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Одним из главных эпигенетических механизмов регуляции активации/ингибирования экспрессии генов яв�
ляется метилирование ДНК путем образования 5�метилцитозина. В представленной работе были определе�
ны иммуноферментным методом уровни общего метилирования ДНК у личинок, предкуколок, куколок и
однодневных взрослых маток, рабочих особей и трутней пчел Apis mellifera. Процентное содержание 5�метил�
цитозина в ДНК личинок всех трех пчелиных каст было низким и одинаковым (~3–5%) вплоть до 4�го дня
их развития после вылупления из яиц, однако у личинок трутней и рабочих особей содержание 5�метилцис�
теина было несколько выше, чем у личинок маток. В целом характер возрастных изменений в уровнях мети�
лирования ДНК различался у маток по сравнению с рабочими особями и трутнями: если у маток на разных
стадиях морфогенеза эти уровни были повышены, то у двух других пчелиных каст – понижены. Процентное
содержание 5�метилцистеина и весовое содержание метилированной ДНК в предкуколках и куколках маток
составляли 15% (9,18 нг) и 21% (10,74 нг) соответственно, т.е. были существенно выше, чем у рабочих пчел и
трутней тех же возрастов (2,5–4% (0,03–0,07 нг). Причем только у маток уровни метилирования были при�
мерно вдвое ниже у имаго по сравнению с куколками 12% (6,78 нг) и 21% (10,74 нг) соответственно.) Эти наб�
людения представляют несомненный интерес, в частности, для эмпирической геронтологии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Apis mellifera, метилирование ДНК, эпигенетика, медоносная пчела, 5�метилцито�
зин, онтогенез.

Регуляция экспрессии генов в ответ на изме�
нения окружающей среды осуществляется на
различных уровнях, в том числе путем эпигене�
тической модификации ДНК [1, 2]. Одним из
эпигенетических механизмов подавления ген�
ной экспрессии является метилирование цито�
зиновых азотистых оснований [3, 4]. Этот про�
цесс осуществляется ДНК�метилтрансфераза�
ми, а в качестве донора –СН3 групп выступает
S�аденозил�L�метионин [5]. Многим организ�
мам присуща фенотипическая пластичность,
т.е. существование различных фенотипических
форм, обладающих одним и тем же генотипом
[6]. Личинки женских особей пчел Apis mellifera
сохраняют полипотентность вплоть до 3�го дня
после вылупления из яиц и могут превращаться

как в маток, так и в рабочих пчел, поэтому 3�й и
4�й дни онтогенеза женских особей являются
решающими с точки зрения выбора пути их
дальнейшего развития. Для этого личинки буду�
щих маток выкармливаются “королевской” пи�
щей (маточным молочком), а личинки будущих
рабочих пчел получают «рабочую» пищу, содер�
жащую пыльцу [7–11]. Личинки будущих трут�
ней развиваются из неоплодотворенных яиц, но
также получают особое питание, отличное от
пищи маток и рабочих особей. Возникает воп�
рос, может ли такое различие в естественной ди�
ете личинок, определяющее их дальнейший фе�
нотип, сопровождаться эпигенетическими раз�
личиями в общих уровнях метилирования ДНК
у маток, рабочих пчел и трутней?

