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RESUMO

OLIVEIRA, Ana Paula Nunes Zago, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
fevereiro de 2012. Caracterizagdo molecular de rainhas Apis mellifera L.
africanizadas produtoras de geleia real com o uso de marcadores nucleares e
mitocondriais. Professora orientadora: Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.
Professores conselheiros: Claudete Aparecida Mangolin e Adriana Gonela.

Com a introdugdo da Apis mellifera scutellata no Brasil, em 1956, foram originados
poli-hibridos, denominados Apis mellifera africanizadas. As abelhas africanizadas se
espalharam rapidamente, devido a alta adaptabilidade, comportamento reprodutivo,
forrageamento e defensividade. Neste estudo, foi avaliada a variabilidade genética
dos locos de marcadores mrjp3 e mrjp5, em abelhas operarias A. mellifera de
colmeias do programa de melhoramento genético para produgdo de geleia real.
Também foram utilizados marcadores moleculares de DNA mitocondrial, para
verificar a origem materna destas operarias e identificar possiveis marcadores.
Operarias de oito colmeias produtoras de geleia real pertencentes a FEI/UEM foram
coletadas. Apos o isolamento do DNA total, foram realizadas analises para os
marcadores moleculares MRJPs (proteinas principais da geleia real) de DNA nuclear
e marcadores moleculares PCR-RFLP para mtDNA (DNA mitocondrial). Os locos
mrjp3 e mrjp5 continuam polimorficos, sendo predominante o gendtipo DE para o
loco mrjp3 e o gendtipo DD para o loco mrjp5. Apds sete anos de selecao e andlise
de parametros genéticos, esses alelos estdo sendo mantidos nas rainhas,
mostrando que possuem papel na produgdo de geleia real. Foram identificados
padroes de restricdio com a finalidade de encontrar mitétipos de A. mellifera
africanas e europeias. A auséncia de sitios de restricdo com as enzimas Bgl Il para
Citocromo b (Cit b); Xba | e Hinc Il para Citocromo Oxidase | (COl); Xba | para
Citocromo Oxidase | e Il (COI-COIl) e Eco RI para a subunidade ribossémica maior
(16S) indica o padrao africano. O padrao de restrigdo Alu | para 16S foi determinado,
por meio de analises comparativas, como sendo europeu. Os mitétipos detectados
mostraram que as rainhas selecionadas para a produg¢ao de geleia real possuem o
padrao africano, porém, sem nenhum mitétipo que pudesse ser utilizado como

marcador para a produc¢ao de geleia real.

Palavras-chave: Variabilidade genética, DNA mitocondrial, africanizagao.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Ana Paula Nunes Zago, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
february, 2013. Molecular characterization of queens Apis mellifera L. Africanized
producing of royal jelly using nuclear and mitochondrial markers. Adviser:
Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki. Committee Members: Claudete Aparecida
Mangolin and Adriana Gonela.

The introduction of Apis mellifera scutellata in Brazil in 1956 originated poly-hybrids
denominated Africanized honeybees Apis mellifera. Africanized honeybees have
spread rapidly, due to its high adaptability, breeding behavior, foraging and
defensiveness. In this study we evaluated the genetic variability of loci markers mrjp3
and mrjp5, in worker honeybees of A. mellifera hives coming from the breeding
program for the production of royal jelly. Were also used molecular markers of
mitochondrial DNA, to verify the maternal origin of those workers, and also to identify
possible markers. Workers of eight hives producers of royal jelly from FEI/UEM were
collected. After isolation of total DNA, analysis were performed for molecular markers
MRJPs (major proteins of royal jelly) of nuclear DNA and, PCR-RFLP markers for
mtDNA (mitochondrial DNA). The loci mrjp3 and mrjp5 continue polymorphic, with the
predominance of genotype DE for the locus mrjp3 and genotype DD for the locus
mrjp5. In the queens, these alleles are preserved after seven years of analysis of
genetic parameters and selection, showing that have a role in the production of royal
jelly. Restriction patterns were identified in order to find African and European A.
mellifera mitotypes. The absence of restriction sites with the enzymes Bgl Il to
Cytochrome b (Cyt b); Xba | and Hinc Il to Cytochrome Oxidase | (COl); Xba | to
Cytochrome Oxidase | and Il (COI-COIl) and Eco RI, to Large Ribosomal Subunit
(16S), indicate the African pattern. The restriction pattern Alu | to 16S was
determined by comparative analysis, as being European. The detected mitotypes
allowed to assume the African pattern of queens producing royal jelly, but no

mitotype can be used as a marker for the production of royal jelly.

Key words: Genetic variability, mitochondrial DNA, africanization.
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1. INTRODUCAO

A apicultura € considerada uma atividade muito antiga, sendo suas origens
datadas da pré-historia. Desta forma, desde a antiguidade, as abelhas s&o
valorizadas pelos seus produtos e pela maneira como se comportam (Nogueira-
Couto e Couto, 2006). Ha indicagbes sugerindo que os egipcios foram os pioneiros
na Apicultura, pois consideravam o mel como o medicamento mais popular da época
(Nogueira-Couto e Couto, 2006).

As abelhas apresentam uma combinagado de caracteristicas individuais e de
cooperacgao social nao encontrada no restante do reino animal. O modo como este
inseto consegue se adaptar ao mundo que o rodeia € uma das mais ricas fontes de
estudo e de conhecimento dentre todos os organismos (Winston, 2003).

Nogueira-Neto (1972) relatou que as abelhas Apis mellifera mellifera foram
introduzidas no Brasil pelo Reverendo Antdénio Carneiro Aureliano, com a
colaboracao secundaria de Paulo Barbosa e Sebastidao Clodovil de Siqueira e Mello,
em 1839, proveniente do porto de Portugal, por meio de colmeias européias, na
intengdo de produzir mel e utilizar a cera branca para producao de artefatos (velas)
religiosos. Até esta data, relatos de abelhas nativas sem ferrdo sdo descritos como
sendo abelhas indigenas, tais como: mandacaia (Melipona quadrifasciata
Lepeletier), tiuba (Melipona compressipes), Jatai (Tetragonica angustula L.),
guarupu (Melipona bicolor bicolor), urugu (Melipona scutellaris L.), dentre outras
(Kerr, 1967).

No Brasil, em 1955, havia uma baixa produtividade de mel das Apis
mellifera, que n&o era condizente com o tamanho do pais e com suas caracteristicas
tropicais, propicias a exploragdo da apicultura, chamando a atengcdo de algumas
autoridades brasileiras (Kerr, 1967). Devido ao interesse do Governo em aumentar a
producdo apicola, em 1956, o Prof. Dr. Warwick Estevam Kerr dirigiu-se a Africa,
trazendo e introduzido as abelhas africanas A. m. scutellata, encerrando-se a
primeira fase da apicultura brasileira, com a introdu¢cdo dessa nova abelha
(Gongalves, 2006). A partir deste momento, foi dado inicio a uma rapida expansao
das abelhas Apis mellifera scutellata por todo o Brasil, realizando um

intercruzamento com as varias subespécies europeias aqui existentes, originando



um descendente poli-hibrido, resultante do cruzamento entre as subespécies
europeias presentes no Brasil com a A. m. scutellata (Kerr, 1957; Gongalves, 2006).

