diferentes domínios funcionais codificados a partir de um 
único gene. 

Região promotora é responsável pela ativação da transcrição gênica, que requer a presença de 

fatores de transcrição específicos e a RNA polimerase (RNApol) para iniciar a transcrição. 

Nos eucariontes, esta região reguladora pode ser dividida em seqüências promotoras e 

enhancers. A seqüência promotora (TATAbox) é o local onde se ligam os fatores de 

transcrição basais ( ex: TFIIs2, TBP3, TAFs4 e RNApol). Os enhancers são seqüências eis 

que, mesmo à grande distância do promotor, controlam a eficiência e a taxa de transcrição 

do gene. Eles podem funcionar tanto à montante (upstream) como à jusante (downstream) 

da unidade transcricional do gene. 

Sítio de inicialização de transcrição (TSS) este sítio é conhecido como cap e é acrescentado 

pela ação sucessiva de 3 enzimas na extremidade 5' do RNA mensageiro (mRNA) que 

está sendo transcrito. Este sinal cap é utilizado pela célula para diferenciar os mRNAs de 

2TFII abreviado do inglês transcriptíon factor for RNA polymerase II 
3TBP abreviado do inglês TATA-binding protein 
4TAF abreviado do inglês TBP-associatedfactors 
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Tabela 1.1: O código genético é dete1minado por trincas de nucleotídeos (códons) que 
cotTespondem a aminoácidos. O código é degenerado onde cada aminoácido pode ser 
decodificado por um ou mais códons. Em geral, as substituições na terceira posição dos códons 
podem ser silenciosas, isto é, mutações nesta posição nem sempre implicam em alterações no 
aminoácido codificado. 

2a Base 
la Base T e A G 3a Base 

TTT Phe (F) TCT Ser (S) TATTyr (Y) TGT Cys (C) T 

T 
TTC Phe (F) TCC Ser (S) TAC Tyr (Y) TGC Cys (C) e 
TTA Leu (L) TCA Ser (S) TAASTOP TGASTOP A 
TTG Leu (L) TCG Ser (S) TAG STOP TGG Trp (W) G 
CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT His (H) CGT Arg (R) T 

e CTC Leu (L) CCC Pro (P) CAC His (H) CGC Arg (R) e 
CTA Leu (L) CCA Pro (P) CAA Gln (Q) CGA Arg (R) A 
CTG Leu (L) CCG Pro (P) CAG Gln (Q) CGG Arg (R) G 

ATT l le (1) ACTTlu· (T) AAT Asn (N) AGT Ser (S) T 

A 
ATC li.e (1) ACC Tlu· (T) AAC Asn (N) AGC Ser (S) e 
ATA lle (I) ACA Thr (T) AAA Lys (K) AGA Arg (R) A 

ATG Met (M) ACG Thr (T) AAG Lys (K) AGG Arg (R) G 
GTT Vai. (V) GCT Ala (A) GAT Asp (D) GGT Gly (G) T 

G 
GTC Vai (V) GCC Ala (A) GAC Asp (D) GGCGl.y (G) e 
GTA Vai (V) GCA Ala (A) GAA Glu (E) GGA Gly (G) A 
GTG Vai. (V) GCG Ala (A) GAG Glu (E) GGG Gly (G) G 

outros tipos de RNAs e serem propriamente processados e exportados para o citoplasma. 

Sítio de inicialização de tradução (Met) este sítio é o primeiro códon5 (AUG, codifica uma 

metionina) da proteína e está localizado a dezenas de pares de base (50-200pb) à jusante 

do TSS. 

Região não traduzida 5' (5' UTR) é a seqüência entre AUG e TSS que determina a eficiência 

que a tradução é iniciada. Algumas 5' UTR 6 contêm seqüências que se ligam a proteínas 

repressoras de tradução ( ex: proteínas que se ligam a íons e/ou hormônios). 

Éxon seqüência de nucleotídeos que contêm a informação codificada ( ou traduzida) em 

aminoácidos . 

5Códon é uma combinação de 3 nucleotídeos que especificam um aminoácido seguindo uma dete1minada regra 
de tradução. 

6UTR abreviado do inglês untranslated region 
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1.3 Fundamentos de biologia 

Região reguladora eis 
à montante 

Arquitetura de um gene eucarionte 

Unidade de transcrição 

Região codificadora (s/ introns) 

Região 
re!1uladora eis 

a jusante 

PoliA j TSS Met ------------ Stop 
TATAboxl 

5' 3' 
~,~T--1:;T~+c=-~AG cã1GT- ~AG ~GT -====:1---

\ 1 S'UTR , 1 intron 1 I, 1 intron 21 3'UTR 
promotor ,.._, ____ __. exon 

2 
,__ ___ __, 

enhancers basal exon 1 exon 3 

21 

Figura 1.2: Diagrama ilustrando a arquitetura típica de um gene de eucarionte. A unidade de 
transcrição é flanqueada por regiões intergênicas reguladoras à montante e à jusante da unidade 
transcricional. Uma série de padrões conservados sinalizam a maquinaria genética responsável 
pela iniciação de transcrição e posterior edição e tradução do mRNA. 

Íntron seqüência nucleotídica não codificante que fica entre os éxons. Esta região é removida 

do pré-mRNA para se transformar em mRNA maduro pronto para deixar o núcleo e ser 

traduzido. 

Códon de término de tradução (Stop) é o códon de sinalização ( em geral, UAA) para o fim da 

proteína. O complexo 1ibossomal se desmonta ( ou dissocia) ao ler este códon e a proteína 

é liberada. 

Sítio de poliadenilação (PoliA) este sítio (AAUAAA) sinaliza o que será a extremidade 3' do 

mRNA. Assim que a RNApol passa pelo sítio, duas enzimas reconhecem este sinal na 

molécula de mRNA, clivando e inserindo uma cauda com 200-300 resíduos de adenina 

(poliA). A cauda poliA confere estabilidade ao mRNA, permite que o mRNA seJa 

exportado do núcleo para o citoplasma e que o mRNA seja traduzido em proteína. 

Região não traduzida 3' (3' UTR) esta região está localizada entre o stop códon e a poliA. Esta 

seqüência possui sinais que direcionam a localização do mRNA na célula. Recentemente, 

descobriu-se que uma nova classe de RNA (miRNA) está relacionada com o controle 

negativo pós-transcricional através de sítios específicos na região 3' UTR que levam a 

molécula de mRNA para a maquinaria de degradação(LAI, 2002). 

Elementos eis são seqüências de DNA nas proximidades do gene que não são convertidas em 

nenhuma outra forma de molécula mas funcionam no controle específico de proteínas e 

RNA reguladores. Algumas das entidades já definidas acima podem ser consideradas 
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1.3 Fundamentos de biologia 22 

elementos eis, por exemplo, TATA box, motivos de ligação de fatores de transcrição, poliA, 

motivos que regulam o mecanismo de splidng, entre outros. 

1.3.2 Controle da expressão gênica 

O fluxo de informação genética em um célula de bacté1ia ou humana percoJTe o mesmo 

caminho, isto é, a inforn1ação contida no DNA é transcrita em RNA, que, por sua vez, é traduzida 

em proteína. Este princípio é conhecido como dogma central da biologia molecular (Figura 

1.1). Ainda que células proc(\1Íontes (bactérias) e eucariontes (célula humana) compartilhem 

princípios fundamentais no fluxo de informação genética, somente as células eucariontes 

executam uma série de processamentos no RNA antes que ele deixe o núcleo. Tais passos 

inte1mediários incluem o mecanismo de splicing do RNA (remoção dos íntrons). Este 

mecanismo de edição do RNA pode produzir formas alternativas de mRNA pela combinação 

diferencial dos éxons (splicing alternativo; Figura 1. 1 ). Um único gene eucarionte pode 

ser codificado em uma variedade de isoformas que assumem funções diferentes na célula 

(LATCHMAN, 1998). 

Os dois aspectos que diferenciam genes eucariontes dos procariontes, cromatina e estrutura 

éxon-íntron, representam uma mudança no paradigma de controle de expressão gênica. O 

modelo clássico de controle em bactérias é, em geral negativo, isto é, uma proteína repressora é 

necessária para inibir a ação da RNApol na transcrição do gene (Figura 1.3, A). Em eucariontes, 

o estado de cromatina garante que os genes fiquem inativos e a ativação da expressão gênica 

necessita de alguns fatores, como os de transcrição, que desempenham papel fundamental no 

desempacotamento de regiões da cromatina, dando acesso a outros fatores de transcrição que se 

ligam a determinadas seqüências na região promotora permitindo que a RNApolll se ligue ao 

TATAbox e inicie a transcrição do gene. 

Assim que a RNApolII inicia a transcrição, a extremidade 5' é modificada pela adição do 

cape, ao final da transcrição, a extremidade 3' é reconhecida (sinal poliA), clivada e mais de 200 

resíduos de adenina (cauda poliA) são adicionados a ela. O pré-mRNA contendo cap, éxons e 

íntrons e poliA é agora processado pelo mecanismo de splicing pelo qual íntrons são removidos 

do RNA. O mRNA funcional é transportado do núcleo para o local adequado no citoplasma onde 

será traduzido em proteína (Figura 1.3, A) (LEWIN, 2000). A expressão gênica específica em 
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1.3 Fundamentos de biologia 

(A) Procariontes 
Região reguladora 

[q52i 
Operador 

Proteína 
repressora----

(B) Eucariontes 
Complexo de remodelagem 

da cromatina 

Co•fatores de transcrição. 

TAFs! 

f ./ Fatores de transcrição ·.__ i 

' . ~/ r/ \ · .. .,, 

Cromatina Enhancers 

Unidade de transcrição 

TSS ► RNApol inicia a 
transcrição 

Repressor inibi a 
transcrição 

!\NApol 11 

TSS 

"' TBP 
°', 

Fatores looping Cromatina 

23 

Figura 1.3: Esquema ilustrativo do controle de transcrição gênica em procariontes e eucaiiontes. 
(A) Em procaiiontes, o controle é geralmente negativo sendo necessário a presença de um 
repressor para inibir a ligação de RNApol que transcreve a informação do DNA em RNA. (B) 
Em eucariontes, o DNA está nmmalmente compactado em uma estrutura denominada cromatina 
portanto a transcrição gênica está reprimida por default. Para que a transcrição gênica seja ativada 
é necessária a presença de vários fatores e cofatores de transcrição que primeiramente remodelam 
a cromatina permitindo o acesso de fatores que se ligam de maneira complexa a região promotora 
e estabilizam a RNApol para só então iniciar a transcrição do gene (modificado de (WRA Y et 
ai., 2003)). 

determinados tecidos poderia surgir pelo controle, em qualquer nível ou estágio, da produção de 

um mRNA funcional. No entanto, o controle primário da expressão gênica em qualquer célula 

ocorre, principalmente, na inicialização da transcrição quando fatores de transcrição específicos 

se ligam aos promotores e enhancers criando condições favoráveis para a atividade da RNApol 

(LATCHMAN, 1998). 

Embora o controle primário da expressão gênica esteja relacionado ao processo de transcrição, 

existem situações onde as alterações na taxa de síntese de uma proteína ocorrem sem uma 
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alteração na taxa de transcrição do gene correspondente. Em alguns organismos inferiores, a 

regulação pós-transcricional constitui a fornrn predominante de regulação gênica. A regulação 

pós-transcricional pode oco1Ter em muitos estágios entre o transcrito primário7 e a tradução do 

RNAm processado. Os diferentes mecanismos de regulação pós-transcricional do RNA podem 

oco1Ter durante o splicing, o transporte, a estabilidade e a tradução. 

Os genes eucarióticos são intercalados por seqüências codificadoras (éxons) e não codifi

cadoras (íntrons) de proteínas. As regiões intrônicas são removidas do transcrito primário pelo 

mecanismo de splicing. Diferentes tecidos e células podem ou não realizar splicing de um 

determinado transcrito de RNA, produzindo ou não uma proteína co1Tespondente. 

O splicing alternativo possibilita a tradução de diferentes proteínas a partir de uma mesma 

seqüência de DNA. Este mecanismo oco1Te em genes envolvidos em uma variedade de processos 

celulares que vão desde genes reguladores do desenvolvimento embrionário ou de determinação 

do sexo ( como em D. me/anogaster, por exemplo) até aqueles envolvidos na contração muscular 

ou função neuronal em mamíferos. 

Os mecanismos de splicing alternativo podem ser divididos em três grupos : 

• Situações onde o final 5' de transciitos diferencialmente processados é diferente; 

• Situações onde o final 3' de transciitos diferencialmente processados é diferente; 

• Situações onde ambos trechos terminais 5' e 3' de transciitos diferencialmente processados 

são idênticos. 

Nas situações onde o final 5_' é diferente, o splicing alternativo surge a partir de diferenças 

no sítio de inicialização transcricional (sítio promotor). Neste caso, a variação no splicing 

é secundá1ia à seleção dos diferentes promotores em diferentes tecidos ou condições. Nas 

situações onde o final 3' é diferente, o splicing alternativo oc01Te após a produção do transcrito 

primário que em seguida sofre uma clivagem e poliadenilação (sítio poliA) em diferentes 

posições dentro do transcrito primário em diferentes tecidos ou condições. Nas situações onde 

as extremidades 5' e 3' dos transcritos são idênticas, o splicing alternativo pode ser explicado 

pela existência de fatores de transcrição que regulam este mecanismo em diferentes tecidos 

7Molécula de RNAm transcrita diretamente do gene sem nenhum processamento, isto é, com íntrons e éxons 



����������	
�����
������� ��

��������
��������
���������
��
�������������
�
�������
������������� �����
�����

!"#$%&'#(�� �))*+�",-.(���///+�#"0,1$2� 
��������//�3�

����� #��
�����
��������
4�����	�
�����

#��
�����
��������
4�����	�
������!���
�������	3������
�����
���	���������

	��������
��	�
�����
�����
4��������
	��
�����5����������	�����
�	�����
���
�������

����
��
������!6.'71#�� ��)8*+�6.(9+�:76,2����)8)3��#��
���������
���
�������;�
�
�����������

��
���
����������
��*�<��
�
	���������������	
��
��
����
��4���
�<�����

=����
����
�������������>(#�������
���
�������	�����
�<�����������������	�	����

��
������,���
������
4
�������
���!	�����
�3���?
	��@�����
�����	�����
������
�
	����

�<�������
�	�����4�����/��
�����������������������
����
��
��
��
����������������	��������
�

�
�<��������
����
��	��4 ABBC���DE�B�BB4��!B�B�
��3�������4 �����������������F����������

��	����������	�����
��<��
�����
�����������
���	������
����
�������
���������
����
�����


�
�
����#�	��������
��
��������������������������
��	�����
� �
�������������
�
��

�
��	���	��������
� �
������
�GH������
�>(#��������
�����
��	���	��������
� �
���

>(#�
������4
���������������
��
��	�����GH������
�>(#�!"�+�91#71���))���+��7$7I'#�
���&J

F����
������������K	�����
��������������
�����
� �
��
���
�������
�GH������<��
�
�����

����	�����������������
���
��������������
��	�����
� �
���������,5���
	�4�����	�
��

����������������L	
���
������������
��
���
��
��H������!"�+�-7+�"7=���)*�+�6.'71#���)*/+

:76,2+�%#($=1���)8)3��=��	�
���	������������M��	N���K	
������!:76,2+�%#($=1�

�)8)3�
����N���K	
������!6.'71#�� �)*/3�

=����
������������
4�������>(#�<����������������
�����
� �
���������

�
	���#�������������
����
����
	������
���
���������������������
 ������
	��
�

������
��A������	����K��	���!���
������3�����N���K��	���!���
����
���
��	������3��#

64������
�������	���	���
��	��
�


)<�����
��������	����
���
����������
�����������
�����������	�������
��	���
������������������

��
���
�����	��������
������������ 4
����	������
����<�������	��
��A������
��
��	��	����

�������
	��
��<�������
�����4
����
��������	������
�
����������	��
������
�<���

����	�
������	
���
�������
����������������������	���	
��
�
���
���O�������
�����
� �
��

���	�
�������
��������H������
��	�4�<��������
������������������
���9
���	
��
�������������
��!�����


���
�#�
�9�
�
���
�%�
�$3����	������
�G
��
������
���������4
���
��!�������������������3�

1.3 Fundamentos de biologia 25 

ou condições, já que não há, neste caso, o uso diferencial de promotores ou sítios de poliA 

(LATCHMAN, 1998; LEWIN, 2000; ALBERTS et al., 2002). 

1.3.3 A teoria neutra da evolução molecular 

A teoria neutra da evolução molecular ( ou neutralismo) considera que a ma1ona das 

modificações moleculares na evolução oco1Tem pela fixação randômica de mutações neutras ou 

quase neutras (KIMURA, 1968; KING; JUKES, 1969). A neutralidade, nesta hipótese, significa 

que o destino dos alelos8 é detenninado principalmente pela deriva genética9 . 

O processo de duplicação do DNA garante que a info1mação genética seja copiada com muita 

precisão. Entretanto, eventuais en-os (mutações) ocon-em. Quando estas mutações acontecem nas 

células ge1minativas 10, elas são propagadas para seus descendentes, possibilitando modificações 

genéticas que alteram o valor adaptaüvo (fitness) do indivíduo ou da população. Por outro lado, 

a maioria das mutações é neutra e não causa nenhum tipo de alteração que possa sofrer pressão de 

seleção. A mutação pode ser causada por substituição de um nucleotídeo por outro, por deteção 

de um ou mais nucleotídeos na seqüência de DNA, por inserção de um ou mais nucleotídeos no 

DNA e por inversão da polaridade de uma seqüência de DNA (LI; GRAUR, 1991; FUTUYMA, 

1998). 

Para estudar a dinâmica de substituição de nucleotídeos entre duas seqüências é necessário 

assumir as probabilidades de substituição de um nucleotídeo por outro. Existem vários modelos 

para calcular o número de substituições entre seqüências (LI; WU; LUO, 1985; KIMURA, 1980; 

JUKES; CANTOR, 1969). Os modelos mais usados são: um-parâmetro 11 (JUKES; CANTOR, 

1969) e dois-p~râmetros 12 (KIMURA, 1980). 

O processo básico na evolução do DNA é a substituição de nucleotídeos ao longo do 

tempo. As substituições que ocon-em nas regiões codificadoras das proteínas podem ser 

caracterizadas como sinônimas (silenciosas) ou não-sinônimas (alterações de aminoácido). A 

8variações ou polimorfismos de um gene 
9é por definição um processo estocástico pelo qual os alelos são transmitidos de uma geração para outra dado 

que apenas uma fração de todas as possíveis combinações alélicas compõe o zigoto que se toma maduro 
10 Iinhagem de células responsáveis pela transmissão hereditária do material genético 
11 o modelo assume que qualquer substituição ocorra randomicamente entre os 4 tipos de nucleotídeos. 
12 0 modelo considera a ocorrência de um viés na direção das substituições. Geralmente, as transições (trocas 

entre A e G e entre C e T) são mais freqüentes do que as transversões (todas as outras trocas). 
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taxa de substituição sinônima é maior do que a não-sinônima e é similar para genes diferentes 

(MIYATA; YASUNAGA; NISHIDA, 1980). O código genético é degenerado, isto é, um 

aminoácido pode ser codificado por mais de um códon (Figura 1.3.1). A degeneração do código 

ocoITe, principalmente, na terceira posição do códon, onde 70% das substituições são silenciosas 

e na p1imeira posição, onde 5% das substituições são sinônimas ou silenciosas, enquanto todas 

as substituições na segunda posição são não-sinônimas (NEI; GOJOBORI, 1986). 

O número de substituições sinônimas e não-sinônimas pode ser estimado a partir do modelo 

de Nei-Gojobmi (NEI; GOJOBORI, 1986) que é uma simplificação do modelo proposto por 

Míyata et ai. (MIYATA; YASUNAGA; NISHIDA, 1980). O número de sítios sinônimos (sd) e 

não-sinônimos (nc1) é computado para cada códon, considerando as propriedades de mudança 

destes (Figura 1.3 .1 ). Para uma seqüência de DNA com r códons, o número total de sítios 

sinônimos e não-sinônimos é dado por Sc1 = I'j= 1 sc1; e Nc1 = I,'j= 1 nc1;, onde sc1; e nd.i é o valor 

de sc1 e nc1 para o códon j, respectivamente. Assim, a proporção de diferenças sinônimas e não

sinônimas pode ser calculada por PS = 1 e PN = ';y, onde Se N são o número médio de sítios 

sinônimos e não-sinônimos, respectivamente (NEI; GOJOBORI, 1986). Quando o tempo de 

divergência entre as seqüências é grande (l, 1 00Ma), é necessário considerar a possibilidade de 

oc01Tência de múltiplas substituições em um mesmo sítio. A fórmula mais utilizada para esta 

coneção é dada por K =-¾ln( 1- 1P), onde pé Ps ou PN (JUK.ES; CANTOR, 1969). 

O modelo apresentado acima é muito útil para estudos em evolução molecular e, a partir 

deles, pode-se estimar taxas evolutivas e reconshuir a história evolutiva dos organismos. 

A taxa de mutação em uma dada seqüência é aproximadamente constante no tempo em 

todas as linhagens e, sobre esta observação, é definido o conceito de relógio molecular 

(ZUCKERKANDL; PAULING, 1965). O relógio pode ser calibrado a partir do tempo 

absoluto de divergência das espécies, estimado pelos registros fósseis (MIYATA; YASUNAGA; 

NISHIDA, 1980). 

1.3.4 Sistemas genéticos de reprodução 

Há uma grande diversidade de padrões reprodutivos nos organismos. Eles podem ser 

sexuadas ou assexuados, haplóides, diplóides ou poliplóides, ter sexos separados ou não, muitos 

ou poucos cromossomos e ter ou não cromossomos sexuais. Todas estas diferenças alteram os 
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padrões de variação genética de indivíduos e populações (BULL, 1983; FUTUYMA, 1998). 

A reprodução sexuada ocon-e em quase todos os organismos eucariontes e envolve a 

produção de dois gametas haplóides (n) através da divisão reducional (ou meiose), que se unem 

para formar um zigoto diplóide (2n). Embora o custo genético seja maior na reprodução sexuada 

(meiose parental contribui apenas com 50% do conteúdo genético de sua prole), a recombinação 

possibilita a remoção de mutações letais bem como a criação de novas combinações de genes 

e elementos genômicos, oferecendo uma maior flexibilidade para adaptação das populações em 

mudanças ambientais (BARTON; CHARLESWORTH, 1998). 

A existência de tipos sexuais implica na existência de mecanismos e processos biológicos 

envolvidos na (1) razão sexual (proporção de machos), (2) alocação sexual (alguns organismos 

são he1mafroditas, outros possuem sexos completamente separados) e (3) detem1inação do 

sexo. Todas estas 3 questões têm influência na adaptação dos mecanismos moleculares da 

dete1minação do sexo. 

Mecanismos de determinação do sexo 

A dete1minação do sexo atraiu interesse desde o momento da descoberta dos cromossomos 

sexuais em insetos (MCCLUNG, 1902; WILSON, 1905). Estas descobertas foram crnciais para 

a síntese da genética mendeliana com a citogenética e subseqüente elucidação dos fenômenos 

cromossômicos envolvidos na determinação do sexo em D. melanogaster (MORGAN, 1910; 

BRIDGES, 1916). 

Os sistemas de determinação do sexo podem ser divididos em 2 amplas categorias: (1) 

sistema ambiental de determinação do sexo (ESD 13), onde o sinal inicializador está nas condições 

ambientais e (2) sistema genético de determinação do sexo (GSD 14), onde o sinal inicial é dado 

por combinações de elementos genéticos (BULL, 1983). 

O sistema ESD pode ser exemplificado por quase todos os répteis ( exceto algumas tartarngas 

e a maioria das cobras que possuem padrões de cromossomos sexuais similares às aves, 

ZZ/ZW) em que a temperatura durante um período específico na embriogênese detennina 

o destino sexual do ovo (FERGUSON; JOANEN, 1982; HARVEY; SLATKIN, 1982). O 

13ESD abreviado do inglês Environment Sex Determination 
14GSD abreviado do inglês Genetic Sex Determination 
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sistema GSD ocorre principalmente em invertebrados (insetos e nematócleos) e vertebrados 

(aves e mamíferos), apresentando grande diversidade de padrões envolvendo combinações de 

cromossomos sexuais (ex: XX/XY em mamíferos e ZZ/ZW em aves) ou não (ex: haplodiploidia 

em muitos invertebrados) (BULL, 1983). Em mamíferos, as fêmeas são o sexo homogamético 

(XX) enquanto machos, o hetorogamético (XY) (LYON, 1992). Entretanto, em aves este padrão 

é invertido sendo o macho hornogarnético (ZZ) e a fêmea, heterogamética (ZW) (SMITH; 

SINCLAIR, 2004). 

Nos invertebrados, as diferenças nos padrões de detem1inação do sexo são grandes e podem 

envolver cromossomos sexuais e a razão entre o cromossomo X e os autossomos (por exemplo, 

em insetos dípteros tal como D. melanogaster e em vermes nematódeos tal como Caenorhabditis 

elegans), (CLINE; MEYER, 1996) bem como um ou alguns genes do mecanismo complementar 

do sexo, observado em insetos hirnenópteros (por exemplos, abelhas, vespas e formigas) 

(WHITING, 1933, l 943). Os himenópteros não possuem cromossomos sexuais e determinam o 

sexo pela haplodiploidia, onde um óvulo haplóide não fecundado se desenvolve em macho e um 

ovo diplóide fecundado dá origem a urna fêmea (WHITE, 1973). 

As diferenças nos sinais inicializadores (ex: cromossomos sexuais, razão X:A, loco sexual 

e temperatura) ela determinação do sexo contrastam com uma considerável homologia entre 

alguns genes (ex: DMRTJ em vertebrados, MAB3 em nematódeos e dsx em insetos) das 

cascatas reguladoras da determinação das gônadas e outras características fenotípicas entre os 

metazoários (MARíN; BAKER, 1998; RAYMOND et al., 1998; GRAHAM; PENN; SCHEDL, 

2002; CREWS, 2003) (Figura 1.4. A evolução das cascatas gênicas envolvidas na detem1inação 

do sexo é mais rápida no topo da cascata (sinais iniciadores), enquanto nos genes da base destas 

vias de determinação do sexo, a evolução é mais lenta e os genes são mais conservados em 

estrutura e função (WILKINS, 1995). 

A haplodiploidia (ou arrenotoquia, um tipo de partenogênese, Figura 1.5) é observada em 

aproximadamente 20% dos metazoários e na maioria dos insetos da ordem Hymenoptera. O 

sistema de determinação do sexo destes organismos têm propriedades exclusivamente genéticas, 

sem nenhuma influência de fatores ambientais (BULL, 1983). A hipótese mais aceita para 

explicar a dete1minação do sexo em Hyrnenoptera é a determinação complementar do sexo (CSD, 

sigla em inglês) com um loco sexual e vários alelos (WHITING, 1933, 1943) e CSD com vários 

locos e vários alelos (SNELL, 1935; CROZIER, 1971). 
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Drosophlla melanogaster Caenorhabditis e/egans Musca domestica 
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Figura 1.4: Comparação das vias genéticas de detenninação do sexo em metazoários. As 
diferenças ocorrem, principalmente, no sinal primário da cascata. Os genes chave (ou terminais) 
são bem conservados entre os metazoários e codificam fatores de transcrição que regulam, de 
forma alternativa (ou dualista), a transcrição de genes de diferenciação sexual. 

Experimentos de genética clássica demonstraram a 

existência de machos diplóides em abelhas a partir de 

acasalamentos endogâmicos. Estes machos diplóides são 

retirados da célula de cria pelas operárias da colônia assim 

que os ovos eclodem e o favo parece ter falhas na postura 

da rainha (MACKENSEN, 1951) . Recentemente, Beye e 

col (BEYE et al., 2003) demonstraram experimentalmente 

que a hipótese de (WHITING, 1943) (CSD com um loco 

multi-alélico) é a mais aceita para explicar a determinação 

do sexo em Apis mellifera. O gene complementary 

sex determiner (csd) encontrado em abelha codifica uma 

proteína de expressão constitutiva (SR-RB proteína) capaz 

de regular o "splicing" do mRNA de dsx formando 

uma proteína DSX (nenhum dado concreto sobre o gene 

Rainha 

Oper.irla Zangão 

Figura 1.5: Sistema de 
determinação do sexo por 
haplodiploidia (ou arrenotoquia) 
que é um tipo de partenogênese. Os 
machos haplóides se desenvolvem 
a partir de um ovo não fecundado 

enquanto as fêmeas diplóides se 
desenvolvem de ovos fecundados. 
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dsx foi publicado em abelhas) específica de fêmea nos 

heterozigotos. Por outro lado, o homozigoto ou hemizigoto h·anscreve somente um tipo de 

molécula CSD, direcionando a via para a produção de uma proteína DSX específica de macho, 

por default (Figura 1.6, A). Os embriões de fêmeas heterozigotas para o loco csd tratadas com 

csd dsmRNA fonnaram testículo (Figura 1.6, B). 

A~ ~ r fo=ru1 t fo=i? 
AmDSX F 1 1 AmDSX M 1 

{ 
e{ 

CII 
õ ... ... 
e 
o u 

<( 
z 
a: 
-e 
UI 
V 

Genótipo 
fêmea 

■ 
Genótipo 

macho 

Figura 1.6: Determinação complementar do sexo em A. mellifera. (A) Modelo complementar de 
determinação do sexo em A. mellifera sugere que o gene csd (complementary sex determiner) 
precisa estar em heterozigose para codificar proteínas SR (ricas em serina e arginina) diferentes . 
Esta complementação promove o splicing de fêmea no mRNA do gene dsx. Os homozigotos (2n) 
ou hemizigotos (n) para o gene csd não necessitam de CSD para que o splicing de macho ocmi-a 
(default) . (B) Experimento de RNAi com o gene csd demonstrou o que os produtos CSD de 
alelos diferentes são essenciais para o desenvolvimento dos ovários mas não para diferenciação 
dos testículos (BEYE et al., 2003). 

A base da via genética de dete1minação do sexo apresenta características bem conservadas 

entre espécies distintas (Figura 1.4 e 1.6). O gene doublesex (dsx) está na base da cascata 

de determinação do sexo e parece ser o ptincipal fator na regulação de vias específicas de 

cada sexo. Entretanto, o sinal primário responsável por regular a expressão sexo-específica 

do DSX apresenta grande variação entre as diferentes espécies, corroborando a idéia de 

uma evolução base-topo das vias metabólicas (WILK.INS, 1995). A proteína DSX é um 

fator de transcrição e atua na região promotora dos genes que possuem o sítio de ligação 

específico. Em Drosophila, o fator DSX regula genes responsáveis pela fo1mação de órgãos 

sexuais (KEISMAN; BAKER, 2001; KEISMAN; CHRISTIANSEN; BAKER, 2001), pelo 

comportamento de cmie do macho (DAUWALDER et ai. , 2002), pela produção de proteínas 

do ovo (YP, do inglês yolk protein) (AN; WENSINK, 1995b) e pelo padrão de pigmentação em 
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cada sexo (CHRISTIANSEN et al., 2002). 

A função mais conhecida do fator de transcrição DSX é na regulação da expressão das YP-1 

em Drosophila (yp-1), mas, recentemente, também tem sido descrito como um fator importante 

na expressão de ouh·os genes (ex: hexamerinas e vitelogeninas) em outros insetos, tal como 

no gene hexamerina-1.2 (hex-1 .2) do mosquito Ochlerotatus atropa/pus (ZAKHARKIN et ai., 

2001; JINWAL et ai., 2006) e nos genes hex, Bmvg (vitelogenina) de B. mori (SUZUKI et 

al., 2003). Outras funções deste fator de transcrição estão relacionadas com a fo1mação da 

genitália de machos e fêmeas de Drosophila, que se desenvolvem a partir dos três últimos 

segmentos abdominais (8,9 e 1 O). Nestes segmentos, diferentes populações de células têm 

destinos específicos de acordo com a isofonna de DSX. O DSXM inibe o gene i,vingless (wg), 

enquanto o DSXF inibe o gene decapentaplegic (dpp), determinando o crescimento de diferentes 

regiões do disco genital (KEISMAN; BAKER, 2001; KEISMAN; CHRISTIANSEN; BAKER, 

2001). 

A expressão sexo e tecido-específica do gene yp-1 é regulada, principalmente, por 3 

fatores de transcrição (AEF-1, BZIP-1, DSX) que competem pela ligação a sítios sobrepostos 

localizados na região reguladora à montante de yp-1, denominada FBE ( do inglês "Fat Body 

Enhancer"). O DSX se liga ao seu respectivo sítio ( dsxa) e em cooperação com o BZlP-1 e outro 

fator ainda não conhecido (REF-1), ativa a expressão de YP-1. No corpo gorduroso (CG) 15 , o 

DSX específico de fêmea (DSX-F) é mais abundante que AEF-1 oc01Tendo a expressão de YP-1. 

Além disso, AEF-1 parece não ter nenhuma influência repressora neste órgão (Figma 1.7, A). 

Por outro lado, nos ovários (Ov), o DSX-F não é expresso e a abundância do repressor AEF-

1 é muito maior, inibindo a expressão de YP-1 pela sua ligação ao sítio aefl no FBE (Figura 

1. 7, B). Neste órgão reprodutor feminino, o DSX é inelevante para a transcrição ovariana de 

yp-1 (p1incipalmente nas fases do desenvolvimento que precedem a oogênese ), sendo BZIP-1 

suficiente para expressar YP-1. Nos machos, o DSX-M possui uma região C-terminal maior que 

inibe a expressão de YP-1 pela oclusão do sítio de ligação de BZIP-1. (Figura 1.7, A) (AN; 

WENSINK, 1995b, 1995a). 

15Este é principal órgão sintetizador que mantém, na hemolinfa, a homeostase de proteínas, lipídios e carboidratos 
desempenhando papel essencial no metabolismo, desenvolvimento e reprodução. 
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Expressão tecido-específica 

(A) Corpo Gorduroso 

aefl dsxa 
ocluído 

bzlpl 

aefl dsxa bzipl 
ocluído 

Transcrição 
ativa 

Yp 

Transcrição 
Inibida 

Yp 

G 

(B) Ovário 

aefl dsxa bzlpl 
ocluído 

(C) Organização do FBE 

Transcrição 
inibida 

Yp 

CAGCGG-3' 

32 

Figura 1.7: Modelo de expressão tecido e sexo-específica do gene yp-1 de D. melanogaster 
proposto por An e Wensink (1995). (A) No corpo gorduroso, os fatores DSX-F e BZIP-1 fo1mam 
um complexo sinérgico para, juntamente com um fator desconhecido R, ativar a transcrição de 
yp-1 em fêmeas. Nos machos, o DSX-M bloqueia o acesso de BZIP-1 ao sítio bzipl reprimindo 
a transcrição. (B) Em ovários, DSX-F está em concentrações muito baixas ou mesmo ausente 
enquanto o repressor AEF-1 está em maior abundância e compete pela ligação ao sítio aefl 
que impede a ligação do fator principal BZIP-1, reprimindo a transcrição de yp-1 neste tecido. 
(C) Os sítios de ligação dos três fatores (DSX, AEF-1 e BZIP-1) são sobrepostos resultando na 
competição ou cooperação entre estes fatores que se combinam para ativa ou inibir a transcrição 
de yp-1 em diferentes sexos e tecidos. 

1.3.5 Fatores ambientais e a plasticidade fenotípica 

A capacidade de um indivíduo expressar fenótipos distintos sob certas circunstâncias ambi

entais é definida como plasticidade feno típica. Dois tipos de plasticidade fenotí pica podem ser 

observados: (1) polifenismo 16 e (2) norma de reação 17 . Muitos insetos apresentam polifenismos 

que podem ser expressos a partir de variações ambientais tais como sazonalidade, densidade 

populacional e diversidade nutricional (WEST-EBERHARD, 2003). Um dos exemplos de 

polifenismo mais intrigantes na biologia é a fo1mação das castas em alguns himenópteros sociais, 

em particular, nas abelhas A. mellifera. 

16padrões fenotípicos descontínuos determinados pela expressão gênica diferencial a partir de um mesmo 
genótipo em resposta ao ambiente 

17 as variações fenotípicas se expressam em um intervalo contínuo determinado por um genótipo em resposta a 
variações ambientais 
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Nestas abelhas altamente sociais, apenas uma rainha se desenvolve na colônia e se especial

iza em tarefas reprodutivas, enquanto um número muito maior de operárias (algumas dezenas 

de milhares) facultativamente estéreis 18 cuidam da manutenção da colônia, desempenhando uma 

grande diversidade de tarefas (nutrizes, faxineiras , guardas e fo1rngeiras) (MICHENER, 1974; 

WILSON, 1975). As duas trajetórias do desenvolvimento de castas (rainhas ou operárias) das 

femeas de A. mell![era são determinadas nas fases pós-embrioná1ias (entre os períodos larvais 

L3 e L4) por diferenças na qualidade e quantidade de alimento larval. Larvas fêmeas que são 

alimentadas continuamente com uma mistura de secreções glandulares (geléia real) se tomam 

rainhas, enquanto larvas femeas destinadas a operárias se alimentam de uma mistura de geléia 

real, pólen e nectar a partir de uma determinada fase larval (L4) (HAYDAK, 1943). 

As diferenças nutricionais expe1imentadas pelas fêmeas de abelha acionam uma resposta 

endócrina que se expressa como um elevado título de honnônio juvenil (HJ) em larvas de rainhas 

quando comparadas a larvas de operárias (HARTFELDER; ENGELS, 1998). As diferenças 

morfológicas, fisiológicas e comportamentais das castas são resultado de uma expressão 

diferencial de genes que responde de maneira direita ou indireta às variações nutricionais e 

hormonais. Muitos dos genes diferencialmente expressos encontrados estão relacionados a taxas 

metabólicas e respostas celulares a hom1ônios (EVANS; WHEELER, 1999, 2001). 

A dete1minação de sexo e casta em A. mellifera está intimamente relacionada com a 

evolução da estrutura altamente social destes insetos. No entanto, outros genes desempenham 

funções imp01iantes após a definição de sexo no início da embriogênese e de casta logo após a 

embriogênese. Nos insetos, genes que codificam proteínas de estocagem, tais como vitelogeninas 

(V g) e hexamerinas (Hex), são importantes em uma série de processos biológicos que vão 

da fonnação da cutícula à reprodução. Em geral, o controle da expressão destes genes sofre 

f01ie influência de concentrações de honnônios, da nuhição, do fotoperíodo e da sexualidade 

(HARSHMAN; JAMES, 1998). 

A Vg é uma glico-lipoproteína precursora da vitelina que compõe o vitelo do ovo e é 

sintetizada no corpo gorduroso, liberada na hemolinfa e finalmente intemalizada nos oócitos, 

onde será utilizada como fonte de energia para o desenvolvimento do embrião (WYATT, 1999). 

Em A. mellifera, a V g não é somente sintetizada pela rainha, mas também pelas operárias, 

18na ausência da rainha algumas operárias são capazes de reativar o seu ovário e produzir ovos não fertilizados 
que se desenvolverão em zangões 
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funcionalmente estéreis, e zangões. Isto sugere que esta proteína paiiicipa de outras funções 

além da maturação dos oócitos e suprimento de energia para a embriogênese (PIULACHS et ai., 

2003; AMDAM et ai., 2003; GUIDUGLI et al., 2005b). 

O perfil de expressão do gene da vitelogenina e hexamerinas de A. me!!ifera (Amvg e 

Amhe.x, respectivamente) é diferente em rainhas, operárias e zangões, constituindo bons sistemas 

genéticos para o estudo do controle de expressão gênica nos sexo, casta e tecidos . O Amvg 

é expresso em ovários de rain.has mas não em ovários de operárias. Em operárias, o HJ tem 

função de inibir a expressão de Amvg (GUIDUGLI et ai., 2005b ). As operárias jovens expressam 

Vg enquanto desempenham tarefas dentro do ninho (ex: nutrizes e faxineiras) e o título de HJ 

é baixo. Quando passam a realizar tarefas de foITageira (coleta de pólen e nectar) os níveis 

de HJ sobem e a Vg decresce. O HJ controla negativamente a síntese de Vg em abelhas e 

isto tem implicações importantes na evolução e manutenção da socialidade destes insetos, já 

que as trajetórias de desenvolvimento das castas são definidas, primariamente, por alimentação 

diferencial e conseqüente variação no título de HJ (GUIDUGLI et ai., 2005a) Experimentos de 

silenciamento gênico comprovaram esta regulação, ou seja, quando operárias tiveram o gene 

codificador de Vg (Amvg) silenciado, os níveis de HJ aumentaram (AMDAM et ai., 2003). 