Известно, что компоненты «королевской» пи�
щи способны подавлять экспрессию метилтранс�
фераз у личинок как на уровне генома, так и на
посттрансляционном уровне, что приводит к
снижению уровня метилирования гена, кодиру�
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ющего динактин р62, и, в свою очередь, к повы�
шению рождаемости маток и снижению рожда�
емости рабочих пчел или особей промежуточ�
ных каст [6, 11]. Личинки, воспитываемые как
матки или рабочие пчелы, различаются по набо�
ру экспрессирующихся генов [12]. 4�4�Фенил�
бутират, а также метаболит – фенилацетилглу�
таминат, будучи добавленными в пищу личинок
рабочих особей, стимулируют экспрессию мно�
гих генов, регулирующих развитие и продолжи�
тельность жизни пчел [13]. Вилер и Робинсон
[14] предположили, что добавление к пище пчел
альтернативных источников углеводов (куку�
рузный сироп или сахароза) могло приводить к
многочисленным различиям в экспрессии генов
у взрослых рабочих особей. Эти изменения в
экспрессии генов могли сказываться на метабо�
лизме белков и процессах оксидоредукции,
включая обмен ароматических аминокислот.
Более того, наши предыдущие исследования
позволяют предположить, что такие соединения
как акарициды, кофеин, коэнзим Q, а также
промышленные выбросы в атмосферу влияли на
метаболизм белков и антиоксидантов у пчел
[15–20]. Помимо этого, нами было установлено,
что уровни общего метилирования ДНК повы�
шались по мере взросления пчел�имаго; добав�
ление кофеина в пищу существенно снижало
уровни метилирования ДНК у стареющих рабо�
чих насекомых [17], а обработка амфотерици�
ном В – приводила к стимуляции метилирова�
ния [15]. Все эти наблюдения позволяют пред�
положить, что зависимые от окружающих усло�
вий изменения экспрессии различных генов в
процессе жизненного цикла пчел могут быть
связаны с изменением уровней метилирования
их ДНК, и что это метилирование играет ключе�
вую роль в развитии и продолжительности жиз�
ни насекомых.

Большинство исследований, касающихся
уровней 5�метилтирозина в ДНК пчел, базиро�
вались на определении этого соединения в
ДНК, изолированной из мозга взрослых насеко�
мых [21]. В свою очередь активность ДНК�ме�
тилтрансфераз как индикаторов интенсивности
метилирования была определена у личинок и у
имаго маток и рабочих пчел [11]. В представлен�
ном здесь исследовании мы применили комплекс�
ный подход и изучили уровни 5�метилцистеина
у личинок на разных стадиях их развития, а так�
же у предкуколок, куколок и молодых имаго
разных пчелиных каст. Кушарски с соавт. [6] об�
наружили, что интенсивность репликации ДНК
была очень высокой у личинок 3–5�дневного
возраста, что было обусловлено метилировани�
ем или деметилированием генных локусов�ми�
шеней. Эти наблюдения свидетельствовали о

важности 3–5�дневного личиночного периода в
онтогенезе женских особей пчел. Ши с соавт.
[22] показали, что количество по�разному мети�
лированных генов у 2�, 4� и 6�дневных личинок
маток и рабочих пчел составляло 725, 3013 и
5049 соответственно. Многие из этих генов,
принимающих участие в процессах развития,
воспроизводства и регуляции метаболизма, сла�
бее метилированы у личинок 4� и 6�дневных ма�
ток по сравнению с рабочими особями. В дос�
тупной литературе нет данных об уровнях обще�
го метилирования ДНК на разных стадиях онто�
генеза пчел. По этой причине в круг своего ис�
следования мы включили 3� и 4�дневных личи�
нок всех трех основных пчелиных каст: маток,
рабочих особей и трутней. Помимо этого, мы
исследовали предкуколки и куколки, поскольку
существенные изменения в потреблении кисло�
рода и производстве углекислого газа на этих
стадиях метаморфоза могут быть связаны с из�
менением генной экспрессии. Кроме того, пос�
кольку наблюдаются значительные различия в
физиологии и поведении молодых имаго, то мы
провели изучение особей различных каст и на
этой стадии морфогенеза.

В этой работе проверены следующие гипоте�
зы: 1) характер изменений в общем метилирова�
нии ДНК на отдельных стадиях развития пчел
различается у маток, рабочих особей и трутней;
2) уровни общего метилирования ДНК повыша�
ются в процессе онтогенеза пчел, как это проис�
ходит у других видов животных. Целью наших
экспериментов явилось определение общего со�
держания 5�метилцистеина в ДНК маток, рабо�
чих особей и трутней пчел Apis mellifera на раз�
ных стадиях их морфогенеза (включая личинок,
предкуколок, куколок и молодых имаго). Про�
веденное нами исследование общего метилиро�
вания ДНК будет способствовать лучшему по�
ниманию изменений в экспрессии генов в про�
цессе онтогенеза особей различных пчелиных
каст.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Биологический материал. Каждая из 10�ти
пчелиных маток была искусственно осеменена
семенем отдельного трутня и внесена в лишен�
ную своей матки колонию пчел, размещенную в
садках, состоящих из двух боксов (B1 + B2).
Примерно через 1 мес и после начала откладки
яиц матки из 5 колоний были изолированы в
экранированные садки на три дня; каждый са�
док содержал по две рамки пустых сот (C1 и C2)
для откладки яиц. Затем население каждой из
этих пяти колоний было поделено на две равные
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УРОВНИ 5�МЕТИЛЦИСТЕИНА В ДНК ПЧЕЛ Apis mellifera НА РАЗНЫХ СТАДИЯХ 