A espécie A. mellifera tem uma area bastante ampla de distribuicio,
podendo ser evidenciada pelo isolamento geografico e adaptagbes ecoldgicas
(Ruttner, 1978). Desde a sua introducao, a abelha africana se espalhou por quase
toda a América Latina e sudoeste dos Estados Unidos (Schneider et al., 2003). A
colonizagao de grande parte do hemisfério ocidental, em menos de 50 anos por uma
unica subespécie de inseto € uma das mais rapidas e espetaculares invasdes
bioldégicas conhecidas (Schneider et al., 2003).

Evidéncias filogeograficas e morfométricas supbéem o agrupamento de
subespécies de A. mellifera em quatro linhagens evolutivas ou ramos: M (oeste
europeu), C (leste europeu), O (Oriente Préximo e Médio) e A (africano) (Ruttner et
al., 1978; Ruttner, 1988). Hoje, os descendentes hibridos dessas linhagens podem
ser encontrados em muitas areas do mundo, devido ao transporte e introdugao
generalizada da populacdo destas abelhas pelos apicultores (Collet et al., 2007).
Garnery et al. (1993) sumarizaram os dados obtidos com os marcadores de DNA
mitocondrial e mostraram a ocorréncia de trés ramos evolutivos: M (oeste europeu,
A. m. mellifera), C (oriente médio para a ltalia, subespécies meda, caucasica,
cecropia, carnica e ligustica) e A (espécies africanas, exceto lamarkii, e as abelhas
de algumas ilhas do Mediterraneo).

Testes com DNA sdo importantes para confirmar e compreender os
processos responsaveis pela possivel propagacao das abelhas. Para tal, foi utilizada
a técnica de Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP) que permite analisar polimorfismos presentes no DNA mitocondrial
(mtDNA) (Pinto et al.,, 2003). Segundo Galtier (2009), ao longo das ultimas trés
décadas, o Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) tem sido utilizado
para estudos relacionados a diversidade molecular em animais. O conteudo genético
mitocondrial € altamente conservado entre os animais, com poucas duplicagdes,
sem introns, e regides intergénicas muito curtas, podendo gerar algum sinal sobre a
historia da populagdo dessas abelhas em curtos prazos.

Por meio de sitios de restricdo do mtDNA e pela presenga de polimorfismo,
Hall e Smith (1991) identificaram trés linhagens de subespécies de abelhas, sendo
um grupo do leste europeu, um do oeste europeu e um grupo africano. Para tal, um

sitio Xba | do gene na subunidade Citocromo Oxidase | (COIl) foi encontrado
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somente em abelhas do grupo do leste europeu e um sitio em Hinc Il do gene na
subunidade COI foi encontrado apenas em abelhas do oeste europeu.

Os objetivos do presente estudo foram: avaliar o processo de selegédo de
colmeias produtoras de geleia real, utilizando marcadores moleculares MRJPs e
marcadores de DNA mitocondrial para verificar a manutencao dos alelos ou dos
gendtipos das rainhas produtoras (europeias ou africanas) e novos provaveis
marcadores para as abelhas de oito colbnias do programa de melhoramento de

abelhas para produgao de geleia real da Universidade Estadual de Maringa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracterizagdo das abelhas A. mellifera africanizadas

As abelhas s&o insetos sociais, pertencentes a ordem Hymenoptera,
superfamilia Apoidea, sendo esta dividida em oito familias com 20.000 espécies
diferentes, das quais aproximadamente 3.000 podem ser encontradas no Brasil
(Nogueira-Couto e Couto, 2006).

Conhecidos ha mais de 40 milhdes de anos, estes insetos se espalham pela
Europa, Asia e Africa (Nogueira-Couto e Couto, 2006). No Brasil, a introducéo de
diferentes subespécies de A. mellifera foi atribuida aos jesuitas, imigrantes europeus
e pesquisadores, a partir de 1800, com o intuito de produzir mel em larga escala
(Nogueira-Couto e Couto, 2006). Em 1845, colonizadores alemées trouxeram a A.
m. mellifera da Alemanha, introduzindo-a no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parana, dando inicio a apicultura racional brasileira (Nogueira-Neto, 1972). Entre
1870 e 1880, Hannemann e Schenck, Hanewn e Brunnet trouxeram as primeiras
Apis mellifera ligustica para o Sul do Brasil (Nogueira-Neto, 1972). Ainda segundo
Nogueira-Neto (1972), Brunnet recebeu duas coldnias de abelhas francesas e duas
coloénias de abelhas italianas e as introduziu em Sao Bento das Lages, Bahia. A
introducdo de novas espécies pode produzir efeitos dramaticos na biologia e na
genética das espécies nativas (Pimentel et al., 2000; Simberloff, 2000; Huber et al.,
2001). Além disso, também podem ser utilizadas como sistemas para examinar os
fatores que influenciam o fluxo génico e moldam a estrutura genética das
populagdes competidoras (Holway e Suarez, 1999; Clarke et al., 2002; Fewell e
Bertram, 2002).

Em 1956, abelhas africanas A. m. scutellata foram introduzidas no Brasil.
Cerca de um ano depois, 26 enxames com suas respectivas rainhas escaparam e
cruzaram com as demais subespécies de abelhas meliferas europeias aqui
introduzidas no século XIX: a italiana (Apis mellifera ligustica), a alema (Apis
mellifera mellifera) e a austriaca (Apis mellifera carnica). Com isso surgiram
populacdes poli-hibridas denominadas africanizadas, com predominancia de
caracteristicas das abelhas africanas, tais como a grande capacidade de enxamear

e a produgao (Kerr, 1967).



Com a introgressdo dos alelos europeus nas abelhas poli-hibridas, a
genética africana e as caracteristicas comportamentais das abelhas africanizadas
permaneceram (Moritz et al., 2005). Porém, a distribuicdo original dos ramos
evolutivos de A. mellifera foi progressivamente alterada devido as atividades
humanas com estes insetos (Collet, 2009).

Assim que a apicultura foi desenvolvida, foram providenciados locais
artificiais de nidificacdo para estes insetos, 0 que ocasionou uma concorréncia entre
as colénias que eram mantidas em ninhos quase que naturais, devido a biologia
destas abelhas que apresentam um acasalamento especializado (Moritz et al.,
2005).

Rinderer (1987) afirma que a rapida disseminac&o das abelhas africanizadas
e seu simultaneo deslocamento e modificagao das abelhas europeias na América do
Sul e Central representam um interessante conjunto de problemas bioldgicos. Os
principais deles estao relacionados com duvidas sobre os mecanismos subjacentes
a africanizacéo das populagdes de abelhas europeias.

Geralmente, explicagbes da africanizagdo estdo enraizadas na biologia
reprodutiva. Certamente, a alta taxa de enxameacéao (Winston, 1980) e o alto indice
de populacdes selvagens (Kerr, 1971) de abelhas africanizadas contribuiram para
seu deslocamento.

Até meados de 2003, 26 subespécies autdoctones de A. mellifera foram
identificadas (Sheppard e Mixner, 2003), com distribuicdo abrangendo uma ampla
area biogeografica constituida por regides da Europa, Africa e oeste da Asia. No
entanto, mesmo com a introgressao de alelos europeus, as caracteristicas africanas
de natureza genética e comportamental continuaram preservadas em A. mellifera
(Schneider et al., 2004).

Nas Américas, as abelhas africanizadas estao restritas as regides de baixas
altitudes e lugares de invernos amenos (Kerr, 1989). Embora ocupem uma grande
area da América do Sul, essas abelhas ndo tém sido capazes de colonizar latitudes
meridionais maiores do que 35°, sendo este considerado um limite natural de
expansao (Diniz et al., 2003).