As hexamerinas também desempenham papel fisiológico importante nas diferentes castas e 

sexos e respondem a concentrações de HJ e ecdisteróides (Ecd). Os genes de hexamerina em A. 

me!!ifera são expressos em diferentes períodos do desenvolvimento de um indivíduo bem como 

em sexos, castas e tecidos (BITONDI et ai., 2006; CUNHA et al., 2005). 

1.4 Fundamentos de bioinformática 

Os avanços na biologia molecular e tecnologia da informação foram notáveis a partir da 

segunda metade do século 20. Após a identificação da estrutura do DNA (1953), iniciam-se 

inúmeros estudos sobre estas seqüências, que vão de questões teó1icas em biologia e física à 

aplicações na medicina, agricultura e nanotecnologia. Entretanto, a primeira base de dados de 

seqüências genéticas foi estabelecida apenas em 1960 por Margaret Dayhoff e seus colaboradores 

da National Biomedical Research Foundation (NBRF) em Washington, D.C., que seqüenciaram 

famílias de proteínas mais comuns em várias espécies de organismos (ex: citocromos) e 
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organizaram estas proteínas em famílias de acordo com o grau de similaridade entre elas. Após 

os anos 70, as seqüências de DNA passaram a ser coletadas pela base de dados GenBank que 

logo estabeleceu uma colaboração internacional com outras 2 bases importantes, EMBL e DDBJ . 

O surgimento das bases com milhares de seqüências genéticas de vários tipos ( ex: DNA, 

RNA, proteína) e organismos demanda uma eficiente estratégia de organização e desenvolvi

mento de algoritmos computacionais capazes de analisar, comparar e fazer predições a respeito 

de características físicas e biológicas destas seqüências digitais. Especialistas em diferentes 

áreas do conhecimento juntaram esforços para estabelecer uma série de tipos de base de dados 

(funcional e estrutural) e de fe1nmentas computacionais de domínio público e distribuição livre 

que permitiram a padronização das informações biológicas a serem depositadas nas bases de 

dados mundiais bem como o uso e desenvolvimento aberto e livre dos algoritmos computacionais 

essenciais para o estabelecimento da bioinformática. Os conceitos e estratégias utilizados para o 

desenvolvimento da bioinformática neste estudo estão brevemente descritos nas próximas seções 

e têm como principal objetivo apresentar, principalmente aos biólogos, noções sobre os métodos 

e cálculos utilizados aqui. 

1.4.1 Coletando e armazenando seqüências genéticas 

Atualmente, a coleta de seqüências de DNA, RNA ou proteína é realizada de maneira 

automatizada e sem muitas dificuldades técnicas em um laboratório de biologia molecular. 

Restrições técnicas destes métodos moleculares estão, principalmente, no comprimento do 

fragmento seqüenciado, que não supera 700 bases. Desta maneira, o seqüenciamento completo 

de seqüências expressas ou genômicas deve ser feito em vários trechos separadamente e 

programas de computador desempenham funções essenciais que vão da análise dos arquivos 

gerados pelo seqüenciador até a reunião dos fragmentos que se sobrepõe a trechos maiores, 

denominados contigs. 

As seqüências geradas em laboratórios de biologia devem ser devidamente formatadas em 

arquivos contendo a seqüência e infmmações biológicas e técnicas relacionadas a ela. A maneira 

mais adequada de organizar o crescente número de seqüências é armazená-las em bases de dados 

que permitam a recuperação e análise de infmmações de interesse. O esquema da base de dados 

e a tecnologia utilizada na sua implementação (relacional, orientada a objeto, objeto-relacional) 
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dependem da natureza e quantidade de dados . As bases de dados de seqüências de domínio 

público mais utilizadas entre os interessados neste assunto fornecem informações sobre o fomrnto 

necessário para que a seqüência seja facilmente submetida e posteriormente compartilhada pela 

comunidade científica internacional. 

O formato GenBank: contém várias informações 

relacionadas à seqüência (Figura 1.8). As 

marcações em letras maiúsculas na primeira coluna 

a esquerda são definidas pela base GenBank e 

contêm informações do número de acesso na base 

(ACCESSION), a definição da seqüência (DEFI

NITION), os autores (AUTHORS), qualificadores 

(FEATURES), seqüência codificadora (CDS), etc 

(para maiores detalhes das marcações definidas ver 

.. http://www.ebi.ac.uk/embl/). 

Outro formato muito usado é o FASTA e 

a grande maiona dos programas de análise de 

seqüências recebe este formato como entrada. A 

primeira linha é iniciada com o marcador ">" 
seguido por informações relevantes e, a partir da 

segunda linha, está a seqüência, como pode ser visto 

na Figma 1.9. 

Uma série de outros fo1matos também é freqüen

temente utilizadas (ex: EMBL, GCG, PIR, entre 

muitos outros) e facilmente conve1iidos de um para 

outro com programas já disponíveis ou linguagens 

de script (Perl, Python). 

1.4.2 Alinhamento de seqüências 
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/oi:gao1-•aa.by11 110r1• 
/aol_.tn,e-•.an• 
/db..,:ref••u.on1l0'1 • 

vens l . . no 
/911n.-•111• 
/not-•J.nte.r■u• 
/dl:i.....-:ref .. •~•.ID1U2,50" 
29 .. Hl 
,~•111• 
/oodoQJt.ut.•1 
/produet••illter■u• 
/protsu_.i.d- "MP_0010ll105 . 1" 
/db.....-:ret••Gt 1112'8210 • 
/dbJt,ref••c...oetD:u2,so ■ 
/U.a■l.aUoo-•~GP.JltQOQSPOQNOPAP 
YPOQ:tQODDtDNldWJ:l.HOSLRISl:PMTU.5AAQl-LBQJIIDLU>SlfTQl(QmltPYPR 
FDJCLEBffSic:oc,&LllllDYTCOQ,IQSllffLPLSVLUllDSGPTTQETll.S1' 
PQYU.TVllLQlSDJl)lJIOTLVUAQNISPPS• 

1 -.t.agt.t.tt agt.cc:.aa&&a t..ttta.aatat gaatcac&&t ea&Atg&at.a tgc.&eqt.aco 
51 -t:.gu..c:c.a.a gt.tqC't99e9 et~t,t. aqc::çat9C,&a atvçcrt.gt.ao oa99u:ec:at 

121 &atqcaaca.9 cutctccto ucaaat9ca ac:et.9C~ vtvccrtcr.a.ao -■ cacuca 
111 e9■ taa&at9 ,P.c:a&tatat ct.aaawtgaa vtetttaat.v 99atccttao 91=qutctat 
20 accpt9aca ctt.ugt.et9 ca9ocçaa.at attacaccaa &atoac&et9 ca9sotocaa 
301 Ucac::aaa.. gqt.at.9911ta atcot.9ttco Utat.t'-9&6 &&&aact.t.a.9 aagavttttt. ,,1 et.caatetqt gatca.a.at.99 u otacattt ~~ acaacgtgt.a tooagcaago 
421 9ca.at.ca9co gcc:cattatc: tcp:09c:tcto 9wt.9ata<Jc,o teug.aat.c.g actctggaco 
Ul tacc:..c,;ca.9 qaaae,;acat tu9otatc:o 9QUtattt9 ugacagt.ttjf g-cc:tocaaat 
SU c:teata09cq auvatattc ■o:i-c■.catt 99lC9crnct vat_c:a9 ... t.a bateaCC9cc 
,01 cqutljf&&UI t9U-ccttat c:cacatuwt tt-■ guta u9uta._.t tattatttg't 
u1 ... utat.aa.aaaaa&a&&aa 

Figura 1.8: Arquivo texto contendo uma 
seqüência genética no fmmato GenBank. 

>911112'821611re.flNH......0010UU0.11 BcClbyx mori intenu: (llt) , ir.RHA 
AAATAGTTTD.GTCCMAAA'ITITAAA'JATGM.TCACAATCAAATGAAD..TGCA.C:Gl'ACCAAl'G&ACCAA 
Gl'TGCTGGAGCTCClllJG'IAGCCAIGCAAA.J'GCCTGTACCAGGACCCA'llll'GCAACAGCAA.TCTCCTC 
AACAAATGCAACCTGCACCAGT~GGACAAL\LUCTAAAGTGAA 
GTCTnAAJ'GGGUCCTIACGCGM.CTAIACCGATGACACTTAAGTCTGCAGCCCAAAJ'ATTACACCAA 
AATCACAATGCAGACTCCAAYACACAAAAAGGTATGGA.LU.TCCTGTTCC'J'AGAITI'~ 
AAGAGTTITTC'TOIJCTGTGATCAAIJGGAAC'IACATTTGCGJ, I.C&GC& lCAICGTGllTCCAGCAAGC 
GO.ATCAGCCGCCCIJTATCTGCCGCTCTCGGTGAJ'AGCCTCUGAC1'CGACTCTGGAACCACGCAG 
GAAAC~TI'GGCCTCCAllTCTCATACGCGAAAGAlllTC 
ACGACAC.UTGGTCGCGGCTGCTCAGAALUATCACCGCCCGAATGM.AA.TGAACCTt'Al'CCACAVJ.Gt TT~T?AtTAlTTGtAAITTATA•••••••••••• 

Figura 1.9: Arquivo texto contendo uma 
seqüência genética em formato FASTA. 

Um dos métodos mais importantes já desenvolvidos em bioinformática é o alinhamento 

de seqüências que é utilizado na comparação entre duas (alinhamento par-a-par) ou mais 
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(alinhamento múltiplo de seqüências) seqüências. Tal comparação pode revelar informações 

relevantes sobre a função, estrutura e evolução das seqüências. Os algoritmos de alinhamento 

são geralmente aplicados em comparações entre seqüências de DNA, RNA ou proteínas. As 

aplicações dos algoritmos de alinhamentos variam de acordo com o estudo comparativo de 

interesse e são usadas para estabelecer relações evolutivas entre genes e espécies, na busca 

por seqüências similares em bases de dados de seqüências já conhecidas e por padrões que 

representem domínios funcionais em proteínas ou sítios de ligação de fatores de transcrição em 

seqüência de DNA. 

O alinhamento entre duas seqüências deve considerar os eventos evolutivos que possam gerar 

diferenças entre seqüências homólogas 19. A seqüência de genes homólogos pode apresentar 

maior ou menor similmidade dependendo do tempo de divergência e pressão de seleção que, 

por sua vez, influenciam na ocon-ência de eventos tais como substituições, inserções e/ou 

deleções de resíduos (nucleotídeos ou mninoácidos). O alinhamento pode ser representado em 

duas (alinhamento par-a-par) ou mais (alinhamento múltiplo) linhas, onde resíduos similares ou 

idênticos são colocados na mesma coluna, enquanto inserções e deleções acrescentam um ou 

mais espaços, otimizando o alinhamento para que o maior número possível de colunas contenha 

resíduos similares20 ou idênticos. 

Os principais métodos computacionais utilizados para alinhar seqüências genéticas são: 

(1) matriz de pontos, (2) programação dinâmica e (3) dicionário de palavras ou k-tupla 

(MOUNT, 2004). A análise de matriz de pontos é eficiente para revelar graficamente a 

presença de indels (inserção/deleção) ou repetições diretas ou invertidas que não são facilmente 

percebidas pelos outros métodos (GIBBS; MCINTYRE, 1970). Os algoritmos de programação 

dinâmica foram implementados em dois tipos de análise de seqüências, ( 1) alinhamento global 

(NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970) e (2) local (SMITH; WATERMAN, i°981). O algoritmo 

de Needleman-Wunsch produz alinhamento global, isto é, seqüências inteiras são alinhadas do 

início ao fim e, geralmente, é usado quando as seqüências possuem alta similaridade e mesmo 

comprimento. O algoritmo de Smith-Wate1man produz alinhamentos locais evidenciando 

somente regiões de alta similaridade, que podem ser bem menores que o comp1imento das 

seqüências 01iginalmente comparadas. Este último algoritmo é muito útil na identificação de 

19seqüências que descendem de uma seqüência ancestral comum 
20resíduos de propriedades quími~as semelhantes 
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regiões e domínios conservados. O método de dicionário de palavras ou k-tupla alinha seqüências 

muito rapidamente, pela busca inicial de seqüências curtas e a posterior junção destas seqüências 

por alinhamento, usando programação dinâmica. O programa BLAST (ALTSCHUL et ai., 1990) 

é dos mais usados para busca de seqüências similares em bases de dados com milhares de outras 

seqüências e utiliza o método de palavra, que otimiza as buscas em bases de dados muito grandes. 

Estabelecer um alinhamento de seqüências coerente com alguns possíveis eventos evolutivos 

e a avaliação do grau de similaridade ou identidade entre estas seqüências alinhadas implica na 

quantificação de semelhanças e diferenças medidas por métodos baseados em pontuação (score) . 

Para o cálculo destas pontuações são definidos alguns parâmetros (ex: match, mísmatch, gap) 

que refletem os eventos de mutação impmtantes na evolução das seqüências genéticas. Um 

exemplo ilustrativo de uma matriz de alinhamento entre duas seqüências hipotéticas (ACCGTGA 

e ACGTGT) considerando que os valores dos parâmetros match, mismatch e gap sejam +3, -1 

e -5, respectivamente, está representado na Figura 1.1 O. Diferentes valores destes parâmetros 

podem alterar os resultados de alinhamentos ótimos entre as seqüências e, portanto, é importante 

que se tenha uma compreensão mínima de como a matriz de pontuações é calculada. 

10123456 
-- A C G T G T 

Parâmetros o -- o,-5 -10 -15 -20 .25 .30 

1 A -5 3•,:2 -7 -12 -17 -22 :rst~~t~h+! _1 
2 C -10 -2 6 1 -4 -9 -14 gap = -5 
3 e -15 .1 1f 5 o .5 -10 
4 G -20 -12 .4"'-4 -1 _6 _11 Alinhamento ótimo 

' seqlAC-GTGT 
s T -25 -11 -9 -1 7"'- 2 -3 1 1 1 1 1 1 1 
6 G -30 -22 -14 -6 2 10,5 seq2 A C C G T G A 

7 A -35 -2 7 -19 -11 -3 5 9 ,._ tr.:tcebad: (score=40} 

Figura 1.1 O: Esquema do alinhamento 
local de seqüências por algoritmo de 
programação dinâmica. 

A formulação matemática do algoritmo de 

alinhamento de i resíduos da seqüência 1 contra 

j resíduos da seqüência 2 é dada pela seguinte 

equação: 

. { S(i-l ,j-l)+c(i ,j) 

S(i ,j) = max S(i - l ,j) + c(i , - ) 

S(i,j- l)+c(- ,J) 

(1. 1) 

onde c(i,j) é a pontuação para o alinhamento do 

resíduo i e j que, neste exemplo, assumem os valores +3 para match e -1 para mismatch, 

e c(i, - ) ou e( - , j) são as penalidades de alinhamento da seqüência 1 ou 2, com um gap, 

respectivamente, e assumem o valor -5. A execução deste algoritmo gera os valores observados 

na matriz bidimensional da Figura 1.1 O e o valor de cada célula é o valor máximo dado por um 

dos três eventos possíveis, S(i- l ,j - 1) + c(i,j), S(i- l ,j) + c(i, - ) ou S(i,j- 1) + c(-,j). 

O melhor alinhamento entre as seqüências é então determinado seguindo-se a trajetória de 
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pontuações da matriz de volta ao início (traceback) que gerou a mais alta pontuação possível. 

A diferença entre os alinhamentos local e global está no tipo de pontuação que é mantida 

na matriz de pontuação. No alinhamento global (Needleman-Wunsch) todos as pontuações 

são mantidas, não importando se os valores são negativos ou positivos. No alinhamento local 

(Smith-Watennan), somente os valores positivos são mantidos, enquanto os valores negativos se 

tomam zero. Tal modificação pennite que o algoritmo alinhe regiões com as maiores pontuações, 

independente do comprimento total das seqüências alinhadas. 

O alinhamento de seqüências de proteína utiliza o mesmo algoritmo de programação 

dinâmica, entretanto, os valores de substituição (match e mismatch) entre aminoácidos são 

determinados por matrizes de substituição de aminoácidos que representam as freqüências 

de substituição de um aminoácido por outro. Os dois tipos mais usados de matrizes de 

substituição são PAM (Percenl Accepted Mutation) e BLOSUM (Blocks Substitution lvfatrix). 

As matrizes PAM (DAYHOFF, 1979) são construídas a partir do alinhamento global de 

seqüências de proteínas de espécies evolutivamente próximas. A PAMl é uma matriz calculada 

a partir de comparações de seqüências com não mais de 1 % de divergência. Outras matrizes 

PAM(x) (ex: PAMl00, PAM250) são calculadas a partir da PAMl com uma quantidade x de 

divergência evolutiva. A BLOSUM (HENIKOFF; HENIKOFF, 1992) é derivada de observações 

das freqüências de substituições em blocos de alinhamentos locais em proteínas de espécies 

aparentadas. As diversas BLOSUM(x) são calculadas a partir de comparações entre seqüências 

de proteínas que não sejam menos que x¾ divergentes (ex: BLOSUM62 é construída a pmiir de 

proteínas com 62% de identidade). As matrizes BLOSUM com maiores valores e matrizes PAM 

com menores valores são, em geral, usadas em comparações de seqüências menos divergentes 

(BLOSUM80 e PAM120 são equivalentes), enquanto BLOSUM com menores valores e PAM 

com maiores valores são freqüentemente usadas para comparar seqüências mais divergentes 

(BLOSUM45 e PAM250 são equivalentes) (http://www.ebi.ac.uk/help/matrix_frame.html). 

O alinhamento de seqüências pode ser aplicado a uma variedade de estudos em biologia. 

Algumas das aplicações mais comuns são (1) em buscas por similaridades entre seqüências 

desconhecidas e outras já descritas em bases de dados para inferências funcionais e/ou 

estruturais, (2) na identificação de regiões conservadas ou não, para desenhar oligonucleotídeos 

(iniciadores ou primers21 ) que sejam muito ou pouco específicos dependendo do caso em estudo 

21 primers são seqüências curtas de nucleotídeos que são utilizados como moléculas iniciadoras de uma PCR 
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(ex: filogenia, expressão gênica, entre muitos outros), (3) em análises de substituições sinônimas 

e não-sinônimas que devem quantificar a substituição de nucleotídeos em cada um dos 3 sítios do 

códon. Muitas outras aplicações poderiam ser listadas. No entanto, alguns erros que resultam do 

alinhamento de seqüências de DNA podem gerar artefatos, principalmente, nas análises (2) e (3). 

Uma estratégia eficiente na solução destes erros é a construção do alinhamento de DNA a partir 

da tradução reversa de um alinhamento de proteínas, garantindo que os gaps nas seqüências de 

DNA estejam alinhados com as fronteiras dos códons (Figura 1. 11 ). 

1.4.3 Predições filogenéticas 

Por uma série de razões, pode ser interessante saber as 

relações evolutivas de um grupo de seqüências. A partir 

desta info1mação, pode-se propor relações evolutivas de 

grupos de espécies ou mesmo a histó1ia evolutiva de famílias 

gênicas. Tradicionalmente, os relacionamentos evolutivos 

entre organismos ou membros de famílias gênicas são 

representados por árvores evolutivas. As árvores podem ter 

raiz (rooted) ou não (unrooted) e isto altera não só a topologia, 

(A) Alinhamento comum 

ATG CT - --G ATA GGG 
ATG CTC AAG ATA GGG 
ATG CTC AA - --A GGG 

(B ) Alinhamento reverso 

ATG CTG ATA GGG 
ATG CTC AAG ATA GGG 
ATG CTC AAA GGG 

M L K I G 

mas a quantidade de árvores possíveis, sendo muito maior Figura 1.11 : O alinhamento 

quando uma raiz é estabelecida. Os nós representam unidades comum de seqüências de nu-
cleotídeos pode conter erros. (A) 

taxonômicas (que podem ser espécies, populações, indivíduos Alinhamento comum mostrando 

ou genes). As ramificações (ou bifurcações) das árvores 

representam os eventos de especiação ou duplicação gênica, 

enquanto o comprimento destas ramificações representa o 

número de substituições que ocorreram nos ramos (LI; 

GRAUR, 1991). 

inserções incoJTetas de gaps. 
(B) Alinhamento reverso utiliza 
a informação do alinhamento 
de aminoácidos como ponto de 
partida para correto alinhamento 
de nucleotídeos. 

Os métodos mais utilizados na reconstrução de árvores filogenéticas são: (1) máxima 

parcimônia, (2) distância, (3) máxima verossimilhança. Embora estes métodos tenham mecanis

mos diferentes para calcular os relacionamentos entre as unidades taxonômicas ( ou OTU22), eles 

(Polymerase Chain Reaction) que juntamente com a enzima Taq DNA polimerase e uma solução tampão com os 4 
tipos de nucleotídeos amplifica fragmentos genéticos que contenJrnm regiões similares a estes iniciadores. 

22abreviado do inglês operational taxonomic uni! 
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objetivam identificar a topologia mais congruente a partir dos dados observados (LI; GRAUR, 

1991; MOUNT, 2004; GIBSON; MUSE, 2004). Todos os imétodos calculam suas medidas a 

partir de um alinhamento múltiplo de seqüências (msa) e, portanto, este alinhamento deve conter 

o mínimo de e1Tos possíveis. 

Máxima parcimônia. Este método faz predições das melhores topologias de árvores, 

minimizando o número de passos necessários para gerar as variações observadas em cada sítio, 

nas seqüências a partir de uma seqüência ancestral comum. O método é mais adequado para um 

número pequeno de seqüências. com muita similaridade. Além disso é importante que as taxas 

de substituição sejam homogêneas em todas as ramificações. Árvores com ou sem raiz podem 

ser geradas por este método. 

Distância genética. Este método se baseia em distância genética medida entre pares de 

seqüências, assumindo-se modelos probabilísticos de evolução de seqüências. Os modelos 

de substituição de nucleotídeos ( ex: modelo de Jukes-Cantor) e aminoácidos ( ex: matrizes 

PAM, JTT23 , entre outras) são usados no cálculo de distância evolutiva para todos os pares de 

seqüências e a reconstrução filogenética pode, então, ser feita por alguns métodos diferentes (ex: 

UPGMA24 e NJ25) (LI; GRAUR, 1991). 

Máxima verossimilhança. O mecarusmo de reconstrução filogenética deste método é 

semelhante ao de parcimônia, onde a análise é feita em cada sítio (cada coluna do msa). 

Entretanto, as taxas de substituições entre resíduos não são equivalentes, mas seguem modelos 

probabilísticos (assim como nos métodos de distância) que descrevem as modificações em 

seqüências no tempo. Os métodos de verossimilhança tendem a ser muito eficientes na 

reconstrução filogenética mas, requisitam muito processamento computacional e apresentam 

limitações no número de seqüências analisadas (não mais do que 50 seqüências) (MOUNT, 2004; 

GIBSON; MUSE, 2004). 

23 modelo Jones-Taylor-Thornton. 
24abreviado do inglês unweighted pair group method with arithmetic mean. 
25abreviado do inglês neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987). 
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1.4.4 Predições de padrões conservados em seqüências 

Existe uma série de fetTamentas computacionais que modelam estatisticamente as carac

terísticas dos genes, domínios protéicos e motivos de ligação de fatores de transcrição. A 

construção de bons modelos destas entidades é útil na localização de seqüências homólogas ainda 

desconhecidas, com alta probabilidade de atenderem ao perfil do modelo. Alguns métodos, tais 

como modelo de Markov oculto (HMM26) , redes neurais (NN) e matrix de pontuação de posição 

específica (PSSM27 ) são amplamente usados e vários programas de bioinformática já possuem 

estes métodos (ou derivações deles) implementados. 

Predição de genes e domínios de proteínas 

A predição de genes ou domínios de proteínas é, em geral, realizada por modelos HMM 

ou NN que são devidamente treinados a partir de padrões já conhecidos de seqüências de genes 

ou proteínas. Um considerável número de programas de predição de genes ou domínios de 

.proteínas está disponível na internet (ex: GenScan (BURGE; KARLIN, 1997), GlimmerM 

(MAJOROS et ai., 2003), HMMER (EDDY, 1998) entre muitos outros). O desenvolvimento de 

·métodos eficientes de predições de genes e padrões conservados em proteínas é uma imp01iante 

área da bioinfonnática; No entanto, nenJmm detalhe dos métodos é descrito neste manuscrito. 

Descrições matemáticas e computacionais detalhadas sobre o funcionamento destes modelos 

podem ser encontradas em vários artigos científicos (KROGH et ai., 1994; EDDY, 1998; 

SONNHAMMER et al., 1998; HUGHEY; KROGH, 1996; WINTERS-HILT, 2006) e livros 

(DURBIN et ai. , 1998; MOUNT, 2004; GIBSON; MUSE, 2004). 

Predição de motivos em seqüências reguladoras 

Muitas outras regiões funcionais importantes podem ser descobertas por busca de padrões em 

seqüências além dos próprios genes e motivos (ou domínios) conservados de proteínas. Alguns 

exemplos destes motivos são de grande interesse e incluem ilhotas CpG28 , sítios de splicing que 

26abreviado do inglês Hidden Markov Model. 
27 abreviado do inglês posi1ion-specijic scoring matrix. 
28 regiões com um grande número de citosinas e guaninas adjacentes umas às outras, ligadas por pontes de 

fosfodiéster. A metilação dos sítios CpGs nas regiões promotoras de um gene pode inibir a expressão do gene. 
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delimitam as fronteiras íntron/éxon e sítios de ligação de proteínas reguladoras (ou fatores de 

transcrição). A expressão diferencial de genes em resposta a variações ambientais e sinalizações 

para o desenvolvimento de fenótipos depende da ação destes fatores de transcrição (TF) e a 

identificação dos motivos regulatórios, aos quais estes TFs se ligam (sítios de ligação do DNA), 

pode fornecer infonnações cruciais na compreensão dos mecanismos de regulação transcricional 

(MACISAAC; FRAENKEL, 2006). 

A predição computacional de sítios de ligação de TFs em genomas de organismos eucari

ontes é, muitas vezes, uma tarefa desafiadora, mas estratégias computacionais bem elaboradas 

tem possibilitado grandes avanços na descoberta de motivos regulatórios em seqüências de DNA 

(STORMO, 2000; BULYK, 2003; WASSERMAN; SANDELIN, 2004; TOMPA et ai., 2005; 

MACISAAC; FRAENKEL, 2006). Os motivos podem ser representados por vários tipos de 

modelos. As duas maneiras mais utilizadas na representação destes motivos são a ( 1) seqüência 

consenso e (2) matiiz de pontuação específica de posição (PSSM, também conhecida como 

PWM29 ). A seqüência consenso é uma maneira simplificada de representar ambigüidade no 

motivo e é de fácil visualização, mas não contém as informações quantitativas que caracterizam 

as variações em cada sítio de um motivo (Figura 1.12). 

A PWM é um modelo mais adequado para representar os motivos ou sítios de ligação de 

TF. A pmiir de um alinhamento de todos os sítios de ligação de TF conhecidos, o número total 

de observações de cada nucleotídeo é registrado para cada posição, produzindo uma matriz de 

freqüência por posição (PFM, Figura 1.12, A-B). Uma PWM é, então, calculada a partir de uma 

transformação logarítmica da PFM nonnalizada, assumindo-se que o nucleotídeo em uma dada 

posição apresenta uma distribuição independente dos nucleotídeos em outras posições (Figura 

1.12, C-D). Uma pontuação (score) para o alinhamento entre qualquer seqüência de DNA e a 

matriz pode ser, então, calculada diretamente pela somatória dos valores que correspondem a 

cada nucleotídeo observado em cada posição (STORMO, 2000; WASSERMAN; SANDELIN, 

2004). Os motivos representados desta maneira podem ser visualizados por seqüências de logos 

que consistem em uma pilha de leh·as (neste caso os 4 nucleotídeos, A, T, C e G) ordenadas, onde 

a altura das letras indica o conteúdo de informação em cada posição (SCHNEIDER; STEPHENS, 

1990; MACISAAC; FRAENKEL, 2006) (Figura 1.12, E). 

29abreviado do inglês Position Weight Matrix. 
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1.4 Fundamentos de bioinfàrmática 

O desenvolvimento e as aplicações 

de algoritmos computacionais para 

análise e predição de sítios de ligação 

do DNA podem ser divididos em duas 

abordagens: (1) dada uma coleção 

de sítios de ligação conhecidos, o 

motivo pode ser representado a partir 

dos sítios e usado na busca por 

sítios de ligação adicionais e novas 

(A) Sítios TATAb ox alinhados 

1 2 3 4 5 6 

s ítiol T A e G A T 
sítio2 T T A. A T 
s ítlo3 T A. T P.. A T -sítio4 G A. T A e T 
sítios T A T G A T 
sítio6 T A T G T T 

TATRNT 

consenso 

( E) logo do mot ivo 

+--

l 2 J 4 5 6 

(B) Matriz de freqüência/posição (PFM) 

1 2 3 4 5 6 
A o 6 o 3 4. o 
e o 0 l o 1 o 
T '., o 5 o 1 õ 
G l o o 3 o o 

l 
(C) PFM norm alizada 

A 0.00 1.00 O.Oü 0.50 0.67 0 .00 
e o.oo o.oo 0.11 o.oo 0.11 o.oo 
T 0.63 0 .00 0 .83 O 00 0 ,17 1.00 
G 0.11 o.ao o.oo o.so o.oo o.oo 

l 
(D ) Matriz de peso/posição (PW M ) 

A ·2 .8 1 1.54 -2.81 0.6 1 0 .99 -2 .81 
e -2.01 -2.81 -0.16 •2.81 -0.16 -2 .01 
T 1.29 -2.81 1.29 ·2.81 •0.73 1.54 
G ·0. 11 · 2.81 -2 .8 1 1.26 -2.81 -2 .81 
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seqüências, e (2) dada uma coleção Figura 1.12: Representação de um motivo regulatório em 

de um conjunto de seqüências que uma matriz de contagem de nucleotídeos por posição. 
(A) Alinhamento de sítios de ligação de RNApolII. (B) 

contenham sítios de ligação, ainda de-
Matriz de freqüência de nucleotídeos por posição (PFM) 

sconhecidos, para um ou mais fatores calculada a pmiir do alinhamento dos sítios TATA. (C) 

de transcrição, é possível descobrir Normalização da matriz freqüência/posição para calcular 
as probabilidades de ocorrência de cada nucleotídeo 

~ localização destes sítios em cada em cada posição. (D) Matriz de peso/posição (PWM) 

seqüência (STORMO, 2000). calculada a partir da transfonnação logarítmica da PFM. 
(E) Logo do motivo plotado a partir do conteúdo de 

TRANSFAC (WINGENDER et infomrnção em cada posição. 

~!., 2000) e JASPAR (VLIEGHE et 

ai., 2006) são bases de dados de sítios de ligação de fatores de transcrição definidos 

experimentalmente em vários organismos que podem ser usadas na abordagem ( 1) mencionada 

acima, revelando quais genes possuem sítios similares aos sítios de ligação de TF já conhecidos. 

Entretanto, urna grande proporção destes sítios preditos pode ser ou fa lso-positivo, ou não 

funcional (sítio espúrio). Para contornar estes problemas técnicos, pode-se observar algumas 

caracteiisticas complementares, tais como regiões conservadas entre genes homólogos pelo 

método de footprinting filogenético (BLANCHETTE; TOMPA, 2002; FRAZER et al. , 2003; 

WANG; STORMO, 2003) e o agrupamento de sítios dentro de módulos cis-regulatórios 

(CRM) (DAVIDSON, 200 1). O método de footprinting filogenético é muito eficiente na 

identificação de regiões conservadas entre regiões promotoras de genes homólogos que 

provavelmente compartilham sítios regulatórios conservados (WASSERMAN; SANDELIN, 

2004; MACISAAC; FRAENKEL, 2006). No entanto, é importante que genes ortólogos30 e 

30genes homólogos de diferentes espécies que se originaram de um gene ancestral comum. 
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parálogos 31 sejam corretamente identificados e isto nem sempre é possível. 

O problema de descoberta de motivos regulatórios é geralmente fonnulado a partir da 

hipótese de que genes co-regulados são provavelmente regulados por um ou alguns TFs e 

que, po1ianto, devem compartilhar sítios regulatórios conservados aos quais estes TFs se ligam 

(MACISAAC; FRAENKEL, 2006). As técnicas mais freqüentemente utilizadas para esta 

busca envolvem o desenvolvimento de modelos probabilísticos a partir dos dados de seqüência 

observados e otimização para encontrar motivos comuns em todas as seqüências analisadas . 

Os dois métodos mais usados para estas buscas são: (1) expectation-max imization (EM) 

(LAWRENCE; REILLY, 1990) e (2) Gibbs sampling (LAWRENCE et ai. , 1993). A descrição 

dos detalhes destes métodos exige conceitos estatísticos que estão além do escopo deste texto. 

O sucesso nas buscas por motivos regulatórios desconhecidos é bem maior se o conjunto de 

seqüências analisadas for de alta con:fiabilidade, isto é, se a maioria dos genes considerados no 

conjunto de entrada forem realmente co-regulados. Assim, muitas seqüências ou seqüências de 

comprimento muito grandes aumentam o ruído na análise e sinais (motivos) com pouco conteúdo 

de info1mação, muitas vezes, não são localizados pelos algoritmos. Os genes co-regulados po

dem ser identificados a partir do agrupamento de genes que compartilham categorias funcionais 

ou são co-expressos sob dete1minadas condições ambientais ou estágios do desenvolvimento 

(ROTH et ai. , 1998; HUGHES et ai. , 2000) bem como experimentos de imunoprecipitação de 

cromatina (ChlP) (LIU ; BRUTLAG; LIU, 2002; MUKHERJEE et ai., 2004; HARBISON et 

al. , 2004). A partir de um conjunto de seqüências que potencialmente compartilham motivos 

regulatórios conservados, é possível identificar estes elementos regulatórios por vários programas 

já devidamente validados ( ex: AlignAce, MDScan, MEME) e o uso comparativo de mais de um 

destes programas é altamente recomendado (HARBISON et ai., 2004; TOMPA et ai., 2005). 

Uma vez que os motivos são identificados, é necessário avaliar se estes padrões não são 

simplesmente sítios espúrios que ocorram ao acaso no genoma. Esta avaliação dos motivos 

descobertos deve ser feita por uma métrica de pontuação que permita que os motivos sejam 

comparados e ordenados independente de sua descoberta. Em geral, métricas, tais corno ( 1) 

group-specificity score (Church score) (HUGHES et al. , 2000), (2) hypergeometric enrichment 

(BARASH; BEJERANO; FRIEDMAN, 2001) e (3) area under the curve for a receiver operator 

31 genes homólogos que se originaram a partir de eventos de duplicação gênica e ocupam dois locos em um 
genoma. 
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characteristic plot (ROC-AUC) (CLARK.E; GRANEK, 2003) avaliam o viés na ocon-ência de 

um motivo no conjunto de entrada em relação ou conjunto total (background). Deste modo, 

com a descobe1ia de motivos regulatórios, é possível dar início a uma série de outras buscas 

no genoma. A interpretação do papel biológico destes elementos possibilita comparações entre 

redes regulatórias associadas aos mecanismos de controle de expressão gênica e aos padrões 

fenotípicos. 

1.4.5 Genômica funcional e comparativa 

Uma das principais aplicações da bioinfo1mática é na análise de genomas recém-seqüen

ciados. Em geral, estas análises envolvem comparações e predições realizadas a partir de 

uma grande quantidade de métodos (alguns deles descritos nas seções anteriores) e critérios 

que devem ser aplicados de forma coerente com as propriedades biológicas dos organismos 

usados nestas comparações. O ponto de partida na análise de um novo genoma (já devidamente 

seqüenciado e montado) é a identificação e mapeamento dos genes. Só então, é possível dar üúcio 

a estudos que envolvam a identificação de famílias gênicas, organização espacial dos genes no 

genoma ( ex: sintenia32) , estrutura éxon/íntron, regiões reguladoras, entre muitas outras. 

A diversidade na evolução de genes e famílias gênicas é o resultado de uma complexa 

re lação entre os mecanismos genéticos, processos evolutivos e pressão de seleção. Alguns 

genes ou famílias gênicas podem estar muito conservados em número, estrutura e função mesmo 

entre espécies muito distantes na evolução, mas, também, podem ter evoluído especificamente 

em um ou alguns poucos orgamsmos. Talvez, ainda mais intrigante e informativo sejam 

os padrões evolutivos que moldam as regiões intergênicas nos genomas. Tais regiões são 

particularmente importantes no controle inicial que detennina o fluxo de info1mação (DNA 

- RNA - proteína) necessário para construir o cenário molecular adequado que caracterize 

cada estágio do desenvolvimento e/ou tecidos e órgãos. A formação dos padrões fenotípicos é 

determinada por redes genéticas que integram todas estas entidades biológicas (genes e seus 

produtos, e elementos regulatórios) às condições ambientais. No entanto, estes fenômenos 

genéticos de formação de padrões ainda são muito pouco compreendidos. 

A genômica comparativa é uma comparação entre dois ou mais genomas, onde se utilizam 

32é a colinea1;dade na ordem dos genes em duas espécies. 
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várias caracte1ísticas, tais como radiações de famílias gênicas, localizações relativa de genes, 

disposição da ordem de genes, arquitetura do genes, polimorfismos genéticos, seqüências 

repetitivas, entre outras características. O estudo da evolução de novos genes e a diversificação 

funcional em famílias multigênicas acrescentam infonnações importantes para a compreensão 

da evolução da diversidade de organismos (OAKESHOTT et ai., 1999; LONG et ai., 2003). 

Algumas questões impo1iantes sobre como a resistência a inseticidas em mosquitos (A. gambiea) 

evolui estão intimamente relacionadas a expansões em membros das três grandes famílias 

de enzimas, citocromo P450s, glutationa transferases (GST) e carboxilesterases (COE), que 

ocoITeram como resposta a mudanças ambientais (RANSON et ai., 2002). Por outro lado, em 

abelhas A. me/l[fera, estes genes de resistência a inseticidas estão numericamente reduzidos, o 

que é coerente com a alta sensibilidade destes insetos a inseticidas, enquanto alguns clados das 

P450s e dos genes da familia dos receptores de olfato sofreram radiações que possivelmente 

estão con-elacionadas com a evolução de processos honnonais e quimiosenssoriais envolvidos 

na organização da eusocialidade destes insetos (CLAUDIANOS et ai., 2006; The Honeybee 

Genome Sequencing Consortium, 2006). Contudo, só é possível conduzir este tipo de estudo 

com a coITeta identificação dos genes ortólogos ou parálogos entre os genomas comparados e, 

para isto, uma criteriosa anotação do genoma seguida de análises filogenéticas (ver seção 1.4.3) 

são obrigatórias. 

Anotação de genomas 

A crescente quantidade de genomas já seqüenciados e devidamente anotados acelera 

consideravelmente o processo de anotação33 de novos genomas. Os genes são inicialmente 

preditos da seqüência de um novo genoma e podem conter artefatos. Estas predições são, em 

boa paiie, validadas experimentalmente por análises que confirmem a presença de transcritos 

(ex: seqüenciamento de cDNAs34 , ESTs35 e tilling array). Entretanto, algumas questões, tais 

como a presença de pseudogenes e splicing alternativo, podem não ser resolvidas de maneira 

satisfatória, exigindo ensaios experimentais mais específicos e detalhados sobre o gene. 