части и размещено в боксах В1 и В2. В каждый
из пяти боксов В1 помещали по одной рамке с
сотами С1 с яйцами и подсаживали маток для
выведения из яиц рабочих особей. В боксы В2
помещали 1�дневных личинок, вылупившихся
из яиц сот С2 и размещенных в 5�ти специаль�
ных пластиковых («Nicoplast», Франция) ячеис�
тых маточных чашках; маток в эти боксы не
подсаживали, чтобы выводились новые моло�
дые матки. На 3�й и 4�й дни развития личинок и
на стадии предкуколок (на 11�й день онтогене�
за) отбирали по 20 образцов из сот С1, а также
по 20 соответствующих образцов из маточных
чашек каждого бокса В2. На 11�й день чашки из
каждого бокса В2 помещали в инкубатор, а на
13�й (куколки) и 16�й дни (молодые матки�има�
го) отбирали по 20 образцов из каждой чашки.
По 20 аналогичных образцов (куколки и моло�
дые рабочие�имаго) отбирали из сот С1 боксов
В1 на 16�й и 21�й дни соответственно. Каждый
отобранный образец помещали в пластиковую
пробирку («Eppendorf», США) и хранили при
–25° для дальнейшего анализа.

Оставшиеся пять маток обитали в пяти ос�
тавшихся колониях в садках, содержащих по од�
ной рамке с пустыми сотами для выведения
трутней (С3). На 3�й и 4�й дни развития личи�
нок, на 14�й (предкуколки), 18�й (куколки) и
24�й дни (вышедшие молодые трутни) из каж�
дой колонии отбирали по 20 образцов и замора�
живали их для дальнейшего анализа, как было
указано выше.

Выделение ДНК и ее количественный и каче�
ственный анализ. Для экстракции ДНК исполь�
зовали образцы цельных размороженных 3� и

4�дневных личинок, предкуколок и куколок, а
также головы и грудные части однодневных
имаго. Экстракцию проводили с использовани�
ем набора DNeasy Tissue Kit 250 («Qiagen», Гер�
мания) в соответствии с инструкцией произво�
дителя. Концентрацию и чистоту ДНК опреде�
ляли по поглощению при 230, 260 и 280 нм на
спектрофотометре BioPhotometer («Eppendorf»,
США). Для оценки степени метилирования ис�
пользовали образцы ДНК с A260/A280 = 1,7–2,0.
Анализ состава препаратов ДНК проводили ме�
тодом электрофореза в 1%�ном агарозном геле
при 70 В в течение 60 мин с использованием
прибора фирмы «Bio�Rad» (США). Гели окра�
шивали этидий бромидом и визуализировали
полосы ДНК с помощью трансиллюминатора
Syngene BTX 26M. Результаты анализа представ�
лены в табл. 1.

Количественную оценку уровней общего мети�
лирования ДНК выполняли с использованием
набора Imprint Methylated DNA Quantification Kit
MDQ1 («Sigma», США) методом иммунофермент�
ного анализа в 96�луночных микропланшетах. В
лунки раскапывали по 30 мкл разбавленного
раствора ДНК (150 нг/мл) в буфере для связыва�
ния и инкубировали при 37° в течение 1 ч. Затем
в лунки добавляли по 150 мкл раствора для бло�
кирования и инкубировали в течение 30 мин
при 37°. После инкубации раствор сливали и
ополаскивали лунки 3 × 150 мкл 1× буфером для
промывки. По окончании промывки в лунки
добавляли по 50 мкл первичных антител и инку�
бировали при комнатной температуре в течение
1 ч. Затем планшеты снова промывали 4 раза,
добавляли по 50 мкл/в лунку разбавленного
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Таблица 1. Спектрофотометрическая (I) и электрофоретическая (II) характеристика образцов ДНК, изолированных на
разных стадиях развития пчел A. mellifera

L3

82

2,17

Примечание. L3 и L4 – Личинки на 3�й и 4�й дни развития; PP – предкуколки; P – куколки; E – однодневные имаго.