Estudos morfométricos e moleculares realizados por Sheppard et al. (1991)
em amostras de abelhas da Argentina mostraram que as abelhas n&o africanizadas
vivem além da area entre 30°- 35° SL paralelos. Esta zona de fronteira se encontra

um pouco mais ao sul do que o originalmente sugerido por Kerr et al. (1982).
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No Brasil, as abelhas A. mellifera estdo bem adaptadas a areas urbanas,
bordas de florestas e formagdes vegetativas abertas (Oliveira e Cunha, 2005).

A composigao social de uma colmeia de A. mellifera se resume em trés
tipos de individuos: uma rainha, operarias em numero variavel e zangdes. A fungéo
da rainha é p6r ovos e de manter a ordem social na colmeia. As operarias, por sua
vez, executam todo o trabalho necessario de manuteng¢ao. Para o cumprimento das
atividades, as operarias dispdéem de um ferrdo funcional, desenvolvimento glandular
e diferenciacdo de idade de acordo com as necessidades da colmeia. Os zangdes
possuem a funcdo de fecundar a rainha durante o v6o nupcial (Nogueira-Couto e
Couto, 2006).

O comportamento da A. mellifera é resultante das interacdes entre o seu
potencial genético, seu estado fisiolégico, das condicbes da colmeia e do meio
ambiente onde se encontra (Nogueira-Couto, 1989).

Com o inicio da hibridizacao (1956) entre abelhas europeias presentes nas
Américas e abelhas africanas, muitos estudos tém sido realizados com o intuito de
identificar a composigdo racial dos hibridos descendentes. Esses estudos
comecgaram a ser realizados na segunda metade dos anos de 1980, utilizando como
ferramentas moleculares as isoenzimas (Lobo et al., 1989; Del Lama et al., 1990),
marcadores de DNA nuclear (Hall, 1990) e de DNA mitocondrial (Hall, 1986; Smith et
al., 1989; Hall e Smith, 1991).

2.2. O DNA mitocondrial de A. mellifera africanizada

O DNA mitocondrial (mtDNA) animal € uma molécula circular. Em outros
grupos, ha excegdes, pois, segundo Nosek e Tomaska (2002, 2003), ja € bem
estabelecido que genomas mitocondriais lineares fragmentados evoluiram varias
vezes em diversas linhagens eucarioticas por possuirem estruturas especializadas,
os terminais teldbmeros, como o clado Reinhardtinia, um grupo monofilético de algas
verdes encontrados na classe chlorophycea das Chlorophytas (Nakada et al., 2008;
Lewis e McCourt, 2004) e em alguns organismos como Saccharomyces cerevisiae,
Penicillium sp., Euglena gracilis (Williamson, 2002. Nos animais, € composto por
cerca de 37 genes que codificam 13 proteinas, 22 RNAst e dois RNAsr. Também
existe uma regido nao codificante, a regido de controle (ou regido rica em "A + T7),
responsavel pela transcricédo e replicacédo do DNA (Wolstenholme, 1992).
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Embora, o conteudo gendémico tenha sido descrito como muito conservado,
a ordem em que 0s genes sao organizados na molécula de mtDNA é mais variavel
do que previsto, em especial para os genes de RNAt (Wolstenholme, 1992; Dowling
et al., 1996).

O genoma mitocondrial é herdado maternalmente na maioria dos animais,
sem ocorrer recombinag¢ao, de maneira que o conjunto de genes € herdado como
uma unidade (Avise, 1994). A taxa de mutacéo € elevada em comparagdo com
copias unicas de genes nucleares. No entanto, dentro da molécula, existem genes
ou regides com altas e baixas taxas de substituicdo de bases (Brown, 1983; Vawter
e Brown, 1986).

A caracterizagdo do DNA mitocondrial fornece informagdes uteis, incluindo o
tamanho total do genoma, o numero de sitios de restricdo e as posig¢des relativas
dos sitios em um mapa, sendo estas informacdes capazes de resolver questbes
filogenéticas e sistematicas (Avise, 1994; Hillis et al., 1996).

O genoma mitocondrial de A. mellifera foi completamente sequenciado ha
mais de duas décadas (Crozier e Crozier, 1992), sendo o primeiro dentro dos Apidae
e o arranjo dos genes principais (em proteinas de codificagdo e genes de RNAr) foi
extremamente conservado quando comparado com a Drosophila (Arias et al., 2006).

Ruttner (1988) relata que algumas subespécies europeias de A. mellifera
foram inicialmente classificadas por meio de estudos com a variabilidade do DNA
mitocondrial e de microssatélites.

A variagdo na molécula de DNA mitocondrial (mtDNA) permite a
discriminagao entre as linhagens evolutivas de subespécies de abelhas (Crozier et
al., 1991; Hall e Smith, 1991). Na analise do mtDNA do género Apis, ocorreu um
aumento significativo na compreensao da filogenia e evolugdo das espécies e da
filogeografia das subespécies (Arias et al., 2006). Porém, em alguns dos estudos
moleculares, a identificagdo das linhagens de abelhas depende do comprimento e
do polimorfismo existente no sitio de restricdo do genoma mitocondrial (Crozier et
al., 1991; Hall e Smith, 1991).

Normalmente, a analise de mtDNA em estudos populacionais comega com a
digestédo por enzimas de restricdo. O numero de sitios de restricdo detectados e sua
relativa posicdo em um mapa de restricdo sao utilizados para determinar o haplétipo
mitocondrial (Avise, 1994).



De La Rua et al. (2001) estudaram o polimorfismo do DNA mitocondrial da A.
mellifera de colénias das Ilhas Baleares a fim de caracterizar as populagcdes daquela
localidade. Desta forma, sugeriram que 75% das coldnias estudadas pertencem a
linhagem Africana. Mais de 25% do mtDNA africano encontrado em populagdes
africanizadas na Argentina é derivado de fontes nao relacionadas a A. m. scutellata
(Sheppard et al., 1999).

Em A. mellifera e Apis cerana, estudos populacionais tém sido
desenvolvidos utilizando o mtDNA e analises de microssatélites, proporcionando um
aumento na compreensao sobre a dinamica de subespécies populacionais,
biogeografia, introgressado e evolucao (Franck et al., 1998, 2000a, b; Segura, 2000;
Sheppard e Smith, 2000; De la Rua et al., 2001, 2002, 2003; Paar et al., 2004,
Susnik et al., 2004).

Hall e Smith (1991), ao testar o mtDNA em 129 colénias da Africa e Europa,
detectaram duas linhagens europeias de colbnias provenientes dos Estado Unidos e
México e nas regides neotropicais observaram que 72 colénias possuiam o mtDNA
africano e quatro europeus.

Os polimorfismos existentes no mtDNA podem ser estudados por meio do
marcador molecular Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), em que
determinadas enzimas clivam o DNA alvo em locais especificos, denominados sitios
de restricdo, constituidos por quatro a oito pares de bases. As variacbes detectadas
sdo explicadas pela diferenga entre os tamanhos dos fragmentos gerados pelas
enzimas de restricdo. Esse marcador acompanhado da multiplicagao in vitro do DNA
por meio da Polymerase Chain Reaction (PCR) tornou-se uma técnica eficiente para
estimar diversidade genética populacional (Pinto et al., 2003).