A anotação do genoma se inicia, de fato, quando as seqüências de aminoácidos derivadas 

33 é o processo de marcação de seqüências genômicas com infonnações funcionais (MOUNT, 2004). 
34abreviado do inglês complementary DNA, é uma molécula sintetizada a partir de um mRNA 
35 abreviado do inglês Expressed Sequence Tags. 
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dos genes preditos são alinhadas contra bases de dados de proteínas ele várias espécies para 

busca de seqüências similares. Estas comparações podem fornecer informações sobre a estrutura 

e função ela seqüência do gene que está sendo anotado . Porém, nem todos os genes preditos 

podem ser comparados a proteínas de outras espécies, por falta de similaridade. A busca 

por domínios protéicos (padrões conservados de seqüências de aminoácidos) conservados pode 

ajudar na identificação de assinaturas de famílias de proteínas ou de características bioquímicas 

e/ou estruturais. Pfam (BATEMAN et ai., 2004) é uma das bases de dados mais utilizadas para 

estas buscas de domínios e famílias de proteínas e contém uma grande coleção ele alinhamentos 

múltiplos de seqüências e modelos HMM. 

Em geral, os estudos de função de um gene são desenvolvidos por vários grupos ele 

pesquisa que, muitas vezes, objetivam responder questões biológicas muito diversificadas 

e distintas envolvendo a participação do respectivo gene. Desta maneira, estabelecer um 

vocabulário padronizado para a descrição funcional dos genes, independente do tipo de 

experimento ou espécie, possibilita a construção de bases de dados com uma uniformidade 

semântica importante para os estudos comparativos e sistemáticos. O consórcio Gene Ontology 

(GO, http://www.geneontology.org/) (ASHBURNER et ai., 2000) representa uma iniciativa de 

es-tabelecer esta uniformidade de termos e descrições biológicas que são modeladas em uma 

rede de estrutura hierárquica representada por um grafo (Figura 1.13). O GO classifica a função 

de proteínas em três categorias gerais ou ontológicas (Função Molecular, Processo Biológico e 

Componente Celular) que se organizam em definições mais específicas, por exemplo, processo 

biológico (nível 2) -----+ processo de desenvolvimento (nível 3) -----+ desenvolvimento multicelular 

do organismo (nível 4) -----+ determinação somática cio sexo (nível 5). Entretanto, a estrutura 

hierárquica do GO não corresponde a uma árvore, mas a uma rede onde um termo específico pode 

estar relacionado com outros vários termos de outros processos biológicos, funções moleculares 

ou componentes celulares (Figura 1.13). 

Esta transferência direta do conhecimento da função de um gene de uma espécie para outra 

facilita a anotação do genoma e a formulação de hipótese de estudo e, muitas vezes, representa o 

único ponto de partida para anotações funcionais em larga escala. A evolução de novas funções 

em famílias multigênicas ilustra bem as dificuldades de atribuição de funções por similaridade 

de seqüências como no caso de genes da família das carboxil/colinesterases (CCE), que sofrem 

expansões e reduções ocupando um amplo espectro de nichos funcionais nos metazoários. 
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Ontologias definidas pelo GO consortium 

Cellular Component 
G0:0005575 

lntracollular orvanollo 
G0:0043229 

1 
membrane-bound organelle 

G0:0043227 

t 
lntncellu.lar membrane-bound o,vanelle 

G0:0043231 

G0:0000003 

G0:0003006 

i 

Anotação funcional 
dos produtos de um gene 

Ex: gene double.sex de D. melanogaster 

Moleculilr Funct1on 
G0:0005488 

DNA blndlng 

G0:0003677 

1 
transcrtptlon regulator actlvlty 

G0:0030528 

i 
tnnscrtptlon factor actlvlty 

G0:0003700 

49 

Figura 1.13: Rede de anotação funcional de acordo com os termos definidos pelo GO. O exemplo 
descreve algumas anotações funcionais do gene dsx de D. melanogaster. A anotação possui uma 
estrutura conceituai hierárquica que vai da definição mais geral (nível 2) à mais especializada ( o 
exemplo vai até o nível 5, mas pode chegar a descrições mais específicas). 

Algumas CCEs muito similares em seqüência e estrutura podem assumir funções completamente 

diferentes pela substituição de alguns poucos aminoácidos que, por exemplo, resultam na perda 

de função catalítica e adaptação em vias de transdução de sinal (OAKESHOTT et al., 1999). 

Análise de expressão gênica 

Análises de expressão gênica podem revelar quais genes são expressos em determinados 

estágios do desenvolvimento, em tecidos e órgãos específicos, em resposta a sinais ambientais, 

em diferentes tipos de doenças, etc. Há uma considerável diversidade de métodos experimentais 

para este fim (ex: construção de bibliotecas subtrativas, differential display, microarray, SAGE36 

e RT-PCR37 em tempo real). Os experimentos de expressão gênica em larga escala (ex: 

36abreviado do inglês Serial Analysis of Gene Expression . 
37 abreviado do inglês Reverse Transcriptase PCR. 
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microa1rny) são geralmente utilizados no levantamento global dos genes que possam estar 

relacionados com processos biológicos ou vias bioquímicas específicas. Entre estes genes co

expressos podem estar muitos grnpos de genes que estão sob o mesmo controle transcricional 

e, portanto, são co-regulados. Embora, a grande maioria dos experimentos de microan-ay 

atualmente identifique os genes que estão diferencialmente expressos nas situações comparadas, 

eles não garantem que todos aqueles genes co-expressos são necessariamente co-regulados e, 

então, uma busca por padrões conservados nas regiões reguladoras destes genes exige uma 

abordagem mais complexa do que simplesmente o alinhamento de motivos já conhecidos contra 

os promotor~s destes genes (muitos motivos espúrios são identificados desta maneira) . 

Após este levantamento global dos genes expressos em dete1minados fenótipos, alguns deles 

devem ser eleitos para validação experimental mais precisa e c1iteriosa. A criação de organismos 

mutantes ou experimentos de RNAi (RNA de interferência) combinados com análises de RT

PCR em tempo real (PFAFFL, 2001; BUSTIN, 2002) podem ser conduzidos em laboratórios 

de biologia molecular para uma validação da função daqueles genes evidenciados inicialmente 

pelas análise do perfil de expressão gênica. Desta maneira, as anotações funcionais dos genes por 

similaridade de seqüência podem ser parcialmente validadas por estes experimentos. Entretanto, 

uma validação completa da função gênica envolve testes bioquímicos e funcionais das proteínas 

codificadas por estes genes, sendo, muitas vezes, complexa, necessitando de especialistas e 

laboratórios equipados para estas metodologias em estudos de proteínas. 

1.4.6 Redes complexas em biologia 

A crescente quantidade de informações disponíveis sobre genomas, transcriptomas, pro

teomas e metabolomas de vários organismos representa o alicerce para a reconstrução do 

conhecimento biológico de maneira menos reducionista e conseqüentemente mais complexa. 

Embora a biologia molecular tenha contribuído muito ( e certamente continuará conh·ibuindo) 

para a criação de um detalhado inventário sobre genes, proteínas e metabólitos em vários 

organismos, o mesmo não é suficiente para entender a complexidade do funcionamento de uma 

célula ou de um organismo multicelular (OLTVAI; BARABASI, 2002). Os sistemas biológicos 

são sistemas complexos constituídos primariamente de interações moleculares que ocorrem com 

algum grau interno de ordem (BARABASI; OLTVAI, 2004). 
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O estudo de redes biológicas utiliza conceitos da teoria dos grafos (CHARTRAND; 

LESNIAK, 1996) e redes complexas (ALBERT; BARABÁSI, 2002) que pennite uma poderosa 

visualização gráfica das inter-relações das entidades biológicas ( ex: genes, proteínas, RNA 

reguladores, elementos regulatórios) e possibilita uma quantificação objetiva dos sistemas 

biológicos. Tal abordagem permite uma melhor compreensão das características e propriedades 

relevantes para a formação dos padrões biológicos. As redes são representadas com grafos 

contituídos por nós ( ou vé1iices) e ligações ( ou arestas) entre estes nós (Figura 1.14). A rede 

pode ser direcionada ou não e pode representar ligações entre proteínas, células ou organismos 

(Figura 1.14A) ou mesmo reações químicas ou padrões regulatórios dos genes (Figura 1.14B). 

(A) Rede hipotética representada por um grafo (B) Rede bipartida representada por um grafo 

Figura 1.14: Os grafos são estruturas muito úteis na representação de redes complexas. (A) 
Um grafo pode representar uma rede de interações entre entidades, onde os nós representam as 
entidades e as arestas, as interações. (B) Uma rede bipaiiida representa as interações entre duas 
entidades diferentes. 

As aplicações dos conceitos e métodos de redes complexas na biologia cresce em ritmo 

acelerado e já são amplamente utilizados em estudos de cadeias alimentares, redes celulares 

e metabólicas e redes de regulação gênica (LEE et ai., 2002; NEWMAN, 2003; COSTA, 2004; 

PROULX; PROMISLOW; PHILLIPS, 2005; COSTA; SPORNS, 2006; COSTA; ROCHA, 2006; 

COSTA, 2006) 
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1.5 Objetivos 

• identificar, anotar e caracterizar os principais genes e elementos regulatórios eis putativos 

envolvidos na detem1inação do sexo em A. mellifera, por meio de fe1i-amentas de 

bioinfonnática e experimentos de PCR. 

• entender a dinâmica temporal da expressão dos genes identificados pelo item anterior em 

embriões e tecidos de cada sexo pela técnica de RT-PCR em tempo real. 

• identificar o perfil funcional dos genes alvo potencialmente regulados pelos principais 

fatores de transcrição envolvidos na via de detenninação do sexo. 

• anotar os genes envolvidos na detenninação de casta a partir de dados experimentais já 

disponíveis na literatura. 

• descobrir elementos regulatórios eis putativos nos genes de dete1minação de casta que 

possam revelar as redes regulatórias responsáveis pela ativação destes genes. 

• estimar as taxas de evolução em 7 espécies de abelhas corbiculadas a partir do cálculo de 

substituições sinônimas em 4 genes de famílias diferentes. 

• utilizar as taxas de substituição sinônima com relógio molecular para identificar os 

possíveis eventos de duplicação gênica correlacionados com a evolução da eusocialidade 

de A. mellifera. 
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2 Material e Métodos 

2.1 Métodos computacionais 

2.1.1 Sistema operacional, programas e linguagem de programação 

O trabalho foi desenvolvido em um IBM eServer 11 O, intel x86 PentiumIII , 1,2Gb de 

memória RAM, 3 discos scsi de 36Gb em RAID-5, sistema operacional Linux distribuição 

Ubuntu (LTS - http://www.ubuntu.com). Uma considerável quantidade de programas foi 

utilizada para as análises. Todos os programas são de distribuição livre e a maioria com o código 

aberto. As inf01mações sobre os principais programas utilizados estão listadas na Tabela 2.1. 

Python é uma linguagem de programação interpretada, interativa, orientada ao objeto e 

extensível (FOUNDATION, 2007). Python é uma linguagem muito flexível e multiplataforma 

(Linux/Unix, Windows, Mac OS X, entre outros sistemas) e, além disso, é facilmente adaptada ao 

módulos já escritos em Python ou em linguagens compiladas como C, C++ e Fortran. Existem 

vábos módulos escritos para integrar diferentes aplicações de bioinformática e estatística que 

aceleram o desenvolvimento de pipelines para analisar grandes quantidades de dados biológicos. 

Diversos scripts foram escritos em Python para integrar vários programas e bases de dados. 

Algumas das aplicações desenvolvidas em Python e Zope estão disponíveis no servidor do 

Laboratório de Biologia do Desenvolvimento de Abelhas (http://zulu.fmrp.usp.br/beelab). 

2.1.2 Bases de dados de seqüências genéticas e de propriedades funcionais 

A grande maioria das bases de dados utilizadas neste estudo foi parcial ou integralmente 

baixada em nosso servidor a partir de diversas localidades. As principais bases de dados usadas 
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2. 1 Métodos computacionais 

Tabela 2. l: Principais programas de computador utilizados 

rrogrnma 
BLAST 
CLUSTAL\\I 
T-COFFEE 

HMMER 

DNAsp 
RcvTr:rns 
PHYLIP 

TRE E-PUZZLE 
MRBAYES 
MEME 

MDSCAN 

A LI GNACE 

PHY LOCON 

TAMO 

BIOPYTHON 

IVEBLOGO 
FATIGO 

Pl·IRED 

PHRAP 
CAPJ 
EGENE 

ARTEM IS 

R 

ZOPE 

Utilidade 
Alinhamento local 
Alinhamento múl1iplo 
Alinhamento múltiplo 

Cria padrões HMM a part ir 
de a linhnmcntos múltiplos 
Anâlise de polimorfismo de nuclcotideos 
Alinhamento múltiplo reve rso 
In ferênc ia fi logcné1ica 

Anil li sc de máxi ma vcrossimilh:1nça 
Inferênc ia baycsiana de fi logenia 
Localiz;i moti vos de seqüência 
por método csiatístico 
Descobre m o li\'OS conservados 
cm scqüênci:1s de DNA 
Dcsrnbn: motivos conservados 
cm seqüências de DNA 
Identifi ca motivos de DNA 
por consenso filogenético 
Módulo Python para an:ili sc de 
motivos cm seqüência de ONA 
Módulos Pylhon para biologia 
mo lecular compulacional 
Gera de logo de scqüêm:: i:1 
Ferramenta web pnrn associnç:'io 
de tem1os Gene Ontology 
Nomeia nudcotídcos a pmiir 
de arqui vo de cromologrnmn 
Reu ni scq iiêncins de DNA 
Re uni :.eqiiênc ins de DNA 
Gcrn pipclincs para anã li sc 
aulo mati zada de sct1üêm:: ins 
Fc1Ta111e111a parn visualização e 
nnolnçào de seqüências de DNA 
Programa de análi se estatística 
e geração de gráfi cos 
Servidor de aplicações web 

estão na Tabela 2.2. 

Endereço \\'eh 
htlp://www.ncbi.n lm.nih .gov/ BLAST 
ftp://ftp-i ghmc.u-slrnsbg.fr/pub/Clusta l\V/ 
hllp://www.tco ffcc.o rg/Projcc tsJ1omc_pagc/ .. . 
...• Lcoffcc.homc.pagc.html 
httpJ/hmmcr.janclia .org/ 

h11p:11www.ub.es/dnasp/ 
l1llp://www.cbs.dtu .dk/scrv i1..·c : RcvTrans/ 
http:11evolution .genel ics. washington.cdu/ ... 
... phyli p/gctme.html 
http://www.trec-puzz lc.dC'/ 
h11p:11mrbayes.csit .fs11 .cdu/ 
http://men1c.sdsc.cd1 i./mcmc/ intro.html 

hllp://ai.stanford.cdu/ xsli1i./MDscan/ 

http://a1las.mcd.harv:ud.ed ti./ 

h1tp:l1ural.wustl .edul twang/PhyloCon/ 

http://fracnkcl.mit.cd1úTAMO/ 

http:/Jb iopython.org/wiki/Biopython 

http://wcblogo.bcrkc lcy.edu/ 
hup:// fr11igo.bioi nlo.c ipf...-:s/ 

http:1Jwww.phrnp.org/ 

http://ww·w.phrap.org/ 
l1ttp://gc 11o mc.cs .mt11.cd1i./cap/cap3.html 
http://www. lbm.fmvz.usp.br/cgcnd 

hup://www.sangcr.ac'. uk/Sotiwarc/Arlcmi ~~, 

http://www.r-project.org/ 

http://www.zopc.org/ 

Referência 
(ALTSCHUL ct oi.. 1990) 
(THOMPSON; HIGGINS: GIBSON. 1994) 
(NOTREDAME: HIGGINS: HERINGA. 2000) 

(EDDY. 1998) 

(ROZAS; ROZAS. 1999) 
{ll'ERNERSSON: PEDERSEN. 20031 
(FELSENSTEIN. 1989) 

(SCHMIDT ct s i. . 2002) 
(HUELSENBECK: RONQUIST. 2001 J 
{BAILE\': ELKAN, 1994) 

(LIU: BRUTLAG: LI U. 2002) 

(ROTH ct>I.. 1998) 

(ll'ANG; STORMO. 2003) 

(GORDON ct ,J.. 2005) 

ver s ite 

(CROOKS ct ai. . 2004) 
(AL-SHAHROUR; DIAZ-URIARTE: DOPAZO. 2004) 

(EIV JNG cl ,1.. 1998) 

,·cr site 
(1-JUANG: MADAN. 1999) 
(DURHAM ct ai.. 2005) 

(RUTHERFORD ct si.. 2000) 

ver s ilc 

ver site 
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As duas bases de dados de regiões promotoras à montante foram geradas por scripts Python 

desenhados para analisar toda a anotação do genoma de A. mellifera e D. melanogaster contida 

em arquivos no fo1mato GFF (http://www.sanger.ac.uk/Software/formats/GFF/). A análise _de 

todo o mapeamento dos genes nos genomas destas duas espécie foi estruturada em um dicionário 

onde cada chave é o número de identificação do gene e os valores são as coordenadas de 

posição destes genes no genoma. Assim, as regiões intergênicas de 1 000pb à montante foram 

extraídas com base na coordenada genômica da extremidade 5' de cada gene e, em seguida, 

alinhadas contra as seqüências de proteínas de OfficialSeLpep para excluir quaisquer regiões 

codificadoras de genes adjacentes. As duas bases de região promotora à montante do gene 

contêm 10123 (Amel-PromDB) e 14380 (Dmel-PromDB) seqüências de A. mellifera e D. 

melanogaster, respectivamente. A região promotora do gene da vitelogenina de Bombyx mori 

(Bmvg; GenBank: NP _001037309) foi extraída manualmente a partir da anotação manual deste 

gene no genoma (SilkDB: scaffold002333). 
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2.1 Métodos computacionais 

Tabela 2.2 : Principais bases de dados usadas 
Base de dados 
GcnBank 
FlyBase 
Pfom 
TRANSFAC 
Gene Ontology 
Amei 
OfficialSeLpcp 
OfficialScLcds 

Ender~o \\'eb 
hllp://www.ncbi.nl m.nih.go\'/ 
http: •, flybase.bio.indiana.edu• 
http://www.sangcr.:-u::.uk/Sollware/Pfont/ 
h11p://www.gcnc-rcgulation.com/ 
http://www.gcncontology.org/ 
http://www.hgsc.bcm.lmc.edu/projccts/honcybcc/ 
flp://flp.bccgcnomc.hgsc.bcm.tmc.cdu 
fip ://lip.bccgcnomc.hgsc.bcm.1mc.cdu 

Referência 
ver site 
(FlyBase Consort ium. 2003) 
(SONNHAMMER c t ai.. 1998) 
(WINGENDER <t ai.. 1000) 
(ASHBURNER ct ai. . 1000) 
(ll1c 1-lom:ybcc Gcnomc Scqucncing Consortium . 2006) 
(Thc 1-loncybc-c Gcnomc Scqucncing Consortium. 2006) 
(Thc Honcybcc Gc110111c Scqucncing Consortium. 2006) 
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2.1.3 Construção do pipeline para descoberta de motivos regulatórios 
super-representados em conjuntos de seqüências 

Um pipeline escrito em Python foi construído para integrar outros módulos Python úteis 

(ex: TAMO, módulo para análise de motivos em seqüências de DNA) e vários programas 

já bem estabelecidos para descoberta de motivos conservados em conjuntos de seqüências, 

tais como AlignAce (ROTH et ai., 1998), MDScan (LIU; BRUTLAG; LIU, 2002) e MEME 

(BAILEY; ELKAN, 1994)). Os valores de parâmetros de cada programa não foram alterados, 

com exceção do conteúdo GC (background), calculado para toda a base de dados de regiões 

promotoras do genoma de A. mellifera (Amel-PromDB, 25% de conteúdo GC). As bases de 

regiões promotoras dos genes (Amel-PromDB e Dmel-PromDB) são utilizadas pelo pipeline 

FindMotif como principal repositório para extrair as seqüências listadas nos arquivos de entrada. 

Pontuações que quantificam a especificidade dos motivos descobertos em um dado grupo 

de seqüências foram calculadas por meio de várias métricas. As métricas usadas foram: 

MAP (maximum a priori log like!ihood) (ROTH et ai., 1998), Church (group specificity score) 

(HUGHES et al., 2000), ROC AUC (area under the curve for a receiver-operator characteristic 

plot) e MNCP (mean normalized conditional probability) (CLARKE; GRANEK, 2003). Para 

reduzir o número de motivos espúrios ou falso-positivos , os valores das p1incipais métricas 

utilizadas como filtro para seleção dos motivos mais representativos são MAP ~ 5.0, ROC AUC 

~ 0.7, Church :S Ie-5. 

As métricas usadas para pontuação dos motivos descobertos já foram publicadas em outros 

estudos (ROTH et ai., 1998; HUGHES et ai. , 2000; CLARKE; GRANEK, 2003). Usamos as 

pontuações calculadas por estas métricas para os testes estatísticos contra grupos controle, que 

são as pontuações resultantes de seqüências selecionadas randomicamente. O teste estatístico 

não paramétrico Kolmogorov-Smimov é aplicado para testar se a distribuição dos valores de cada 

métrica é igual entre os motivos encontrados em grupos de genes escolhidos randomicamente e 
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grupos de genes que compartilham alguma propriedade biológica em comum. 

Os conjuntos de motivos significativamente diferentes dos motivos descobertos de grupos 

randômicos são filtrados pelos valores das pontuações, considerando apenas os motivos mais 

relevantes para outras análises . Os motivos representados por PWMs que atenderam às condições 

do filtro são alinhados conh·a todas as seqüências descritas na base TRANSFAC que representam 

sítios de ligação de fatores de transcrição de D. melanogater. Em geral, somente os motivos com 

pelo menos 80% de similaridade com sítios contidos na base TRANSFAC foram considerados, 

mas este valor pode ser alterado para buscas menos conservadoras. 

O pipeline FindMotif gera três arquivos de saída: (1) um arqmvo contendo todas as 

seqüências em fo1mato fasta referentes aos genes listados no arquivo de entrada; (2) um arquivo 

com todos os motivos que passaram no filtro em formato específico do módulo TAMO; e (3) um 

arquivo contendo uma tabela com a seqüência consenso dos motivos, pontuações e sítio similar 

encontrado no TRANSFAC. Um esquema ilustrando o fluxo de traballlo do pipehne FindMotif 

está ~presentado na Figura 2.1 . 

2.1.4 Análise dos resultados de seqüenciamento 

Os resultados gerados pelo seqüenciamento dos fragmentos de cDNA àe Amdsx e de DNA 

genômico dos três genes (ache2, or83b, mrjp) em sete espécies de abelhas foram analisados e 

reunidos pelo programa Egene (DURHAM et al., 2005). Egene é um sistema de geração de 

pipelines para análise automatizada de seqüências, que integra diferentes programas, tais como 

PHRED, PHRAP, CAP3 e BLAST (ver referências na Tabela 2.1). O diagrama de fluxo de 

trabalho dos módulos do pipeline usado neste estudo está ilustrado na Figura 2.2. 

2.1.5 Análise computacional de genes conservados na determinação do 
sexo entre D. melanogaster e A. mellifera 

Seleção e anotação dos genes de determinação do sexo 

Uma lista de 29 genes anotados para determinação do sexo (GO:0007530) e diferenciação do 

sexo (GO:0007548) em D. melanogaster foi recuperada da base Gene Ontology (GO), excluindo

se as seqüências redundantes (UniProt e isoformas). As seqüências de proteínas destes 29 



����������	�
������
�����	 ��

��	����������	

�����������	

����	��
�����	

�������������
����

��
�������
��������� !�
""�# !�
$$%

"�	
�&��������'�	
(�	���������	

����)�	����������	

(�*��+

�!,-�!
.//..!�!�/.

 ���0�����	����
���	

��+�'��1��	����������	1
�	��
��
�����2�������������
�����2���3������������'�
�����2���4������������'�

!��������������'�
5����0��
�6

.�	����	���3	��
�

���������',$�����'
�/7�8�
��	����� 9�116:�

�'��;<�

,#������	����
�	����=1�1�>
�/ 
!2�
2
��!/?!
�7! 

�����
�	

#�����
�/ � !2�
2� ��!/?!

 ��������������������	�;<�
(�	���������	
��������	�
�	

.�/7$#/!
�/$ /�

���������
/�+�'�	����	�3��

�����'�	

�������-�����

$�+@�
��	

=�������-���	��

.�&�������	
���	

�������-����

#����������-� ���������������	
�&������������'�	�
��	��'���	���	�����)�	����������	���	�����	

����	�����������2���	�
��������&�	�����	�+@�
��	���������3��	����9A��BCD�BBEF����5��
���$������6

	�����(�/$. ��7�	���
�	�9�	��������	�����2������	������
��	��'���	�������
��	�������	

5��G���,�H�������3�����AIJ��������������6��/	�	�+K@�
��	����������	���������	���	���	

�����������3��	�������(��L-�(�
B�����4��B�3M��5!/"N�OH�69�9A���	BB+�B����PBB+�B��5//Q�����N�69

(����BR3�5(/(��SA��69�T6��B���B�����	B�BR�5//#�A���NO69�U3���	�BB��	
�B��	�5//�SHHS�69�UA	
�

����	BB
��5//��SH��S69�9A���U�B�	���B�&B���5//VAHOSO69�!���BBBB	�
��BB�B��5//7NS�O�6�

.���	��	�	�+K@�
��	������	�������	�����	����
�������	���	����	�
��W���	����	�+@�
��	���

�����3��	����"����B�����	B�����A��B��BB�X������������������
���	��������������&�	�������

��
����
������������2�������2������9���
����������	��	�����	������
��	��'���	��������	��

���3�����@��
��5��G���,�H6�5!%��Y=.T�������9��OOH6�

/���2������	��Z������	���	�	�+K@�
��	���������3��	���	����P����	�����	�����	���	���	��

��	�����	������	������3��������	�����T6��B��B�����	B������A��B��BBEA����������������	�����

2.1 Métodos computacionais 57 
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"' !formato: tamo formato: fasta formato: dat 

Figura 2.1: Programa para descoberta de motivos conservados nas regiões promotoras dos genes 

genes foram alinhadas contra a base de seqüências de proteínas de A. mell(fera (Officia!SeLpep) 

usando BLASTP. Neste caso, somente os alinhamentos muito conservados foram considerados 

(E :S: 1 e-18 e no mímino 40% de identidade). As seqüências do gene dsx de outros insetos 

foram extraídas do GenBank: Bactrocera oleae (CAD67987), Anastrepha obliqua (AAY25 l 67), 

B. mori (BAB13472), D. melanogaster (AAF54169), Megaselia scalaris (AAK38832), Musca 

domestica (AAR238 l3), Anopheles gambiae (AAX48939), Ceratitis capitata (AAN63597). 

Todas as seqüências muito similares ao dsx encontradas nos dois conjuntos de seqüências de 

proteínas de D. melanogaster e A. mellifera foram identificadas por um método baseado na 

reciprocidade de melhor alinhamento, incluindo todos os genes muito conservados de um mesma 

família gênica (E~ le-18) (CHERVITZ et ai., 1998). 

Alinhamentos múltiplos das seqüências de proteínas dos ortólogos de dsx nos insetos e 

dos genes da mesma família de dsx em D. melanogaster e A. mellifera foram gerados pelo 
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Pipeline para análise automatizada de seqüências (Sistema EGENE) 
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58 

Figura 2.2: Esquema do programa Egene para o processamento dos resultados de 
seqüenciamento (DURHAM et ai., 2005). 

CLUSTALW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) com os valores defàult de parâmetros 

(gap opening = l O; gap extension penalty = O, l ). A filogenja dos genes da família dsx foi inferida 

pelo PHYLIP v3 .64 (FELSENSTEIN, 1989). SEQBOOT foi usado para gerar 1000 replicações 

de bootstrap. PROTDIST gerou matrizes de distância a partir da matriz de substituição PAM 

(DAYHOFF, 1979). As árvores de neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987) foram geradas pelo 

NEIGHBOR e CONSENSE gerou uma árvore consenso. 

Os domínios de proteína conservados na família do gene dsx foram procurados na base de 

dados Pfam (SONNHAMMER et ai. , 1998). O programa HMMER foi usado para localizar dois 

domínios bem conservados (E :=:; le-10) entre estes genes, DM DNA-binding domain (PfamlD: 

PF00751) e DMRTA motif(PfamID: PF03474). 

O cDNA de vitelogenina de A. mellifera (Amvg ) foi clonado e seqüenciado em estudo 

anterior (PIULACHS et ai., 2003). A seqüência do gene Amvg foi recuperada do GenBank 

(NM_00 1 O 11578) e alinhada (BLASTN) com todas as seqüências de nucleotídeos das proteínas 

preditas do genoma de abelha (OfficialSeLcds). Uma única seqüência foi identificada na base 

OfficialSeLcds (OB13999-RA). O gene Amvg é, p01ianto, identificado como OB13999. O gene 

Bmvg foi identificado pelo alinhamento da seqüência de proteína de Amvg contra a base nr 

do GenBank (NP .... 001037309; E :=:; 9e-l 18). A seqüência do gene yp-1 de D. melanogaster 

foi identificada experimentalmente (HUNG; WENSINK, 1981) e está disponível no Flybase 

(CG2985). Os genes de vitelogenina de B. mori e A. mellifera são homólogos e bem conservados 

enquanto o yp-1 é um análogo das VGs e não teve a mesma origem evolutiva. 
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Análise das regiões promotoras dos genes de determinação do sexo 

As análises das regiões promotoras de genes envolvidos na detenninação do sexo foram 

conduzidas por duas abordagens diferentes: (1) localizar os sítios de ligação para os três fatores 

de transcrição (DSX, BZIP-1, AEF-1) conhecidos como reguladores importantes na expressão 

sexo e tecido-específica em insetos; (2) descobrir motivos conservados entre genes co-regulados 

e ortólogos entre A. me//ifera e D. me/anogaster. Na primeira abordagem, os motivos DSX, 

BZIP-1 e AEF-1 coITespondentes a cada fator de transc1ição são representados por PWMs 

geradas a partir do alinhamento dos respectivos sítios de ligação descritos na literatura (FALB; 

MANIATIS, 1992; AN; WENSINK, 1995b). Na segunda abordagein, assumin1os a hipótese 

de que os dois genes tem1inais da via de dete1minação do sexo (dsx e ix) são co-regulados em 

Drosophi/a e Apis e um motivo conservado entre estes ortólogos potencialmente co-regulados foi 

descoberto pelo programa PhyloCon (WANG; STORMO, 2003) e apresenta uma similaridade de 

pelo menos 70% com o sítios GAGA descrito no TRANSFAC (WINGENDER et ai., 2000). Este 

motivo foi denominado GAGA-DIX. 

Todas as análises relativas aos motivos foram desenvolvidas por programas escritos em 

Python, utilizando principalmente o módulo TAMO (GORDON et ai., 2005) como base para a 

constmção das PWMs e alinhamentos destas matrizes contra seqüências das regiões promotoras 

dos genes de interesse. Em geral, os sítios com pelo 111enos 60% de similaridade aos motivos 

descritos pelas PWMs são considerados neste estudo, entretanto, alguns sítios com até 50% de 

similaridade também foram incluídos nas análises. A distribuição de três motivos (GAGA-DIX, 

DSX, BZIP-1) nas regiões promotoras de todos os genes preditos no genoma de A. mellifera e 

D. melanogaster foi calculada a partir de alinhamentos com similaridade de pelo menos 60%. 

O viés de posição destes três motivos foi investigado a partir de comparações da distribuição 

de ocon-ência de sítios dos motivos canônicos (GAGA-DIX, DSX, BZIP-1) e dos motivos 

embaralhados (shuffied) com uma distribuição unifo1me. Os motivos embaralhados derivaram 

de cada um dos motivos canônicos a partir do embaralhamento aleatório da informação de cada 

sítio ( coluna da PWM). Foram gerados 5 motivos embaralhados para cada motivo canônico 

e as ocorrências destes 5 motivos são as bases de dados utilizadas para os testes estatísticos 

contra uma distribuição uniforme. Os testes de Kolmogorov-Smimov foram conduzidos sob 

a hipótese nula de que motivos espúrios e sem função biológica apresentam uma distribuição 
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aproximadamente unifo1me ao longo das seqüências genômicas. A distribuição dos motivos 
canônicos e embaralhados foi comparada com uma distribuição unifonne teórica. 

Os potenciais genes-alvo do fator GAGA foram identificados pelo alinhamento do mo
tivo GAGA-DIX contra l000pb das regiões promotoras de todos os genes preditos (Amel
PromDB). Os genes potencialmente regulados de maneira sexo-específica foram identificados 
pela ocoITência de dois motivos, DSX e BZIP-1, sobrepostos em pelo menos um sítio, localizados 
até 600pb das regiões promotoras dos genes de abelha . As duas listas de genes-alvo (GAGA-D IX 
e DSX/BZIP-1) foram usadas para determinar o perfil funcional dos genes regulados pelo fator 
de transcrição GAGA e pelo complexo DSX/BZIP-1, através da atribuição de anotação funcional 
com base nos te1111os GO para os 01iólogos recíprocos em D. melanogaster. As anotações 
funcionais foram recuperadas pelo programa FatiGO (AL-SHAHROUR; DIAZ-URIARTE; 
DOPAZO, 2004). 

2.1.6 Análise computacional de genes relacionados à determinação de 
casta em A. mellifera 

Seleção e anotação de ESTs diferencia lmente expressos no desenvolvimento de castas em A. 
mellifera 

As análises partiram de 164 ESTs recuperadas do GenBank (BG 1 O 1532-BG 1 O 1697) geradas 
por experimentos de SSH (EVANS; WHEELER, 1999). Estás ESTs foram posterionnente 
validadas por análises de macroari-anjos (EVANS; WHEELER, 2001), que identificaram três 
principais grupos de genes: (1) genes super-expressos em larva jovem; (2) genes super-expressos 
no último instar larval de rainha; e (3) genes super-expressos no último instar larval de operária. 
O grupo 1 de ESTs foi excluído da análise porque se refere às diferenças entre larva no início do 
desenvolvimento (casta ainda indefinida) e larva no final do desenvolvimento (casta já definida). 
O grupo 2 de ESTs de rainha (82) foi expandido pela inclusão de uma seqüência de cDNA 
(AY601642) gerada por DDRT-PCR (CORONA; ESTRADA; ZURITA, 1999). Ao grupo 3 de 
ESTs de operária ( 40) foram incluídas mais 7 ESTs (BG 149167-BG 149173) geradas por DDRT
PCR em desenvolvimento de ovários (HEPPERLE; HARTFELDER, 2001). 

As seqüências de EST foram alinhadas contra o genoma de abelha (Amel3 .0) e os conjuntos 
de genes preditos (O:fficialSeLcds) usando o programa BLASTN. As seqüências genômicas 
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(sca.ffo/ds) e de genes preditos identificadas pelo BLAST foram recuperadas para anotação 

manual. Sete ESTs de rainha não alinharam com nenhuma região do genoma seqüenciado e 

foram retiradas da análise. As ESTs de castas diferentes que representavam o mesmo gene 

também foram excluidas da análise. Algumas ESTs alinharam na região de um mesmo gene 

e foram agrupadas com representantes deste. Para as ESTs não identificadas nas seqüências 

de genes preditos (OfficialSeLcds) buscou-se por seqüências codificadoras nas adjacências da 

região genômica onde a EST foi mapeada, principalmente à montante (5') da EST, já que 

estas bibliotecas apresentam um viés de oconência na região 3 '-UTR que não está contida nas 

seqüências de genes preditos. Este procedimento resultou na identificação de um conjunto de 51 

genes diferencialmente expressos em larvas de rainha (34 genes) e operária (17 genes). 

As seqüências de proteínas do OfficialSet foram alinhadas contra o genoma (Amel3.0) 

usando TBLASTN para anotação das coordenadas destas proteínas no genoma. As ESTs também 

foram usadas para coneções dos genes preditos quando necessário e, subseqüentemente, todas as 

seqüências de proteínas anotadas foram alinhadas com BLASTP contra as bases não redundantes 

(nr) do GenBank e proteínas anotadas do Flybase. A anotação manual de cada gene foi conduzida 

com o programa Artemis v7.0. O arquivo final de anotação incluindo todos genes foi gerado no 

formato GFF (http://www.sanger.ac.uk/Software/formats/GFF/) por um script escrito em Python. 

Todos os 51 genes anotados em A. mellifera foram submetidos à análise de melhor 

alinhamento recíproco com a base de proteínas anotadas de D. melanogaster, identificando os 

genes ortólogos entre estas duas espécies. A anotação funcional destes genes foi feita a partir 

dos nomes dos ortólogos em Drosophila e suas atribuições a tem1os GO de processos biológicos 

e funções moleculares. O programa FatiGO disponível na web foi utilizado para recuperar as 

anotações funcionais ( em nível 3) atribuídas aos genes de Drosophila. Além disso, as definições 

de dois novos tem1os GO na ontologia Processo Biológico foram coordenadas juntamente com 

o consórcio GO (ASHBURNER et al., 2000). São eles: desenvolvimento de casta e polifenismo 

(GO:0048651 e GO:0048650, respectivamente). Os domínios de proteínas conservados foram 

identificados pela busca de padrões similares a todos os modelos HMM contidos na base Pfam 

usando o programa HMMER (E-value :S 1 e-1 O). 



����������	�
�����
������	 ��

��	
����������������	�
��	������	���	�������	����������	��������	��������
��������
�����		�	����
�	��	

���������	
����������������	�
��	������	���	�������	����������	���	����	�
������	���

����	�����
������	�
����	�
�	��	��������	���
������	����	�	�
������	�
�����	��������	


�������	�� �!�����	�
����	����	�����	��"���	���������		#���������
������	���	�
�	��	� $%&'()

*+$$,$-�� �..���!��� �!�����	�
���������#��/0�
��	����������	�	����1����	�������2�3�2�24���	2���

��	������������������	���
������	�������	� ����!��������5�� 67�8.9���67:����;��67�<8;.�

67�=9<;��67��.=9���67�;�=�!����������>���� 67�.;�<��67��89���67���8<��67�.=�;�

67�<..���67�=9/;!��&	���	���	��	��������	�������	�������	�����������������������?�22��

@�������� ����	�A#������!����	������������	
������������������	�	���B�����	������	��������#�

������������	�����	��������5����C���������	�	���B�����	������	��������#��������������	�����	

�������>����

����9� &�>��	�� 
�����
������ ��	�����	� �2�2D���
2E���� �2F;8����2GB2FH���

����5�	

&I�	�A#�����	�IJK�
��	���	���"���	������	�	��������	��L���
�	

&�����������	�	�IJK�
��	���	�����	�	���	���	���>��	�	��������	���������	���������������B


���	���	�IJ��
����	���	����	���	� ����	�A#���!��&����	�	�IJ��
��	�����-M����	��	��
��	���

&�������������
������	����6��7��N����	�#������	������	����4��������8�

4��������8��(�IJK�
�����	��-M����
������	����6
�7��N�������#������
���

$	��
��
H���
�����

+�
�20�2E�

O���
����P��

O�
��0���

�=�
���2"�

Q�
����4�

&�
������

&����	���

&�@����

6���

�����
������

��J�8
������=

���R�/

��S��

T�����9

�P�I�8

����8

6��7��N
&U�9</8<

&U8<�9/;
&U��8���./

&U/8�8�;

&U8<�9/9
&U98�����

&U;��=<�
&U��8��.�

&U��8��.9

-����K�
��

 (V����������../!
 (V����������../!

 &,7$-4W%&����������../!

��

 (V����������../!

 &,7$-4W�&� ���������../!

 (V����������../!

 &,7$-4W%&� ���������../!

 &,7$-4W%&� ���������../!

W������2���BG���0�2���22E��2E�
2��	��� 2GB�2E!���	����	��
��	��������5�	��	���	�"�����
������

���6��7��N����	�>�����	����������4��������=�

2.1 Métodos computacionais 62 

Descoberta de motivos conservados nas regiões promotoras de genes diferencialmente 
expressos em castas 

Para a descoberta de motivos conservados nas regiões promotoras dos dois conjuntos de 

genes relacionados com as castas, foram selecionados dois subconjuntos com base em dois 

critérios: (1) genes com os mais altos níveis de expressão diferencial nas duas castas (EVANS; 

WHEELER, 2001) e (2) genes com a região 5' conservada em seus ortólogos de D. melanogaster. 