L4

108

1,17

PP

744

1,1

P

176

1,21

E

136

0,96

L3

6

1,75

L4

18

1,41

PP

81

1,34

P

37

1,76

E

130

1,96

L3

45

2,23

Стадия
развития

Концентра�
ция ДНК,
нг/мкл

A260/A280

L4

80

1,60

PP

475

232

P

583

1,93

E

112

2,12

Стадия
развития

Концентра�
ция ДНК,
нг/мкл

A260/A280

Стадия
развития

Концентра�
ция ДНК,
нг/мкл

A260/A280

Матки Рабочие Трутни

L3       L4        PP        P         E                     L3       L4       PP      P         E                    L3       L4       PP        P         E
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конъюгата вторичных антител и инкубировали
при комнатной температуре в течение 30 мин.
Планшеты снова промывали 5 раз, добавляли
проявляющий раствор (по 100 мкл/в лунку), ин�
кубировали в течение 10 мин при комнатной
температуре и останавливали реакцию добавле�
нием стоп�раствора (по 50 мкл в лунку). Погло�
щение в лунках определяли при 450 нм с ис�
пользованием ридера для микропланшетов.
Расчет процентного содержания 5�метилцито�
зина в ДНК пчел проводили относительно об�
разца для сравнения, в котором 100% цитозино�
вых оснований в ДНК было метилировано (МС),
и использовали следующее уравнение: [(A450S –
– A450B)/(A450MC – A450B)] × 100%, где A450S –
поглощение в лунках с тестируемой ДНК, A450B –
в контрольных лунках без образцов ДНК, а
A450MC – в лунках с образцом ДНК для сравне�
ния (все значения поглощения были рассчита�
ны как средние по �3 лункам). Весовое содержа�
ния метилированной ДНК (нг) определяли по сле�
дующему уравнению: [(A450S – A450B) – 0,08208]/
/2,68e�3.

Многомерный статистический анализ. Много�
мерная генеральная линейная модель (GLM)
была построена с учетом следующих парамет�
ров: пчелиная каста, стадия развития особи, вид
колонии. Параметр «вид колонии» задавался не�
зависимо от других, поэтому проводилось срав�
нение между собой только параметров «пчели�
ная каста» и «стадия развития особи» соответ�
ственно. Анализ проводили с использованием
программы для двумерной ANOVA и теста Тукея
(Tukey) (SAS Institute Version 9.13, 2002–2003 li�
cense 86636). Для определения процентного со�
держания 5�метилцистеина в ДНК использова�
ли Bliss�преобразование (y = arc sin [x/100]0,5).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Как следует из рисунка (см. значения в точ�
ках L3 и L4), между 3�м и 4�м днями развития
пчел общее метилирование их ДНК (процент
содержания 5�метилцистеина) немного возрас�
тало у личинок рабочих особей и трутней, но не
изменялось у маток. Однако все эти изменения
в процентном содержании 5�метилцистеина бы�
ли столь малы, что не отражались на весовом со�
держании метилированной ДНК (табл. 2, стро�
ки L3 и L4). Уровни метилирования ДНК значи�
тельно повышались у предкуколкок и куколок
маток, но не рабочих пчел или трутней (рису�
нок, значения в точках РР и Р, а также табл. 2,
строки РР и Р). Таким образом, у предкуколкок
и куколок пчелиных маток среднее процентное,
а также весовое содержание метилированной