Apesar de o mtDNA ser uma excelente ferramenta para rastrear ancestrais
maternos, nao € possivel avaliar contribuicdes paternas para a historia e o padrao
de fluxo génico. Contudo, os marcadores moleculares sdo importantes ferramentas

para selecionar rainhas produtoras de geleia real.

2.3. Marcadores moleculares MRJPs e a importancia da geleia real para as
abelhas A. mellifera

Hall (1986), utilizando sondas de diagndstico de DNA, revelou diferencas

caracteristicas entre abelhas africanizadas e europeias. O uso de oligonucleotideos



sintéticos em impressodes digitais de DNA parece ser ainda mais poderoso para
revelar variabilidade genética em populag¢des de abelhas (Moritz e Southwick, 1972).

O desenvolvimento dos marcadores moleculares esta diretamente
relacionado aos avangos no campo da biologia molecular (Arias et al., 2006).

Os microssatélites sdo sequéncias repetidas em tandem com 1-6 bases
(Hancock, 1999), amplamente distribuidas ao longo da regido da eucromatina
(Schlotterer e Wiehe, 1999). Locos de microssatélites sdo considerados
codominates, seletivamente neutros, altamente polimérficos e demonstram a
heranga Mendeliana (Moritz e Hillis, 1996). Aliados a estas caracteristicas, eles tém
sido extremamente utilizados em relagdes de parentesco, mapeamentos genéticos
(Chakraborty e Kimmel, 1999), variagbes intraespecificas (Moritz e Hillis, 1996),
hibridizagdo de espécies, dindmica de populagdes e em estudos filogenéticos
(Beaumont e Bruford, 1999). Podem também ser utilizados para avaliagdo do
impacto do comportamento reprodutivo, estrutura social e dispersdo em populagdes
ameacadas de extingdo (Beaumont e Bruford, 1999). Ao nivel de populagéo, o alto
polimorfismo dos microssatélites é considerado como sendo consequéncia de
mutagcbes novas, deriva genética e selegcdo em genes intimamente ligados as
respectivas sequéncias (Schlotterer e Wiehe, 1999).

Dentro da familia Apidae, muitos dos trabalhos que utilizaram os marcadores
acima foram restritos ao género Apis. Alguns desses estudos tém abordado
questdes sobre a dindmica da populagdo (Estoup et al., 1995), a biogeografia
(Franck et al., 1998) e os processos de hibridagao e africanizacdo destes insetos
(Franck et al., 2001). A maioria dos marcadores microssatélites para Apidae foram
descritos em A. mellifera (Estoup et al., 1993).

Em abelhas A. mellifera, as rainhas acasalam com varios machos
(poliandria), sendo a producgao de ovos de zangdes na coldnia basicamente atribuida
a rainha (Ratnieks, 1993). Para estudar os conflitos reprodutivos, o comportamento
de policiamento e a frequéncia de acasalamento, varios estudos tém empregado
analises de locos de microssatélites (Arias et al., 2006).

A geleia real é uma substancia secretada pelas glandulas mandibulares e
hipofaringeanas localizadas na cabega de operarias nutrizes de A. mellifera. Essa
secrecdo € promovida pela ingestdo de pdlen com adigdo das secrec¢des presentes
na vesicula melifera das operarias, contendo principalmente agucares (Schmitzova
et al., 1998; Albert et al., 1999; Nogueira-Couto e Couto, 2006).
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Para as abelhas, a geleia real € uma fonte natural de aminoacidos
essenciais, lipidios, vitaminas e outros nutrientes (Schmitzova et al.,1998), além de
possuir importancia no seu processo de desenvolvimento e reproducdo. Apods o
periodo de trés dias, somente larvas designadas pelas operarias a se tornarem
rainhas recebem a geleia real como fonte exclusiva de alimentagao (Winston, 1992;
Drapeau et al., 2006). Logo que é secretada, a geleia real ndo € armazenada, porém
somente durante a criacdo de rainha ocorre a coleta, periodo em que as larvas irao
se tornar rainhas e serdo abundantemente alimentadas com a geleia real (Garcia e
Nogueira-Couto, 2005; Nogueira-Couto e Couto, 2006).

A presenga das glandulas hipofaringeanas e a produgdo de geleia real
acarretam fatores nutricionais ambientais internos, como a densidade populacional,
o desempenho de tarefas na colbnia, a presenca de cria, fatores externos a coldnia,
como interagdes bioldgicas, forrageamento e fatores genéticos, como a variabilidade
que influencia diretamente no desempenho e desenvolvimento das atividades das
abelhas (Simpson et al., 1968; Free, 1980; Robinson, 1995; Pernal e Currie, 2000;
Deseyn e Billen, 2005; Suwannapong et al., 2007; Wegener et al., 2009; Sereia et
al., 2010).

A composicdo da geleia real varia geograficamente e em resposta as
condigbes climaticas. O teor médio de umidade € de 60-70%; 12-15% de proteina
bruta (PB), 10-16% de agucar, 3-6% de lipideos e compostos de baixo peso
molecular, como sais, vitaminas e aminodacidos livres de 2-3% (Takenaka, 1982;
Chen e Chen, 1995). Também estao presentes na geleia real fragdes de proteinas
soluveis em agua (46-89%) e fragdes insoluveis em agua (Chen e Chen, 1995;
Takenaka e Echigo,1983).

Garcia e Nogueira-Couto (2005), por meio de diversos estudos, realizaram a
comparagao da producdo de geleia real entre abelhas africanizadas, italianas e
descendentes, obtendo resultados que indicaram diferencas entre os periodos de
producdo e aceitagao das larvas transferidas. Contudo, ao estudar a produgcdo de
geleia real em abelhas africanizadas e carnicas, Mouro e Toledo (2004) observaram
que as africanizadas, quando selecionadas para a producdo de geleia real,
mostraram-se mais eficientes.

Em todo o mundo, dentre os produtos das abelhas, a geleia real esta

relacionada a vida saudavel, longevidade e cura de muitas doencgas, além de ser
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utilizada por mais de 30 anos como alimento ou cosmético (Brown, 1989; Chen e
Chen, 1995; Munsted e Georgi, 2003).

Para a produgcdo de geleia real, ha poucos trabalhos associados aos
marcadores moleculares. Um dos primeiros estudos moleculares com marcadores
de DNA para a produgao de geleia real foi realizado por Chen et al. (2005). Estes
autores, ao analisar um total de 96 alelos produzidos por 10 locos de microssatélites,
de acordo com a frequéncia alélica observada, identificaram sete alelos que podem
ser utilizados como marcadores para abelhas produtoras de geleia real.

Proteinas principais da geleia real foram caracterizadas pela clonagem e
sequenciamento de DNAs complementares da cabecga de operarias nutrizes Apis
mellifera carnica (Schmitzova et al., 1998). Essas proteinas contém oito membros
principais: MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4, MRJP5 (Ohashi et al., 1997;
Schmitzova et al., 1998; Simuth, 2001), MRJP6, MRJP7 e MRJP8 (Albert e Klaudiny,
2004; Santos et al., 2005). Albert e Klaudiny (2007) descreveram a MRJP9 e
relataram que esta proteina possui uma fungdo nao-nutricional, sendo considerada
ancestral as demais.