Desta maneira, foram selecionados 6 genes (top6) de rainha (OB13072, GBl 1628, GB19380, 

OB14798, GB16047 e OB18242) e de operária (OB10869, OB12371, OB12239, OB10428, 

GBl 9006, GB 14758). As duas listas de genes foram submetidas independentemente ao pipeline 

FindMotif (ver seção 2.1 ), resultando na descoberta de 2 motivos super-representados na região 

promotora dos genes de rainha e 12 motivos super-representados na região promotora dos genes 

de operária. 

2.1.7 Análise computacional dos genes mrJp, ache2, or83b e lw-rh em 
abelhas 

Aquisição de seqüências disponíveis em bases de dados públicas 

A maioria das seqüências dos genes usados nas análises de taxas evolutivas foram identifi

cadas e seqüenciadas neste estudos (ver seção 2). Algumas seqüencias de MRJP das espécies de 

Apini foram recuperadas do GenBank e estão apresentadas na Tabela 2.3. 

Tabela 2.3: Seqüência das MRJP recuperadas do GenBank. np, não publicado 

Espécie Gene GenBank Referência 
A.cerana mrjpl AY279539 (SU et ai. , 2005) 
A.cerana 1111jp2 AY392758 (SU et ai., 2005) 
A.cerana 1111jp3 AY663105 (ALBERTOVA et ai. , 2005) 
A.cerana ,mjp4 AY532368 np 
A.cerana 1111jp5 AY392757 (SU et ai., 2005) 
A.cerana 1111jp6 AY732221 (ALBERTOVA et ai., 2005) 
A.cerana 1111jp 7 AY862496 (SU et ai. , 2005) 
A.dorso/a 1111jp3 AY663106 (ALBERTOVA et ai., 2005) 
A.florea 1111jp3 AY663107 (ALBERTOVA et ai., 2005) 

O gene long-wavelength rhodopsin (/w-rh) das 6 espécies de abelhas estudas foi recuperado 

do GenBank e está apresentado na Tabela 2.4. 
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Tabela 2.4: Seqüência de lw-rh das 6 espécies de abelhas recuperadas do GenBank. np, não 
publicado 

Espécie 
A.cerana 
A.dorsata 
Aflorec1 
kfelipona sp. 
B.terrestris 
E.nigrita 

GenBank Referência 
AB091502 np 
AF091733 (MARDULYN; CAMERON, 1999) 
AB091500 np 
AF344607 (ASCHER; DANFORTH; n, 2001) 
AF091722 (MARDULYN; CAMERON, 1999) 
AJ581732 (MICHEL-SALZAT; CAMERON; OLIVEIRA, 2004) 

Alinhamento das seqüências de nucleotídeos, cálculo de taxas evolutivas e tempo de 
divergência 

As seqüências de nucleotídeos foram alinhadas usando o alinhamento de aminoácidos como 

referência para manter as posições dos sítios de códons alinhadas. O programa clustalw foi usado 

para o alinhamento múltiplo das seqüencias de aminoácidos e o alinhamento das seqüências de 

nucleotídeos foi conduzido com o programa T-coffee usando o alinhamento de aminoácidos. 

Os cálculos de substituição sinônima (Ks) e não sinônima (K11 ) foram conduzidos pelo 

programa DNAsp. As árvores filogenéticas reconstruídas pelos métodos de neighbor-joining 

usando o modelo de substituição de nucleotídeo maximum composite likelihood e máxima 

parcimônia foram feitas com o programa MEGA3 .1, e as árvores de máxima verossimilhança 

foram feitas com o Tree-puzzle, usando o modelo de substituição de Tamura-Nei (TAMURA; 

NEI, 1993 ). E. nigrita foi considerada como grupo externo. Os testes de neutralidade e de taxa 

relativa de mutações foram realizados com o programa DNAsp e MEGA3 .1, respectivamente. 

O tempo de divergência entre as espécies de abelhas foi estimado por uma função linear 

aproximada por regressão linear a partir do Ks médio estiméldo pela comparação dos três genes 

(ache2, or83b e lw-rh) de A. mellifera e Melipona e do registro fóssil de um meliponini (EN GEL, 

2000, 200 l ). O tempo de divergência entre as espécies foi, então, calculado a paitir desta equação 

usando Ks como vaiiável de entrada. A taxa de evolução absoluta foi calculada como já descrito 

na literatura (KIMURA, 1980). 

As árvores filogenéticas de tempo de divergência das espécies de abelhas e das duplicações 

dos parálogos de A. mellifera foram primeiramente reconstruídas por neighbor-joining (1000 

replicações), considerando somente o terceiro sítio do códon, usando o modelo de substituição 
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de nucleotídeo de Nei e Gojobori (1986) com correção de Jukes e Cantor ( 1969). Estas árvores 

foram, então, linearizadas pelo algoritmo implementado no programa MEGA, usando a taxa 

evolutiva absoluta V5 e E. nigrita como grupo externo. 

2.1.8 Análises estatísticas 

As análises estatísticas de Kolmogorov-Smimov, chi-quadrado, regressão linear e MANOVA 

foram realizadas durante estes estudos, utilizando principalmente o programa R. 

2.2 Material Biológico 

2.2.1 Coleta de embriões e tecidos de macho e fêmea para análise de genes 
de determinação do sexo em A. mellifera 

Os embriões e tecidos de abelhas adultas foram coletados a partir de duas colônias (num. 

52 e 37) de abelhas africanizadas (A. mell(fera) instaladas no apiário da Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto (USP, Ribeirão Preto). A coleta dos embriões foi realizada em sete fases 

(O, 12, 24, 36, 48, 60 e 72hs) do desenvolvimento embrionário de macho e fêmea de A. 

me!lifera. Cada fase do período embrionário foi representada por uma amostra de l 00 embriões 

oriundos de duas colônias. Dois zangões recém-nascidos e quatro rainJias recém-nascidas 

forneceram as amostras de tecidos . A carcaça abdominal dos zangões foi separada do aparelho 

reprodutor e sistema digestivo e é composta do tegumento e corpo gorduroso. Os ovários e corpo 

gorduroso de cada rainha foram cuidadosamente retirados da cavidade abdominal com auxílio 

de Estereomicroscópio (Leica) e instrumentos adequados para dissecção. Os embriões e tecidos 

foram armazenados a -70oC em criotubos de 2ml contendo Trizol (Gibco) para posterior extração 

de RNA total. 

2.2.2 Coleta de espécies de abelhas com corbícula para estudos de taxas 
evolutivas 

As abelhas fêmeas de 7 espécies representantes das 4 tribos da família Apidae e subfamília 

Apinae foram coletadas em diferentes localidades como descreve a Tabela 2.5 . As amostras 
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foram preservadas em etanol 70% a -20°C até o momento da extração de DNA genômico de três 

abelhas de cada espécie. 

Tabela 2.5: Espécies de abelhas utilizadas no estudo de taxas evolutivas. (a) amostras fornecidas 
por Dr. Denis Anderson, CSIRO-Entomology, Aush·ália. (b) amostras fornecidas por Profa. Dra. 
Zilá Luz Paulino Simões. (c) amostras fornecidas por Prof. Dr. Marco Antônio Del Lama, 
UFSCar, Brasil. 

Espécie 
Apis mellifera 
Apis cerana (a) 
Apis dorsata (a) 
Apisflorea (a) 
Melipona quadrifasciata (b) 
Bambus terrestris 
Eulaema nigrita (c) 

Tribo 
Apini 
Apini 
Apini 
Apini 
Meliponini 
Bombini 
Euglossini 

Modo de vida Local 
Eusocial 
Eusocial 
Eusocial 
Eusocial 
Eusocial 
Semi-social 
Solitá1io 

Canbena, Austrália 
Malinau, Boméo 
Filipinas 
Banglore, Índia 
São Paulo, Brasil 
Tasmânia, Austrália 
São Paulo, Brasil 

2.3 Manipulação de ácidos nucléicos e técnicas de biologia 
molecular 

2.3.1 Extração de RNA total 

Amostras de embriões (O-72hs) e tecidos ( carcaça de zangões recém-nascidos e ovários 

e corpo gorduroso de rainhas recém-nascidas) foram guardadas em Trizol (Gibco) a -70°C. 

O RNA total de cada amostra foi extraído utilizando o protocolo de Trizol, de acordo com 

as especificações dos fabiicantes. Para inibir a ação de RNAses e evitar a degradação do 

RNA, as amostras foram suspensas em água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) O, 1 % (v/v) 

e, em seguida, incubadas em presença de 3 unidades de DNAse I por 30 min a 37ºC para 

eliminar uma possível contaminação com DNA. A concentração do RNA foi estimada com um 

espectrofotômetro a um comprimento de onda de 260 nrn. 

2.3.2 Extração de DNA genômico 

O DNA genômico de cada uma das sete espécies de abelhas (ver Tabela 2.5) foi extraído a 

partir do tórax de três representantes de cada espécie. A extração de DNA foi feita com DNA 
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Purification Kit (QIAGEN), seguindo o protocolo especificado pelo fabricante. Para os ensaios 

de amplificação por PCR, foram usadas soluções de DNA de O, 1 µ gl µ l. 

2.3.3 Construção dos estoques de cDNA por transcrição reversa seguida 
por PCR (RT-PCR) 

Moléculas de cDNA foram sintetizadas a partir de 0,5-5µg de RNA total de cada amostra 

de embriões e tecidos. O protocolo é dividido em 2 etapas: 

Tratamento do RNA com DNAse Para eliminar eventual contaminação com DNA, uma 

solução contendo o RNA total e DNAse I é preparada a partir de 0,5- 5µg de RNA em água com 

DEPC e DNAse I diluída 1 0x. A solução é incubada a 37ºC por 40 min. Em seguida, a DNAase 

I é inativada a 70°C por 15 min e finalmente mantida em gelo. 

Transcrição reversa (RT) A reação de transc1ição reversa sintetiza uma fita de DNA 

complementar (cDNA) a partir de uma fita de RNA. Os estoques ou bibliotecas de cDNA 

conshuídos a partir das moléculas de RNA mensageiro representadas em uma amostra são muito 

mais estáveis para manipulação em experimentos de amplificação por PCR. Para esta reação foi 

usado o kit SuperScript li Reverse Transcriptase (Invitrogen). 

A reação é realizada em 3 etapas: (1) 0,5-5µg de RNA total tratado com DNAase I, 

500µg/µl Oligo(dt)12- 1s e l0mM de cada dNTP, incubando a 65°C por 5 mine, em seguida, 

colocado em gelo; (2) acrescentar a mistura First Strand Buffer 5x , 1 00mM de DTT e 40 

unidades/µ) de RNAse Out, incubando a 42°C por 2 mine, em seguida, colocar em gelo; (3) 

finalmente, acrescentar SuperScript 11 Reverse Transcriptase e deixar a 42ºC por 50 min, a 70ºC 

por 15 mine, então, pode ser armazenada a -20ºC para posterior utilização em PCR. 

2.3.4 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

As amplificações de fragmentos de cDNA e DNA genômico foram realizadas de acordo com 

protocolos já publicados (MULLIS; FALOONA, 1987), mas com algumas adaptações. 
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PCR de fragmentos de cDNA em amostras de embriões e tecidos 

As reações oc01Teram em volume final de 25~LI contendo 10µ1 de Master núx (Eppendorf), 

lµl de cada iniciador (l0pmoles/µl), 1-2µ1 da solução de cDNA molde e água Milli-Q 

completando o volume final. Os iniciadores utilizados aos pares (forward e reverse) estão 

relacionadas na Tabela 2.6. A mistura de reação foi submetida a PCR na seguinte condição: 

40 ciclos, desnaturação (95°C por 30 s), annealing1 (60°C por 2 min) e polimerização (72°C por 

30 s). Finalizados os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensão final a 72ºC por 5 minutos. 

PCR de fragmentos de DNA genômico em amostras de espécies de abelhas 

As reações ocoITeram em volume final de 50µ I contendo 5µ l de tampão l 0x concentrado 

(200nM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 mM EDTA, lmM DTT, 50% glicerol), 5µ1 de MgCh (50mM), 

2µ1 de dNTP mix (l0mM), lµI de tampão Taq DNA polimerase (5unidades/µl), lµl de cada 

iniciador (l0pmoles/µl), lµl de solução de DNA genômico como molde e 34µ1 de água Milli

Q. Os iniciadores utilizados aos pares (forward e reverse) estão relacionadas na Tabela 2.7. 

As misturas de reação contendo combinações de iniciadores diferentes e como DNA molde 

de espécies diferentes foram submetidas a PCRs com diferentes condições de temperatura na 

etapa de anneahng: 40 ciclos, denaturação (96°C por 1 min), annealing (55-65ºC por 1 min) e 

polimerização (72°C 2 min). Após os 40 ciclos, uma etapa final de extensão dos fragmentos foi 

feita a 72ºC por 5 minutos. 

Eletroforese em gel de agarose para fracionamento de moléculas de DNA 

O produto da PCR foi carregado com tampão DNA loading (Ficoll 400 15%, azul de 

bromofenol 0,25% e xileno cianol 0,25%) em gel de agarose 1 % (lg de agarose/lO0ml de tampão 

TBE 1 x) contendo 0,5µ.g/ml de Brometo de etídio. A eletroforese ocorreu submersa em tampão 

TBE lx na condição de l 00V. O fracionamento das moléculas de DNA foi visualizado com luz 

ultravioleta (UV 260111,-,). 

1 A capacidade de combinar ácidos nucléicos complementares por um processo de aquecimento e resfriamento. 
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2.3.5 Iniciadores para RT-PCR e PCR em tempo real 

Os iniciadores desenhados para a amplificação específica dos fragmentos dos genes estuda

dos estão listados nas Tabelas 2.6 e 2. 7. 

Tabela 2.6: Iniciadores (ou primers) desenhados para RT-PCR e PCR em tempo real dos genes 
de determinação do sexo. Tm, temperatura de dissociação de uma dupla fita de DNA; F,forward; 
R, reverse. 

Iniciador Orientação Seqüência do iniciador (S' -----. 3 ') Tm (ºC) 
AMDSX-Fl F TGCGAGAAGTGTAAGATCAC 60 
AMDSX-R2 R GTGCTCCAATAGAATTTCCAC 60 
AMDSX-R3 R GCACGACTAGGTTGGGACAT 60 
AMDSX-F4 F ATTTCTTCGGTCCCTCAACC 60 
AMDSX-RS R GCGGCAATTTTCTTGTAGGA 60 
AMIX-Fl F GGTGGTATTGATCAGCCAGA 60 
AMIX-R2 R TGGCATGACAGGTACTGGAA 60 
AMVG-FI F GCAGAATACATGGACGGTGT 60 
AMVG-R2 R GAACAGTCTTCGGAAGCTTG 60 
.RP49-FI F CGTCATATGTTGCCAACTGGT 60 
RP49-R2 R TTGAGCACGTTCAACAATGG 60 

2.3.6 Clonagem 

Preparo de meios de cultura 

Meio LB sólido para placas O meio de cultura LB sólido é utilizado para selecionar bactérias 

que possuem o plasmídeo com fragmento de DNA inserido. O meio LB sólido é feito a partir de 

lüg/1 de Triptona, 5g/l de extrato de levedura, lüg/l de NaCl e 15g/l de Botton agar misturado 

em água destilada e a mistura é esterilizada em auto-cl~.ve. Em uma câmara de fluxo ou capela, 

acrescentar l00mg/ml de Ampicilina e XGAL/lPTG (50mg/ml e 200mg/ml, respectivamente) 

com a mistura ainda líquida a aproximadamente 40°C (mas não superior) . Cada placa de petri 

deve receber um fina camada com uma.distribuição homogênea(~ 50ml). Após a solidificação 

do meio, as placas devem ser guardadas em geladeira preferencialmente protegidas de luz e 

devem ser usadas em um prazo médio de 1 mês para evitar a degradação da Ampilicina e/ou 

XGAL/IPTG. 
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Tabela 2.7: Iniciadores (ou primers) desenhados para PCR dos genes usados nas medidas de 
taxas evolutivas. Tm, temperatura de dissociação de uma dupla fita de DNA; F, forward; R, 
reverse. l - inosina; R - A/G; Y - T/C; W - A/T; S - G/C; M - A/C; K - G/T. 

Iniciador Orientação Seqüência do iniciador (5' -----> 3') Tm (ºC) 
MRJP-Fl F AYIAATGGAAIYWYITIGATTAYRAYTTYG 51 
MRJP-F3 F GGAAATACTTCGATTATAATTTYG 48 
MRJP-R2 R GAAGWCAWTCGWTGRAARGAATYRTCIG 57 
MRJP9-E3-Rl R AGATCAAAGACGACAATCTGCGAAG 56 
ACHE2-F3 F GGTCGTGGAGACGACCAG 55 
ACHE2-F5 F AACACCAACATATCCGAGGACTG 55 
ACHE2-R4 R CCTCGTTCTCGTTGTTACCG 54 
ACHE2-R6 R CTCGTTGTTACCGATCAGTATCTC 56 
ACHE2-R6A R CTCGTTGTTACCGATSAGWATCTC 56 
OR838-F3 F GTCCACCTGGTCCTGATACTGAT 57 
OR83B-F5 F ATACCAAGGTTGATGGTTCGTTC 53 
OR838-F7 F TATGGTGTAGCTTTGCTGCTACATATG 57 
OR83B-R2 R TGCTTGTGICICTCIACCCAGTACTTG 59 
OR83B-R4 R AACGATATGCTTGTGTCTCTCTACC 56 
OR838-R4A R CKMACSAYRTGCTTGTGYCKCTCKACC 63 
OR83B-R8 R CACCATGAAGTAGGTAACCATAGC 56 

Meio para crescimento de bactérias transformadas O LB SOC é usado como meio para 

o crescimento de células, garantindo uma máxima eficiência de transformação. Este meio é 

composto por 0,5% de extrato de levedura, 2% de triptona, l 0mM de NaCl, 2,5mM de KCl, 

1 OmM MgCl2, 20mM MgSO4 e 20nM de glucose. 

Meio LB líquido para crescimento de clones O meio de cultura LB líquido é usado para o 

crescimento dos clones de colônias transformadas contendo o fragmento de DNA. O LB líquido 

segue as mesmas proporções do LB sólido mas sem agar, sendo composto por 1 % de triptona, 

0,5% de extrato de levedura, l0mM de NaCl e Ampilicina 1µ1/ml de LB. 

Purificação de fragmento de DNA a partir de gel de agarose 

Fragmentos de DNA foram recuperados do gel de agarose 1 % com auxílio do QJAquick Gel 

Extraction Kit (QIAGEN). A banda de interesse é recortada do gel e, em seguida, solubilizada 

com solução tampão. A solução contendo DNA e gel é aplicada em uma coluna de filtração que 

retém o DNA; Após algumas lavagens, o DNA purificado é eluído e está pronto para ser usado 

na reação de ligação. 
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Reação de ligação 

Uma alíquota do DNA recuperado do gel de agarose (ver seção 2.3.6) ou do bloco de gel 

(agarose low melting) den-etido a 65°C contendo o fragmento de DNA foi alternativamente 

utilizada para as reações de ligação com 25 ng de vetor pGEM-T easy vector. A reação de 

ligação oc01Teu overnight a 1 0ºC, em solução de ligação contendo 5µ 1 de tampão (2x) indicado 

pelo fabricante, 1µ1 de vetor, 11-,LI de enzima T4 DNA ligase fornecida com o kit e 3µ1 do DNA 

recuperado. O volume final da reação foi l Oµ 1. 

Vetor para clonagem 

Para subclonagem de fragmentos de DNA amplificados por PCR usamos o vetor de alto 

número de cópias pGEM-T Easy Vector (Promega) . Este vetor é preparado pela clivagem com 

EcoR V, adicionando uma timidina em cada uma das extremidades 3' do vetor linearizado. Estas 

timidinas 3' protrusas no sítio de inserção aumentam muito a eficiência de ligação de produtos de 

PCR no plasmídio porque evitam a recirculaiização do vetor e fornecem maior compatibilidade 

com produtos de PCR gerados por alguns tipos de DNA polimerases (Taqs) que freqüentemente 

inserem uma deoxiadenosina na ponta 3' de fragmentos amplificados. O vetor é composto por 

3015 pares de bases, contendo os promotores de RNA polimerase T7 e SP6 flanqueando o sítio 

para clonagens múltiplas que fica dentro da região codificadora do a-peptídeo da enzima /3-
galactosidase. A inativação insercional do a-peptídeo por clonagem pennite a identificação dos 

clones recombinantes por cor ( ex: cor branca = positivo; cor azul = negativo) . 

Transformação de bactéria quimio-competentes 

As células de bacté1ias quimio-competentes (Escherichia coli linhagem JM109) são manti

das em freezer -80°C e devem ser descongeladas em gelo alguns minutos antes (5 min) do início 

do processo de transfo1mação. Com as células descongeladas, acrescenta-se 1 0µl da reação de 

ligação mantendo-as em gelo por mais 30 minutos . O choque térmico deve ser feito a 42°C por 

45-50 segundos e, em seguida, os tubos voltam para o gelo por mais 5 minutos. O SOC é então 

acrescentado (0,8-1 ml) e as bactérias são incubadas a 3 7ºC por 1-2 horas agitando a 240rpm. 

Centrifuga-se os tubos a 3400rpm por 5 minutos e retira-se o excesso de SOC (500-700µ1) , 
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suspende-se cuidadosamente as bactérias no meio e espalha-se o volume nas placas de petri com 

meio LB sólido. As placas são incubadas a 37°C overnight. 

As colônias brancas ( com fragmentos de DNA inseridos no plasmídeo) são selecionadas e 

transferidas para tubos com 5ml de LB + Ampicilina (5µ 115ml de LB). Os clones são incubados 

a 37°C overnight. 

Extração de plasmídeos das bactérias (MiniPrep) 

Os plasmídeos contendo insertos de DNA foram extraídos dos clones de coloração branca 

crescidos em meio LB + AMP, e purificados com auxílio do kit Q!Aprep Spin lvliniprep. As 

soluções contendo apenas os plasmídeos foram armazenas a -20°C. 

Digestão de plasmídeo com enzima de restrição 

Os plasmídeos extraídos das bactérias foram submetidos à digestão com enzima de restrição 

que permite verificar se o inserto tem o tamanho esperado. A reação de digestão foi feita em 

volume final de 28µ1 contendo 3µ1 de DNA plasmidial, 0,5µ1 da enzima Notl, 2,5µ1 de JOx 

buffer O e 22µ 1 água Milli-Q. A solução foi incubada a 37°C por 1 hora. O resultado da digestão 

foi verificado em gel de agarose I %. 

2.3.7 Seqüenciamento de DNA 

Para determinação da seqüência de resíduos de nucleotídeos em DNA foi utilizado um 

protocolo adaptado a partir do original descrito por Sanger e col. (SANGER; NICKLEN; 

COULSON, 1977). As reações de seqüenciamento foram preparadas utilizando o reagente 

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.J (Applied Biosystems) numa reação 

com volume final de 10 µl contendo 2 µl de BigDye, 1 µl de iniciador (Ml3-F ou Ml3-R) a 10 

pmoles/µl e lµl de DNA plasmidial (200-500ng/µl), 2µ1 de tampão 2,5x e 3µ1 de água Milli-Q. 

As reações foram incubadas por 1 minuto a 95ºC e submetidas a 35 ciclos com denaturação a 

95º C por 10 segundos, anelamento a 50ºC por 5 segundos, e extensão a 60º C por 4 minutos em 

termociclador (GeneAmp PCR System 9700). 



���������	
��������������	�
���������������������
�����
��	
�� ��

������������������������������������������������� �!������������� �������

������ ��"�
#
������	����

�$% �&��
����������������������� ��'�& ����(""��
��������


���
	���������	���!��!����������)��������	����������	��������(&����	���*���������	��

��������������������!���������(�"""�+������"����	�� ���,-.��/�������������!�����������

����	�����	0����������������)��������	�����������
�����)������1���������������""

�
��������(��"2�����������	�������������	���*���������	������������������	$����)�

������!��������(&"""�+�����3����	�� ���,-.��/�������������!����������������
�)�������

����(��"2�!������������4�����	��� �������!����$�����	������"�+����������	�� ���+����

�������
������+����)����������"����	�� ��������$�����	������������������������/

���������������!���
	��
�#������������!�����������5�6���
����7��8�����9�����)���

���������������	�������'75�:���5����5"�6���
����7��8�����9����	#����	�����	�)���

�������������������������������������������

����; %	����!��������
���)�����:.<������������


.����=���)���������	����	����!��������
���)�������������������������������������

 ,���+ � ,5�5+�����)� �����������:.<������������
�!������#����/�����
��������	

������	��)����
>��������!��?�����!����������,@�6A��7��BC��1,,(�(;@9 ��������������

��������D����������)��������������������������!������������������������)
)�������

������ ��	���������������	��������
�������
������	�����6��5�5#� ���5�$�������E

���������������	�
���������F	���������
9��/��������������
��������>����������	���

���
��������>���G�(&"��������!���?�����������
�!���������+��������������������H�����

�����������!����������	�����C� ,5���+ ����IJ$:,������IJ$<&E� ,5�� ���KJ$1K�����KJ$

<�E� ,5�)� ���LA$1K�����LA$<�E���,@ �<:,@$1�
���<:,@$<����������?�������������������

�����
�����������M���
����3�

��:.<��	��������)��!�����	#�������������������
�!������I�7
NA�����:.<������5��

�O,>�6���
����7��8�����9���������
�!����H���!���������������������	��������<��5�����

:.<�P��55���75�8�5�5����&""�����������������
�D��������������������������������6"$

��>�9���������6��<. �1.A �1/L9�����	����
�
�������� �
�
����������������� �("�
���

IQ7<A�����:6C�N�R,�+5��������6���
����7��8�����9���;��
������	����

�$%����	���������*������

������
�D�������������	�������!��	����C�,"����
� ������	�����6@&-.����(&�9 � ,���5���

2.3 Manipulação de ácidos nucléicos e técnicas de biologia molecular 72 

Após a reação de seqüenciamento e precipitação do DNA, foram adicionados, a cada 

amostra, 30 ~t I de água Milli-Q, 5 µ 1 de acetato de potássio 3M, pH 5,2 e 100 µ 1 de etanol 

absoluto. A mistura foi feita por inversão seguida de incubação por 15 minutos à temperatura 

ambiente e de centrifugação a 12000 xg por 30 minutos, a 4º C. O sobrenadante foi descartado 

e seu resquício retirado por inversão do tubo sobre papel absorvente. Foram adicionados 200 

µ 1 de etanol 70% e após incubação por 2 minutos à temperatura ambiente procedeu-se nova 

centrifugação a 15000 xg por 6 minutos, a 4º C. O sobrenadante foi descartado e a lavagem com 

etanol 70% foi repetida. Em seguida, centrifuga-se o tubo a 720 xg por 3 minutos, o excesso 

de etanol é _deixado evç1porar por 30 minutos, mantendo-se o tubo aberto sobre a bancada. O 

DNA precipitado foi solubilizado em tampão formamida hidi (Applied Biosystems) e enviado 

ao seqüenciador automático ABI Prism 310 (Applied Biosystems) produzindo um arquivo de 

cromotograma para cada reação de seqüenciamento. 

2.3.8 Quantificação relativa por PCR em tempo real 

Com o objetivo de obter uma quantificação relativa mais precisa dos transcritos dos genes 

Amdsx, Amix e Amvg, o ensaio de PCR em tempo real foi otimizado. O controle interno ou 

constitutivo escolhido como referência foi o gene rp49 (GenBank: AF44 l l 89), por apresentar 

o menor coeficiente de variação entre amostras de diferentes estágios de desenvolvimento e 

tecidos, quando comparado com outros controles normalmente usados (actina, e(f2-a e tbp; 

dados ainda não publicados por Lourenço et ai). Os iniciadores foram desenhados para que os 

amplicons tenham ~ l 50pb e a eficiência de amplificação próxima de 2. As combinações de 

iniciadores foram as seguintes: Amdsx, AMDSX-P4 e AMDSX-R5; Amix, AMIX-Fl e AMIX

R2; Amvg, AMVG-Fl e AMVG-R2; rp49, RP49-Fl e RP49-R2. As seqüências dos iniciadores 

estão listadas na Tabela 2.6. 

A PCR quantitativa foi conduzida em tampão de amplificação SYBRGreen PCR Master 

Mix (Applied Biosystems) e as amplificações foram detectadas com o equipamento Real Time 

PCR Applied Biosystems 7500. A reação de amplificação para cada estágio embrionário (0-

72hs) e tecido (MARC, FCG, FOV) ocorreu em lµl de cDNA, lµl de cada iniciador, 10µ1 de 

SYBRGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 8 µl de água Milli-Q e submetidas à reação 

de amplificação com a seguinte configuração: 40 ciclos, denaturação (95°C por 15s), Anneling 
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(60°C por 60s). O modelo usado para o cálculo de quantificação relativa foi o da aproximação 

por 2- 66º (PFAFFL, 2001). 
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3 Resultados e Discussão 

_ 3.1 Análise comparativa dos genes conservados de determinação 
do sexo entre A. mellifera e D. melanogaster 

Uma comparação dos genes mais conservados da via de determinação do sexo entre a mosca

de-fruta, D. melanogaster, e a abelha-de-mel (A. mellifera), foi realizada a partir de fenamentas 

de bioinfonnática desenvolvidas para análises de seqüências genéticas. As seqüências de 

proteínas já descritas em mosca-de-fruta como participantes da cascata de determinação do 

sexo foram recuperadas da base de dados Gene Ontology e posteriormente alinhadas contra um 

base de dados de seqüências protéicas preditas a partir do genoma de A. mellifera. O gene 

dsx é considerado um dos mais conservados da via de determinação do sexo em insetos. Um 

fragmento de cDNA do dsx de A. mellifera (Amdsx) específico de macho foi expeiimentalmente 

identificado, clonado e seqüenciado. O gene ix de A. mellifera (Amix) também foi identificado 

por PCR de um fragmento de cDNA em embriões de ambos ·os sexos. O perfil de expressão 

dos genes Amdsx, Amix e Amvg foi investigado em embriões de O a 72h de machos e fêmeas 

bem como a expressão em dois tecidos de rainhas recém-nascidas ( corpo gorduroso e ovário) e 

carcaça abdominal de macho ( corpo gorduroso + tegumento ). 

3.1.1 Identificação computacional e anotação de genes conservados da via 
de determinação do sexo em abelhas 

A identificação dos 13 genes mais conservados em A. mellifera envolvidos no processo de 

dete1minação do sexo (GO:0007530) e diferenciação do sexo (GO:0007548) em D. melanogaster 

está relacionada na tabela 3 .1. A comparação se iniciou com 29 seqüências protéicas de D. 

melanogaster anotadas na base GO como participantes destes processos biológicos e somente 
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as seqüências com pelo menos 40% de identidade e e-value < 1 e - 18 foram consideradas na 

análise. Entre os 13 genes mais conservados, existem 3 deles que são altamente conservados e 

participam de ambos os processos ( determinação e diferenciação do sexo), são eles: sexlethal 

(Drosophila sxl apresenta 68% de identidade com GB13127-PA de Apis), intersex (ix de mosca

da-fruta apresenta 43% de identidade com GB19364-PA de abelha) e doublesex (dsx de mosca

da-fruta apresenta 51% de identidade com GB18426-PA de abelha) (Tabela 3.1). Dentre estes 

13 genes estão elementos importantes para o completo desenvolvimento e manutenção do 

dimorfismo sexual, mas nenhum deles é tão bem estudado e conhecido como o gene dsx. 

O gene dsx codifica um fator de transcrição Zn-finger altamente conservado que apresenta o 

motivo DM de ligação ao DNA. Este domínio apresenta um padrão novo de cisteínas e histidinas 

que possibilitam ligar ao sulco menor do DNA (ERDMAN; BURTIS, 1993; ZHU et ai., 2000). 

O domínio DM foi assim nomeado pela sua ocorrência em DSX (D. melanogaster) e MAB-3 (C. 

elegans) (RAYMOND et ai., 1998). O motivo DM é conservado na detem1inação do sexo dos 

metazoários. Em humanos, os genes contendo estes motivos estão envolvidos na diferenciação 

dos testículos. A deleção de dmrtl e dmrt2 está relacionada com a reversão sexual XY, mesmo 

que o gene determinante de macho, sex-determining region Y (sry), esteja íntegro (SINCLAIR et 

ai., 1990). Em peixes e mamíferos, um gene DM, terra, tem função na formação de padrão do 

mesode1me em ambos os sexos (MENG et ai., 1999; VOLFF; ZARKOWER; SCHARTL, 2003). 

Os genes homólogos ao dsx podem ser os genes mais antigos na cascata de determinação do sexo 

nos metazoários de acordo com a hipótese "base-topo" (bottom-up) da evolução destas cascatas 

(WILKINS, 1995). 

Os 13 genes rep01iados na Tabela 3.1 estão envolvidos em 3 diferentes 1úveis de regulação 

molecular: (1) splicing alternativo, (2) transcrição gênica e (3) transdução de sinal. Os 6 fatores 

de transcrição (TFs) são: dsx (TF tipo Zn-finger com um domínio de ligação DM), ix (TF 

com domínio de ligação à proteína), fruitless (fi-u, TF tipo Zn-finger com domínio de ligação 

à proteína), deadpan (dpn, TF tipo bHLH), dissatisfaction (dsf, TF tipo Zn-finger com domínio 

receptor de esteróides), runt (run, TF com atividade de RNApolll), bric-a-brac (babl, TF tipo 

helix-tum-helix) e sex combs reduced (ser, TF com atividade RNApolll) . Três genes participam 

do mecanismo de splicing, são eles: sexlethal (sxl), transformer2 (tra2) e female lethal (![) . Dois 

genes participam em vias de h·ansdução de sinal, são eles: hopscotch (hop) e protein kinase 61 C 

(pk6JC). A nomenclatura dos genes e anotação funcional foram retiradas das bases FlyBase e 
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Tabela 3.1: Genes conservados envolvidos em dois processos biológicos (dete1111inação do 
sexo, GO:0007530; diferenciação do sexo, GO:0007548) em D. melanogaster e A. mel/ifera 
(só estão relacionadas as seqüências com pelo menos 40% de identidade e E-value < le- 18). 
**doublese.x é um dos mais importantes genes conhecidos corno reguladores do desenvolvimento 
do fenótipo sexual em metazoários. *genes envolvidos nos dois processos. 

Determinação do sexo {GO:0007530) Diferenciação do sexo {GO:0007548) 
Nome FB-ID Amcl-lD %1d Evalu e Nome FB-ID Amcl-lD ¾ld Evaluc 

dpn C08704 0B12076-PA 45.73 4e-46 babl C09097 0B13762-PA 62.81 2e-62 
ds f C090 19 0B14217-PA 46.91 4e-58 0B15064-PA 41.72 4e-54 

0B 14217-PA 71.79 6e-47 0B16756-PA 52.73 2e-42 
0B10077-PA 43.00 7e-42 0B17640-PA 50.66 3e-40 
0B 10077-PA 64.52 le-29 0B 141 94-PA 53 .85 9e-39 
0B20053-PA 74.74 le-37 0B18625-PA 58.12 le-37 
0B17775-PA 53.64 6e-28 0B19033-PA 45.95 3e-37 
0B16648-PA 47.06 9e-21 0B10633-PA 57.26 9e-36 
0B18358-PA 54.32 2e-2 1 0B16366-PA 56.90 3e-35 

dsx** CO I 1094 0B15791-PA 44.70 4e-20 0B15346-PA 56.41 le-34 
0B18426-PA 51.06 le-19 0B14649-PA 52.07 le-33 

fl C06315 0B13927-PA 55.64 3e-77 0B12094-PA 54.87 2e-33 
fru CO I4307 0B17617-PA 8 1.20 7e-52 0B17617-PA 43.54 5e-31 

0B15064-PA 51.13 2e-37 0B18588-PA 45.22 6e-30 
0B 11420-PA 57.98 2e-36 0B 14319-PA 45.22 2e-25 
0B 18625-PA 41.33 2e-36 OB I 1337-PA 40.60 3e-25 
0B14194-PA 4 1.62 le-33 0B 14696-PA 42.37 7e-22 
0B14649-PA 43.04 le-32 dsx** CO I 1094 0B15791-PA 44.70 4e-20 
0B16756-PA 53.85 le-31 0B18426-PA 51.06 le-19 
0B12094-PA 50.43 2e-3 l ix* COI3201 0B19364-PA 43 .23 le-36 
0B18588-PA 46.21 le-30 pk61C COl2l0 0B 15780-PA 5 1.41 6e-161 
0B10633-PA 52.21 le-30 ser COI030 0B 13491-PA 47.36 le-85 
0B14070-PA 47.33 3e-30 0B13409-PA 69.41 5e-30 
0B14243-PA 49.57 2e-28 0B13409-PA 82.54 5e-26 
0B 19568-PA 50.00 9e-28 0B18813-PA 72.62 8e-30 
OBI 1400-PA 42.45 9e-28 0B19738-PA 67.47 3e-24 
0B 19033-PA 43.23 le-27 OBI 1524-PA 84.48 4e-23 
0B16366-PA 41.03 le-27 0B18792-PA 4 1. 50 5e- 19 
0B 17640-PA 46.49 7e-27 sx l* C018350 0B 13127-PA 68. 18 4e-70 
OB I 1337-PA 48.70 4e-26 0B18785-PA 46.67 2e-45 
0B 17083-PA 44.35 Se-26 
0B143 19-PA 44.72 le-22 

hop CGl594 0B16422-PA 45.42 9e-59 
0B17556-PA 4 1.09 5e-19 

ix* C013201 0B19364-PA 43.23 le-36 
run CO I849 0B11654-PA 40.25 5e-64 

0B16431-PA 46.69 4e-50 
0B15836-PA 50.00 7e-50 

sxl* COI8350 0B13 127-PA 68. 18 4e-70 
0B18785-PA 46.67 2e-45 

tra2 COIOl28 OBI 1130-PA 45.81 3e-47 

GO. 

Com exceção do ix, todos os outros genes apresentaram similaridade com mais de um gene 

no genoma de abelha. Estes genes homólogos são membros das mesmas famílias gênicas e 

podem compartilhar um ou mais domínios conservados. Quatro genes (fru, dsf, babl e ser) 

possuem um considerável número de parálogos membros de famílias de TF que são comuns 
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em A. mellifera e D. melanogaster. Dois genes distintos em Apis são reportados nesta primeira 

análise como homólogos de dsx, e uma comparação entre todos os possíveis homólogos dos 

genomas dos dois insetos (mosca e abelha) é necessária para a predição do melhor candidato a 

ortólogo do gene dsx. 

A cascata de dete1minação do sexo evoluiu da base para topo (WILKINS, 1995; MARíN; 

BAKER, 1998; SCHüTT; NõTHIGER, 2000) e de acordo com esta hipótese de evolução base

topo, os genes dsx e ix estão bem conservados e são considerados os genes te1minais nesta via 

regulatória. A função destes dois genes tem sido reportada como conservada não só entre os 

insetos mas entre os metazoários (RAYMOND et al. , 1998; SUZUKI et al., 2003; HEDIGER 

et ai., 2004; SIEGAL; BAKER, 2005). O produto do gene ix (IX) pode fo1mar um complexo 

com DSX-F que juntos teriam um efeito funcional similar ao do DSX-M sozinho, inibindo ou 

ativando genes-alvo de maneira específica em fêmeas (SIEGAL; BAKER, 2005). Um exemplo 

bem conhecido desta interação é a ligação do complexo DSX-F/IX à região reguladora dos genes 

yolk-proteinl (ypl) e yolk-protein2 úip2) de D. melanogaster controlando a transcrição destes 

genes expressos especificamente em fêmeas (COSCHIGANO; WENSINK, 1993; GARRETT

ENGELE et ai., 2002). 