ДНК было, соответственно, в 3 и 5 раз выше,
чем у рабочих пчел на этих же стадиях морфоге�
неза. Впоследствии, начиная со стадии куколок,
процентное содержание 5�метилцистеина (ри�
сунок) и весовое количество метилированной
ДНК (табл. 2) значительно снижалось у маток�
имаго, но продолжало возрастать у взрослых
трутней и рабочих пчел. Примечательно, что у
однодневных имаго всех трех пчелиных каст
уровни метилирования ДНК были очень близки
между собой. Самый высокий процент метили�
рования наблюдался у куколок маток (~21%), а
самый низкий – у куколок рабочих особей
(~2,5%) (рисунок). Можно заключить, что зави�
сящие от возраста пчел изменения характера об�
щего метилирования ДНК сильно различались у
маток, с одной стороны, и рабочих пчел и трут�
ней – с другой. Наибольшая разница в уровнях
метилирования ДНК наблюдалась между пред�
куколками и куколками маток, с одной сторо�
ны, и рабочими пчелами и трутнями на этих же
стадиях морфогенеза – с другой.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее Кухарски с соавт. [6], Цедар и Бергман
[23], Миклос и Малечка [24] и Лейко с соавт.
[21] выдвинули предположение о том, что фак�
торы окружающей среды, в частности компо�
ненты пищи, влияют на экспрессию генов, а,
следовательно, на фенотип и поведение особей
различных пчелиных каст. В своем исследова�
нии мы показали, что процентное содержание
5�метилцистеина в ДНК личинок всех пчели�
ных каст было низким и практически одинако�
вым вплоть до 4�дневного возраста. Эти резуль�
таты соответствовали полученным ранее дан�
ным о том, что способность личинок к полипо�
тентному развитию исчезала лишь на 4–5�й дни
их развития. Известно, что на 4�й день развития
личинок маток уровень ювенильного гормона у
них был выше, чем у личинок рабочих особей
[22, 25]. Начиная с этого дня, в репродуктивной
системе маток начинают формироваться ~150
овариол. Напротив, репродуктивная система ра�
бочих пчел продуцирует только 2–20 овариол, и
насекомые остаются стерильными. Кухарски с
соавт. [6] установили, что уровни метилирова�
ния ДНК под действием ДНК�метилтрансфера�
зы 3 по участкам CpG могут быть ниже у личи�
нок маток, по сравнению с развивающимися ра�
бочими пчелами. В своей работе мы также наб�
людали более низкий уровень содержания 5�ме�
тилцистеина в ДНК личинок маток, чем в ли�
чинках рабочих пчел на начальных и промежу�
точных стадиях их развития (рисунок, L3 и L4).
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Уровень общего метилирования ДНК (процентное содержание 5�метилцистеина) у пчел A. mellifera в зависимости от воз�
раста. В таблицах разные прописные буквы указывают на статистически значимые различия в уровнях метилирования
ДНК при P � 0,01. Результаты сравнения представлены отдельно для каждой пчелиной касты (верхняя таблица) и каждой
стадии развития (нижняя таблица). L3 и L4 – 3�й и 4�й дни развития личинок; PP – предкуколки; P – куколки; E – мо�
лодые однодневные имаго
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Таблица 2. Весовое содержание метилированной ДНК в образцах из трех пчелиных каст A. mellifera на разных стадиях раз�
вития насекомых