Essas proteinas adicionais da geleia real tém sido caracterizadas pela
clonagem e sequenciamento do DNA complementar (cDNA) (Klaudiny et al., 1994a3;
Albert et al., 1996; Ohashi et al., 1996, 1997). Foram identificadas quatro proteinas
principais da geleia real (MRJPs) que codificam o cDNA (MRJP 1-4) (Klaudiny et al.,
1994b; Schmitzova et al., 1998), utilizando uma fonte imunoldgica de expressao da
biblioteca de cDNAs, preparada a partir das cabecas de abelhas operarias nutrizes
(A. m. carnica) de oito dias de idade. Os produtos génicos desses cDNAs s&o
expressos em niveis muito elevados em cabecas de abelhas nutrizes (Klaudiny et al
1994b). O quinto grupo das MRJPs consistiu de trés clones de sequéncias idénticas
que diferiam dos quatro grupos acima mencionados. O longo cDNA deste grupo foi
sequenciado e o nucleotideo e a sequéncia de aminoacidos provenientes
identificaram essa sequéncia de codificacdo como um membro adicional da familia
do gene MRJP. Esse DNA complementar foi nomeado como mrjp5 (Albert et al.,
1996).

As proteinas MRJP3 e MRJP5 apresentam um tamanho de polimorfismo
com intervalos de peso molecular entre 60-70 e 77-87 kDa, respectivamente

(Schmitzova et al., 1998). O carater altamente polimérfico do comprimento de
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repeticdo da mrjp3 e mrjp5 pode ser usado como loco informativo em estudos
genéticos de coldnias de abelhas (Beye et al., 1998).

A geleia real produzida comercialmente é realizada pelo estimulo das
colbénias a produzirem rainhas além das condi¢cdes do processo de producdo natural
(enxameagem reprodutiva e substituicdo de rainhas). Assim, a produ¢ao comercial
esta diretamente relacionada a producéao de rainhas (Haydak, 1970). O processo de
producdo de geleia real necessita de pouco investimento, mas é possivel somente
com transferéncia de larvas jovens (menos de 24 horas de idade) dos favos das
colmeias para cupulas acrilicas (Garcia e Nogueira-Couto, 2005; Nogueira-Couto e
Couto, 2006). Para isso, € necessario mao-de-obra qualificada, com dedicacao
maior para a produgao de geleia real que comumente € necessaria para a produgao
de outros produtos apicolas como, por exemplo, o mel (Harbo e Rinderer, 2005).

O maior produtor de geleia real € a China, com uma produ¢do anual de
cerca de 2000 toneladas, correspondendo a 90% da produgdo mundial (Li et al.,
2003). Gradativas selegbes de abelhas A. mellifera produtoras de geleia real
realizadas desde 1980 explicam esta elevada produgao.

As MRJPs sédo bem caracterizadas em A. mellifera (Albert et al., 1996; 1999;
Schmitzova et al., 1998; Albert e Klaudiny, 2004; Drapeau et al., 2006). O grande
numero de estudos relacionados com a familia MRJP de A. mellifera ainda fornece
pouca informagdo sobre o uso desses marcadores moleculares em estudos de
genética de populagdes e como marcadores de selegao associados a producao de

geleia real (Baitala et al., 2010; Parpinelli, 2011).

2.4. Melhoramento genético de A. mellifera africanizadas

Em qualquer organismo a ser estudado, o melhoramento genético tem como
objetivo aumentar as frequéncias dos genes desejaveis dos locos que apresentam
importancia econdbmica, a fim de serem selecionados na populagdo (Bergmann,
2001). Em abelhas, o que se espera é uma produg¢do acima da média, tanto de mel,
como de geleia real e prépolis, entre outros produtos, a partir da linhagem em que foi
feita a selecao.

O melhoramento genético com o intuito de aumentar a produtividade pode
ser feito por meio de cruzamentos abertos em areas sob selecado e por produgao de

matrizes, por meio da técnica de inseminacgéao instrumental (Soares et al., 1996). Os
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mesmos autores indicam que a técnica de inseminagao instrumental ajuda acelerar
os programas de melhoramento genético, permitindo o controle exato dos
cruzamentos, além de propiciar a formacao de matrizes de boa qualidade.

Para Page e Laidlaw (1997), o sucesso no melhoramento genético seletivo
necessita de quatro componentes essenciais: 1) selegcao do estoque, sendo que as
colénias devem ser identificadas com diferengas selecionaveis entre elas que
formam o potencial da populagédo parental; 2) manutengao da variabilidade genética;
3) controle dos acasalamentos; e 4) manutencdo do estoque durante todo o
programa. No caso do Brasil, um quinto componente seria necessario para o
sucesso do programa de melhoramento genético: a aplicagao do material obtido com
os apicultores, por meio de testes com as rainhas avaliadas em relacdo a
produtividade, que neste caso seria a produgéo de geleia real.

As atividades especializadas na apicultura, como a produgéo de geleia real,
vém alcangando interesse comercial ao longo dos anos (Queiroz et al., 2001),
podendo ser uma excelente opgédo para os apicultores, especialmente em regides
onde o mel produzido possui pequena aceitagcdo comercial (Nogueira-Couto e
Couto, 2006).

A correlagdo entre caracteristicas é de grande importancia para o
melhoramento genético, especialmente se a selecdo de uma delas é dificultada
devido a baixa herdabilidade, e/ou porque apresenta problemas de mensuragao e

identificacdo (Cruz e Regazzy, 1997).

13



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material bioldgico

Para este estudo, foram utilizadas operarias nutrizes de A. mellifera
africanizadas provenientes do Apiario Central da Fazenda Experimental de Iguatemi
da Universidade Estadual de Maringa (FEI/UEM), pertencentes ao Programa de
Melhoramento Genético de abelhas A. mellifera Africanizadas para produgao de
geleia real.

Foram coletadas 20 operarias nutrizes de oito colmeias matrizes
fornecedoras de rainhas para as colbnias produtoras de geleia real. As abelhas
nutrizes foram coletadas dos favos e selecionadas por meio de coloragao/idade.

Apés a coleta, as abelhas foram sacrificadas, armazenadas em frascos
fechados, identificados com a matriz de origem e congeladas a -20°C, até a sua

utilizac&o para o isolamento do DNA.

3.2. Isolamento de DNA

O DNA total foi isolado de 10 operarias nutrizes de cada matriz analisada,
totalizando 80 individuos. O processo de extragao foi realizado segundo o protocolo
descrito por Bardacki e Skibinski (1994), adaptado para utilizar o térax de A.
mellifera. A maceracgao foi realizada individualmente em 400 pyL de tampéao de lise
composto por Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 50 mM, pH 8,0; NaCl 100 mM, SDS a
1%, e 10 pL de proteinase K (5 pg/uL). Em seguida, as amostras foram mantidas por
4 horas a 55°C. O DNA foi purificado com solugdo de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25: 24: 1) e cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). O Acetato de sodio (3 M)
e o etanol absoluto gelado foram utilizados para precipitagdio do DNA que
posteriormente permaneceu incubado a -20°C overnight.

O DNA precipitado foi separado por centrifugacao a 10.300 xg por 10 min.,
ressuspendido em tampé&o TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e tratado com 3 pL
de RNAse (10 ug/mL). A quantificacdo foi avaliada em gel de agarose 0,8% com
tampao Tris, Acido acético, EDTA 0,5 mM, pH 8,0 (TAE 1X) e posteriormente o DNA

foi comparado com concentragdes conhecidas e graduadas de fago A. Os geis foram
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corados com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e as imagens foram capturadas sob luz

ultravioleta pelo sistema L-PIX HE molecular imaging.