3.1.2 Relações filogenéticas entre as proteínas com domínios DM em A. 
mellifera e D. melanogaster 

Um total de 8 seqüências de proteínas homólogas ao dsx foi encontrado em A. mellifera e D. 

melanogaster considerando somente aquelas seqüências com alto grau de conservação (E-value 

< 1 e - 18). As relações filo genéticas entre as 8 seqüência de proteínas alinhadas codificadas 

a partir de genes homólogos de dsx revelaram 4 grupos de parálogos, em concordância com 

estudos anteriores (OTTOLENGHI et al., 2002) (Figura 3.1, A). Todos os 8 genes comparados 

codificam proteínas com domínio DM (Pfam 1D: PF00751 ; _Figura 3.1, B, quadrado preto) na 

região N-terminal e apenas dois grnpos de parálogos apresentam um outro domínio conservado 

na região C-terminal conhecido como domínio DMRTA (Pfam 1D: PF03474, Figura 3.1, B, 

quadrado cinza). Existem três fortes evidências que levam a crer que GB 18426-PA e Dmdsx 

são ortólogos e não GB15791-PA e Dmdsx. Em primeiro lugar, a seqüência de aminoácidos 

codificada pelo GB18426-PA e Dmdsx apresentam 51% de identidade, enquanto GB15791-PA 
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(A) Am GB18260 (B) 
55 

Dm dmrt93B 
76 

-li-O-

Am GB18426 ,__---···················· 
58 94 

Dmdsx 

36 

Am GB12040 

100 100aa 

Dm dmrt11E 

Am GB15791 1----------io-
Dm dmrt99B ~ 

Figura 3.1: (A) Árvore emaizada no ponto médio construída pelo método de neighbor
joining mostrando as relação filogenéticas de todos os homólogos de dsx de A. me/lifera 
(Am) e D. melanogaster (Dm). Os valores de bootstrap são apresentados em cada nó. 
(B) Diagrama ilustrando o comprimento e posição dos domínios protéicos. O quadrado 
preto representa o domínio DM e o cinza o domínio DMRTA. Dmdmrt99B (GenBank.ID: 
AAF56919); DmdmrtllE (GenBanklD: AAF48261); Dmdmrt93B (GenBanklD: AAF55843); 
Dmdsx (GenBanklD: AAF54 l 69); linha pontilhada em GB 18426-PA representa a região C
tenninal sexo-específica, ainda não identificada. 

e Dmdsx são 45% idênticas. Segundo, 0B18426-PA e Dmdsx alinham com 34% de identidade 

em uma outra região, desta maneira mostrando duas região altamente conservadas e que não 

está presente em GB 15791-PA ( dado não apresentado na Tabela 3.1 por não superar o E-value 

estabelecido como corte). Finalmente, somente o domínio DM foi encontrado em GB 18426-

PA e Dmdsx na região N-terminal, enquanto dois domínios (DM e DMRTA) estão presentes em 

0B15791-PA sendo que DMRTA não está presente em Dmdsx (Figura 3.l, B). 

Os mais prováveis ortólogos, GB 18426-PA e Dmdsx, estão localizados nos cromossomos 

5 e 3R, respectivamente. 0B18260-PA e Dmdmrt93B são 44% idênticos apresentando os dois 

domínios (DM e DMRTA) e estão localizados nos cromossomos 8 e 3R, respectivamente (Figura 

3.1, B). Os genes ortólogos mais conservados, GB12040-PA e Dmdmrtl JE, apresentam 78% 

de identidade e estão situados nos cromossomos 5 e X, respectivamente (Figura 3.1, B). O 
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último grupo, GB 15791-PA and Dmdmrt99B, são os menos conservados com 39% de identidade 

compartilhando os domínios DM e DMRTA e localizados nos cromossomos 1 e 3R (Figura 3.1, 

B). Nenhuma sintenia parece existir entre estes genes DM, nestes insetos. 

As seqüências de proteínas dos genes ortólogos de dsx em outros sete insetos também 

foram comparados neste estudo. No total , nove seqüências de DSX de insetos foram alinhadas: 

Bactrocera oleae (GenBanklD: CAD67987), Anastrepha obliqua (GenBanklD: AAY25 l 67), 

Bombyx mori (GenBanklD: BAB 134 72), D. melanogaster (GenBanklD: AAF54169), Megase/ia 

scalaris (GenBankID: AAK38832), Musca domestica (GenBanklD: AAR23813), Anopheles 

gambiae (GenBanklD: AAX48939), Ceratitis capitala (GenBankID: AAN63597) e A. mellifera 

(GB 18426-PA). Duas regiões bem conservadas são evidenciadas no alinhamento múltiplo 

(Figura 3.2), e são funcionalmente importantes para as proteínas DSX. A região N-tenninal 

conservada inclui um padrão distinto (Zn-finger intercalado) do domínio de ligação ao DNA 

(DBD) que se liga à cavidade menor do DNA (minar groove) (Figura 3.2, DBD sítio I e II) 

(ERDMAN; BURTIS, 1993; ZHU et al., 2000), e um domínio não sexo-específico responsável 

pela fonnação dímeros de DSX que então se ligam aos sítios regulatórios de genes alvo (Figura 

3.2, OD1). A região C-terminal corresponde ao domínio de oligomerização 2 (OD2) que ocorre 

parcialmente nas DSX-F (DSX de fêmea) e DSX-M (DSX de macho) apresenta um trecho sexo

específico (Figura 3.2, OD2). O domínio OD2 possui uma seqüência comum em ambos os sexos 

mas também um trecho sexo-específico que é importante na oligomerização via OD2. 

3.1.3 Identificação, clonagem e seqüenciamento do cDNA parcial de dsx 
em A. mellifera 

Um fragmento de cDNA de 443 pares de bases (pb) do Amdsx foi isolado a partir de uma 

amostra de RNA extraído de embriões fêmeas usando um par de iniciadores (AMDSX-Fl e 

AMDSX-R2) desenhados nas duas regiões mais conservadas do gene dsx, DBD/OD1 e OD2 

(Figura 3.3, A e D. Esta seqüência parcial de Amdsx representa a região comum nos dois sexos 

composta de três éxons (depositada no GenBankID: AY375535). Um fragmento específico de 

macho de 560pb foi obtido a partir do RNA extraído de larvas de macho usando a combinação 

dos iniciadores AMDSX-Fl e AMDSX-R3 (Figura 3.3, A e D). O iniciador AMDSX-P3 foi 

desenhado com base no éxon transcrito apenas em machos (Figura 3.3, A e D). A seqüência 
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Figura 3.2: Alinhamento múltiplo das seqüências de proteínas DSX de macho de nove espécies 
de insetos, B. oleae, A. obliqua, B. mori, D. melanogaster, M scalaris, M domestica, A. 
gambiae, C. capitala e A. mellifera. A região N-tenninal é bem conservada incluindo o domínio 
de ligação ao DNA (DBD com o sítio I em barras cinza escuro e o sítio II em barras cinza claro). 
Um domínio de oligomerização presente em seqüências de ambos os sexos (0D1). A região 
e-terminal conservada con-esponde ao domínio de oligomerização 2 (OD2) que apresenta uma 
região comum em ambos os sexos e outra sexo-específico. 
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do Amdsx hipotético específica de macho foi alinhada contra todos os genes da família DM de 

D. melanogaster e apresentou maior similaridade com Dmdsx. Além disso, comparando esta 

seqüência parcial com os genes preditos em abelha, a maior similaridade encontrada foi com 

OB18426-PA (Figura 3.3, B), desta maneira confim1ando que esta seqüência identificada foi 

transcrita a partir de Amdsx. 

O gene Amdsx está localizado no sca.ffold do Group5.6 (equivalente ao cromossomo 5) e 

possui pelo menos três éxons comuns nos transcritos de ambos os sexos. O primeiro éxon contém 

o domínio DM (DBD/OD1) e no terceiro éxon está o domínio 002 que possui tanto uma região 

comum nos sexos como sexo-específica (Figura 3.3, C). O quarto éxon foi obtido através de 
- . 

predição computacional e evidências experimentais indicam ser específico de macho. O padrão 

de splicing alternativo sexo-específico do dsx parece estar conservado entre os insetos mantendo 

até mesmo a presença de uma alanina (A) na primeiro posição do éxon 4, enquanto em fêmeas 

o resíduo mais comum na posição do éxon específico de fêmea é a glicina (G) (Figura 3.2, 

seta preta; somente o alinhamento das seqüências de machos é apresentado, o segmento sexo

específico ainda é desconhecido em abelha). Embora, outros autores já tenham mencionado uma 

possível existência de um mtólogo do dsx em A. mellifera, nenhuma evidência experimental foi 

apresentada até o momento (BEYE et ai., 2003). 

3.1.4 Identificação de um fragmento de cDNA de ix em A. mellifera 

Um único fragmento de cDNA de 153 pb do Amix foi identificado por RT-PCR a partir 

de amostras de RNA de embriões de macho e fêmea de 24h, usando a combinação de um par 

de iniciadores (AMlX-Fl e AM1X-R2) desenhados nas regiões intermediárias do gene (Figura 

3.4, A-B). A estrutura do Amix é bem simples com apenas um éxon com 570 pb e codifica 

uma proteína com 190 aminoácidos (Figura 3.4, B-C). Nenhuma outra duplicação no genoma 

de abelha foi encontrada. O gene Amix está localizado no scaffold do Group.Un735 mas o 

cromossomo em que se encontra o gene ainda não foi identificado (Figura 3.4, A). 

O Amix é expresso constitutivamente nos dois sexos, não havendo evidências de isoformas 

específicas em macho e fêmea, nem mesmo um domínio de ligação ao DNA, atuando como 

cofator de transcrição juntamente com DSX-F, mas não com DSX-M (GARRETT-ENGELE et 

al. , 2002). O complexo IX/DSX-F é necessário para garantir a diferenciação de fêmea em D . 
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Figura 3.3: Diagrama ilustrando a estrutura do gene Amdsx e as evidências experimentais de 
splicing alternativo. (A) Fragmentos de cDNA de Amdsx comuns aos dois sexos foram isolados, 
clonados e seqüenciados a partir de amostras de embriões de abelha (GenBanklD: AY375535). 
A presença dos éxons específicos de fêmeas ainda é desconhecida, entretanto, um fragmento 
de 560pb transcrito especificamente em macho é identificado como GB18426-RA, com base 
na seqüência de nucleotídeos predita (HGSC-BCM). (B) GB18426-RA apresenta o éxon 4 que 
está presente somente em transcritos de machos. (C) O Amdsx está situado no scaffold do 
Group5.6 (cromossomo 5) versão 3.0 do genoma de A. mellifera (HGSC-BCM). (D) Gel de 
agarose (1 %) revelando fragmentos de cDNA amplificados por RT-PCR em amostras dos dois 
sexos por a partir de 3 combinações de iniciadores: (1) AMDSX-Fl e AMDSX-R3 revela um 
fragmento encontrado somente em macho; (2) AMDSX-Fl e AMDSX-R2 é o controle positivo 
que demonstra a presença de transcritos de Amdsx em ambos os sexos; (3) fragmentos de EF
alphal como controle positivo de um gene constitutivo. NTC = controle negativo; CDS = 
seqüência codificadora; HGSC-BCM = Human Genome Sequencing Center - Baylor College 
of Medicine. 

melanogaster (SIEGAL; BAKER, 2005). O alto grau de conservação destes genes (ix e dsx) 

em insetos e as evidências de que estes genes também estão presentes em A. mellifera com 

várias propriedades em comum, nos possibilita investigar como estes genes estão se expressando 

durante o desenvolvimento de abelha e se eles estão desempenhando funções similares na 
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3.1 Análise dos genes de determinação do sexo em A. me/li/era e D. melanogaster 

(A) 

Amix 
parcial 

(B) 

GB19364-PA 

GB19364-RA 

(C) 

Group.Un735 
Amel3.0 
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570pb +-1AMIX-P2 
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83 

Figura 3.4: Diagrama ilustrando a estrutura do gene Amix e as evidências experimentais de 
transcrição em embriões 24h, de macho e femea. (A) Fragmento de 153pb de cDNA de Amix 
isolados por PCR em amostras de embriões 24h de macho e fêmea de abelha. (B) Diagrama 
das regiões codificadoras de Amix em aminoácidos (GB 19364-PA, 190aa) e nucleotídeos 
(OB19364-RA, 570pb). (C) O Amix está situado no scaffold do Group.Un735 (cromossomo não 
identificado) versão 3.0 do genoma de A. mellifera (HGSC-BCM). NTC = controle negativo; 
CDS = seqüência codificadora; HGSC-BCM = Human Genome Sequencing Center - Baylor 
College of Medicine. 

regulação de genes alvo, tal como na regulação do gene yp-1 deDrosophila e vg de outros insetos 

(ex: B. mori e M domestica) que embora não sejam homólogos parecem apresentar expressão 

tecido- e sexo-específicas regulada principalmente por DSX-F (SUZUKI et al., 2003; HEDIGER 

et al., 2004). 

3.1.5 Quantificação relativa do perfil de transcrição de vg, dsx e zx em 
embriões e tecidos de A. mellifera 

Estudar a transcrição de Amvg, Amdsx e Amix nas fases iniciai::; do desenvolvimento 

embrionário fornece informações úteis que podem ajudar a compreender algumas diferenças 

dos fenótipos sexuais, que são detenninadas-geneticamente ainda no iiúcio do desenvolvimento. 

Embora a Vg tenha, tradicionalmente, função mais bem conhecida durante a oogênese (WYATT, 

1999; HARTFELDER; ENGELS, 1998; BARCHUK; BITONDI; SIMõES, 2002; PIULACHS 

et ai., 2003), outras funções bem diversificadas têm sido atribuídas a Vg de A. mellifera 

(Am V g). A Am V g é expressa em ovários de rainhas mas não no de operárias e também é 

expressa durante o período larval em rainhas, operárias e zangões (GUIDUGLI et ai., 2005b). 



�����������	
���	�
�
	��
���
�
��������������	
���
���������
����
����
�����
������	�
�� ��

�����	�
	����	�������������������
�
�����������
	
� 
�!������"
	��
���#����	����	

��������	$��
	
��������
�������%��� ����&���� 
��	�� 
�'���	(��������	 ���
��
�&����(���

	�	�
�������
(����	
�
	�)�����
������
	�������
�������������*�����!��������+�,��,-

�,.�/0(�1221-��,��,�
�����(�122�(�122�-�345�43/6�
���7�(�1228�9���		��(���
��
��������

��%
�	����
����������� ��
:	
�
	 
������
������
�!������� �������
�
� �
		�����$ ������

��	
�
������'�������� �		��	
���� ������
� �������
	
�%��%��
�����
	�
	���	
��	�

;��	��
������
	��� ��
��������%
�	����
������������
����(���%
	�����	��� 
������


����	��������
���<<&%(�(�<=&�	��
�(�<<&���
����	
	�
������'���	�
��
����	��
��)�
��
����!�

�
�(���<&>
<<��
��(� ���������	��
����������������
����%���� �����������'��	
	��������������


�� ���������� ���?;@�
���
� ���
���+A�������89��(�<=&%�����������	������
���
�!������
���

����
	
�%��%��
����
������'����
������	��	�	
��	�
� �������������� �		$%
��
	���
�
�
�

������
���
�����������	�
�
	��
������	��
��
�
����������
�	
���+(�<<&�	��
�(�<<&��9��
	�
� 
�$����

B���
�����(��	������
	��
�����	�������+�CD���6D9�����������	� ���
	�
	�
�
	��
������	���	������

���*����	��
�����	��������
����	�����	�
���
��	�	
��	���	�����	
�
�!����	����������
�
		���
	


���
��	����*����	��
�����	���������	����	�
�
	���������	
��(� ����� ���
��
�
��@
�
�	�+A����

��8�99

.���	
,;�@;� A;3� A��

0
����

A�������8E�?
������
�����	��������
�(�F&%(�(�<��	��
���<<&���
��
����"
	�
����
�
��
	��
����	��


���!��
��)�
���
������
<<G�
����+�9�������	��������
�(��&&�	��
�(�<�H�
��
����"
	�������!�
+,:�	��
�,:��9���@
�
��+A:�	��
�A:��9�	���������
��
����
�
��
	�������
����������
������
�

���������
�����%�����������	������
���
�!������	
�����
	
�%��%��
����
������'����
������	

�	�	
��	��+I9�������	��������
�(�<=&%(�(���	��
�(��H�����������
��&���
�!����
%��)������
���


.<<<%�	����
������ ����CD�
�6D�����������
�
�������	���	
��	��,;�@;(������������������

+�
��
����J���� ��������	�9��
�&��"
	��
���:��	����	-�A;3(���� ��������	���
�����!�	
�
���:��	����	-�A�����%'���	��
�����!�	��
���:��	����	�

3. 1 Análise dos genes de determinação do sexo em A. mell{fera e D. melanogaster 84 

Outros estudos com Am V g indicam que ela também desempenha funções metabólicas tais 

como na síntese do alimento larval produzido pelas operárias, no transporte ele zinco, no 

sistema imune, na senescência e até mesmo na regulação ela dinâmica hormonal (AMDAM; 

OMHOLT, 2002; AMDAM et ai., 2003, 2004; GUIDUGLI et ai., 2005a). Ass im, frente a tanta 

diversidade funcional pode-se esperar que Am V g tenha algum padrão de expressão atípico na 

fase embrionária que possa ser importante para o desenvolvimento destes insetos. 

Considerando esta potencial diversidade funcional de Am V g, investigamos o perfil de 

transcrição ele Amvg, Amdsx e Amix em fases embrionárias e tecidos ele fêmea e macho 

de A. me!lifera, por métodos de quantificação relativa a partir de análises da cinética de 

amplificação por PCR em tempo real (Figura 3.5) . Amvg não é transcrito em nenhum momento 

cio desenvolvimento embrionário em ambos os sexos e portanto não é possível estabelecer 

qualquer relação com os genes terminais de determinação de sexo (Amdsx e Amix) neste período. 

Entretanto, os fatores de transcrição (DSX e IX) codificados por estes genes terminais mostraram 

dinâmicas de transcrição bem distintas entre os sexos mas com semelhanças muito interessantes 

entre as dinâmicas de transcrição dos dois genes em cada sexo, principalmente em fêmeas (Figura 

3.5, A) . 
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Figura 3.5: Perfi l de transcrição de Amvg, Amdsx e Amix em embriões e diferentes tecidos de 
macho e fêmea de A. mellifera. (A) A transcrição de Amdsx e Amix em embriões de macho 
(M-dsx e M-ix) e fêmea (F-dsx e F-ix) são claramente diferentes tanto em qualidade como em 
quantidade. Amvg não é transcrito em nenhuma fase do desenvolvimento embrionário em ambos 
os sexos. (B) A transcrição de Amvg, Amdsx e Amix não caracteriza nenhuma evidência de que 
Amvg seja regulado por DSX e IX como ocorre em outros insetos. MCARC, carcaça abdominal 
(tegumento + corpo gorduroso) de zangões recém-nascidos; FCG, corpo gorduroso de rainhas 
recém-nascidas; FOV, ovários de rainhas recém-nascidas . 
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3.1 Análise dos genes de determinação do sexo em A. mellifera e D. me/anogaster 85 

A transcrição de Amdsx e Amix é diferente entre macho e fêmea tanto em qualidade como 

em quantidade. Nas primeiras 24hs do desenvolvimento dos embriões de fêmea e macho, o 

Amdsx e Amix mostram uma expressão muito similar em cada sexo mas diferente entre os sexos 

(Figura 3.5, A). Após 24hs, as diferenças nos níveis de transcrição se acentuam principalmente 

em macho enquanto em fêmea, estes dois genes demonstram uma correlação maior (R2 = O, 96 

entre F-dsx e F-ix; Tabela 3.2) do que o mesmo gene em cada sexo (R2 = O, 44 entre F-dsx e 

M-dsx; R2 = O 33 entre F-ix e M-ix; Tabela 3.2). Tal observação nos permite assumir a hipótese 

de que Amdsx e Amix são co-regulados em fêmeas. O perfil qualitativo da transcrição de Amdsx 

entre macho e fêmea é muito diferente e apresenta uma dinâmica oposta em boa parte do período 

de desenvolvimento do embrião, isto é, quando a transcrição de Amdsx aumenta em um sexo, 

diminui no outro (F-dsx e M-dsx; Figura 3.5, A). 

Além disso, os níveis de transcritos de Amdsx e Amix em fêmeas são nitidamente maiores do 

que em machos principalmente nas fases finais da embriogênese, quando ocorre a organogênese 

(Figura 3.5, A). Em rainhas, a diferença , ao longo das 72h, pode chegar a 42 e 65 vezes 

em quantidade de transcritos de DSX e IX, respectivamente (Figura 3.5, A). Em zangões, 

esta diferença é bem menor chegando a 5 e 16 vezes, respectivamente (Figura 3.5, A). Estas 

diferenças na quantidade de transcritos destes dois genes em machos e fêmeas indicam uma 

possível ausência de um mecanismo de compensação de dose em A. mellifera em que os machos 

haplóides (n) transcrevem menos RNA que as fêmeas diplóides (2n). 

Tabela 3 .2: Correlação entre os perfis de transcrição de Amdsx e Amix durante o desenvolvimento 
embrionário de machos e fêmeas 

Correlação F-dsx M-dsx F-ix M-ix 
F-dsx l 
M-dsx 0,44 

F-ix 0,96 0,33 
M-ix 0,78 0,15 0,85 1 

Nas análises de tecidos, os perfis de transcrição de Amvg, Amdsx e Ami..x em carcaça de 

zangões recém-nascidos (MARC) e no corpo gorduroso e ovários de rainhas recém-nascidas 

(FCG e FOV, respectivamente) resultaram em algumas observações interessantes (Figura 3.5, 

B). O gene Amvg é transcrito em ambos os sexos e portanto reforça o fato de V g não ser 

uma proteína sexo-específica como em alguns insetos, entretanto tal observação já havia sido 
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feita em estudos anteriores (PIULACHS et ai., 2003; GUIDUGLI et ai. , 2005a, 2005b) . Em 

rainhas recém-nascidas, a transcrição de Amvg é muito maior em CG cio que em Ov (:=::; 48 

vezes maior) em concordância com estudos anteriores (GUIDUGLI et ai., 2005b). No entanto, a 

maior contribuição deste estudo não diz respeito ao perfil ele transcrição de Amvg, mas da análise 

conjunta de Amvg, Amdsx e Amix . (Figura 3.5, B). Em D. melanogaster, a expressão de yp-1 

ocorre em grande quantidade no CG, como em abelhas, mas nenhuma expressão é detectada em 

Ov. O gene Amdsx apresentou um perfil oposto ao observado em D. melanogaster, onde dsx é 

transcrito em CG mas não em Ov. Em abelhas, Amdsx é levemente mais transcrito em Ov do que 

em CG de rainhas(:=::; l , 5 vezes; Figura 3.5, B) . 

3.1.6 Análise computacional das regiões reguladoras dos genes envolvidos 
na determinação do sexo em D. melanogaster e A. mellifera 

As análises das regiões reguladoras de genes envolvidos nos mesmos processos biológicos 

em espécies diferentes acrescentam informações importantes que ajudam na compreensão da 

hjstória evolutiva destes genes bem como das redes gênicas de regulação . Estudar de maneira 

comparativa e integrada as regiões codificadoras e intergênicas adjacentes (regiões reguladoras 

eis) destes genes pode revelar propriedades e padrões funcionais que se complementam criando 

um cenário mais realista da evolução das redes regulatórias envolvidas no desenvolvimento de 

padrões fenotípicos homólogos, tal como os fenótipos sexuais nos metazoários . 

De acordo com estudos anteriores sobre as funções biológicas dos ortólogos dsx em D. 

melanogaster e B. mori, os genes análogos yp-1 e Bmvg (vitelogenina de B. mori) são transcritos 

de forma específica nos tecidos e sexos, com a participação de DSX (AN; WENSINK, 1995b; 

GARRETT-ENGELE et al., 2002; YANO et al., 1994b; SUZUKI et ai., 2003). As hexamerinas 

de B. mori e O. atropa/pus também apresentam expressão tecido- e sexo-específicas envolvendo 

a participação de DSX. (SUZUKI et al. , 2003; JINWAL et al. , 2006) . A presença de um módulo 

regulatório semelhante ao FBE tem sido observada não só em yp-1 de D. melanogaster, mas em 

hex-1.2 de O. atropa/pus. Em Bmvg, embora nenhum módulo tenha sido descrito, uma região 

200pb à montante do gene possui sítio de ligação para DSX. Uma busca por sítios de ligação 

putativos de DSX, AEF-1 e BZIP-1 nas regiões promotoras ( 1 O0Opb) à montante dos genes yp-1, 

Bmvg e Amvg revelou a ocorrência de sítios já descritos em estudos anteriores bem como sítios 
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Figura 3.6 : Diagrama da ocorrência de sítios regulatórios putativos nas regiões promotoras de 

yp-1, Bmvg e Amvg. Três módulos principais são considerados neste estudo, A, B e C. O módulo 

A está mais conservado entre os genes análogos yp-1 e Bmvg, mas este último não apresentou 

o sítio 2 (aefl). Em Amvg, o módulo A é muito pouco conservado e só apresenta um sítio 3 

(bzip 1 ). O módulo B possui algumas características conservadas como a ocorrência dos sítios 

1, 2 e 3 (dsx, aefl, e bzipl, respectivamente) em uma mesma região entre os genes homólogos 

Bmvg e Amvg, mas sem nenhuma colinearidade. O módulo C é principalmente caracterizado 

pela ocorrência de pelo menos 2 sítios dsx e 2 bzip l sobrepostos ou muito próximos. Em Amvg 
os sítios representados em segundo plano só foram encontrados quando o limiar de similarid ade 

foi diminuído para 50%, todos os outros têm similaridade de pelo menos 60%. Sítio 1, dsx; Sítio 

2, aefl; Sítio 3, bzip 1; (FBE) Fat Body Enhancer; (*) ocorrência do sítio aefl para ligação do 

repressor AEF-1; (N) seqüência genômica não determinada; (?) sítio dsx caracterizado em B. 

mori; (T) sítios dsx conservados em posição, entre B. mori e A. mellifera 

putativos de DSX, AEF-1 e BZIP-1 (sítios 1 [dsx], 2 [aefl] e 3 [bzipl], respectivamente; Figura 

3.6). 

O gene Bmvg compartilha maior similaridade com yp-1 dentro do módulo A considerando 

a ocorrência dos sítios dsx e bzipl, mas não possui algo semelhante com o FBE (Figura 3.6) . 

Os homólogos Amvg e Bmvg possuem alguns sítios conservados próximos ao início da região 

codificadora e dentro do módulo A (bzip 1; Figura 3 .6) e B ( dsx e aefl; Figura 3 .6). É interessante 

notar que embora o módulo A de yp-1 e Bmvg tenha uma semelhança nas múltiplas ocorrências 

de sítios dsx e bzip 1, o sítio aefl de Bmvg acontece no módulo B onde também ocorre este 

mesmo sítio em Amvg. A conservação mais evidente entre os três genes está no módulo A com 

o ocorrência do sítio bzip 1 a aproximadamente 300pb do início da região codificadora (Figura 

3.6). 
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A partir dos estudos do controle de transcrição de yp-1 em D. melanogaster, sabe-se que os 

sítios que compõem o FBE ( dsxa, aefl, bzip 1) não são os únicos responsáveis por tal controle 

de transcrição sendo este dependente de contexto, isto é, depende ele vários outros fatores (ex: 

títulos de ecdisteróides e hormônio juvenil) que determinam os níveis em que yp-1 é transcrito em 

determinados órgãos, nos sexos e em estágios do desenvolvimento. O transplante de ovários para 

machos não inibe a expressão de YP-1 que continua nas células do folículo ovariano (BOWNES, 

1994). Além disso, a regulação sexo-específica é diferente em CG e Ov. Entretanto, algumas 

propriedades deste sistema parecem bem resolvidas. O sítio dsxa é irrelevante em Ov, mas 

essencial para a ativação sexo-específica em CG. O sítio aefl não é funcional em CG mas inibi a 

expressão em Ov, atuando de fonna oposta ao dsxa . Embora DSX-F não seja transcrito em Ov de 

Drosophila, sua atividade é muito importante para a formação deste e deve atuar de forma indireta 

(AN; WENSINK, 1995a; BAKER; RIDGE, 1980). O sítio bzip 1 é suficiente para promover um 

forte ativação de expressão ovariana quando a repressão em aefl é removida (AN; WENSINK, 

1995a). 

No desenvolvimento embrionário de A. mellifera, o perfil de transcrição de Amd'ix e Amix 

de cada sexo (de O à 24hs; Figura 3.5, A) indica haver uma forte coITelação na dinâmica de 

transcrição destes dois genes em fêmeas, e portanto, nos permite assumir a hipótese de serem co

regulados neste período. A Análise das regiões promotoras dos genes dsx e ix de D. melanogaster 

e A. mellifera foi conduzida com o programa PhyloCon (WANG; STORMO, 2003), que leva 

em consideração a conservação entre genes ortólogos e co-regulação entre os genes dentro da 

espécie. Um motivo regulatório putativo bem conservado foi localizado na região promotora dos 

2 grnpos de ortólogos utilizados na análise. O motivo foi representando por urna matriz PWM 

(consenso: CrCyYsRGCT) e então alinhado contra todos os sítios de ligação de D. melanogaster 

descritas na base TRANSFAC (v4.0) apresentando uma similaridade de 70% com o sítio de 

ligação do fator GAGA codificado pelo gene Trithorax-like (Trl; Figura 3.7, sítio 4 [trl]). 

O motivo encontrado foi denominado, GAGA-DIX (DIX = contração de DSX e IX). O 

ortólogo de Trl foi encontrado em abelha (GB 14696) e codifica em sua região N-terminal 

um motivo de ligação ao DNA muito conservado (BTB/POZ; 76% de identidade ao Trl de 

Drosophila). Tal observação reforça a possibilidade de que este motivo regulatório de ligação do 

fator GAGA esteja conservado entre as duas espécies de insetos. O fator GAGA pertence a um 

grupo de genes (Trithorax) necessários para o controle de expressão de genes homeóticos durante 
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Figura 3.7: Diagrama da ocorrência de sítios putativos de ligação de DSX, AEF-1, BZIP-1 e 
GAGA nas regiões promotoras de Dmdsx, Amdsx, Dmix e Amix. Os sítios 1, 2, 3 e 4 representam 
dsx, aefl, bzip I e gaga, respectivamente. O módulo C combina uma ocorrência redundante 
de dsx e bzip 1, muito próximos ou sobrepostos um do outro. Este módulo está presente em 
uma região muito semelhante entre os ortólogos Dmix e Amix. A ocorrência de um sítio dsx e 
gaga adjacentes foi denominado módulo D. Sítios de ligação para o fator GAGA (sítio 4) foram 
encontrados nos 2 grupos de ortólogos (dsx e ix) de D. melanogaster e A. mellifera. Em Amvg, 
os sítios representados em segundo plano só foram encontrados quando o limiar de similaridade 
foi diminuído para 50%, todos os outros têm similaridade de pelo menos 60%. sítio 1, dsx; sítio 
2, aefl; sítio 3, bzip 1; sítio 4, gaga;(*) ocmTência do sítio aefl para ligação do repressor AEF-1; 
(1) sítios gaga encontrados pelo PhyloCon. 

a fase embrionária (BEJARANO; BUSTURIA, 2004) . A presença de sítios de ligação do fator 

GAGA na região reguladora à montante destes genes de desenvolvimento é observada entre os 

regulados por este fator (BHAT et al., 1996). Sua principal função é a remodelagem da cromatina 

permitindo o acesso de fatores de transcrição ao DNA, necessários para ativação da transcrição 

gênica; Além disso, outras funções globais incluem o controle da compensação de dose em 

machos de D. melanogaster e do ciclo celular mitótico durante a blastodenne sincicial (FARKAS 

et al., 1994; BHAT et al., 1996; GREENBERG; YANOWITZ; SCHEDL, 2004; BEJARANO; 

BUSTURIA, 2004). 

Os padrões de ocorrências dos motivos nas regiões promotoras dos 2 gmpos de ortólogos 

podem nos ajudar a explicar os perfis observados em A. mellifera e D. melanogaster. No Dmdsx , 

o sítio aefl (Figura 3.7) pode ser o principal responsável pela inibição da expressão de DSX-F 
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em Ov, já que este órgão apresenta altos níveis do fator AEF-1. O módulo D é composto de um 

sítio dsx e gaga e de maneira interessante acontecem ao lado do repressor aefl podendo controlar 

a expressão do próprio Dmdc;x ele maneira tecido e sexo-específicas (Figura 3.7). No Amdsx, não 

houve nenhuma oconência do sítio dsx ou aefl e o sítio gaga fica localizado em uma região 

muito distinta do seu ortólogo Dmdsx. Por outro lado, a quantidade de sítios bzip 1 é muito maior 

quando comparado com seu ortólogo da mosca-de-fruta (Figura 3.7). 

Entre os ortólogos Amix e Dmix, observou-se uma maior similaridade entre suas regiões 

promotoras. O módulo C (também oc01Te no yp-1; Figura 3.6) é composto de sítios dsx e bzipl 

distribuídos com relativa semelhança, e dada a proximidade dos sítios dsx e bzipl, pode ser·uma 

região impmiante no controle sexo-específico do ix (Figura 3.7). Esta hipótese é reforçada pelo 

fato de ix apresentar níveis de transc1ição mais elevados em fêmeas do que machos (Figura 3.5, 

A); Além disso, este gene é mais expresso em Ov do que em outros órgãos. Este fenômeno parece 

ocon-er tanto em A. mellifera (Figura 3.5, B) como em D. melanogaster (GARRETT-ENGELE 

et ai., 2002). O módulo D aparece em Dmix assim como em Dmdsx, mas não é observado em seu 

ortólogo Amix (Figura 3.7 e 3.6). No entanto, o sítio gaga está presente em uma região próxima 

entre os ortólogos (Figura 3.7). 

Com base nos estudos de D. melanogaster e nos resultados dos padrões de transcrição 

de Amdsx, Amix e Amvg aqui apresentados, assumimos que a proximidade ou sobreposição 

dos sítios dsx e bzipl é importante para o controle sexo-específico da transcrição gênica 

através da formação do complexo sinérgico DSX-F/BZIP-1/IX responsável por um controle 

de h·anscrição ativador em fêmeas mas repressor em machos já que nestes o DSX-M não 

parece formar complexo algum com BZIP-1 ou IX. A presença de elementos eis simjlares 

a estes motivos nas adjacências dos genes pode significar que estes estejam sob o controle 

destes fatores de transcrição. No entanto, muitos destes elementos eis encontrados nas regiões 

intergênicas são espú1ios e oconeram ao acaso sendo boa parte falso-positivo. Identificar quais 

oco1Tências são realmente importantes é um desafio ainda sem uma solução computacional 

razoável. Apenas evidências experimentais podem garantir a impo1iância biológica que um 

elemento eis desempenha e mesmo assim a complexidade de interações entre os fatores de 

transcrição e cofatores é dependente de contexto ( ex: sexo, tecido e estágio do desenvolvimento) 

e determinam quão importante é um sítio ou módulo regulatório no controle da expressão de 

um gene. Entretanto, algumas análises computacionais e estatísticas simples podem nos ajudar a 
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3.1 Análise dos genes de determinação do sexo em A. me/li/era e D. me/anogaster 

Distribuição de elementos eis à montante do gene 

{A) GAGA-DIX 

{B) DSX 

{C) BZIP•l 
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Figura 3.8 : Distribuição dos motivos GAGA-DIX, DSX e BZIP-1 na região promotora de todos 
os genes de A. mellifera e D. me/anogaster. (A) O motivo GAGA-DIX não apresenta uma 
distribuição uniforme e ocorre com maior freqüência até 500pb da região codificadora do gene. 
(B) O motivo DSX é mais freqüente entre 100 e 600pb em D. melanogaster. Em A. mellifera, a 
distribuição é mais unifo1me, mas ainda assim ocorre com maior freqüência em direção ao início 
da região codificadora. (C) O motivo BZIP-1 apresenta uma distribuição muito semelhante ao 
DSX em cada uma das duas espécies de insetos. 

avaliar se tais motivos têm algum tipo de específico de distribuição nas regiões promotoras e que 

não corresponda a uma distribuição unif01me esperada pelo acaso (Figura 3.8 e Tabela 3.3). 
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Tabela 3.3: Análise de Kolmogorov-Smirnov testando a significância estatística da distribuição 
dos motivos regulatórios canônicos (GAGA-D IX, DSX, BZIP-1) e seus respectivos motivos 
embaralhados (shuffl.ed) contra uma distribuição uniforme. 

D. 111elanogaster Canônico vs Uniforme Shujjled vs Uniforme 
Motivo D P-valor D P-valor 

GAGA-DIX O, 128 1,5e-07 0,049 O, 18 
DSX 0,094 2,2e-16 0,012 0,87 

BZIP- 1 0,093 2,2e-16 0,026 0,06 
A. 111ellifera Canônico vs Uniforme Shujjled vs Uniforme 

Motivo D P-valor D P-valor 
GAGA-DIX 0, 107 2, le-05 0,043 0,31 

DSX 0,032 0,0112 0,016 0,51 
BZIP-1 0,053 l ,6e-06 0,040 0,0006 

A distribuição de ocoiTência dos três motivos (GAGA-DIX, DSX, BZIP-1) considerados 

mais relevantes para controle de transcrição relacionados ao desenvolvimento dos fenótipos 

sexuais foi avaliada estatisticamente pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (Tabela 3.3). Cada 

motivo foi alinhado com as regiões promotoras de todos os genes de D. melanogaster e A. 

mellifera resultando nas distribuições da Figura 3.8 . O viés de ocon-ência destes motivos 

na região promotora até 600pb foi significativo (Tabela 3.3). O motivo BZIP-1 foi o único 

que mesmo após o embaralhamento ainda mostrou viés de posição, entretanto isto pode estar 

relacionado com o baixo conteúdo de informação deste motivo. Nesta região mais próxima ao 

início de tradução do gene é onde se encontram boa parte dos elementos eis com maior influência 

na regulação da transcrição gênica (DAVIDSON, 2001 ). Estes resultados nos dão suporte para 

investigar quais genes possuem estes elementos eis em sua região promotora e quais processos 

biológicos estes fatores de transcrição podem regular. 

Os motivos GAGA-DIX, DSX e BZIP-1 foram alinhados com todos os promotores dos 

genes de D. melanogaster e A. mellifera. Somente os genes que apresentaram pelo menos uma 

ocorrência do sítio gaga e dos sítios dsx e bzip l sobrepostos em ambos os ortólogos destas 

espécies foram utilizados nas análises de perfil funcional. Um total de 355 genes apresentou 

sítios gaga e 215, os sítios sobrepostos dsx e bzip l . Estes foram identificados por seus IDs 

de acordo com a base de dados FlyBase e suas respectivas anotações funcionais recuperadas da 

base GO (consideramos as anotações no nível 5). Os histogramas das distribuições dos principais 

processos biológicos potencialmente regulados pelo fator GAGA e pelo complexo DSX/BZIP-1 
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Perfil funcional de genes alvo aos seguintes fatores de transcrição 

(A) GAGA-DIX (B) complexo DSX/BZIP-1 ~ i 
DSX - / '-. ~ - ,zo,., 

Processos biológicos (termos GO) 

transcrtption 
RNA met.boUc process 

cell development 
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Figura 3.9: Histogramas dos processos biológicos mais representados entre os genes 
potencialmente regulados pelo fator GAGA e pelo complexo DSX/BZIP-1 . (A) Processos 
biológicos predominantes entre os genes putativamente regulados pelo fator GAGA. (B) 
Processos biológicos predominantes entre os genes putativamente regulados pelo complexo 
DSX/BZIP-1. 

estão apresentados na Figura 3.9 (A) e (B), respectivamente. 

Dentre os genes putativamente regulados pelo fator GAGA, podemos destacar os seguintes 

processos biológicos predominantes: transcrição (28,9%), processo de metabolismo do RNA 

(28,4%), desenvolvimento de órgãos (28,4%), regulação do processo metabólico celular. Todos 

os outros 27 processos estão relacionados com o desenvolvimento dos padrões morfológicos de 

órgãos e estruturas do organismo bem como com os mecanismos celulares importantes na em

briogênese e comunicação celular (Figura 3.9, A). Além disso, dois processos estão claramente 

relacionados com a determinação do sexo, geração de gameta feminino (6,4%) e diferenciação 

do sexo (5%). Dentre os genes potencialmente regulados pelo complexo DSX/BZIP-1 (209 com 
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anotações GO dos 215 inicialmente identificados), os processos biológicos mais representados 

são: processo metabólico celular de proteína (31,8%), modificação ele biopolímeros (23,3%) 

e processo metabólico cio fosfato (17,7%) . Os outros 21 processos estão relacionados com 

embriogênese e organogênese além de mecanismos celulares importantes na formação e 

manutenção dos organismos multi celulares (Figura 3 .9, B). 