Трутни*

0,00 ± 0,00

0,00 ± 0,00

0,07 ± 0,04

0,05 ± 0,01

5,89 ± 0,94

Рабочие*

0,00 ± 0,00

0,00 ± 0,00

0,00 ± 0,00

0,03 ± 1,15

5,63 ± 1,09

Матки*

0,00 ± 0,00

0,00 ± 0,00

9,18 ± 1,25

10,74 ± 1,44

6,78 ± 0,61

* Средние значения ± s.d., н.г.; L3 и L4 – 3� и 4�дневные личинки; PP – предкуколки; P – куколки; E – однодневные имаго.
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В большинстве работ авторы концентриро�
вали свое внимание только на личиночном пе�
риоде развития пчел и на сравнении онтогенеза
только маток и рабочих особей [9, 11, 21]. Здесь
мы представили одно из первых исследований,
включающее в себя изучение флуктуаций в ме�
тилировании ДНК у предкуколок и куколок
пчел, причем, не только у женских особей, но и
у трутней. Мы установили, что на ранних этапах
развития характер возрастных изменений в об�
щем метилировании ДНК у маток значительно
отличался от изменений метилирования у рабо�
чих пчел и трутней; у двух последних наблюда�
лись сходные картины этих изменений (рисунок
и табл. 2). И это несмотря на то, что рабочие
пчелы развиваются из оплодотворенных яиц, а
трутни – из неоплодотворенных [26], и на то,
что трутни анатомически и поведенчески значи�
тельно отличаются от рабочих особей и получа�
ют разную личиночную пищу. Тем не менее бы�
ло обнаружено, что флуктуации уровней юве�
нильного гормона во время развития личинок
трутней имеют тот же характер, что и у личинок
маток, в то время как общие титры этого гормо�
на у трутней являются промежуточными между
высокими – у маток и низкими – у рабочих пчел
[27]. Скорость/уровни синтеза ювенильного
гормона в corpora alta личинок трутней были, од�
нако, почти такими же, как у личинок рабочих
пчел. Анализ титров экдистероидов показал, что
активность эндокринной системы у личинок
трутней была такой же, как и у личинок рабочих
пчел (см. обзор [7]). Таким образом, наблюдае�
мые нами сходные возрастные изменения
(флуктуации) в метилировании ДНК в процессе
онтогенеза рабочих особей и трутней (см. рису�
нок) могут соответствовать характеру возраст�
ных флуктуаций активности эндокринной сис�
темы у насекомых этих двух каст, которые были
обнаружены другими исследователями. Изуче�
ние физиологического развития трутней в срав�
нении с матками и рабочими пчелами ранее не
привлекало внимание исследователей, поэтому
выявление общих для этих пчелиных каст био�
химических и эпигенетических закономернос�
тей может способствовать лучшему пониманию
механизмов регуляции экспрессии генов. Более
того, существующее до сих пор предположение
о том, что рабочие пчелы являются эволюцион�
но более поздней кастой, чем матки и трутни
[27], скорее всего не верно, о чем свидетельству�
ет общий характер биохимических и эпигенети�
ческих изменений, происходящих в организме
трутней и рабочих особей в процессе онтогене�
за. Не исключено, что каста маток (суперсамок)
появилась эволюционно позднее, чем касты ра�
бочих особей (обычных самок) и трутней, и яви�

лась результатом природной селекции. Возмож�
но также, что касты рабочих пчел (неполноцен�
ных матки) и маток эволюционировали одно�
временно.

Эванс и Вилер [28], а также Барчук с соавт.
[7] идентифицировали несколько сотен генов,
которые по�разному экспрессировались у личи�
нок маток и рабочих особей. Личинки маток де�
монстрировали повышенную экспрессию групп
генов, участвующих в метаболических процес�
сах и определяющих восприимчивость к эле�
ментам пищи, в том числе гены, кодирующие
компоненты инсулиновой или инсулиноподоб�
ной сигнальной систем, а также гены�мишени
рапамицин (TOR)�зависимого сигнального пути
[7, 29]. Подавление у личинок уровня экспрес�
сии протеинкиназы TOR и субстрата киназы
инсулинового рецептора с помощью интерфе�
рирующих РНК приводило к появлению у ин�
дивидов, развивающихся как матки, некоторых
черт рабочих пчел [8, 29, 30]. Рескон и соавт. [31]
предположили, что подавление инсулин�зави�
симого и TOR�зависимого пути сопровождалось
снижением титров ювенильного гормона и уве�
личением уровней метилирования ДНК, что
могло быть связано с развитием личинок по пу�
ти их превращения в маток после 7�го дня онто�
генеза. Все биохимические различия между ли�
чинками маток и рабочих пчел проявлялись уже
между 3�м и 5�м днями их развития. Этим мож�
но объяснить наблюдаемые нами высокие уров�
ни метилирования ДНК у предкуколок и куко�
лок маток по сравнению с рабочими особями и
трутнями на этих же стадиях морфогенеза (ри�
сунок, табл. 2). Высокие уровни метилирования
ДНК у предкуколок и куколок маток могут быть
обусловлены метилированием и деактивацией
генов, ответственных за физиологию, поведение
и полиэтизм у рабочих пчел [32, 33]. Однако, это
сложный вопрос, требующий дальнейшего изу�
чения. Кажется странным, что процентное со�
держание 5�метилцитозина в ДНК у молодых
маток�имаго было выше, чем у рабочих�имаго,
несмотря на то, что продолжительность жизни
маток выше, чем у рабочих, а старение было
обычно связано с постепенным повышением
метилирования ДНК [6, 9, 34, 35].