3.3. Amplificacéo da regidao MRJP por PCR

As reacbdes por PCR foram realizadas utilizando primers especificos,
sintetizados para amplificar os locos mrjp3 (Albert et al., 1999b) e mrjp5 (Albert et al.,
1999a): mrjp3 (forward: ATG TAA TTT TGA AGA ATG AAC TTG; reverse: TGT
AGA TGA CTT AAT GAG AAA CAC) e mrjp5 (forward: AGA CTC TTC AAA CGG
TCG TTG C; reverse: CTG TAATTT CAT ACT TAA AGC CAT).

Em um volume de reagao de 20 pL, foi utilizado o tampao Tris-KCI 1X (tris-
HCI 20 mM, pH 8,4 e KCI 50 mM), 0,5 uM de cada primer, 0,1 mM de cada dNTP
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP), uma unidade de Taq Platinum DNA Polimerase
(Invitrogen, Brasil). Para a otimizacdo das amplificacdes, foram utilizadas
concentragdes especificas de MgCl, e do DNA molde em relagéo ao primer utilizado.

Para os primers mrjp3 e mrjp5, foram utilizadas as concentragdes de 1,4
mmol de MgCl, e a concentragao do DNA molde empregada para os primers mrjp3
e mrjp5 foi de 20 ng/pL.

As reacdes de amplificacao foram realizadas em um termociclador Techne
TC-512 e as condigdes de amplificacbes para os primers mrjp3 e mrjp5 foram
baseadas no protocolo descrito por Albert e Schmitz (2002). A amplificagdo comecgou
com uma desnaturagéo inicial de 94°C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de 30 s a
54°C e 1 minuto a 72 °C, sendo completada com uma extenséao final de 10 minutos a
72°C.

Os produtos das amplificagbes foram separados em gel de agarose 2%
preparado com tampao TBE 0,5 X (54 g Tris; 27, 5 g acido bérico e 20 mL EDTA 0,5
mM, pH 8,0). Para o preparo deste gel, foi utilizado 50% de agarose comum
(Invitrogen, Brasil) e 50% de agarose MS-8 (Invitrogen, Brasil). A separacao foi
realizada a 60 V por 3 horas. Os geis foram corados com banho de brometo de
etidio (0,5 pg/mL) e as bandas de DNA amplificadas foram visualizadas sob luz
ultravioleta. A imagem foi capturada pelo sistema L-PIX HE molecular imaging. Para
estimar o tamanho dos alelos amplificados foi utilizado o marcador de peso

molecular de 100 pares de bases (Invitrogen, Brasil).
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3.4. Amplificacdo por PCR de regides mitocondriais e digestdo com
endonucleases

A amplificagado por PCR foi realizada, como descrito por Barni et al. (2007),

com as regides do DNA mitocondrial e seus respectivos primers (Quadro 1).

Quadro 1 - Regides do DNA mitocondrial e seus respectivos primers com suas
respectivas sequéncias de nucleotideos

Regiao Sentido  Sequéncia do primer (5 para 3’)
Citocromo b (Cit b) Foward TATGTACTACCATGAGGACAAATATC
Reverse  ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT
Citocromo Oxidase | (COI) Foward TTAAGATCCCCAGGATCATG
Reverse TGCAAATACTGCACCTATTG
Subunidade ribossémica maior Foward TTTTGTACCTTTTGTATCAGGGTTG
(16S) Reverse CTATAGGGTCTTATCGTCCC

Citocromo Oxidase | e Il (COI- COIl) Foward GGCAGAATAAGTGCATTG
Reverse  CAA TAT CAT TGATGA CC

Com um volume total de 20uL, as reagdes de PCR foram realizadas com
tampao de 10x, 0,64 mM de cada dNTP, 2,0 mM de MgClz2, 0,5 yL dos primers
Foward (F) e Reverse (R) a 0,25 yL.M™, 0,2 pL de Taq Polimerase e 13,16 pL de
agua esterilizada (miliq). As reagbdes de amplificagbes foram realizadas em um
termociclador Applied Biosystems modelo Veriti e submetidas ao seguinte processo
para os primers utilizados: desnaturagao a 94°C por 3 minutos, amplificagcdo de 35
ciclos de 90°C por 1 minuto, 54°C por 45 segundos, 62°C por 2 minutos e extensao
final de 5 minutos a 72°C. Apds a amplificacédo, 3 pyL dos produtos de PCR foram
submetidos a digestdo com as seguintes enzimas de restricdo: Bgl Il para Cit b;
Hinc Il e Xba | para COI; Xba | e Dra | para COI-COIll e Eco RI, Alu I, Hinc Il, Taq |,
Vsp |, Dra | para 16S (Quadro 2).

Quadro 2 - Primers e respectivas enzimas de restricao

Regides de mtDNA Enzima de restricao

Citb Bgl I

COl Xba I, Hinc Il

16S Eco RI, Alu I, Hinc Il, Taq I, Vsp |, Dra |
COI-COll Dra |, Xba |
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As reacgdes de digestdo por endonucleases foram mantidas a 37°C por 4h
em banho-maria (exceto para Taq | que necessitou de 60°C por 4h). Os fragmentos
de restricdo foram separados em gel de agarose a 1% e posteriormente corados
com brometo de etideo (0,5 pug/mL) e visualizados sob luz ultravioleta pelo sistema

L-PIX HE molecular imaging.

3.5. Eletroforese em géis de poliacrilamida (PAGE) e coloragdo com nitrato de
prata

As eletroforeses PAGE foram realizadas com geis de poliacrilamida 9%
(T=30,8%; C=2,6%). As corridas eletroforéticas foram realizadas com tampao TBE
10X (108 g de Tris; 55 g de acido bérico e 40 mL de EDTA, 0,5 M, pH 8,0), a 200V
por aproximadamente 3 horas.

Apos a corrida, os geis foram corados por impregnacéo com nitrato de prata
e mantidos em solugao fixadora e conservante (100 mL de etanol, 5 mL de acido
acético e 995 mL de agua esterilizada (miliq)) até a digitalizacéo e secagem.

As analises de restricdo das regides mitocondriais do Citocromo b (Cit b) e
COlI foram realizadas a fim de obter uma caracterizacdo molecular comparativa das
amostras de abelhas. Este foi um controle para o padrdo da linhagem africana
(auséncia do sitio Bgl Il na regido Cit b) e para a diferenciacdo dentro das

subespécies europeias (apenas A. m. mellifera possui o sitio Hinc Il na regiao COI).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao de linhagens por MRJPs

Os locos mrjp3 e mrjp5 continuam polimdrficos, mesmo com o processo de
selecdo de rainhas, que vem sendo mantido pelo Programa de Melhoramento
Genético de abelhas A. mellifera Africanizadas provenientes do Apiario Central da
Fazenda Experimental de Iguatemi da Universidade Estadual de Maringa (FEI/UEM),
para producao de geleia real. Nas colmeias matrizes foi encontrado um total de seis
alelos para mrjp3 (A, C, D, E, F e G) e cinco alelos para mrjp5 (C, D, E, F e G)
(Figura 1).

3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 7 .& 90 ‘1. 1

Figura 1 - Perfil eletroforético dos locos mrjps de abelhas A. mellifera africanizadas.
(A) Fragmentos amplificados do loco mrjp3; (B) Fragmentos amplificados do loco
mrjp5. M = Marcador de peso molecular de DNA 100 pb (DNA Ladder-Invitrogen). As
setas e as letras indicam os alelos identificados para cada loco.