Um modelo simplificado cio mecanismo genético de detem1inação do sexo em A. mellffera 

é apresentado na Figura 3.10. O sinal primário é o mais simples já descrito entre os 

rnetazoários sendo a complementaridade entre isoformas o que determina o mecanismo de 

splicing alternativo. Uma vez estabelecido este sinal, a produção ele proteínas DSX sexo

específicas ocorre constitutivamente (dependendo ela quantidade de mRNA), sendo que as 

cooperações e competições com outros fatores e cofatores de transcrição elevem funcionar ele 

maneira oposta em cada sexo, isto é, em fêmeas, um complexo com DSX-F regula positivamente 

os genes de diferenciação do fenótipo feminino e negativamente os genes masculinizantes, sendo 

o inverso na presença ele DSX-M. O fator GAGA pode ser um dos fatores mais importantes na 

produção inicial de mRNA ele Amdsx e Amix já no início da em brio gênese. O sistema de controle 

mais bem conhecido envolve a fonnação do complexo DSX-F/I.X/BZIP-1 específico de fêmea. 

O fator DSX-M possuí uma região C-terminal maior, com um domínio de oligomerização que 

eleve funcionar de maneira similar ao complexo DSX-F/IX, regulando de fonna alternativa os 

genes de diferenciação sexual. 

3.1.7 Conclusões 

Uma busca a partir de 29 genes anotados na base de dados GO como envolvidos na 

detenninação e diferenciação do sexo de D. melanogaster apontaram para 13 genes altamente 

conservados em A. mellifera. Oito destes 13 genes codificam uma variedade de fatores de 

transcrição (dsx, ix, fru, dpn, d~f, run, babl e ser; Tabela 3.1, pg.76) . Três destes 13 genes 

conservados em abelha codificam proteínas que participam no sinal inicial da determinação 

do sexo (sxl, tra2 e f[) e estão envolvidos nos mecanismos de splicing que determinam o 

destino sexual de D. melanogaster. Embora estes genes do início da cascata de determinação 

do sexo estejam conservados no genoma de A. mellifera, nenhuma evidência que permita 

inferir conservação funcional destes sinais iniciais foi encontrada. Ao contrário, estes sinais 
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Figura 3.10: Modelo simplificado do mecamsmo genético de determinação do sexo em A. 
mellifera 

apresentam variações mesmo entre o gênero de moscas Musca (MEISE et ai., 1998). Os outros 

dois genes conservados em abelhas estão relacionados com processos de comunicação celular 

através de vias de transdução de sinal (hop e pk61 C). Estas vias de transdução de sinal são 

consideradas muito importantes na formação das estruturas genital e anal, por meio de uma 

regulação sexo-específica dos genes decapentaplegic (dpp), hedgehog (hh) e wingless (wg) 

(ESTRADA; CASARES; SáNCHEZ-HERRERO, 2003). Todos estes 13 genes são importantes 

para a determinação e desenvolvimento sexual em D. melanogaster, mas dois deles, dsx e ix, 

são considerados terminais na cascata gênica e altamente conservados em estrutura e função 

mesmo em espécies evolutivamente distantes (CLINE; MEYER, 1996; MARíN; BAKER, 1998; 

GRAHAM; PENN; SCHEDL, 2002; SIEGAL; BAKER, 2005). 

Em abelhas, o sinal inicial não depende da razão X:A ou qualquer tipo de gene ligado 

a cromossomos sexuais. Na verdade, estes insetos não possuem cromossomos sexuais e 
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a detenninação do sexo é estabelecida pelo produto de um único gene ( ou loco) que se 

complementa. No mecanismo complementar de determinação do sexo (CSD) em A. mellifera, a 

proteína codificada a pmtir de um mesmo alelo não é funcional e então os machos hemizigotos 

(haplóides) ou homozigotos (diplóides) se desenvolvem (default) . Por outro lado se o indivíduo 

é portador de dois ale los diferentes (heterozigoto), os produtos destes alelos se combinam e 

disparam o mecanismo de determinação de fêmea (WHITING, 1943; BEYE et al., 2003). O 

gene complementary sex determiner (csd) codifica uma proteína SR 1 que deve atuar no topo 

da cascata de determinação do sexo regulando a fo1mação de transcritos de sexo-específicos de 

Amdsx de maneira similar ao TRA de D. melanogaster e C. capitala (BEYE ~t ai. , 2003; BEYE, 

2004). 

As cascatas de detenninação do sexo evoluíram da base para o topo (WILKJNS, 1995; 

MARíN; BAKER, 1998; SCHüTT; NoTHIGER, 2000) e de acordo com esta hipótese os genes, 

dsx e ix, estão altamente conservados na base da via de dete1minação do sexo. Estes dois genes 

também estão conservados em função nos metazoários (RAYMOND et ai., 1998; SUZUKI et 

al., 2003; HEDIGER et al., 2004; SIEGAL; BAKER, 2005) e no presente estudo encontramos 

evidências de que estes genes terminais também estão conservados em A. mellifera. O produto de 

ix é essencial para que DSX-F desempenhe sua função ativadora ou repressora em genes alvo de 

maneira específica em fêmeas, enquanto DSX-M não depende de IX e atua de maneira contrária 

às fêmeas nos genes alvo (SIEGAL; BAKER, 2005). O complexo DSX-F/IX/BZlP-1 que se 

liga à região reguladora, FBE, de yp-1 em D. melanogaster, ativa a transcrição deste gene em 

fêmeas. Em machos, as proteínas DSX-M não pennite a ligação de BZIP-1 ao seu sítio bzip 1 no 

FBE e inibe a transcrição deyp-1 (COSCHIGANO; WENSINK, 1993; AN; WENSINK, 1995a; 

GARRETT-ENGELE et al., 2002). 

Em A. mellifera, o controle de transcrição de Amvg compartilha pouca similaridade com 

o seu análogo, yp-1, em mosca-de-fruta ou mesmo com seu homólogo, Bmvg, no bicho-da

seda. A quantidade de transcritos no CG é muito maior que em Ov, garantindo a posição do 

CG como principal órgão sintetizador de V g. Além disso, o Amvg não é um gene de expressão 

específica do sexo feminino sendo transcrito em níveis consideráveis em zangões. Uma análise 

computacional comparativa entre as regiões promotoras dos três genes codificadores de proteínas 

1proteínas com resíduos Serina/Arginina envolvidas na regulação e seleção de sítios de splicing em m.RNA 
eucariontes. 
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do ovo revelaram poucos elementos conservados. Entretanto, algumas características destas 

regiões reguladoras são particularmente interessantes: (1) em yp-1 e Bmvg, observa-se alguns 

sítios dsx e bzipl em redundância e sobrepostos em uma região que inclui o FBE, podendo 

ser responsável pelo controle de transcrição sexo-específico observado nestes genes; (2) em 

Amvg, não há nenhum sítio dsx nas proximidades da região equivalente ao FBE, mas apenas 

um sítio bzip 1 que é o p1incipal ativador da transcrição destes genes em Ov; (3) nos três 

genes, observamos a ocotTência do sítio aefl que é um repressor de transcrição dependente da 

abundância do fator AEF-1 e que pode ser o principal responsável pelas diferenças nos níveis de 

transcrição destes genes em diferentes tecidos. 

Considerando apenas os perfis qualitativos da transcrição de Amvg, Amdsx e Amix nos 

tecidos analisados neste estudo podem-se observar algumas semelhanças e diferenças nos genes 

equivalentes em D. me/anogaster. As semelhanças são: (1) os genes das proteínas do ovo (yp-1 

e Amvg) são transcritos principaimente no CG, mas quando são transcritos nos ovários e células 

do folículo ovariano, respectivamente, não estão sob o controle da via de dete1minação do sexo; 

(2) Amdsx é regulado de maneira sexo-específica com a produção de transcritos alternativos por 

splicing alternativo; (3) os ortólogos ix são mais expressos em fêmeas e em Ov. As diferenças 

são: (1) Amvg é transcrito em Ov de rainhas e em machos enquanto yp-1 só se expressa em 

fêmeas mas não em Ov; (2) Amdsx é mais transcrito em Ov do que em CG e Dmdsx é transcrito 

em CG mas não em Ov embora seja transcrito nas células do folículo ovaiiano, em estágios 

específicos de desenvolvimento. 

No desenvolvimento dos embriões, não encontramos nenhuma evidência de que Amvg seja 

h·anscrita em machos e fêmeas e mesmo com toda a diversidade funcional que a Am V g apresenta 

é intrigante verificar esta ausência de transcrição nos embriões. Por outro lado, a transcrição de 

Amdsx e Amix durante a embriogênese revelou um padrão muito interessante que deve traduzir 

a complexidade das interações enh·e estes dois genes com seus genes alvo que determinam a 

dualidade no destino da fmmação de estruturas morfológicas e posteriormente fisiológicas e 

comportamentais. Durante todo o desenvolvimento embrioná1io a transcrição de Amdsx em 

machos e fêmeas é notavelmente antagônica, isto é, quando a transcrição aumenta em macho, 

diminui em fêmea. Este padrão se manifesta em todas as fases amostradas com exceção da última 

fase que caracteriza a organogênese. Tal alternância no perfil de transcrição de Amdsx fornece 

evidências de que os genes alvo controlados pelo fator DSX podem ser expressos em ondas que 
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seriam responsáveis pela detenninação de padrões embrionários sexo-específicos. Além disso, 

Amdsx e Amix em ambos os sexos são co-expressos no início da embriogênese (até 24hs), mas a 

patiir deste período a co-expressão parece continuar apenas em fêmeas. 

Observando tal co-expressão assumimos a hipótese de co-regulação entre Amdsx e Amix e 

portanto devem compartilhar elementos regulatórios eis conservados em suas regiões promo

toras. A conelação entre o perfil de transc1ição de um mesmo gene em machos e fêmeas é menor 

(R2 = 0,44 para F-dsx vs M-dsx; R2 = 0, 85 para F-ix vs M-ix) do que entre os dois genes em 

fêmeas (R2 = O, 96 para F-dsx vs F-ix). O alto índice de co1Telação no perfil de transcrição de 

Amdsx e Amix em fêmeas está em concordância com necessidade da formação de um complexo 

DSX-F/IX essencial para o controle da expressão gênica específica de fêmeas. Um motivo muito 

similar ao sítio de ligação do fator GAGA foi descoberto nas regiões promotoras dos dois grupos 

de genes ortólogos (dsx e ix), denominado GAGA-D IX. O fator GAGA é codificado pelo gene Trl 

e é muito conservado no genoma de abelha. Este fator regula a transcrição gênica principalmente 

pela remodelagem da cromatina permitindo o acesso ao DNA de outros fatores de transcrição 

- importantes para o controle transcricional de genes relacionados com o estabelecimento de 

- padrões no desenvolvimento do emb1ião. Encontrar sítios gaga nas regiões promotoras destes 

genes te1minais significa que a dualidade regulatória dos sexos se inicia já nas primeiras horas 

da embriogênese (até 24h) e que respostas (ou "feed-back") alternativas do sistema regulatório 

de transcrição detem1inam o destino sexual ( dualista) deste sistema. 

A presença de outros motivos nos promotores de Amdsx e Amix, tais como DSX, AEF-

e BZIP-1, f01mam combinações que podem atuar como módulos regulatórios. A presença 

destes módulos pode fornecer idéias dos padrões de regulação aos quais estes genes estão 

submetidos. O Dmdsx apresenta uma região com sítios gaga, dsx e aefl, e pode estar submetido 

ao controle positivo do fator GAGA, mas de forma sexo (auto-regulação) e tecido-específicas 

(DSX não é h·anscrito em Ov onde o repressor AEF-1 é abundante). Em Amdsx, pouca 

similaridade é observada em seu promotor com relação ao seu ortólogo em Drosophila. No 

entanto, a ausência de sítios dsx indica não haver auto-regulação (pelo menos de forma direta) e 

a presença de vários sítios bzipl pode ser uma das razões de Amdsx ser transcrito em Ov. Em D. 

melanogaster, BZIP-1 é o principal fator responsável pela transc1ição de yp-1. Os três motivos 

considerados mais importante para o controle do desenvolvimento sexual (GAGA-DIX, DSX, 

BZIP-1) apresentaram distribuições de oconência nos promotores significativamente diferentes 
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da esperada pelo acaso, e portanto, devem estar sob pressão de seleção para manter o viés de 

posição (oc01Tem preferencialmente até~ 600pb do início de tradução do gene). Os genes alvo 

potencialmente controlados por estes fatores pa1iicipam de processos metabólicos, transcrição 

gênica, desenvolvimento embrionário e de estruturas anatômicas, bem como de mecanismos de 

comunicação celular, reprodução e comportamento. 

Contudo, a principal contribuição deste estudo está na possibilidade da construção de 

um modelo regulatório hipotético envolvido na determinação genética do sexo em abelhas 

que pode ser utilizado como ponto de partida para validações expe1imentais orientadas por 

hipóteses. Ainda que boa parte do modelo seja teórico e necessite de validações experimentais 

mais detalhadas em biologia molecular e genética ( ex: silenciamento gênico, estudo de 

interação proteína-proteína, ensaios de ligação proteína-DNA e expressão gênica), muito pouco 

se conhecia sobre as entidades genéticas e possíveis mecanismos moleculares envolvidos na 

detenninação do sexo em A. mell(fera. 

3.2 Genômica funcional da determinação de casta 

A detenninação de castas em abelhas é um sistema modelo para o estudo de plasticidade 

do desenvolvimento. Uma diferença na composição alimentar de larvas de fêmea promove o 

desenvolvimento de fenótipos alternativos. Rainhas e operárias se desenvolvem pela expressão 

diferencial de genes a paiiir de um genótipo idêntico e representam um dos exemplos mais 

conhecidos de polifenismo em insetos. A diferença mais marcante entre as rainhas e operárias de 

A. mellifera está nas particularidades do sistema reprodutivo. As rainhas desenvolvem grandes 

ovários para a postura de centenas de ovos por dia, enquanto as operárias são estéreis com o 

ovário pouco desenvolvido. Os genes diferencialmente expressos em rainhas e operárias de A. 

mellifera foram identificados em diversos estudos com aplicações de técnicas experimentais bem 

distintas que, por sua vez, identificaram genes distintos (CORONA; ESTRADA; ZURITA, 1999; 

EVANS; WHEELER, 1999, 2001; HEPPERLE; HARTFELDER, 2001). No presente estudo, 

os genes identificados como diferencialmente expressos nas fases larvais onde as diferenças 

nutricionais ocorrem. As seqüências de cDNA e ESTs dos estudos anteriores foram anotadas 

no genoma de abelha e seus respectivos genes identificados. 
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O perfil funcional dos genes diferencialmente expressos em cada casta foi proposto segundo 

anotações dos genes ortólogos em D. melanogaster. Os genes que regulam o metabolismo estão 

mais expressos em rainhas, enquanto genes que regulam vias do desenvolvimento estão mais 

expressos em operárias. Genes envolvidos no processamento pós-transcricional e com atividade 

de hidrolases e oxidoredutases também estão muito representados entre os genes envolvidos na 

detenninação de castas. As regiões promotoras dos genes diferencialmente expressos em castas 

foram analisadas e motivos putativos específicos de alguns grupos de genes foram identificados 

e se organizam de maneira distinta em cada casta. 

3.2.1 Identificação e anotação de genes envolvidos na determinação de 
casta 

Os genes diferencialmente expressos em larvas de rainha e operária estão listados nas Tabelas 

3.4 e 3.5. Os genes diferencialmente expressos em rainhas (34 genes; Tabela 3.4) e operárias (17 

genes; Tabela 3.5) foram identificados a paiiir de ESTs disponíveis no GenBank publicados em 

(EVANS; WHEELER, 1999, 2001). Os genes ortólogos em Drosophila foram identificados por 

similaridade de seqüência e os domínios de proteína conservados descritos na base Pfarn (E

value ~ le-15, não mostrado nas Tabelas 3.4 e 3.5) também foram localizados nos genes de 

abelha (Tabelas 3.4 e 3.5). 

A maioria dos genes diferencialmente expressos em castas são representados por uma ou 

duas ESTs, exceto o gene da hex70b (GB10869 é homólogo de Lsp2-PA de D. melanogaster) . 

Este gene foi representado por 1 O ESTs, uma localizada na região 5' (primeiro éxon) e nove 

na região 3' ( cinco ESTs no éxon 7 e região 3 '-UTR, e outras quatro ESTs nos éxons 6 e 

7) . Experimentos de macroarray (EVANS; WHEELER, 2001) evidenciaram hex70b como 

super-expresso em operárias. As hexamerinas são uma importante classe de proteínas de 

estocagem que apresentam um interessante padrão de expressão relacionado ao sexo, à casta 

e à reprodução em muitos insetos sociais (JINWAL et al., 2006; MARTINEZ et al., 2000; 

HUNT; BUCK; WHEELER, 2003; ZHOU; OI; SCHARF, 2006; ZHOU et al., 2006). Um cDNA 

referente a hex70b de A. mellifera foi recentemente clonado e seqüenciado, e experimentos 

com manipulação de hormônio mostraram que a abundância de transcritos de hex70b no 

desenvolvimento larval é positivamente correlacionado com altos níveis de JH e ecdisteróides 
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Tabela 3.4: Lista de genes super-expressos em rainhas identificados e anotados a partir de dados 
de cDNA e ESTs publicados em estudos anteriores (CORONA; ESTRADA; ZURITA, 1999; 
EVANS; WHEELER, 1999, 2001). (*) Genes usados para descoberta de motivos regulatórios 
putativos. 

Officialstl GenB:rnk Scriffold Flybasr E-valur Nomr(Pfom) Descrição (Pfom) 

GBl8242* BG l01 680 Group l .68 Hmgcr o.o HMG•CoA_rcd l-lidrox:imctilglutaril-c~nz.ima A rcdutasc 
GBI 1628• OGIO l59 1 GrouplJ.10 CG485 1 8c-90 
GOl9626 BG l01 692 Group l5.24 Osi9 9e-15 DUF1676 Proteína de íunçào desconhecida (DUF 1676) 

GBIS446 BG l0 1673 Group l6.2 yps le-31 CSD Domínio de ligação ao DNA Cold-shock 
GBl305 1 OG l01 697 Group l 6. 19 CG4662 l<-13 1 
GBl5755 BGIOl571 GrourS. 12 RpSI 1 k-53 RibosomaLS 17 Proteína ribossonrnl S 17 
GBl5754 BGl0 1555 Group6. l9 CG32405 Sc-19 Chi tin_bind.A Proteína cut ic ul ar de insclos 
GBl4S74 BGIOl573 Groupl.47 Sop2 le- 135 \VD40 Dominio WD. repetição G-bcta 

BGIOl695 
GBll 177 BGl0 1636 Group9.22 i:EFlddta <li:--48 EF LGNE Domín io de troca de guanina EF- 1 
GBl5686 BG IOl696 Grot1p l .JJ 
GO l0041 AF069739 GroupUn. 11 89 CGl1413 c- 145 GTP_EFTU Domínio de ligação GTP do EF Tu 
GO l7R15 BG l0 1531 Group6.53 Rp ll 35 O.O RNA-poLRpb1_6 Domíno 6. RNA polimcrase Rpb2 
GB l 58 17 BGIOl643 GroupUn.85 

BG IOl (,4 1 
GBl0 156 BGIO l69 1 Group5.24 CGl45 11 6c-55 
GCll4161 BGIO l592 GroupUn.33 adc5 lc- 142 SAICAR..synt sintctasc SA ICAR 
GBl3368 OGl0 1559 Group l 2.20 CG99 14 lc-101 3HCDH_N 3-liidroxiacil-CoA dchidrogcnasc 

BG l0 1600 
GBI 1029 BGl0 1543 Group2.22 RpLl8 Jc-73 Ribosom:1 LL 1 Se Proteína ribossomal eucarionlc L l S 

BGIO l568 
GBl144 I BG IOl 574 Group9.17 RpL35A Jc-42 Ribosomal_L35Ae Protdna ribossomal l 35Ae 

OG IOl 597 
GBl4798, BG l01 635 Groupl0.38 Gnpdhl lc- 141 Gp_dh-C Gliceraldeído 3-fosfruo desidrogenasc. C-
G Bl4476 BG IOl 634 Groupl S. 19 mRpL35 2c-33 
GB l8769 BG IOl 6 10 Group3. 18 oho238 lc-33 RibosomaLS2 I e Proteína ribossonrnl S2 1 e 

BGJOl6l4 
GCll1741 BGJOl583 Group7. l6 Aldh o.o Aldcdh Dcsidrogcnasc de aldeído 
GBl3776 BG JO l6 l 7 Group l .12 mRpL3 Jc-97 RibosomaLL3 Proteína ribossomal l3 
GB J8969 BG IOJ 585 Group l6.4 Hsp60 o.o Cpn60_TCP I Chapcronina TCP- l/cpn60 
GB J7413 BGIO l577 Group l.67 CGl1130 Jc-73 NHL Repetição NHL 
GBJ6047• BG JOl 595 Group l 1.41 loj 1c-73 EMP14_GP25L Família emp14/gp251Jp14 
GB I 1973 BGIOl 579 Group l6.9 Cyp4g15 o.o p450 Citocromo P450 
GBl3072* BGl01581 Group2.23 RpS27 2c-3I RibosomaLS27e Proteína ribosomal S27 
GB l980 I BG IOl570 Group2.38 CG4747 4c-76 NAO_binding-2 Domínio de ligação NA O do 6-fosfogluconalo 
GOJ0002 BG IOl 605 Group5.13 CG5639 lc-13 1 Thyroglobulin_l Repetição liroglobulina tipo-1 

GO J9380• BGIOl596 Groupl 2.; CG6SS8 1e-S6 AhpC-TSA Família AhpC,TSA 
GB l9465 BGIOl 594 GroupUn. 179 RpLl1 Sc-74 RibosomaLLI LN Proteina ribossomal LI 1. N-tenninal 
GBl28 11 BG IOISf>'l G roupl3 .9 CG1l50 lc- 12 
GO i 1303 BGIOl 576 Group2.33 lid o.o JmjC Domínio JmjC 

(CUNHA et al., 2005). No cupim, Reüculitermesfiavipes, a razão entre Hexl e Hex2 controla a 

disponibilidade de JH para diferenciação casta-específica de tecidos (ZHOU et al., 2006). Estas 

observações permitem reflexões sobre possíveis interações entre as diferentes subunidades de 

Hexamerinas de A. mellifera desempenhando funções regulatórias de feedback no controle dos 

títulos de JH em castas de abelhas (ZHOU et al., 2006). 

O perfil funcional dos genes de rainhas e operárias foi analisado com auxílio do programa 

FatiGO a partir do nome dos genes ortólogos em D. melanogaster ( coluna FlyBase; Tabelas 

3.4 e 3.5). Dos 34 genes de rainhas, apenas 2 não possuem similaridade com nenhum gene de 

Drosophila. Em operárias, apenas 1 dos 17 genes não possui homólogo em Drosophila. Os 

processos biológicos predominantes ( considerando o nível 3 de termos GO) entre todos os genes 

diferencialmente expressos em castas (total 48 genes) são: processo fisiológico celular (95%; 

Figura 3.11, A) e metabolismo (90%; Figura 3.11, A). As diferenças nos processos biológicos 
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Tabela 3.5 : Lista de genes super-expressos em operárias identificados e anotados a partir de 
dados de cDNA e ESTs publicados em estudos anteriores (EVANS; WHEELER, 1999, 2001). 
(*) Genes usados para descoberta de motivos regulatórios putativos. 

Offici :1 lsel GenB:rnk Sc:offold Flybasr- E-\•alue Nomc(Pínm) Descrição (Pfam) 
0B 17508 B010 1588 Oroup l 1.37 C09769 lc- 108 Mm•3!J Família Mov34/MPN/PAD- 1 
0B 10428, B0101584 Groupl .30 CGJ0413 lc-05 
0B19006• 8010 1586 Group4.7 CGJX84 k-30 
OBI 113 2 80101562 GroupS.33 RpS5o lc-99 RibosomaLS7 Proteína ribossomal S7p1S5e 
0B 17499 80101550 Oroup7.37 scsB lc- 14 1 M itO.CíUT Proteína mitocondrial carreadora 
OB I 1059 B0 10 1556 Group8.20 RlàBp lc-139 Vi lcllogcnin.N Região amino tcnninal de Lipoproteina 
GB 12239• 80 10 1547 Oroup9. l 5 zcdin l 4c-J,I 
0B 18643 80IO l603 OroupUnA72 Dhc64C o.o Dyncin.heavy Cítdeia pesada de dincina 
0B 12230 B0 10 1662 Oroup lll.38 RpLP I Mc-29 Ri!>osomal.60s Proteína ribossomal 60s 
0B 10469 B01 49 167 Group2.J 1 klg lc-42 1-sct Domínio imunoglohulina 1-sct 
0 B1 237 1, B0 101 639 Oroup2.38 Mgst l 5c-25 

B0 10 1674 
B0 10 168/, 

0B 14758, B0 10 1609 Oroup7 .. lJ Hsp83 o.o HSP90 Protcina l·lsp90 
08 14634 B0 10 1609 Group9.22 Hcxo2 6c-55 GlyrnJ, yd ro_20 Glicos il hidrolase, família 20 
0B 10869, 80 10 164/, GroupUn.53 Lsp2-PA 7c-97 Hcmocyanin_C Domínio tipo ig. Hemocianina 

B0 10 1569 
B0 10 1537 
B0 10 154 1 
B0 10 1558 
B0 101632 
B0 10 1539 
80 10 1633 
80 10 1552 

0 81 479 1 80 101/,90 GroupUn.4897 blw o.o ATP-synLab Familia alfo1b-~ta ATP sintase 
08IJ41 0 80 149 169 GroupUnA 16 xmas-2 lc- 109 SAC3_0ANP Famil ia p25 SAC3 1GANP1Nin l 11111 s31clF-3 
0 810536 80 10 1629 Group lS. 11 

dos quais os genes de rainhas e operárias podem participar estão principalmente na diferenciação 

celular (28,5% dos genes em operárias e nenhum em rainhas ; Figura 3.12, A) e no metabolismo 

(96% dos genes em rainhas e 78,5% em operárias; Figura 3.12, A) . 

Com relação às funções moleculares, a grande maioria dos termos estão relacionados com 

a tradução de mRNA (ligação a ácido nucléico, 38%; estrutura do ribossomo, 24%; ligação 

a proteína, 12%; ligação a nucleotídeo, 12%; atividade de fator de tradução e ligação, 7%; 

Figura 3.11, B). Outras funções moleculares importantes também foram observadas, tais como, 

atividade oxidoredutase (19%; Figura 3.11, B) e hidrolase (16,5%; Figura 3.11 , B). Para estes 

dois te1mos notamos diferenças interessantes potencialmente relacionadas à formação de castas, 

com atividade hidrolase estando muito representada entre os transcritos de operária, e a atividade 

oxidoredutase representada somente por genes super-expressos em rainha (Figura 3 .11, B). 

Ainda que estas atribuições funcionais sejam baseadas em evidências obtidas de ortólogos de 

D. melanogaster, boa parte dos genes de casta possuem domínios funcionais conservados em 

seqüência de proteína e, portanto, reforçam as nossas observações sobre as tendências funcionais 

destes 51 genes de casta. 

Em termos gerais, as diferentes representações de vias funcionais em cada casta, oxidore

dutase e hidrolase, podem ser reflexo da mudança na dieta que a operária recebe durante o 
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3.2 Genómicafimcional da determinação de casta 

(A) Processo biológico 

processo flslológlco celular !,-,=_=_~_=_~_=_-_~_---:...-"'::_---:...~= 
metabolismo 

..i------~ 
localização 

reprodução =:J 
morfoginese 

desenvolvimento de órgãos 

estímulo a resposta =:J 
regulação do processo flslológlcos 

diferenciação celular 

metamorfose 

desenvolvimento larval ou pupal 

desenvolvimento embrionário 

2040608010 
freqüência (%) 

103 

(B) Função molecular 

llgação a ,c1do nucléico 

estruture do rlbossomo 

atividade oxldoredutase 

lltlvldede hldrolase 

llgaçio a proteína 

llgaçlo a nucleotídeo 

atividade fator de treduçio 

atividada carreadore 

10 :zo 30 40 
freqiiêncla (%) 

Figura 3.11: Perfil funcional de todo o conjunto de genes diferencialmente expressos em castas 
de A. mellifera. (A) Os Processos biológicos predominantes entre estes genes mostram grande 
paiiicipação do metabolismo e fisiologia celular na determinação de casta em A. mellifera. (B) 
As funções moleculares predominantes neste conjunto de genes mostram a importância de genes 
envolvidos nos mecanismos de controle pós-transcricional e atividades hidrolase e oxidoredutase. 
As propriedades funcionais dos genes de abelha foram inferidas ah·avés da anotação funcional 
dos ortólogos de D. melanogaster no GO (1úvel 3). 

quarto e quinto ínstares larvais. Esta alternativa significa uma mudança de uma dieta rica em 

lipídios e proteínas para outra rica em carboidratos (HAYDAK, 1970), e esta alternância vem 

acompanhada de um aumento na expressão de genes que codificam hidrolases. Alternâncias 

similares nos padrões de expressão gênica foram recentemente observadas para D. melanogaster 

em experimentos onde larvas foram trocadas de meios alimentares ( dieta à base de milho para 

banana) resultando em 55 genes diferencialmente expressos. Enh·e eles estão 5 genes com 

atividade desidrogenase/oxidoredutase. Estes padrões semelhantes resultantes das alterações 

de dieta podem ser indicativos de redes regulatórias semelhantes. De grande interesse para a 

biologia é compreender como estas respostas alternativas das vias regulatórias evoluem para 

gerar diferentes fenótipos, tais como as castas. Entretanto, as plataformas experimentais para os 

estudos funcionais em abelhas começaram a ser desenvolvidas apenas recentemente ( ex: RNAi, 

cultura de células, etc) com a disponibilidade do genoma e das fen-amentas de bioinformática. 
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{A) Processo biológico (B) Função molecular 
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Figura 3 .12: Perfil funcional dos genes diferencialmente expressos em rainhas e operarias 
de A. mellifera. (A) Os genes que regulam o processo de diferenciação celular estão super
expressos em maior proporção em operárias enquanto os genes de metabolismo são estão 
mais representados em rainhas. (B) Genes com atividade hidrolase são predominantes em 
operárias e ao contrário, genes com atividade oxidoredutase estão mais expressos em rainhas . 
As propriedades funcionais dos genes de abelha foram inferidas através da anotação func ional 

··dos ortólogos de D. melanogaster no GO (nível 3). 

3.2.2 Elementos regulatórios eis putativos nos genes de casta 

Os genes relacionados ao desenvolvimento de casta estão entre os pnme1ros genes de 

A. mellifera para os quais dados de expressão validados experimentalmente foram gerados 

(CORONA; ESTRADA; ZURITA, 1999; EVANS; WHEELER, 1999, 2001; HEPPERLE; 

HARTFELDER, 200 l ; GUIDUGLI; HEPPERLE; HARTFELDER, 2004). Certamente, estes 51 

genes representam apenas uma parcela de todos os genes realmente envolvidos no desenvolvi

mento de casta. No entanto, eles são os genes com diferenças de expressão mais proeminentes 

detectados por experimentos (SSH2 e DDRT-PCR3) que evidenciam as maiores diferenças entre 

as duas situações comparadas, rainha e operária. Os 51 genes evidenciados não pertencem 

a um única família gênica mas a várias famílias com diferentes funções. Desta maneira, 

podemos assumir a hipótese de que os padrões de expressão dos genes em larvas de rainhas 

e de operárias podem estar associados à ocorrência de motivos regulatórios eis específicos nas 

regiões promotoras destes genes. 

2Suppression Subtractive Hybridization 
3Differential Display RT-PCR 
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O pipeline escrito em Python usa três algoritmos diferentes para a descoberta de motivos 

conservados: AlignACE (ROTH et al., 1998), MEME (BAILEY; ELKAN, 1994) e MDscan 

(LIU; BRUTLAG; LIU, 2002); que são integrados pelo módulo Python TA.MO (GORDON et 

al., 2005). Este pipeline analisa as regiões promotoras de um conjunto de genes de interesse 

e retorna uma lista de motivos super-representados neste conjunto, comparando a ocorrência 

destes motivos nas regiões promotoras do conjunto inicial a todos os genes do genoma (para 

detalhes ver seção 2.1.3 e Figura 2.1 ). Dois conjuntos de genes foram selecionados pelos maiores 

níveis de expressão em cada casta (top6 de rainha e top6 de operária), de acordo com evidências 

experimentais (EVANS; WHEELER, 2001) e também um conjunto controle (controle negativo) 

foi selecionado randomicamente do conjunto total de regiões promotoras (Amel-PromDB). Para 

cada motivo descoberto, foram calculadas quatro métricas diferentes: MAP (ROTH et al., 1998), 

especificidade de grupo (HUGHES et al., 2000) e ROC A.UC e MNCP (CLARKE; GRANEK, 

2003). Um primeiro filtro foi usado para eliminar aqueles motivos mais espúrios (MAP ~ 

5; ROC AUC ;:::: 0,7). Esta filtragem inicial resultou em 46 motivos de um total inicial de 

123 encontrados no conjunto de promotores de rainha, e em 71 de um total de 261 motivos 

encontrados no conjunto de operárias. 

Tabela 3.6: Teste de Kolmogorov-Smimov para a análise da distribuição dos valores de ROC 
AUC, MNCP e Church calculados para cada motivo encontrado nos genes super-expressos 
em larvas de rainha e operária. Os grnpos ou conjuntos de motivos de rainha e operária 
foram comparados com o conjunto de motivos encontrados em conjuntos de regiões promotoras 
selecionadas randomicamente da base Amel-PromDB. 

Grupos ROCAUC MNCP Church 
random vs. rainha+operária P< 0.01 P> 0. l P> 0.I 
random vs. rainha P< 0.001 P> 0.1 P> 0. l 
random vs. operária P> 0. l P> 0.l P< 0.025 
rainha vs . operária P< 0.005 P> 0. l P< 0.001 

Dois testes estatísticos, um paramétrico (MA.NOVA; P< 0.0001; Wilks=0.73; F=7.36) e 

outro não paramétrico (Teste de Kolmogorov-Smimov; Tabela 3.6), foram conduzidos a pariir 

dos valores de ROC AUC, MNCP e Church mostrando que a distribuição da pontuação 

(principalmente de ROC AUC e Church) destes dois conjuntos de motivos (rainhas e operárias) 

é significativamente diferente dos motivos encontrados no controle negativo. O ROC AUC tem 

sido descrito em outros estudos como uma métrica eficiente na eliminação de motivos falso

positivos (CLARKE; GRANEK, 2003; MA.CISA.AC; FRAENKEL, 2006). 
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Para selecionar apenas os motivos mais específicos encontrados nos genes de cada casta, 

usamos a pontuação especificidade de grnpo ou Church score (HUGHES et ai., 2000) para 

identificar os mais prováveis motivos envolvidos nas vias regulatórias de detenninação do 

desenvolvimento de rainha (2 motivos com Church score :::; le-5; Figura 3.13) ou operária (12 

motivos com Church score :::; le-7; Figura 3.13). Considerando que os métodos experimentais 

utilizados (SSH e DDRT-PCR) identificam somente uma sub-população dos genes importantes 

para a determinação de castas, entendemos que os motivos descobertos neste estudo também 

representam um cenário parcial da rede regulatória de transcrição envolvida no desenvolvimento 

de casta, Estes motivos podem ser usados para buscas em larga escala de potenciais genes 

candidatos que também participem das redes regulatórias de desenvolvimento de castas e que 

poderão ser submetidos a validações experimentais em trabalhos futuros. 

Cada motivo encontrado nas regiões promotoras dos genes de rainJ1a ( 46 motivos) e 

operária (71 motivos) foi alinhado contra todas as seqüências de elementos regulatórios eis 

de D. melanogaster contidas na base de dados TRANSFAC v4.0 (WINGENDER et ai., 2000). 

Somente alinhamentos com pelo menos 80% de identidade com motivos encontrados aqui foram 

considerados. Nenhum dos motivos mais específicos de cada casta mostra similaridade com 

alguma seqüência reguladora de Drosophila contida no TRANSFAC. No entanto, alguns motivos 

de ocorrência ubíqüa apresentaram considerável similaridade com sítios de ligação de fatores 

de transcrição, tais como Antennapedia, Ultrabithorax, zerknüllt, even skipped, trithorax-like, 

tailless, paired,fúshi tarazu, Adh-1. 

Quando plotamos as posições dos 2 motivos de rainha e os 12 motivos de operária nas regiões 

promotoras de todos os 51 genes diferencialmente expressos em cada casta, observamos um 

padrão muito diferente na distribuição dos motivos de rainha e operária (Figura 3.14). Os 2 

motivos de rainha foram localizados em 14 do 34 genes super-expressos em rainha e em apenas 

um gene super-expresso em operária (GB10869; Figura 3.14, A). É interessante observar que 

este gene é a hex70b e possui uma única ocorrência do motivo Q2 específico de rainha (Figuras 

3.13 e 3.14, A). Este motivo pode significar que um fator de transcrição (ainda desconhecido) 

comum nas castas atue de maneira oposta no controle de transcrição de alguns genes de rainha e 

operá1ia, por exemplo, o hex70b que é super-expresso em larvas de operárias mas reprimido em 

larvas de rainhas. 

Os 12 motivos de operária foram localizados em 9 dos 16 genes super-expressos em operá1ia 
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3.2 Genômica.funcional da determinação de casta 

(A) Rainha 

Motivo MAP Church ROC AUC 

Ql 5 .50 l .37e-07 0 .82 

Q2 5 .27 2.57e-05 0 .95 

(B) 01>erária 

Motivo MAP Church ROC_AUC 

W1 12.79 5.32e-10 0.74 

W2 11.39 5.32e-10 0 .74 

W3 8.93 5.32e-10 0.83 

W4 7 .04 5.32e-10 0.83 

W5 9 .31 5.32e-10 0 .90 

W6 9 .86 5.32e-10 0 .74 

W7 15 .86 5.59e-10 0 .74 

we, 8 .55 l .37e-07 0.82 

W3 7 .44 l.37e-07 0.90 

Vl/10 13.83 1.37e-07 0 .74 

Wll 11.09 1.37e-07 0 .83 

Vl/12 10.59 1.37e-07 0 .74 

MNCP 
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MNCP 
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97.89 
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Figura 3.13: Motivos regulatórios putativos descobertos nas regiões promotoras dos genes 
diferencialmente expressos em castas. (A) Motivos descobertos nas regiões promotoras de genes 
super-expressos em rainha. (B) Motivos descobertos nas regiões promotoras de genes super
expressos em operárias. 

e em 2 genes dos 34 do conjunto de rainha (GB 12811 e GB 19626; (Figura 3 .14, B). O gene 

GB12811 (super-expresso em rainha) possui um sítio do motivo W5 específico de operária. Este 

tem um 01iólogo conservado em D. melanogaster que codifica uma proteína rica em glicina 

e, embora tenha sido considerado importante no desenvolvimento, pouco se sabe sobre sua 

função (FLAVELL; DYSON; ISH-HOROWICZ, 1987). Outro gene também super-expresso em 

rainha que apresenta um motivo específico de operária (W8; Figura 3.13, B) é o GB19626. 