Самым необычным из наших наблюдений
явилось то, что у маток после максимального
увеличения уровня метилирования ДНК куко�
лок наблюдалось его почти двукратное сниже�
ние в течение двух дней, причем, у однодневных
маток�имаго уровни метилирования были при�
мерно такими же, как у однодневных рабочих
пчел и трутней. Это наблюдение представляет
значительный интерес для эмпирической ге�
ронтологии [6, 36, 37]. Кроме того, если сниже�
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ние уровня метилирования ДНК у маток�имаго
и повышение этих уровней у имаго рабочих пчел
и трутней наступает в течение 1–2 дней после
выхода из куколок, то может быть получен ответ
на вопрос, поставленный в последнем предло�
жении предыдущего абзаца.

Падение во всем мире численности популя�
ций пчел стимулировало изучение генетики па�
разитов, поражающих этих насекомых [38, 39,
40]. Флуктуации уровней метилирования ДНК
пчел в процессе онтогенеза должно простиму�
лировать изучение эпигенетических механиз�
мов регуляции экспрессии генов у пчелиных па�
разитов.

На основании полученных данных можно
сделать следующие заключения.

1. Приобретенные новые знания о характер�
ных изменениях общего метилирования ДНК
трутней в процессе онтогенеза и предкуколок и
куколок пчел всех каст открывают новые нап�
равления для дальнейших исследований. В част�
ности, необходимо получить ответы на следую�
щие вопросы: a) почему уровни общего метили�
рования ДНК предкуколок и куколок маток

значительно превышают уровни метилирования
у рабочих особей и трутней на этих же стадиях
морфогенеза? б) почему же все�таки в ДНК мо�
лодых маток�имаго процентное содержание 5�ме�
тилцистеина выше, чем у рабочих пчел и трут�
ней? в) какова причина значительного сниже�
ния процентного содержания 5�метилцистина в
ДНК молодых маток�имаго по сравнению с
предкуколками и куколками, из которых появ�
ляются эти взрослые насекомые?

2. Поскольку эпигенетические изменения,
наблюдающиеся в процессе онтогенеза у трут�
ней и рабочих пчел, имеют общий характер, то
можно сделать вывод о ложности предположе�
ния о том, что рабочие особи появились эволю�
ционно позднее, чем матки и трутни. Не исклю�
чено, что каста маток (суперсамок) появилась
эволюционно позднее, чем каста рабочих пчел
(обычных самок).

Работа выполнена в рамках исследовательс�
кого проекта ZKB/MN/5 2012–2014 Министер�
ства науки и высшего образования Польши.
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The principal mechanism of gene activation/silencing is DNA 5�methylcytosine methylation. This study was aimed
at determining global DNA methylation levels in larvae, prepupae, pupae, and 1�day�old adults of Apis mellifera
queens, workers, and drones. The Imprint Methylated DNA Quantification Kit MDQ1 was used. Percentages of
DNA 5�methylcytosine were low and relatively similar in the larvae of all the castes until the fourth day of larval devel�
opment (3–5%). However, they were higher in the drone and worker larvae than in the queen larvae. Generally, the
developmental patterns of changes in DNA methylation levels were different in the queens in comparison with the
drones and workers. While methylation increased in the queens, it decreased in the drones and workers. Methylated
DNA methylcytosine percentages and weights in the queen prepupae (15%; 9,18 ng) and pupae (21%; 10,74 ng) were,
respectively, three and four times higher than in the worker/drone brood of the same age (2,5–4%; 0,03–0,07 ng).
Only in the queens, after a substantial increase, did DNA methylation decrease almost two�fold between the pupal
stage and queen emergence (from 21% and 10,74 ng to 12% and 6,78 ng). This finding seems very interesting, partic�
ularly for experimental gerontology.
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