Nas oito colmeias matrizes analisadas para mrjp3, seis apresentaram o alelo
E, seguido do alelo D em cinco matrizes. A partir do genoétipo das operarias
analisadas, foi inferido o genotipo das rainhas. Dessa maneira, foi estimado um total
de quatro rainhas com o gendtipo DE (Quadro 3). Em uma das colmeias, ndo foi
possivel verificar o provavel genétipo da rainha para o loco mrjp3, provavelmente por
estar ocorrendo troca de rainha no periodo de coleta. Para mrjp5, quatro rainhas
foram genotipadas como sendo homozigotas (DD), trés apresentaram duvidas se

seriam DD ou DE e uma possuia o gendétipo DE (Quadro 3).
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Nos acasalamentos naturais, as rainhas de A. mellifera podem copular com
até 17 zangdes, possibilitando o aumento da variabilidade genética. Desta forma, foi
verificado polimorfismo para os locos mrjp3 (seis alelos) e mrjp5 (cinco alelos) entre

os zangdes que acasalaram com as rainhas (Quadro 3).

Quadro 3 — Gendtipos de rainhas de A. mellifera africanizadas de oito colbnias
produtoras de geleia real e os provaveis zangdes que participaram da fecundagao

Colbnia MRJP3 MRJP5

Rainha Zangao Rainha Zangao
Col. 1 (CA8-16) CD D;E;F; G DD D;E;F;, G
Col. 2 (CA8-20) AE A E DD D;E;F; G
Col. 3 (PE72-11) * * DD D;E; F
Col. 4 (CA5-14) DE C;D;F; G DD E; F;
Col. 5 (VA7-15) DE D; E; F; DD ou DE** D:E; F
Col. 6 (CAb) CE C E G D_ x** D;E;F
Col. 7 (164-13) DE D;E; F DE C;D;E; F
Col. 8 (ME69-05) DE D; E DD ou DE D; E

*gendtipos nao estimados devido a possiveis trocas de rainha na colénia; **gendtipo incerto;
***gendtipo parcialmente estimado.

No processo de melhoramento genético, esta ocorrendo sele¢cdo com maior
frequéncia dos alelos D e E para mrjp3 e do alelo D para mrjp5 em quase todas as
rainhas das matrizes selecionadas sem necessitar da inseminagao instrumental.

O monitoramento realizado pelo programa de melhoramento deve continuar
para que nao ocorra aumento de homozigose no genoma das matrizes, que pode
prejudicar a colméia, promovendo, por exemplo, expressdo de genes deletérios,
aumento na suscetibilidade a doencas. Além disso, 0 aumento de endocruzamentos
pode levar a homozigose do loco csd (complementary sex determiner) que tera
como consequéncia a ocorréncia de machos diploides (Beye et al., 2003; Beye,
2004).

Os programas de melhoramento genético tém como objetivo selecionar
individuos com caracteristicas de interesse para os apicultores e usa-los como pais
da préxima geracao, para melhorar e aumentar a eficiéncia de producao (Rinderer
2008). A selecao é baseada no desempenho da col6nia e, assim, as caracteristicas
genéticas de variaveis devem ser estimadas (Calderone e Fondrk 1991). Desta
forma, séo realizados estudos com a diferengca esperada da progénie (DEP), que

representa a metade do valor genético do animal e indica a capacidade de
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transmissao genética de determinado individuo para uma caracteristica em
particular. O estudo realizado por Baitala et al. (2010) com matrizes de A. mellifera
sob selegdo para produgdo de geleia real mostrou que as analises de variancia
foram significativas (p<0,05) para o locus mrjp3. Com a selegédo sendo realizada por
meio do valor genético apresentado, o valor de R? calculado para os alelos
significativos do locus mrjp3 indicou que 36,85% da variagdo da DEP eram
explicados pela variagao dos alelos C, D e E. Portanto, esses trés alelos exercem
um forte efeito na variagdo do valor genético da produgdo da geleia real. No
processo de selegado de rainhas para produgao de geléia, esses resultados tém sido
considerados e as rainhas filhas selecionadas e mantidas no programa de
melhoramento sdo genotipadas para o loco mrp3. Os resultados apresentados no
quadro 3 mostram que esse processo de selegao tem sido eficiente e que os alelos
D e E estao sendo mantidos entre as rainhas produtoras.

No estudo realizado por Ostrovski (2012), foram avaliados os parametros
genéticos das rainhas produtoras de geleia real, considerando os genotipos para o
loco mrjp3. Nesse trabalho foi verificado que as rainhas com o gendtipo DE
apresentaram os melhores resultados para os parametros avaliados. Para a
caracteristica de produgao de geleia real total por colénia (g), ndo houve diferenca
estatistica entre os genoétipos analisados, mas o destaque ficou para o genétipo DE
com 48% de chances em ser classificado como de alto valor genético para esta
caracteristica.

Na avaliagao da producao de geleia real por cupula, o genétipo DE obteve a
melhor classificagcdo, por apresentar 60% de probabilidade em estar acima da
média, diferenciando significativamente do gendétipo EF considerado o pior gendtipo
para este parametro. Para a caracteristica de aceitacdo de larvas, os valores
genéticos dos gendtipos DE e CD foram superiores em relagdo aos genotipos CE,
EF e FG (mas ndo houve diferenga estatistica). O valor genético para a produgéo de
geleia real total por col6nia foi considerado superior para o genédtipo DE, ndo se
diferenciando apenas do gendétipo CD, mas diferenciando-se significativamente dos
demais. Na deposicao de geleia real por cupula, o valor genético do gendétipo DE se
destacou como superior, diferenciando significativamente dos gendétipos CD e CE.

Os resultados obtidos por Ostrovski (2012) corroboram o fato de o programa

de melhoramento possuir como matrizes quatro rainhas com gendétipo DE e uma
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rainha CD. O gendtipo AE nao foi avaliado para parametros de producédo de geleia
real.

O programa de melhoramento genético, desde 2005, vem sendo realizado
por meio de fecundacido natural e selecdo baseada na producdo e no marcador
MRJP3. Além dos estudos apresentados acima, foram realizadas avaliacbes de
parametros genéticos, por Mouro e Toledo (2004), Toledo e Mouro (2005),
Faquinello (2010) e Faquinello et al. (2011); avaliagdo dos marcadores moleculares,
por Parpinelli (2011); e o sequenciamento de alelos mrjps, por Casagrande-Pozza
(2011). Os resultados obtidos em todos os estudos fornecem dados que contribuem
para a continuidade do programa de selecdo com o intuito de obter rainhas com os

melhores gendtipos e, assim, aumentar a produgao de geleia real.

4.2. Africanizacao

Os padrdes de restricao identificados no presente estudo foram comparados
com aqueles descritos por Garnery et al. (1993) e Collet et al. (2007) para
identificacao de mitétipos de A. mellifera africanas e europeias.

Os padrbes de restricdo apds amplificagcdo com primers para as regides
génicas mostradas no Quadro 4 podem contribuir para a identificagdo da mistura

racial dos genes mitocondriais da abelhas meliferas.