Seu ortólogo em Drosophila é o Osiris 9 (CG15592) que não tem nenhuma anotação funcional 

no GO mas é um gene que está localizado em um QTL relacionado à resistência à inanição e 
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(A) Motivos regulatórios putativos específicos de rainha (B) Motivos regulatórios putativos específicos de operária 

t t 8819380 I* i ir r ru r 1 UÍ 6810421 * 
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Figura 3.14: Diagrama de ocorrência dos motivos regulatórios putativos descobertos nos genes 
diferencialmente expressos em castas. (A) Os motivos descobertos em genes super-expressos em 
rainhas ocorrem em 14 de 34 genes de rainha e apenas um gene de operária, GB10869 (hex70b). 
(B) Os motivos descobertos em genes super-expressos em operárias ocorrem em 9 de 16 genes de 
operária e em 2 genes de rainha, GB1281 l e GB19626. (*) marca os top6 usados na descoberta 
dos motivos. 

tem sua transcrição reprimida em experimentos de estresse por inanição em D. melanogaster 

(HARBISON et al., 2004, 2005). Assim como no exemplo do hex70b, a ocorrência destes 

motivos específicos de operária nos 2 genes super-expressos em rainha indica algum tipo de 

conh·ole negativo destes genes durante o desenvolvimento da larva de operária. Além disso, 

um destes genes (GB 19626) apresentou um padrão de expressão similar com seu ortólogo da 

mosca-de-fruta (Osiris 9, reprimido pela inanição) ao ser reprimido nas operárias que sofrem 

uma mudança drástica na dieta alimentar entre o quarto e quinto ínstares larvais. 

Outro aspecto interessante dos motivos regulatórios putativos está na quantidade de motivos 

encontrados entre os genes de operária ( 12; Figura 3 .13, B) em relação ao motivos de rainha (2; 



�����������	
�����	���
��	���������	��������	
��
 ���

�����
����������������������������� ������������������	�����!
�����
���������� �������
�����

���������� ��"��
������������
 ������
������
����
��� 
�������	���
���
���#	���������

�������� �$#��
��
����%	��������
�����������������&
��'���!
�������"����	��	���(�	�
�	����

�
������)�������������������*
�$�����	���	��������������������
�$���������� �$#�����
����%	��

����%���������
������+,�-.,/01�� ������

2�����������!�!����������	
��
���
�
�������� ������������%��������34����	������$����

�
�5������
�� ��	��
���� ����%����������
���������	� ��������	�
�������5��
������
�

�������� �������
�������������������	�
�������# ����������	
��
���0���������������
�$����

��!�!������
���� ���
�
��34�
���
���������������'����������������������)�
)���� �������

�����������������
��
�	�� �������
�+6477879:� 1.340;&�� ������� 7�����
�������������

������ ���
�
��	�����
�+�797���<���������������	
�������
'�=���)�����	�� �#��7	9>;/?

�����
�
��������������
�$�����+�%������	����� �������������
����� 
�������	
��+��!�����
��

+9.,,.40;�4:�?784�@����AB:��1&01.76/C.����
������D:�?7979�����
������D��

���� ������
����	
�$��	
��������!��7	9>;/?���������!
�
��
�	���������������
�?6@

	�������
�������
�
�������
�����# �������
�
��
���� ��%!����'�������%����������
������

	�� �#��7	9>;/?�+	�������E���F&2�
&�
�	G�� +?7979�� ���
������D���1��5����%���

����
��+ ���������B�H��������	����
���������5��
��
��D����������� �������
��+���� '�����

�������������	�
�������# ����������	
��
���1�����
����������������������
�)��������������

���� ���
����� ������I�����
��
�������%!�������34��>����	������$�������
��)������� ���
�

��� �������������
����
���
������+8:�64.&7������:�/;88.-�1:� &4;@@78�� ��������� �


����
�������	�� �#��������	� ��������	�
����
���
� ��	��	��5�	�����

������2��	�����

���
�"�������� �������3�	���
����
��������������
���
����������������������
�������	
��


���
��	����J��
��
� 
���������
�����# �������
����'���������
�����������!�!����������
�!
�

����K����>>LK��
����
���
����%M�	���
���������������	���'
����
�����������������0������������
��

�������� �	��!������$��������,���� >J%>
����!������� ��	������'��$��	����������������	�
���

�
������!
����� 
�
��������!�!����������	
��
���0������������
������������
'�����������

����������
����� ���
������
���������
�����
��	
��
�����)�
�������������	�����	
��������

�#��������
�����������
����# �����������
��5
����������������5����
�����
����# ���������

3.2 Genômicafuncional da determinação de casta 109 

Figura 3.13, A). Além do número superior de elementos conservados nas regiões promotoras dos 

genes de operária, os mesmos apresentam um maior agrupamento, com algumas exceções, em 

regiões próximas ao inicio de tradução dos genes. Tal observação está em concordância com o 

fato de que os elementos regulatórios eis com forte efeito regulatório estão próximos ao início 

do sítio de tradução (DAVIDSON, 2001). 

Como o desenvolvimento de casta é altamente dependente de títulos de JH e ecdisteróides 

na hemolinfa, procuramos por sítios de ligação de receptores nucleares de hormônio nas 

regiões promotoras dos genes diferencialmente expressos em castas. Os elementos regulatórios 

envolvidos na resposta ao JH ainda não são muito bem entendidos. Assim, qualquer predição. 

neste sentido estaria comprometida (WHEELER; NIJHOUT, 2003). Entretanto, elementos 

de resposta a ecdisona (EcRE) têm sido identificados e sabe-se que o complexo EcR/USP 

se liga a elementos regulatórios (sítios) com repetições diretas ou palindrômicas (inve1tidas) 

(RIDDIHOUGH; PELHAM, 1987; ANTONIEWSKI et ai. , 1995; PERERA et ai. , 2005). 

A representação canônica do motivo EcR/USP foi derivada da construção de uma PWM 

considerando toda a info1mação experimental atual disponível sobre os sítios de ligação do 

complexo EcR/USP (consenso : rGkTCAaTGamcy) (PERERA et ai., 2005). Nenhum sítio 

similar (pelo menos 70%) foi encontrado em nenhuma das 51 regiões promotoras (l 000pb) dos 

genes diferencialmente expressos em castas. No entanto, isto não determina que estes genes 

não possam responder às mudanças nos 1úveis de JH e/ou ecdisteróides, mas que eles possam 

responder indireta e tardiamente (LI; WHITE, 2003; SULLIVAN; THUMMEL, 2003) ou pela 

formação de complexos de receptores nucleares ainda pouco conhecidos. 

3.2.3 Conclusões 

As análises do perfil funcional e das regiões reguladoras de genes de determinação de casta 

foram conduzidas a partir de dados expe1imentais obtidos durante o desenvolvimento de larvas 

de A. mellifera. A anotação funcional destes genes, com base nas definições do GO referentes aos 

seus respectivos ortólogos de Drosophila, revelou os processos biológicos e funções moleculares 

mais relevantes para o desenvolvimento de castas. Os genes reguladores do metabolismo estão 

entre os mais importantes na detem1inação das castas, enquanto os genes codificadores de 

oxidoredutases estão mais expressos em rainhas e os genes de hidrolases mais expressos em 
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operárias. 

O genoma de abelhas não só possibilita uma precisa anotação de genes com base em 

dados de cDNA e ESTs diferencialmente transcritos em castas, como também a exploração de 

regiões intergênicas na busca por elementos regulatórios relacionados com o controle de redes 

regulatórias de processos biológicos envolvidos no desenvolvimento de castas. No presente 

estudo, descobrimos 14 motivos conservados nas regiões promotoras (até I 000pb) dos genes 

de casta, sendo que 12 são motivos específicos de genes super-expressos em operá1ia. Os sítios 

de ocorrência destes motivos apresentam uma distribuição agrupada e geralmente estão mais 

próximos (até :::::::600pb) do sítio de início de tradução. O padrão de organização destes motivos 

nos promotores é de dificil interpretação e métodos de análise combinatória devem ser aplicados 

em estudos futuros para a identificação de possíveis módulos regulatórios putativos. 

O polifenismo de casta nos insetos sociais é considerado um importante estudo de caso 

para o aparecimento de novidades nos processos evolutivos moleculares (WEST-EBERHARD, 

· 2003). Embora o presente estudo não tenha a pretensão de discutir os detalhes dos mecanismos 

da plasticidade de desenvolvimento, outros dois estudos também apontam para modificações em 

propriedades funcionais e regulatórias . Estas modificações são responsáveis pela supressão do 

· desenvolvimento de asas em formigas (ABOUHEIF; WRAY, 2002), bem como em alterações 

temporais nos padrões de expressão gênica durante o desenvolvimento pós-embrionário de 

fo1migas e abelhas (B. terrestris) (GOODISMAN et ai., 2005; PEREBOOM et ai., 2005). Tais 

mudanças regulatórias podem envolver elementos eis por meio de mutações nos sítios de ligação 

de fatores de transcrição que alteram a afinidade de ligação e conseqüentemente os padrões 

de resposta sob limiares específicos de concentração de fatores de transcrição (WRA Y et al., 

2003) ou de ho1mônios morfogenéticos (HARTFELDER; EMLEN, 2005). As modificações 

ou evolução das propriedades funcionais de genes podem ser exemplificadas pela importante 

participação das vitelogenina e hexamerinas. Estàs proteínas são tradicionalmente reconhecidas 

nos outros insetos como proteínas de estocagem específicas de fêmeas e importantes na 

vitelogênese e oogênese. No entanto, em abelhas, elas evoluíram para funções também 

relacionadas com a determinação de castas e divisão de trabalho via novos rearranjos regulatórios 

com JH (AMDAM et al., 2004; GUIDUGLI et al., 2005a; ZHOU; OI; SCHARF, 2006; ZHOU 

et al., 2006). 

A estratégia usada neste estudo combina informações experimentais de expressão gênica e 
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predições computacionais de motivos regulatórios conservados em grupos específicos de genes. 

Tal abordagem representa uma importante transição· das descritivas em larga escala sem uma 

hipótese a priori para abordagens hipótese-dirigidas, podendo ajudar a explicar os padrões de 

expressão gênica dependentes de contexto na biologia das abelhas. Estas buscas podem servir 

como uma eficiente platafonna para uma análise integrada de experimentos em larga escala bem 

como para o delineamento de novos experimentos pela identificação de entidades importante 

nos fenômenos biológicos em abelhas e até mesmo outros metazoários. Além disso, este estudo 

exemplifica como programas e algoritmos de bioinfonnática já existentes podem ser integrados 

em uma ferramenta útil para o estudo de padrões de expressão gênica e de redes regulatórias em 

A. mellifera. 

3.3 Evolução de famílias multigênicas em abelhas solitárias e 
. . sociais 

A história evolutiva da diversificação das espécies de abelhas tem início no Período Cretáceo 

(~120Ma4) juntamente com o período de maior expansão das angiospe1mas (vegetais que 

desenvolvem flores). É provável que as abelhas e angiospennas tenham co-evoluído de fmma 

que a expansão do grupo das abelhas facilitou a expansão das angiospermas e vice-versa. Ainda 

hoje, a importância das abelhas na polinização é vital para a manutenção dos ecossistemas e da 

economia agrícola (DANFORTH, 2007). Além disso, as abelhas sociais, em particular as abelhas 

com corbícula5, são úteis como modelo para estudos sobre a evolução da estrutura social e de 

modificações genéticas, morfológicas e comportamentais envolvidas neste modo de vida. 

Mais de 16.000 espécies de abelhas já foram desc1itas mas apenas 6% são eusociais6 

(MICHENER, 2000). A eusocialidade em abelhas teve múltiplas origens sendo uma delas nas 

abelhas com corbícula (Hymenoptera: Apoidea: Apidae: Apinae). Este grupo de abelhas é 

subdividido em 4 tribos (Euglossini, Bombini, Meliponini e Apini) que apresentam modos de 

vida solitário (Euglossini), semi-social (Bombini) e eusocial (Meliponini e Apini). A estrutura 

4Ma, Milhões de anos 
5Corbícula, estrutura em forma de cesto que se desenvolve.na tíbia da perna traseira de fêmeas para o transporte 

de pólen. 
6Um sistema eusocial é caracterizado pela divisão reprodutiva de tarefas, sobreposição de geração e cooperação 

no cuidado da prole. 
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social neste grnpo parece ter sua origem em um ancentral comum de Bombini, Meliponini e 

Apini (DANFORTH, 2007). A abelha A. mellifera pertence a tribo Apini que é um grupo 

monofilético, onde todas as espécies pe11encem ao mesmo gênero Apis. 

O seqüenciamento do genoma de A. mellifera adiciona uma nova dimensão na genômica 

comparativa e abre caminho para a compreensão das bases genéticas que garantem a realização 

das propriedades de um sistema eusocial, por exemplo, polifenismo de casta, polietismo de idade 

e divisão reprodutiva de tarefas (DANFORTH, 2007). Algumas observações sobre a evolução 

das famílias gênicas em A. mellifera são particularmente interessantes, tal como as diferenças 

no número de genes de algumas famílias multigênicas com possíveis efeitos no modo de vida 

destas abelhas. Algumas famílias multigênicas apresentam significativa redução no número de 

genes ( ex: genes de detoxificação, proteínas cuticulares, receptores gustatórios, componentes do 

sistema imunológico), enquanto em outras, o número de genes é expandido (ex: proteínas da 

geléia real, receptores de olfato e algumas expansões de grupos das P450 e CCE associados a 

hormônios e processos quimiossensores) quando comparadas com o genoma de outros insetos 

(Drosophila e Anopheles) (CLAUDIANOS et al., 2006; The Honeybee Genome Sequencing 

Consortium, 2006). 

No presente estudo, a taxa de substituição sinônima é utilizada como calibrador de um 

relógio molecular em abelhas . Este relógio permite identificar alguns eventos de duplicação 

gênica mais provavelmente co1Telacionados com a evolução das espécies de abelhas corbiculadas 

juntamente com aparecimento de propriedades importantes para a evolução do sistema eusocial 

nestes insetos. Estas aproximações foram feitas a partir de fragmentos dos genes ache2 

(acetylcholinesterase 2, or83b (olfactory receptor 83b), lw-rh (long-wavelength rhodopsin) e 

m,jp (major royal jelly protein) de sete espécies de abelhas com corbícula de modo de vida 

solitário à eusocial (A . mellifera, A. cerana, A. dorsata, A. florea , M quadrifasciata, B. terrestris 

e E. nigrita). Os resultados apresentados a seguir supo11am a hipótese de uma origem comum 

da eusocialidade nas abelhas com corbícula e apontam para os principais eventos de duplicação 

gênica ocorridos ao longo dá história evolutiva destas abelhas. 
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3.3.1 Seleção dos genes utilizados para medidas de taxas evolutivas 

Os genes usados no cálculo de taxas evolutivas entre sete espécies de abelhas foram 

selecionados principalmente pelos seguintes critérios: (1) os genes são de famílias gênicas 

diferentes e estas famílias apresentam diferenças em número comparado com outros insetos; 

(2) os genes estão localizados em cromossomos diferentes (locos não ligados) e codificam 

proteínas com funções distintas; (3) alguns genes são conservados em outras espécies de insetos e 

apresentam ortólogos evidentes ( ortólogos 1: l: 1 em D. melanogaster, A. gambiae e A. mellifera), 

enquanto outros genes são de uma mesma família que ocone especificamente em abelhas. Os 

genes selecionados para este estudo estão relacionados na Tabela 3.7 que também descreve 

algumas características da organização genômica e funcional destes genes. 

Tabela 3.7: Genes selecionados para os cálculos de taxas evolutivas. Grupo = Cromossomo. cds 
= seqüência codificadora 

Nome OfficiaSet Grupo cds(nt) #éxons GenBank Pfam E-value 
Genes ortólogos 1: 1: 1 
ache2 GBl4873 8 1821 5 NP _001035320 COesterase l .3e-227 

Abhydrolase-3 l .8e-08 
or83b GBl9990 1317 7 7tm_6 2.8e-l 9 
lw-rh GBl9657 15 1134 5 AF091732 7tm_l 2.2e-67 

Família gênica específica de abelha 
1mjpl GBl4888 11 1430 6 AF000633 MRJP 2.4e- l 69 
m1jp2 GBl6246 11 1544 6 AF000632 MRJP 6.8e-l 67 
mrjp3 GBl6459 11 1830 6 Z263!8 MRJP 3.9e-!68 
m1jp4 GBll768 11 1612 6 Z26319 MRJP 7e-145 
mrjp5 GB!0622 11 1966 6 AF004842 MRJP 8.7e-138 
m1jp6 GBl3789 li 1529 6 AY313893 MRJP l.le-151 
mrjp7 GBI 1022 11 1427 6 BK00!420 MRJP l.3e- 149 
m1jp8 GB!4639 11 1329 6 AY398690 MRJP 3.3e-l 18 
m1jp9 GBl6324 11 1793 6 DQ000307 MRJP 6e-122 

Os 12 genes foram anotados no genoma de A. mellifera a partir das predições (OfficialSet) 

e de fragmentos de cDNA depositados no GenBank, exceto or83b que até o presente momento 

não possui nenhuma seqüência expressa disponível nesta base e foi anotado a partir da seqüência 

predita. A organização estrutural dos genes e a localização de seus respectivos domínios 

funcionais estão representados no diagrama da Figura 3.15. 

As sete espécies de abelhas selecionadas para este estudo pertencem a quatro t1ibos de 

Apinae, sendo quatro espécies (A. mellifera, A. cerana, A. dorsata, A. jl.orea) da tribo Apini, uma 
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{A) Estrutura genômica e domínios funcionais 
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Figura 3.15: Diagrama da estrutura genômica dos genes ache2, or83b, lw-rh e mrjps . (A) 
Arquitetura dos genes selecionados como calibradores do relógio molecular em abelhas. Todas 
as regiões em que os iniciadores foram desenhados estão representadas, bem como as regiões de 
seqüência codificadora utilizadas para a análise comparativa entre as sete espécies de abelhas. 
(B) Agrupamento dos genes da MRJPs no cromossomo 11 . Estes genes codificam proteínas da 
geléia real e pertencem a uma família específica de abelhas que evoluiu a partir da yellow-e3 
(DRAPEAU et al., 2006a). 

espécie de Meliponini (M quadrifasciata), uma espécie de Bombini (B. terrestris) e uma espécie 

de Euglossini (E. nigrita) . Estas abelhas possuem duas características muitos interessantes que 
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pennitem estudos sobre a evolução de genes a partir de taxas evolutivas: (1) estas abelhas 

não divergem mais do que 100 Ma (ASCHER; DANFORTH; Jl, 200 I; MICHEL-SALZAT; 

CAMERON; OLIVEIRA, 2004; DANFORTH et ai., 2006), o que possibilita usar substituições 

silenciosas sem o problema de saturação causado por múltiplas substituições e (2) são abelhas 

monofiléticas que possuem diferentes níveis de organização social que vão do modo de vida 

solitário ao modo vida eusocial. Deste modo, estudos sobre evolução molecular nestas espécies 

da subfamília Apinae podem ajudar a compreender melhor os eventos de duplicação gênica e a 

evolução de fenótipos relevantes para o surgimento da eusocialidade nestes insetos. 

3.3.2 Identificação, clonagem e seqüenciamento de fragmentos da região 

genômica dos genes mrjp, ache2 e or83b de sete espécies de abelhas 

Um total de 30 contigs não redundantes são resultados da identificação, clonagem e 

seqüenciamento de fragmentos de DNA genômico derivados de regiões dos genes mrjp, ache2 

e or83b nas sete espécies de abelhas estudadas (Tabela 3.8 e 3.9). Os fragmentos foram 

amplificados por PCR a partir da combinação de vá1ios iniciadores desenhados em regiões 

conservadas dos genes (Figura 3.15 e Tabela 2.7 e 3.9). Destas 30 seqüências não redundantes, 

24 são trechos de DNA genômico inéditos que foram anotados para identificação das regiões 

·codificadoras usadas para análises evolutivas. 

Tabela 3.8: Resumo dos resultados do seqüenciamento de fragmentos de DNA genônimo de 3 

genes em 7 espécies de abelhas . 

Total de seqüências 353 
Filtrado por qualidade 12 
Reads positivos 100 

Contigs 28 
Singlets 4 
Não redundantes 30 

Todas as seqüências de A. mellifera adquiridas neste estudo só serviram como controle 

para acertar as condições experimentais e não foram usadas para as análises posteriores. As 

seqüências utilizadas para esta espécie foram extraídas das anotação oficiais do genoma de abelha 

(The Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006). Em todas as espécies, exceto em A. 

fl.orea, existem dois contigs para o gene or83b que alinham com duas regiões diferentes (região 
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5' e 3'). Apenas os fragmentos da região 3' foram identificados e seqüenciados em todas as sete 

espécie e, por isso, somente este trecho foi usado para comparações de or83b nas espécies de 

abelhas (or83b-3 '; Tabela 3.9) . 

Tabela 3.9: Resultados do seqüenciamento de fragmentos de DNA genômico de mrjp, ache2 e 
or83b em sete espécies de abelhas. (*) marca os contigs inéditos seqüenciados neste estudo. 

Gene Gil Con ligs Reads T:imanhu(pb) Clonl's lnici:1 dores 
Apis nu:1/ijt'ra 
mrjpJ GB l6459 AM_Contig3 1428 AM4-MRJP-2205-A 1- 18 MRJP-F IIMRJP-R2 
mrjp7 GB I 1022 AM_Contig2 IJ69 AM4-MRJP-2205-A 1-1 O MRJP-F IIMRJP-R2 
mrjp9 GBl6324 AM _Singlcl5 750 AM4-MRJP-0506-A3- I MRJP-1'3/MRJl'-R2 

AM.Sing lct6 706 AM4-MRJP-0506-A3- I MRJP-F3/MRJP-R2 
achc2 GBl4873 AtvLConl ig4 1068 AM4-ACI-I E2- 1005-A2-2 ACI-IE2-F3/ACHE2-R4 

AM4-ACI-IE2-0306-A-2 ACI-IE2-F3/ACI-IE2-R4 
or83b-5" GB l9990 A~LContig l 792 AM4-0R83 B-l 506-A 1-1 OR83B-F3/0R83B-R4 

AM4-0R83B- l 506-A 1-2 OR83B-F3/0R83 B-R4 
Apiscc:rww 
mrjp5 GBI0622 ACContigl 126 1 AC208-MRJP-0406-A l-2 MRJP-F IIMRJP-R2 
mrjp9• GB l6324 AC_Contig3 2042 AC208-MRJP-0506-A3-I MRJ P-F31MRJP-R2 

AC208-MRJP-0506-A3-I MRJP-F3/MRJP9-E3-R 1 
achc2• GB l4873 AC_Cont ig2 1067 AC208-ACHE2-0207-A3-I ACHE2-F3/ACHE2-R6 
or83b-5'• GBl9990 ACContig4 1388 AC208-0RX3B- l 506-A 1-1 OR83B-F3/0R83B-R4 

AC208-0R83B- l 506-A 1-2 OR83B-F3/0R83B-R4 
or83b-3'• GB l9990 AC_Contig5 9 10 AC208-0R83B-0907-A2-I OR83B-F7/0RS3B-R8 

AC208-0R83B-0907-A2-2 OR83B-F7/0R83B-R8 
Apix dm:mtu 
mrjpJ • GB l4888 AD_Contig l 9 1486 AD2-MRJP-0406-A 1-1 MRJP-F IIMRJP-R2 

AD2-MRJP-0406-A 1-4 MRJP-F I/MRJP-R2 
AD2-MRJP-0406-A 1-6 MRJP-F I/MRJP-R2 
AD2-MRJP-0406-A 1-7 MRJP-F I/MRJP-R2 
AD2-MRJP-0406-A 1-8 MRJP-F I/ MRJP-R2 

mrjps • GB l0622 AO_Contig6 1423 ADZ-MRJP-0406-AI - I I MRJP-FI IMRJ P-R2 
achc2• GB l4873 AO_Contig5 107 1 AD2-ACI-IE2-0306-B- I ACI-IE2-F3/ACl·IE2-R4 
or83b-5'• GBl9990 AD.Contig7 1409 AD2-0R83B-1506-A 1- 1 OR83B-F3/0R83B-R4 

AD2-0R83 B- l 506-A 1-2 OR83B-F3/0R83B-R4 
or83b-3'• GB l9990 AO_Conlig2 11 22 AD2-0R83B-0907-A2- I OR83B-F7l0R83B-R8 

AD2-0R83B-0907-A2-2 OR83B-F7/0R83B-R8 
Apfa-Jlon:o 
mrjp5 • GB l0622 Af_Conlig3 1385 AFS-MRJP-0406-A 1-1 MRJP-F IIMRJP-R2 
mrjp6• GBl378'1 AF_Contig2 li 1442 AFX-MRJP-0406-J\ 1-3 MRJP-F I/ MRJP-R2 

AFX-MRJP-0406-A 1-4 MRJP-F I/ MRJP-R2 
AF8-MRJP-0406-A 1-7 MRJP-FI IMRJP-R2 
AF8-MRJP-0406-A 1-1 2 MRJP-FI IMRJP-R2 
AF8-MRJP-0406-A 1-8 MRJP-F IIMRJP-R2 
AFS-MRJP-0406-A 1-9 MRJP-F IIMRJP-R2 
AF8-MRJP-0406-A 1-10 MRJP-F I/MRJP-R2 

mrjp9• GB l6324 AF_Contig5 1874 AF8-MRJP-0506-A3- I MRJP-F3/MRJP-R2 
AF8-MRJP-0506-A3- I MRJP-F3/MRJP9-E3-R 1 

achd• GB l4873 AF.Contigl 10 1060 AF8-ACI-I E2- 1707-A6-2 AGIE2-F5/ACHE2-R6A 
AF8-ACI-IE2- 1707-A6-3 ACHE2-F5/ACHE2-R6A 
AF8-ACI-IE2- l707-A 1-3 ACI-IE2-F3/ACHE2-R4 
AF8-ACI-IE2-1707-A4-2 AC I-I E2-F5/ACI-I E2-R6 
AF8-ACHE2-l 707-A6- I ACI-IE2-F5/ACHE2-R6A 

or83b-3'• GBl9990 AF-Conlig'-1 11 26 AF8-0R83B-0807-A2-2 OR83B-F710R83B-R8 
Melipona quadrifasciara 
achc2• GBl4873 MQ.ContigJ 1059 MQI -ACI-IEl-0306-A-I ACI-I E2-F31ACHE2-R4 
or83b-5'• GB l9990 MQ_Contig l 113(, MQ I-ORRJB-0807-A 1-1 OR83B-F5/0R831J-R4A 

MQI -ORSJ B-0807-A 1-2 OR83B-F5/0R83B-R4A 
or83b-J' • GBl9990 MQ.Contig2 975 MQ I-OR83 B-0807-A2- I OR83B-F7/0R83 B-R8 

MQI -OR83 B-0807-A2-2 OR83B-F7/0R83B-R8 
Bomb11s tent•.tlris 
achc2• GB l4873 BT.Contig2 755 BT5-ACHE2-0207-A3-4 ACI-IE2-F3/ACHE2-R6 
or83b-5'• GB l9990 BT_SinglctJ 709 BT5-0R83B- l 506-A2-2 OR83B-F3/0R83B-R2 

BT _Singlct4 572 BT5-0R83B- l 506-A2-2 OR83B-F3/0R83B-R2 
or83b-3 '• GB l9990 BT.Contigl 1515 BT5-0R83B-0907-A2-I OR838-F710R83 B-R8 

BT5-0R83B-0907-A2-2 OR83B-F7/0R83 B-R8 
Eulae.mo 11igrilt1 
achc2• GB l4873 EN.Contig l 8 10 EN3-ACHE2-0207-B4-I ACHE2-F5/ACHE2-R6 
or83b-5'• GB l9990 EN. Contig2 807 EN3-0R831J-0807-A 1-2 OR83B-F5/0R83B-R4A 
or83b-3 '• GB l9990 EN_Conlig3 1352 EN3-0R83B-0807-A2- I OR83B-F7/0R83B-R8 

EN3-0R83B-0807-A2-2 OR83B-F7/0R83B-R8 

Alguns genes da família das MRJPs foram identificados somente nas abelhas da tiibo 
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Apini e nenhum gene desta família foi amplificado com sucesso em Meliponini , Bombini 

ou Euglossini. É possível que tal ausência de fragmentos amplificados ocorra por causa da 

ineficiência dos iniciadores na amplificação dos genes das MRJPs. Outra hipótese seiia a de 

que estes genes tiveram sua origem após a especiação de um ancestral da tribo Apini e por isso 

nenhum ortólogo foi encontrado nas outras tribos de abelhas. Além disso, alguns genes mrjp 

não foram identificados nem mesmo em Apini . Por exemplo, mrjp9 foi identificado em Apini 

exceto em A. dorsata (três amostras de diferentes regiões da Ásia foram usadas sem nenhum 

fragmento amplificado). Outros mrjps foram identificados em apenas uma (m,jp8) , duas (mrjp2, 

m,jp4, 1mjp6 e mrjp7) ou três espécies ~e Apini (mrjpl e mjrp9). Os únicos genes que estão 

representados nas quatro espécies são ,mjp3 e m,jp5. 

A seguir, análises filogenéticas e medidas de substituição de nucleotídeos serão utilizadas 

para ajudar na compreensão da evolução das famílias multigênicas em abelhas corbiculadas. 

Mesmo utilizando espécies muito próximas evolutivamente, nem sempre é possível identificar 

claramente quem são genes ortólogos ou parálogos por causa de padrões evolutivos complexos, 

tais como, evolução em concerto e nascimento-e-morte (NEI; ROONEY, 2005). Por esta razão, 

nosso estudo incluiu genes de diferentes famílias com ortologia 1: 1 bem resolvida (ache2 , or83b 

e lw-rh) e genes de uma mesma família que sofreram uma recente radiação (m,jps). 

3.3.3 Filogenia e composição de nucleotídeos dos genes ache2, or83b, lw-rh 

e mrjp em abelhas Apinae 

Os dados usados para as análises evolutivas foram, em grande parte, seqüenciados neste 

estudo (Tabela 3.9) mas também foram incluídas outras seqüências já disponíveis em bases de 

dados públicas ( ex: genes da família yellow/MRJP da vespa N. vitripennis e lw-rh das sete 

espécies de abelhas; ver seção 2.1. 7 pg 62). As regiões codificadoras foram determinadas a 

partir da anotação dos fragmentos de DNA genômico com base na similaridade com os genes 

mrjp, ache2, or83b e lw-rh de A. mellifera. Somente as regiões comuns dos genes ache2, or83b 

e lw-rh das sete espécies de abelhas foram usadas para as inferências filogenéticas e cálculos de 

taxas evolutivas. Além disso, todos os alinhamentos de seqüências de nucleotídeos (nt) foram 

resolvidos pelo alinhamento reverso a partir das seqüências de aminoácidos (aa) evitando, assim, 

os erros de inserção e deleção resultantes dos algoritmos de alinhamento. 
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O alinhamento dos 29 fragmentos de 537 pb dos genes da família MRJP/Yellow de abelhas 

da tribo Apini e da vespa N. vitripennis mostra que os genes da proteína da geléia real tiveram sua 

origem muito recentemente em abelhas e os genes Nv,jpl de vespa não são ortólogos dos genes 

mrjp mas descendem de um ancestral comum derivado de um gene ye!low (Figura 3 .16). Os 

genes mrjp9 e mrjpl foram encontrados em três das quatro espécies de Apini estudadas. Nem 

todos os genes m,jp foram encontrados nas quatro espécies de Apini, apenas mrjp3 e mrjp5. 

Entretanto, é dificil identificar, por estes resultados, se esta ausência de ortólogos é resultados de 

problemas de amostragem ou do processo de nascimento-e-morte das duplicações gênicas (NEI; 

ROONEY, 2005). 

Figura 3.16: Filogenia dos genes da família das MRJP em abelhas e vespa. (*) suporte estatístico 
pelos métodos de MP e ML. 

O alinhamento dos 7 fragmentos de 630 pb da região codificadora do gene ache2 revelou 

um alto grau de conservação em seqüência de nucleotídeo e obviamente aminoácidos (80-

93% de identidade em nt e 88-95% de identidade em aa; Figura 3.17, B). A composição de 

nucleotídeos em cada posição do códon mostrou diferença significativa no terceiro sítio entre 

as sete seqüências analisadas (X2 = 36,7, df = 18, P< 0.01; Figura 3.17, A e B). A composição 

do p1imeiro e segundo sítios é homogênea nas sete seqüências de ache2 o que significa que 



�����������	��
�������������������������������������������������� ���

���	������
��
�������������������������
�������	��������������
��������������� ��

���� !�����
�������� ���"�#�� $��$$����%��%#�����$&%�%#��
����$����#��'���(%� ��)�����*$�

)+$
������$%�,��$��$��$����������$��$$������������������� �����������
���-�������!���

����������� ���".���������/%�0(������������,�����������������������������
�����
����������

��1��� ���������������� �23���
��� ����

"�(�0�� ����	��
���������4
����
���������������/��� !�����
�������

��� ����	��
����
��� ��� ����	��
����
�� ��� ����	��
���
��

�����������
�������1)��!��������
�� !���

�����������
��������))��,��������
�� !���

�����������
�������5)��!��������
�� !���

",(������������
���������4
���
����������� "0(�.��������
��/��� !������ �����
������

�#�����

6 ������������

,��������������

7�7�

.��������/8���������
����)9������
��:5��
�������4+�;������/��� !�����
���������"�(

0�� ����	��
���������4
��������
� ����	��
���2
����",(�������������<��� �����������
�
��)�������
��:5��
��/��� !�����
���������"0(�.��������
��/��� !�����
��������� ����


���$+����"=>(��� ���������4������ ������!��
���
��1'���1?�

.���������
���@�� �������� ��
������A�����	���>�
���������B������!����������

��C

����������
�������������������������+
������$+�����������
�+�
��������)9�����


�����������	���������������
���������� !�����"B#C�DE�
���
����

�����������@C��E�
�

�
����

�����F�.���������B%�,(������� ����	��
���������4
���������������������
�����

������
���������%�����
%��������������	���G� ���������������
���4����������������	�

���������� ����	�%��������	�����������������4����
��DE�".����������B%�����,(��������������	�

3.3 Evolução de famílias multigênicas em abelhas solitárias e sociais 119 

estão variando de forma semelhante ao longo da evolução. A filogenia do gene ache2 agrupou 

as espécies da tribo Apini (A. mellffera, A. cerana, A. dorsata e A. fl.orea) , enquanto M. 

quadr[fasciata, B. terrestris e E. nigrita fo1maram um outro grupo com maior distância genética 

entre os tipos (Figura 3.17, C). As tribos Bombini e Euglossini teriam uma descendência comum 

e Meliponini estaria mais próxima de Apini . 

(A) Composição de nucleotídeos do gene ache2 em 7 espécies de abelhas 

lo posição do codon 2o posição do codon 3o posição do codon 

100.00% -

·~§l[~_~]]]]~ 'ªfflDíl 
Amei Acer Ador Afio Mqua Bter Enig 

Espicle ----~-~ ----~-~ Espikle Esl)«le 

(B) Alinhamento de nucleotídeo do gene ache2 

• < f •• •• ' • ' • ' • < • • ' • ' ••• ' • ' • • , ,.,, ... , .. , ..... , ,,, , ,,, .. 
i!~j~~;j ji~!ii: li If ii1!; l~;:; 

.. ... , , .. •' , ... ' ................. ,, ,, ,,. O 11 (• · ···• • ' O • • f ,, ,., , • •• • , , •• , • • ••• , •• ,,,, 

• e t ; < • • ~ 1 < o t •' • 1 < • e 1 • • 1, o I t • t • 1 1 1 • , 1 1 1 1 o I t < < , . , . ,, .... ... .. .. ,,,,, ,, .. ,., .......... , .. . . 
:. ;:;,: :,;:·:: ! '.' ' ::: ~··: 'H~:· ·; 0

:: :: H 
. ,., .. , ..... ,' ' . ' . . ... ... ... ' . ' " 

(d(l:~11:~1~~ r ·: 

.:· .... - ..... 
.., ... . , .. ' .. " ' . ....... ... . ,, , ,, . ,, ··-· ···········•·<< .. , .. ,,,,,,,, i ;~; i n 1 ~nr; ~-! ~ q; nr; i i 

--= · : i1 : :llil1 
L,q,,,g ' • • : • •• • ,: .· 

.. _;$ 
ª"r;:;z .. . . . 

-•• , fE . . ; . i 
"-~ .... , ... '. ... ,., .'. ... ! .... 

.. ' . ,., .. ,.,.' .... , '., ,, , , .. , .. ,.,,, . ,. ,,, . " . ( . . . . . . . ' ' ~ .. ' . ' : ·. . , : : :)' :1 ~:: ill:::::: , .. . ., .... " . 

(C) Filogenia das 7 espécies a partir de ache2 

A.dorsata 

A.mellifera 

E.nigrita 

B.terrestris 
0.02 

Figura 3.17: Análise das seqüências de DNA do gene ache2 em 7 espécies de abelhas. (A) 
Composição de nucleotídeos em cada posição do códon. (B) Alinhamento múltiplo reverso das 
seqüências de DNA das 7 espécies de abelhas. (C) Filogenia das 7 espécies de abelhas a partir 
de ache2. (*) suporte estatístico pelos métodos de MP e ML. 

Fragmentos de 369 pb correspondentes à região 3' do gene or83b também foram cuidadosa

mente alinhados e as mesmas análises realizadas no ache2 foram conduzidas. As seqüências 

deste gene são muito conservadas nestas espécies (84-95% de identidade em nt e 96-99% de 

identidade em aa; Figura 3.18, B). A composição de nucleotídeos mostra as mesmas tendências 

observadas no ache2, ou seja, maior conservação no primeiro e segundo sítios e maior variação 

na terceira posição, embora não significativa ao nível de 5% (Figura 3.18, A e B). A reconstrnção 
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filogenética a partir do or83b também agrupa as abelhas da tribo Apini, mas com a ordem um 

pouco diferente, colocando A.fl.orea mais próxima de A. cerana e A. me!lffera. Os representantes 

das outras três tribos foram agrupados com relações semelhantes ao ache2, exceto por Mehpona 

e Bom bus terem origem a partir de um ancestral comum (Figura 3 .18, C). 

(A) Composição de nucleotídeos do gene or83b em 7 espécies de abelhas 

lo posição do codon 

. 
~ :,:1.1 f)(l o/.,-.. 
u litl OU'% 

; 4UUU% D 
~ . 
g_ 20 ()0% T 

i 0,00% +---.-~.....-.......... --.~...,......--.---. A 
.~mr. l Jirl":r AC:nr ;lf!n Mrp ,,1 ~~cr Lmg 

Espécie 

2o posição do codon 

A-r,r.l 4<~· Arlnr Afln Mrji . ;,, 1:1:c:• Ln g 

Espécie 

íi ll l]Oo/, 

6U t)U"li 

<lu 00% 

2iJ í10 "/1 

3o posição do codon 
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(B) Alinhamento de nucleotídeo do gene or83b (C) Filogenia das 7 espécies a partir de or83b 
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Figura 3.18: Análise das seqüências de DNA do gene or83b em 7 espécies de abelhas. (A) 
Composição de nucleotídeos em cada posição do códon. (B) Alinhamento múltiplo reverso das 
seqüências de DNA das 7 espécies de abelhas. (C) Filogenia das 7 espécies de abelhas a partir 
de or83b. (*) suporte estatístico pelos métodos de MP e ML. 

Ainda que os dados de seqüência do gene lw-rh não sejam uma contribuição deste estudo, 

a forma como os dados foram analisados é inédita e, por esta razão, apresentamos os resultados 

sob as mesmas perspectivas dos outros dois genes (ache2 e or83b). O grau de similaridade 

deste gene nas espécies de abelhas estudadas é muito alto, assim como nos outros dois genes 

já descritos (81-96% de identidade em nt e 85-99% de identidade em aa). A composição de 

nucleotídeos também apresentou maior variação na terceira posição do códon, embora o teste de 

homogeneidade não rejeite a hipótese nula (Figura 3.19, A e B). A filogenia de lw-rh mantém 
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uma topologia semelhante a or83b, onde espécies da tribo Apini foram agrnpadas em um clado 

A. mellifera/A. cerana e um clado A. _fl-orea!A . dorsata, e as outras espécies representantes das 

três tribos (Meliponini, Bombini e Euglossini) se agrupam em clados mais distantes de Apini 

(Figura 3 .19, C). Duas diferenças entre estas filogenias estão na resolução dos ramos. São elas: 

( 1) A. mellifera e A. cerana seriam as espécies mais próximas do tipo ancestral; e (2) Melipona 

sp. e E. nigrita teriam se especiado de um ancestral comum já separado de Bombini (Figura 

3.19, C). 

(A) Composição de nucleotídeos do gene lw-rh em 7 espécies de abelhas 
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(B) Alinhamento de nucleotídeo do gene lw-rh (C) Filogenia das 7 espécies a partir de lw-rh 
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Figura 3.19: Análise das seqüências de DNA do gene lw-rh em 7 espécies de abelhas. (A) 
Composição de nucleotídeos em cada posição do códon. (B) Alinhamento múltiplo reverso das 
seqüências de DNA das 7 espécies de abelhas. (C) Filogenia das 7 espécies de abelhas a partir 
de lw-rh. (*) suporte estatístico pelos métodos de MP e ML. 

Nos estudos de evolução molecular, as seqüências de DNA são mais informativas do que 

as de proteínas porque (1) existe DNA que não é traduzido (íntron, promotor) e (2) o código 

genético é degenerado. Por causa dessa degeneração, algumas substituições de nucleotídeos 
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são silenciosas e não resultam na substituição de aminoácido (KIMURA, 1977). As taxas de 

mutações sinônimas na terceira posição do códon devem ser maiores que as taxas de substituição 

de aminoácidos se a evolução neutra está ocorrendo (JUKES; CANTOR, 1969). As mutações no 

p1imeiro e segundo sítios do códon, na grande maioria da vezes, alteram o aminoácido codificado 

e o gene pode sofrer seleção pmificadorajá que mutações vantajosas são muito raras. Além disso, 

as taxas de substituições sinônimas ocoITem em taxas altas e aproximadamente constantes em 

diferentes tipos de genes (MIYATA; YASUNAGA; NISHIDA, 1980). Observamos variações 

nas seqüências de DNA de três genes diferentes entre as sete espécies de abelhas estudadas. A 

distiibuição de nucleotídeos é mais çonservada ~ntre os genes ortólogos (polimorfismos) do que 

entre os diferentes genes (!ocos diferentes) de uma espécie. 

As diferenças na filogenia reconstruída a partir da seqüência de cada gene podem ser 

resultado dos processos aleatórios da evolução, bem como de diferenças na história evolutiva das 

espécies (seleção, adaptação). As árvores de cada gene apresentam diferenças na organização 

de algumas ramificações (Figura 3 .17, 3 .18 e 3 .19, C). As incongruências são observadas 

principalmente na resolução das ramificações mais derivadas. Um método eficiente para resolver 

estas discordâncias considera a informação genética de cada espécie em ainnjos de seqüências 

concatenadas (ROKAS et ai., 2003). As análises filogenéticas dos três genes concatenados 

(ache2/or83b/lw-rh com 1431 pb) resultaram em uma topologia única reconstruída por dois 

métodos, máxima parcimônia (MP) e máxima verossimilhança (ML) (Figura 3.20, D). 

Or~im 
eusocialidade 

l '"" 
90/100 --- A.melllfera 

84/94 --------- A.cerana 
100/100 -------A.dorsata 

----------A.florea 
------------- Melipona sp. 

Sistema eusocial avançado 
com diferenciação 

morfológica entre castas 

Sistema eusocial sem 
----------------- B.terrestris -+ diferenciação entre castas 

-------------------- E.nigrita -+ Modo de vida solittirio 

Figura 3.20: Filogenia das 7 espécies de abelhas corbiculadas pelo método de genes concate
nados. A eusocialidade deve ter surgido no ancestral comum Bombini+Meliponini+Apini. Os 
valores de bootstrap dão suporte em todas as ramificações da árvore evolutiva por dois métodos 
(MP e ML). 

O consenso filogenético obtido pelo método dos genes concatenados sugere que a euso

cialidade nas abelhas corbiculadas teve origem no ancestral comum de Bombini, Meliponini e 

Apini e está em concordância com estudos anteriores (MICHENER, 1944; ENGEL, 2001, 2001; 
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ASCHER; DANFORTH; JI, 2001) (Figura 3.20). Embora não esteja entre os objetivos deste 

trabalho propor uma filogenia destas espécies de abelhas, é imp01iante verificar que os genes 

usados neste estudo reforçam o modelo de evolução monofilética da eusocialidade nestas abelhas 

já proposto em trabalhos anteriores especializados na filogenia (DANFORTH, 2007). Outras 

premissas, tais como seleção neutra e homogeneidade nas taxas de mutação entre espécies são, 

a seguir, verificadas antes da aplicação das taxas de mutação na datação relativa dos eventos de 

duplicação gênica em A. mellifera. 

3.3.4 Teste de neutralidade e de taxa relativa de mutação 

Com a finalidade de usar as taxas de substituições sinônimas de nucleotídeos como relógio 

molecular em abelhas é importante verificar se os genes usados como calibradores atendem às 

premissas do modelo de evolução neutra. Um método para revelar a influência da seleção natural 

nas seqüências codificadoras testa a distribuição das variantes de uma população contra o modelo 

neutro (TAJIMA, 1989; FU; LI, 1993 ). Além da influência da seleção, os testes de taxa relativa 

são importantes para verificar se as taxas de mutação e o tempo de divergência enh·e espécies se 

acumulam de forma similares (WU; LI, 1985; TAJIMA, 1993). 

Os 7 fragmentos dos 3 genes estudados (ache2, or83b e lw-rh) foram submetidos ao teste de 

neutralidade e nenhum destes genes apresentou evidências estatísticas para a rejeição da hipótese 

nula de evolução neutra (Tabela 3.1 O) 

Tabela 3.10: Diversidade de nucleotídeos nos genes ache2, or83b e lw-rh de sete espécies de 

abelhas. A estatística D não rejeita a hipótese nula ao nível de 5% (TAJIMA, 1989; FU; LI, 

1993). m, número de seqüências. n, número de sítios segregando. Eta, número total de mutações. 

n, diversidade de nucleotídeo por sítio. 0 = 11 ~ 1 1 • 

L;= I í 

Gene m 11 s Eta 7T: 0 D 
Tajima Fu-Li 

ache2 7 630 183 261 0,1484 0,1691 -0,7203 -0,1744 

or83b 7 369 86 94 O, 1053 0,1040 0,0745 0,1801 

lw-rh 7 432 122 141 0,1286 o, 1332 -0,2015 -0,0723 

Os testes de taxa relativa (TAJIMA, 1989) foram conduzidos a partir das seqüências 

(concatenadas) com diferentes níveis de relacionamento evolutivo. Os resultados dos testes de 
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taxa relativa para 5 pares de espécies está na Tabela 3.11. Nenhuma combinação de espécies 

demonstrou rejeição da hipótese nula de que a mutação se acumula aproximadamente constante 

entre as diversas espécies de abelhas corbiculadas. 

Tabela 3.11: Teste de taxa relativa do relógio molecular em abelhas com corbícula. 

Espécie! Espécie2 Grupo externo X2 df P-valor 
A.mell{fera A.cerana Melipona sp. 0,02 0,9 
A.mellifera A.dorso/a Melipona sp. 0,69 0,4 
A.mellifera A/lorea Melipona sp. 2,14 0,14 
Melip_ona sp. B. terrestris E.nigrita 2,38 0,12 
A.mellifera Aflorea E.nigrita 0,13 0,718 

Assim, estes 3 locos gênicos não parecem sofrer influência significativa da seleção natural 

e evoluem sob seleção neutra. Além disso, a taxa de mutação destas abelhas também parece se 

manter similar ao longo da evolução, permitindo inferências sobre o tempo de divergência entre 

espécies e duplicações gênicas a partir da quantidade de mutações acumuladas entre as espécies 

de abelhas comparadas. 

3.3.5 Cálculo de substituições de nucleotídeos e tempo de divergência entre 
as espécies de abelhas 

Nos estudos de divergência evolutiva de seqüências de DNA, é geralmente necessário estimar 

o número de substituições sinônimas (silenciosas) e não sinônimas (mudança de aminoácido) 

separadamente. As taxas de substituições silenciosas são muito mais altas do que as de 

substituições não sinônimas. Além disso, a taxa de mutação sinônima é similar para muitos 

genes e espécies diferentes e pode ser usada para datar o tempo evolutivo entre espécies próximas 

(KIMURA, 1977; MIYATA; YASUNAGA; NISHIDA, 1980). 

As taxas de substituição sinônima e não sinônima entre os genes ache2, or83b e lw-rh 

em 7 espécies de abelhas foram estimadas pelo método de Nei-Gojobori (NEI; GOJOBORI, 

1986) e estão apresentadas na Figura 3.21 (A-C). Como esperado pelo modelo de evolução 

neutra, observamos que as taxas de substituição sinônima (Ks) são maiores dos que as taxas 

de substituição (K11 ) não sinônima nos 3 genes considerados neste estudo. Além disso, os valores 

de Ks são menores entre as espécies de Apini e aumentam gradualmente em direção a Euglossini. 
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Tal observação parece estar em concordância com as distâncias evolutivas entre essas espécies 

de abelhas . . 

A calibragem de um relógio molecular foi feita pela aproximação de uma reta a partir de 

dois pontos com o tempo aferido por regish·o fóssil. O tempo de divergência entre as duas tribos 

de abelhas eusociais, Apini e Meliponini, foi estimado a partir de um fóssil de abelha da tribo 

Meliponini que data do final do Cretáceo (Cretotrigona Prisca, Época Mastrichiana ~65 Ma) 

(ENGEL, 2000; DANFORTH, 2007). Desta maneira, a divergência entre as tribos de abelhas 

com corbícula deve ter se iniciado há mais de 75 Ma ainda no período Cretáceo, quando as 

angiospe1mas se diversificavam (ENGEL, 2001, 2001). 

Assumindo que as taxas de substituição sinônima se comportam de fonna aproximadamente 

constante ao longo da evolução destas abelhas, uma função linear pode ser usada para calcular 

o tempo de divergência a partir de K s . A equação da reta que descreve esta função foi obtida a 

. •. d d . ( A111/A111 . Am/Me 6 ) d 
paitn e 01s pontos tAm/A m = O,Ks = O.O, !Am/Me = 70 ,Ks = 1, O 2 , on e tAm/A m e 

K A111/A111 ~ l , . d ~ Am/A K Am/Me ~ 
s sao os va ores teoncos espera os para uma comparaçao me tAm/ Me e s sao 

valores estimados pelo tempo de divergência entre Apini e Meliponini e K1 mf Me pela média das 

taxas de substituição sinônima entre Am/Me (Tabela 3.12). 

Tabela 3.12: Taxas de substituição sinônima de cada gene e média em relação a A. me!l[fera. 

Espécies Kache2 
s 

K or83b 
s 

Klll'rh 
s Média± SE 

Ac 0,275 0,187 0,166 0,209±0,033 
Ad 0,406 0,201 0,155 0,254±0,077 
Af 0,489 0,248 0,166 0,301±0,096 

Me 1,285 0,999 0,903 1,062±0,114 

Bt 1,779 0,721 0,752 1,084±0,347 
En 3,651 0,637 1,185 1,824±0,927 

A função linear que se aproxima do relógio molecular de abelhas com corbícula pode então 

ser expressa pela equação T = 65 ,88K/, onde T é o tempo de divergência (em Ma) e K/ a 

taxa de substituição sinônima para um par de seqüências i, j (Figura 3.22, A). A partir do tempo 

de divergência e Ks estimados para cada uma das seis comparações com A. mellifera é possível 

verificar que ache2 tem uma taxa de substituição mais acelerada que os outros dois genes (or83b e 

lw-rh) (Figura 3.22, B). Uma árvore filogenética neighbor-joining linearizada pela taxa evolutiva 

absoluta calculada como Vs = ff (KIMURA, 1980), é construída assumindo taxas constantes 
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(A} Taxa de substituição de nucleotídeos em ache2 de abelhas 

Amei Afio Mqua Bter Enig 

Amei 0,0095 0,0255 0,0377 0,0255 
Acer 0,2756 0,0095 0,0244 0,0333 0,0234 
Ador 0.4063 0,3296 0,0063 0,0244 0,0322 0,0223 

Afio 0.4888 0.4382 0,0201 0,0235 0,0159 Ka 
Mqua 1,2854 1,3324 0,0127 0,0084 
Bter 1,7791 1,9092 0,0170 
Enig 3,6515 2,1865 

Ks 

(B} Taxa de substituição de nucleotídeos em or83b de abelhas 

Amei Acer Ador Mqua Bter Enig 

Amei 0,0219 0,0145 0,0036 
Acer 0,1869 0,0293 0,0219 0,0109 
Ador 0,2012 0,1722 0,0219 0,0145 0,0036 
Afio 0,2479 0,2167 0,0218 0,0145 0,0036 Ka 

Mqua 0,9988 1,1263 0,0256 0,0182 
Bter 0,7211 0,8406 0,0109 
Enig 0,6373 0,7736 

Ks 

(C} Taxa de substituição de nucleotídeos em lw-rh de abelhas 

Amei 
Acer 
Ador 

Afio 
Mqua 

Bter 
En ig 

Amei 

0,1661 
0,1550 
0,1667 
0,9036 
0,752 
1,1849 

Acer Ador 

0,0732 
0,1538 
0,7236 
0,7214 
0,9678 

Mel Bter Enig 

0,0863 0,0663 0,0611 
0,0898 0,0697 0,0645 
0,0846 0,0608 0,0726 
0,0813 0,0609 0,0661 Ka 

0,0385 0,0435 
0,0213 

Ks 

126 

Figura 3.21: Taxa de substituições de nucleotídeos dos genes ache2, or83b e lw-rh em 7 espécies 
de abelhas com corbícula. As substituições sinônimas (Ks) estão representadas abaixo da linha 
diagonal da matriz e as não sinônimas (K,,) estão acima desta linha . Taxa de substituição 
sinônima e não sinônima do gene ache2 (A), or83b (B) e lw-rh (C). O retângulo cinza evidencia 
as taxas de substituição silenciosa em relação a A. mellifera. Amei, A. mellifera. Acer, A. 
cerana. Ador, A. dorsata. Afio, A. fiorea. Mqua, M quadrifasciata. Mel, Melipona sp .. Bter, B. 
terrestris. Enig, E. nigrita. 



�����������	��
�����������������������������������	������������� ���

������������������������������������� ���!������"#���������$�%&��'����������(!������

�)������
����� ��
��
�����������	�������
��� �����*��+��$�,��-�.��/$����"0%�� �&����12���.

33$����"���4��5�&$���� ����������$���
����6�������� 
�	��
��6
��
��0�4��
������������������

��

"#���������$�%&�

"7&�%��������
�����8������������ "9&�:!��
������	��
���������
���������

$;�/����3&

7�

�<�

�==� ��=�= >=?= @=

��� ��
��
����������<�A&

=� �=�?=�@=�>=��==���=��?=
:�� ��
��
���������� "A&

"%&�B�������������6����������C


7�������������

7�����

7�
����

7�)����

A��� ��

9�����������

��������

>=� �=� @=� 3=� ?=� �=� �=� �=� =A

:����(���%���(���

A���C8��

#���������D�:�� ��
��
������������������������� 6�����
����������������)������"7&�7
�*��	��
����$��"E�&�.�@3$�>>E�$�6�����
�� �����
��
���� �����������
�����7��7��"=$=&
��7��A��"��=@$�=&��7��������
�������������
������������ �����������
�����!������

�����
���
�����������
����� ����E���"9&�:!��
������	��
�������������

��� �������
�������
������������������� 6���������
�����������������������"%&�7������)������6���

����78����)�)���������C
� ����!����������������������
�� ������������
��E������� �


��
���������������
����������@��� 6�������F�������<G��

'��

���������������������*�������� ��
��
����������������
������<B������
������

3.3 Evolução de.famílias multigénicas em abelhas solitárias e sociais 127 

entre as linhagens e E. nigrita como grupo externo (Figura 3.22, C). Os valores máximos e 

mínimos de tempo de divergência são calculados pelas equações, T,,,i,, = 79, 12(K/ - e) e T,110x = 

55 ,21 (K/ +e), respectivamente, onde e é o e1To padrão da média de Ki dos três genes estudados 

(Figura 3.22, C). 

(A) Calibragem do relógio molecular (B) Taxas de mutação de 3 gene diferentes 

Ks 

3 ·-------------~ 
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Ks 2 
• 

o ~e..._~-~-~-~-~-..----1 

-+- AC l1E2 
·.f!- üR83b 

20 ~O 60 80 100 120 l ~O o 20 40 60 80 100 120 140 
Tempo de divergê ncia (Ma) 

(C) Árvore filogenética linearizada 
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Figura 3.22: Tempo de divergência entre as sete espécies de abelhas com corbículas. (A) A 
equação da reta, T(Ks) = 65, 88Ks, é obtida a partir de dois pontos calibradores Am/ Am (0,0) 
e Am/Me (1.06,70). As outras duas retas fom1ando um cone representam os dois extremos 
considerando os en-os de tempo e Ks. (B) Taxas de mutação dos genes estudados apresentam 
maiores diferenças entre as espécies mais distantes evolutivamente. (C) Árvore fi.!_ogenética 
neighbor-joining linearizada pela taxa evolutiva absoluta estimado pelos valores de Ks e tempo 
de divergência estimado entre as 6 espécies e A. mellifera 

Os dados moleculares revelam que o tempo de divergência entre A. mellifera e A. cerana 
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ocorreu há ~ 11,5-16,5 Ma, A. mellifera e A. dorsata se separaram há ~14-20 Ma e finalmente 

A. florea possivelmente se especiou há ~ 16,5-23,8 Ma. Estes resultados sugerem que a 

diversificação das espécies de Apini consideradas neste estudo ocorreu durante a primeira metade 

do Mioceno (Figura 3.22, C). A divergência entre A. mellifera e Melipona sp deve ter ocon-ido 

há ~ 58,6-84 Ma, entre A. mell[fera e B. terrestris há ~59,8-85,7 Ma e, finalmente, A. mellifera 

e E. nigrita há ~ 100,7-144,3 Ma. Tais resultados sugerem que as tribos Bombini, Meliponini e 

Apini devem ter se radiado em um período muito próximo durante o fim do Cretáceo, quando 

as angiospennas ainda experimentavam uma grande diversificação. A divergência da tribo 

Euglossini, de modo de vida solitário, é datada há pelo menos 100 Ma, quando as abelhas com 

corbícula tiveram sua origem (Figura 3.22, C). Desta maneira, sugerimos que a evolução do 

sistema social em abelhas corbiculadas surge entre 70-80 Ma. 

Estudos anteriores a partir de registros fósseis (ENGEL, 2001, 2001 , 2006) sugerem que 

Apini deve ter se originado no início do Oligoceno e se radiou pela Eurásia durante este período. 

A distribuição deste grupo deve ter sido limitada pelas condições climáticas já que os ninhos 

eram construídos em espaços aberios expostos às condições do tempo. O comportamento de 

constrnção do ninho em cavidades é observado em A. mellifera e A. cerana. Esta apomorfia 

( caráter detivado) deve ter evoluído no ancestral destas abelhas durante o período de resfriamento 

climático da tena, que se acentuou no meio do Mioceno (~ 14 Ma) permitindo que estas 

linhagens ocupassem regiões de clima temperado. A origem das abelhas é sugerida como 

tendo ocoITido a ~ 125 Ma e as abelhas com corbícula teriam surgido a ~ 90 Ma (ENGEL, 

200 l , 2006). Os tempos de divergências destas abelhas estimados pela datação molecular estão 

muito próximos das datações por registros fósseis e podemos então usar este modelo para datar 

duplicações gênicas ocorridas no genoma de A. mellifera. 

3.3.6 Aplicando o relógio molecular para datação de duplicações gênicas 
em A. mellifera 

Algumas famílias multigênicas apresentam diferenças no número de duplicações (parálogos) 

quando comparadas principalmente a outros insetos, tais como D. melanogaster e A. gambiae 

(The Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006). Os genes de maior interesse neste 

estudo são aqueles com potencial influência na evolução dos diferentes níveis de eusocialidade 
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observados nas abelhas das tribos Bombini, Meliponini e Apini. Genes da família das 

P450, principalmente do dado CYP3 (subdividido em CYP6 e CYP9), sofreram eventos de 

duplicações recentes e são expressos em vários tecidos, tais como cérebro e antenas, além de 

alguns homólogos em outros insetos serem imp01tantes na resistência a substâncias tóxicas (ex : 

piretróides, DDT, neonicotinóides) (CLAUDIANOS et ai., 2006). Outra família com um grande 

número de duplicações específicas de abelhas é a de receptores de olfato. Esta expansão tem 

sido relacionada com a notável habilidade olfatória destes insetos que inclui a percepção de 

várias combinações de feromônios, de sinais de reconhecimento de parentesco e da diversidade 

de odores florais (ROBERTSON; WANNER, 2006). Uma das famílias mais interessantes e 

imp01tantes na evolução da eusocialidade avançada são as MRJPs. Estes genes da família 

MRJP/Yellow se originaram de yellow-e3 e apresentam padrões de expressão complexos em 

diferentes estágios do desenvolvimento dos diferentes sexos e castas de A. mell(fera (DRAPEAU 

et ai., 2006a). 

As taxas de substituição sinônimas (Ks) foram estimadas para todos os pares de alinhamento 

dos grupos MRJP, CYP6, CYP9 e OR. O tempo de divergência dos genes homólogos 

conservados foi então calculado por T = 65 , 88Ks. A taxa absoluta de substituição sinônima ou 

taxa evolutiva é calculada por Vs = ff (KIMURA, 1980) (nas abelhas estudas Vs = 7, 6 · 1 o-9 

substituições por nucleotídeo/ano ). As árvores filogenéticas destes grupos de genes foram 

reconstruídas por neighbor-joiningconsiderando somente a terceira posição do códon e o modelo 

de substituição de nucleotídeos com correção para múltiplas substituições (JUKES; CANTOR, 

1969) e, em seguida, foram linearizadas pela taxa evolutiva, mostrando o tempo médio de 

divergência enh·e os parálogos (Figura 3.23, 3.24). 

O gmpo CYP6 parece ter 2 duplicações muito recentes que podem ter se originado após a 

divergência de A. cerana e A. mellifera (6AS1/6AS2 e 6AS17/6AS 18; Figura 3.23, A). Outras 

5 duplicações parecem ter ocorrido especificamente nas abelhas da tribo Apini (Figura 3.23, 

A). As CYP9 são um pouco mais antigas e datam de um período logo após a divergência de 

Meliponini+Apini (Figura 3.23, B). 

Os genes da família MRJP provavelmente se duplicaram recentemente, após a divergência 

Meliponini+Apini e suporta o fato não termos identificado estes genes em nenhuma espécie 

fora da tribo Apini (Figura 3.23, C). Estas proteínas compõem 90% das proteínas da geléia 

real e esta substância é produzida pela glândula mandibular, secretada por operárias nutrizes 
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(A} Árvore linearizada de CYP6 (B } Árvore linearizada de CYP9 
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Figura 3.23: Tempo de divergência das duplicações de CYP6, CYP9 e MRJP 

que alimentam continuamente as larvas em desenvolvimento (SCHMITZOVA et al. , 1998). Em 

Meliponini, o alimento larval também é produzido pela secreção de uma glândula de operárias 

que é misturada com pólen e então regurgitado em uma célula. A rainha oviposita sobre o 

alimento e a célula é em seguÍda fechada até o momento da emergência do adulto . Esta 

diferença na estratégia reprodutiva entre Meliponini e Apini ilustra uma das várias alternativas 

de manutenção de um sistema eusocial avançado. Embora alguns genes homólogos de MRJP 

tenham sido encontrados na vespa N. vitripennis, eles não são ortólogos de nenhuma MRJP e 

devem ter evoluído independentemente a partir de um ancestral comum destas MRJP. Além disso, 

nenhum gene das MRJP foi identificado em M quadrtfasciata e as proteínas sintetizadas pelas 

glândulas deste Meliponini não seriam ortólogas, mas talvez alguns genes homólogos podem ter 

evoluído como observado em Nasonia. 

A função do gene yeflow em Drosophila tem sido atribuída ao processo de pigmentação 

e comportamento de corte do macho, sendo controlado, pelo menos em parte, pela via de 

determinação do sexo (DRAPEAU et al., 2003). As 9 MRJPs e um pseudogene (1/fmrjp) 

tiveram sua origem de ye!low-e3 e alguns destes têm papel importante na nutrição das larvas A. 
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mellifera. Entrentanto, é possível que estes genes tenham evoluído funções adicionais. Algumas 

MRJPs são expressas em rainhas, operárias e zangões (mrjpl e mrjp3), outras são expressas 

exclusivamente na glândula hipofaringeana de operárias (mrjp2, mrjp4, mrjp5, 1111jp6 e 1111jp7) 

e a MRJP9 tem sido encontrada também na glândula de veneno de operárias. Os genes das 

MRJPs foram inicialmente descritos como relacionados com a nutrição, mas atualmente sabe

se que estes genes apresentam padrões de expressão específicos de fases do desenvolvimento, 

tecido, casta e sexo. A diversidade de funções dos genes da família MRJPs parece influenciar 

alguns pontos críticos da organização social das abelhas, modulando a fetiilidade sexo-específica 

dos indivíduos de uma colônia, bem com a transição do comportamento das operárias nutrizes e 

fon-ageiras (DRAPEAU et ai., 2006a, 2006b ). 

Os receptores de olfato (OR) apresentam uma notável quantidade de duplicações em A. 

mellifera, que devem ter ocoJTido recentemente na evolução destas abelhas. Pelo menos 8 eventos 

de duplicação podem ter ocmTido especificamente em A. mell(fera (Figura 3.24). Outras várias 

duplicações também indicam que _estes eventos devem ter acontecido ao longo da evolução de 

Apini e muitos destes novos genes podem estar relacionados à capacidade destas abelhas de 

manutenção da estrutura social de suas colônias por meio de comunicação modulada pelo olfato 

bem como com a discriminação de um largo espectro de odores florais que podem variar com os 

diferentes ambientes e sazonalidade. Este grande número de genes OR pode estar intimamente 

relacionado com a evolução da vida social avançada nestes insetos. 

3.3. 7 Conclusão 

Os estudos das taxas evolutivas em abelhas tiveram como principal objetivo a datação dos 

eventos de duplicação gênica através das taxas de substituição sinônima em genes de abelhas 

corbiculadas. Os genes, m1jps, ache2, or83b e lw-rh, muito distintos em estmtura, função e 

localização foram escolhidos como marcadores para a estimativa de taxas evolutivas. Nenhum 

dos nove genes da família MRJP foram encontrados nas abelhas fora da ttibo Apini. Além disso, 

apenas alguns ortólogos foram encontrados nas quatt·o espécies de Apis. As taxas médias de 

mutação silenciosa dos genes ache2, or83b e lw-rh nas sete espécies de abelhas estudadas foram 

usadas para calcular o tempo de divergência entre estas espécies, assim como os eventos de 

duplicação gênica mais recentes em A. mellifera. 
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Figura 3.24: Tempo de divergência das duplicações de ORs 
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O tempo de divergência estimado pelo relógio molecular destas abelhas está em total 

concordância com as estimativas feitas a partir dos registros fósseis. Desta maneira, os resultados 

nos permitem reforçar a hipótese de origem comum do sistema social nestas abelhas a partir 

de um ancestral de Bombini, Meliponini e Apini. Além disso, podemos dizer que as abelhas 

corbiculadas devem ter surgido no final do Cretáceo juntamente com a grande expansão das 

angiospennas, enquanto as representantes atuais da tribo Apini evoluíram na primeira metade 

do Mioceno, quando o clima na te1i-a ainda estava aquecido. A origem do comportamento de 

construção de ninho em cavidade (A. mellifera e A. cerana) deve ter surgido pouco antes do 

meio do Mioceno, quando a temperatura do planeta cai drasticamente e possibilita que estas 

abelhas ocupem regiões de clima temperado como a Europa. 

As duplicações de alguns genes da família P450 (clados CYP6 e CYP9), MRJP e OR 

devem ter oco1Tido principalmente após a divergência de Bombini, Meliponini e Apini. Além 

disso, alguns genes das CYP6 e OR te1iam se miginado especificamente em A. mellifera. 

Embora o perfil funcional destes novos genes ainda seja pouco conl1ecido, algumas evidências 

apontam para funções relacionadas à degradação de hormônios, feromônios e substâncias tóxicas 

(P450s), a nutrição e comportamento (MRJPs) e a comunicação e interação com o ambiente 

(ORs). Muitos dos genes destas famílias são expressos em várias partes do corpo ou tecidos 

específicos (ex: antenas, glândula hipofaringeana, corpos cogumelares, glândula de veneno, entre 

outros). Além da expressão diferencial em tecidos dos diferentes sexos e castas, estes genes 

também mostram uma diversidade de expressão em diferentes estágios do desenvolvimento 

(CLAUDIANOS et al. , 2006; DRAPEAU et al., 2006a; ROBERTSON; WANNER, 2006). 

Contudo, evidências empíricas resultantes deste estudo sugerem que um grande número 

das duplicações mais recentes no genoma de A. mellifera está estritamente relacionado à 

estrutura eusocial avançada destes insetos, principalmente na tribo Apini . Entretanto, isto não 

significa que Meliponini e Bombini ou mesmo Euglossini não tenham duplicações gênicas destas 

famílias, e possivelmente isto deve ter acontecido sob os mecanismos estocásticos da evolução 

que são filtrados pela seleção natural, moldando o modo de vida destas abelhas coletoras de 

pólen. Entender os elementos genéticos hereditários que evoluem gradualmente por mutação, 

duplicação e recombinação para a realização da estrutura social nestes insetos é uma das 

possibilidades mais concretas para se entender como genes e seus produtos se integram para 

a formação de padrões fenotípicos complexos. 
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4 Considerações finais 

O presente estudo foi conduzido principalmente sob as perspectivas da bioinformática com 

ênfase nos detenninantes genéticos envolvidos na manutenção de um sistema reprodutivo que 

possibilita a manifestação do padrão eusocial em A. mell(fera. Os três temas abordados neste 

estudo envolvem a detenninação do sexo e de castas, e a evolução de famílias gênicas em 

abelhas solitárias e eusociais. Os mecanismo genéticos e processos moleculares que determinam 

geneticamente o sexo em abelhas por haplodiploidia (ausência de cromossomos sexuais), a 

plasticidade fenotípica na fonnação das castas como resultado das diferenças na composição 

do alimento larval e a evolução de genes com implicações na interação com o ambiente 

influenciando o modo de vida dos indivíduos são algumas das questões abordadas. As análises 

experimentais foram sempre delineadas com a finalidade de validar os resultados hipotéticos 

obtidos por bioinfo1mática. Uma parte dos resultados deste estudo já estão publicados em 

periódicos científicos (CRISTINO et ai., 2006a, 2006b; The Honeybee Genome Sequencing 

Consortium, 2006). 

Os genes que formam os sma1s m1cia1s da via de determinação do sexo estão pouco 

conservados mesmo em espécies próximas. Em A. mellifera, este sinal não depende de 

cromossomos sexuais, mas de apenas um loco gênico que codifica proteínas complementares, 

que regulam o splicing alternativo de um fator de transcrição conservado na cascata de 

determinação do sexo dos metazoários. Os fatores de transcrição estão entre as funções 

moleculares mais representadas entre os genes conservados da via de dete1minação do sexo. 

Estes genes reguladores são os principais responsáveis pelo controle da transcrição de genes 

que constituem a efetiva qualidade e quantidade de componentes genéticos responsáveis pela 

determinação e manutenção do fenótipo celular. 

É importante observar que a diferenciação morfológica e comportamental específica de 
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cada sexo é, em primeira instância, determinada pelo controle de transcrição gênica alternativo. 

Em geral, estes fatores pleiotrópicos estão sob forte pressão de seleção já que alterações nas 

regiões codificadoras podem significar mudanças no controle de transcrição. As alterações nas 

regiões promotoras dos genes alvo (sob controle) destes fatores podem evoluir mais rapidamente 

resultando em dismpção de controle e conseqüentemente mudança de função. Por exemplo, a V g 

não é uma proteína específica de fêmea em A. mellffera mas desempenha funções importantes 

no desenvolvimento de castas (diversidade dentro de um mesmo sexo), enquanto em B. mori 

esta proteína é expressa especificamente em fêmeas para fins reprodutivos . No entanto, um 

considerável número de genes alvo deve conservar elementos regulató1ios de maneira que os 

padrões de desenvolvimento na formação dos órgão reprodutivos e outras estrnturas possam 

garantir as diferenças complementares necessárias para completar o ciclo reprodutivo. 

Na detem1inação de casta, o sinal inicial é dado pela composição de nutrientes do alimento 

larval que é sintetizado na glândula hipofaringeana de operárias. As operárias nutiidoras decidem 

que larvas serão alimentadas para se tomarem rainhas férteis ou operárias estéreis. Diferenças 

nuh·icionais ativam programas genéticos distintos e ilustram quão importantes são as variáveis 

ambientais para a diferenciação de fenótipos alternativos a patiir de um mesmo genótipo. Os 

genes da determinação de casta estão principalmente envolvidos com o metabolismo e os 

genes diferencialmente expressos em operária compartilham mais sítios conservados quando 

comparados aos genes de rainha. Tais diferenças nas regiões controladoras dos genes de casta 

demonstram que as redes genéticas de regulação variam entre as castas e que tal variação foi 

principalmente determinada por uma entrada diferencial de nutrientes seguida de diferenças nos 

títulos de honnônios (JH e Ecd). 

A abelha A. mellifera vive exclusivamente em um sistema social altamente organizado. 

Alguns milhares de insetos, em sua grande maioria operárias estéreis, trabalham para a 

manutenção da colônia, desempenhando diversas tarefas ao longo do desenvolvimento adulto 

(polietismo etário). Apenas uma rainha produz ovos, sendo que os fecundados, em geral, se 

desenvolvem em fêmeas diplóides, enquanto os rião fecundados se desenvolvem em machos 

haplóides. A produção de machos em uma colônia é controlada pelas operárias, que constroem 

células maiores para que a rainha oviposite um ovo não fecundado. Entretanto, as condições 

ambientais devem ser favoráveis. A produção de rainhas também é determinada pelas operárias. 

A alimentação de larvas de fêmeas exclusivamente com uma substância sintetizada na glândula 
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hipofaringeana de operárias resulta em uma rainha. Todos estes mecanismos de controle 

reprodutivo estão de alguma maneira codificados no genoma. 

O sistema social das abelhas com corbícula evoluiu a partir de em um ancestral comum. 

Entre os representantes destes insetos polinizadores estão abelhas de modo de vida solitário, 

semi-social e eusocial. Algumas famílias multigênicas apresentam um considerável número de 

duplicações gênicas recentes no genoma de A. mellffera. Entre as expansões mais interessantes 

estão genes das famílias das ORs e MRJPs que estão relacionados com a interação, via olfato, 

com o ambiente e outros membros da colônia e com a nutrição das larvas para produção de rainha 

ou operária, respectivamente. As radiações destes genes parecem ter ocoITido principalmente na 

tribo Apini logo após a separação das abelhas da tribo Meliponini. Apesar disso, os Meliponini 

também se organizam em um sistema eusocial, mas com algumas diferenças marcantes, que 

vão da arquitetura dos ninhos ao comportamento social dos indivíduos, com implicações na 

reprodução das castas. Embora as funções destas duplicações recentes ainda sejam pouco 

conhecidas, algumas delas têm sido caracterizadas com perfis de expressão específicos de sexo e 

casta. 

Contudo, entendemos que os resultados aqui apresentados caracterizam uma considerável 

contribuição para a compreensão da biologia destes magníficos insetos sociais. Além disso, as 

análises de bioinfo1mática e os validações experimentais conduzidas neste estudo integraram 

vários conceitos teóricos em biologia, utilizando como organismo modelo a abelha A. me/lifera. 

Esta integração de conceitos e ferramentas computacionais possibilita um gerenciamento efetivo 

e eficiente de grandes quantidades de dados biológicos transformando-os em info1mações úteis 

que aceleram o delineamento experimental adequado e a reunificação das ciências biológicas 

para a geração de um conhecimento científico aplicável a diversas situações nos sistemas vivos. 

4.1 Perspectivas - Redes genéticas e os sistemas complexos 

As perspectivas que se abrem a partir deste amplo estudo são várias. Expe1imentos que 

objetivem caracterizar a função dos genes identificados como potenciais participantes dos 

processos e mecanismos aqui descritos devem revelar acertos e enos de nossas predições 

orientando os próximos passos. Os estudos individualizados dos genes são muito importantes 
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para a compreensão da fünção de um gene em si, mas, possivelmente, não revelam como produtos 

de cada gene se integram para fonnar os padrões complexos dos fenótipos que observamos na 

natureza. 

A partir da identificação de grupos de genes que compartilham fünções moleculares 

e processos biológicos em comum, bem como grupos de genes de uma mesma familia, 

pretendemos estudar como estes genes estão interconectados. A aquisição de uma nova função 

em uma duplicação gênica pode ser importante para a adaptação dos organismos e o surgimento 

de novidades funcionais que influenciam no modo de vida de um organismo. Entretanto, tais 

propriedades não surgem apenas de modificações-da região codificadora, mas, principalmente, 

de variações nos elementos regulatórios responsáveis pelo controle de transcrição dos genes 

em diferentes estágios do desenvolvimento e tecidos que, em última instância, se manifestam 

diferencialmente nos sexos e castas. 

Dois exemplos ilustram como os grupos funcionais ou famílias gênicas podem ser repre

sentados por redes complexas a partir da análise dos motivos regulatórios descobertos com o 

pipeline FindMotif desenvolvido neste estudo (Figura 4.1). Os motivos encontrados nos genes 

diferencialmente expressos nas castas são representados por uma rede bipartida onde genes e 

motivos estão interconectados de acordo com a ocoITência destes motivos nas regiões promotoras 

dos genes (Figura 4.1, A e B). As topologias destas duas redes são claramente distintas e 

quantificações das propriedades destas redes por métodos e conceitos de redes complexas serão 

utilizados para uma caracterização mais precisa destas diferenças. Entre os genes da famílias das 

MRJP também descobrimos motivos específicos destes genes (Figura 4.1, C) e podemos observar 

que os genes originados recentemente por eventos de duplicação compartilham um maior número 

de elementos regulató1ios (Figura 4.1, D), o que é coerente com a filogenia reconstruída pela 

região codificadora (Figura 4.1, E) . 

A ilustração da Figura 4.1 é simplificada e seria necessária uma explicação mais detalhada 

para apresentar qualquer conclusão a partir dela. Os métodos aqui apresentados estão descritos 

em maiores detalhes em um trabalho recente desenvolvido por Barchuk e col. (submetido para 

BMC Developmental Biology). No referido h·abalho, técnicas de microarray são empregadas 

para identificar genes diferencialmente expressos durante o período de mudança alimentar nas 

larvas e sob a presença de maiores concentrações de honnônio juvenil em larvas de operárias. 

Contudo, não faz parte dos objetivos deste estudo detalhar as análises das redes, mas apenas 
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ilustrar quais serão os próximos passos que orientarão estudos futuros em nossas pesquisas sobre 

expressão gênica e formação de padrões fenotípicos utilizando como ol'ganismo modelo a abelha 

A. mellifera. 

4.2 Trabalhos publicados ou submetidos 

Cristino et ai., 2006 A comparative analysis of highly conserved sex-determining genes be

tween Apis rnellifera and Drosophila melanogaster. Genet. Mo!. Res., 5(1): 154-68, 2006 

Cristino et ai., 2006 Caste development and reproduction: a genome-wide analysis of hall

marks of insect eusociality. lnsect Mo!. Biol. 15(5): 703-14, 2006 

Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006 Insights into social insects from the genome 

of the honeybee Apis mellifera. Nature, 443(7114): 931-949, 2006. 

Barchuk et ai., Submetido 2006 Molecular detem1inants of caste differentiation in the highly 

eusocial honeybee Apis mell(fera. Submetido em 2006 para BMC Developmental Biology. 
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Figura 4.1: Diagrama ilustrando as perspectivas de estudos em redes genéticas por uma 

abordagem de redes complexas. 
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