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose a 1%. NC: Fragmento de DNA amplificado
da regiao COI e regiao COI-COIl e nao clivado. M: Marcador molecular com 100 pb.
A: Fragmento de DNA amplificado da regido COl, colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 - auséncia
do sitio de restricdo Xba I. B: Fragmento de DNA amplificado da regiao COI, colunas
1, 2, 3, 4, 5 e 6 - auséncia do sitio de restricdo Hinc II. C: Fragmento de DNA
amplificado da regidao COI-COIl, colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 - auséncia do sitio de
restricao Xba I.
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No estudo elaborado por Garnery et al. (1993), os autores consideraram que
as A. mellifera evoluiram de trés ramos distintos que divergiram em torno de um
milhdo de anos atras. O primeiro ramo (M) corresponde as subespécies do oeste
europeu, as A. m. mellifera. O segundo (C) se estende do oriente médio para a Italia,
englobando as subespécies meda, caucéasica, cecropia, carnica e ligustica. O
terceiro ramo (A) inclui todas as subespécies africanas estudadas, exceto a lamarkii,
bem como as abelhas meliferas de algumas ilhas mediterraneas, como a Sicilia
(Sicula). Contatos secundarios entre os ramos resultam em areas de introgressao,
onde duas categorias de haplétipos de mtDNA coexistem.

Esses mitétipos A, M e C podem ser detectados entre os polihibridos que
compdem as abelhas A. m. africanizadas.

Nas abelhas africanizadas produtoras de geleia real analisadas, foi
detectada auséncia de sitios de restricdo com as enzimas Bgl Il para Cit b; Xba | e
Hinc 1l para COI (Figura 2); Xba | para COI-COIl (Figura 2); Eco RI, para 16S
(Quadro 4). Esses padroes de restricdo indicam que as abelhas A. mellifera deste
estudo apresentam o padrdo de DNA mitocondrial africano, ou seja, possuem

matrilinhagem africana.

Quadro 4 - Padrbes de auséncia e presenca de sitios de restricdo observados nas
diferentes regides do DNA mitocondrial de A. mellifera da Fazenda Experimental de
Iguatemi pertencente a Universidade Estadual de Maringa. (-): sitio de restricao
ausente; (+): sitio de restricdo presente; A: padrao africano

Regido amplificada Enzimas de restrigdo Matrizes produtoras de geleia real
1 2 3 4 5 6 7 8

Citb Bgl Il (-) A A A A A A AA
COI Xbal (-) A A A A A A AA
Hinc Il (-) A A A A A A AA

COl-coll Xba l (-) A A A A A A AA
Dra | + + + + + + o+ +

16S Eco RI (-) A A A A A A AA
Alu | + + + + + 4+ o+ +

Hinc Il + + + + + 4+ o+ +

Taq | + + + + + + o+ +

Ase |l (Vsp ) + + + + + 4+ o+ +

Dra | + + + + + o+ o+ +
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A presenca de sitios de restricdo foi observada com as enzimas Alu |, Hinc
II, Tag I, Ase | (Vsp |) e Dra | para 16S (Figura 3) e com a enzima Dra | para COI-
COll (Figura 3) (Quadro 4).

O padrao de restricao Alu | para 16S foi semelhante ao descrito por Collet et
al. (2007) para os ramos M e C, ou seja, padréo europeu (Figura 3).

Os haplotipos observados para a 16S/Taq | (Figura 3) foi semelhante ao
haplétipo A descrito por Collet et al. (2007). Os mitétipos observados para 16S/Vspl
parecem hibridos com padrdes de restricao intermediarios entre os haplétipos A, M e
C (Collet et al., 2007). Nesse caso, podem ter ocorrido mutagdes que alteraram os
sitios de restricdo para essa enzima.

A enzima de restricdo Dra | foi empregada para analise de clivagem com os
amplificados 16S e COI-COII (Figura 3). Nas duas clivagens foi detectado padrao de
restricdo africano. Quando comparado com os mitétipos descritos por Garnery et al.
(1993) foi verificado que ha compatibilidade com o haplétipo A4.

A regido intergénica COI-COIl exibe pelo menos sete variantes de
comprimento que podem ser explicadas pela combinacdo de trés sequéncias
relacionadas Po (67 pb), P (54pb) e Q (192-196 pb) (Garnery et al.,1992, Garnery et
al.,, 1993). Essas sequéncias originam os seguintes polimorfismos: PoQ, PoQQ,
PoQQQ, PQ, PQQ, PQQQ e Q. Esse polimorfismo permite identificar os trés ramos
evolutivos de A. mellifera: Po (A), P (M) e o ramo (C) n&o possui Po nem P (Garnery
et al., 1993).

A analise das sequéncias disponiveis de COI-COIl permitiu a Garnery et al.
(1993) concluirem que o local de reconhecimento da sequéncia TTTAAA
provavelmente tem um valor significativo para o polimorfismo. De acordo com essa
proposi¢cao e com o padrao de tamanho de fragmento amplificado observado para o
mtDNA das abelhas meliferas produtoras de geleia real analisadas, os mitétipos
para COI-COIl detectados foram PQQ e PoQQ.

Os mitotipos detectados mostraram que as rainhas produtoras de geleia real
mantidas pelo programa de melhoramento possuem mitétipo africano. Contudo, nao
foi identificado nenhum mitétipo que pudesse ser utilizado como marcador para
producao de geleia real.

Para De La Rua et al. (2001), nas analises de restrigdo apds a amplificacao
por PCR do Citocromo b (Cit b), o padrao de restrigdo caracteristico da linhagem

evolutiva Africana, ou seja, o sitio da Bgl Il na regiao Cit b, estava ausente.

23



M A B C

Asel (Wsp ) —
185
2

Al ! — 185

E F

Dral- COl-
Hinc il - 1683 coln

1 2

Figura 3 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 9%. NC: Fragmento de DNA
amplificado e nao clivado. M: Marcadores moleculares com 25, 50 e 100 pb. A:
Fragmento de DNA amplificado da regidao 16S, colunas 1e 2 - presenca do sitio de
restricdo Dra I. B: Fragmento de DNA amplificado da regido 16S, colunas 1e 2 -
presenca do sitio de restricao Ase | (Vsp I). C: Fragmento de DNA amplificado da
regidao 16S, colunas 1 e 2 - presenga do sitio de restricao Alu I. D: Fragmento de
DNA amplificado da regiao 16S, colunas 1e 2 - presenca do sitio de restrigdo Taq I.
E: Fragmento de DNA amplificado da regido 16S, colunas 1 e 2 - presenga do sitio
de restricao Hinc Il. F: Fragmento de DNA amplificado da regiao COI-COIl, colunas 1
e 2 - presenca do sitio de restrigao Dra I.
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Pinto et al. (2003) relataram que estudos desenvolvidos com as colbnias do
Velho Mundo indicaram, por meio das analises feitas com Citocromo b/ Bgl Il, a
discriminagdo da linhagem mitocondrial Africana (mitétipo com uma banda) de
linhagens mitocondriais da Europa Ocidental, Mediterraneo Oriental e do Oriente
Médio (linhagens de mitétipos com duas bandas) e que nenhum outro mitétipo foi
introduzido antes da chegada das abelhas Africanizadas em 1990. Portanto,
Citocromo b / Bgl Il pode ser usado para identificar as abelhas africanizadas
maternalmente com um elevado grau de confiabilidade e uma taxa muito baixa de
erro estimada (Pinto et al., 2003).

A presenca do mtDNA africano foi observada em abelhas meliferas das ilhas
Baleares no mar Mediterraneo (De La Rua et al., 2001). Ao analisarem o mtDNA de
abelhas A. mellifera de 23 localidades das Illhas Majorca, Minorca, Ibiza e
Formentera no Mediterraneo, De La Rua et al. (2001) mostraram que a maioria das
colénias (74,54%) possuem padrdao de restricdo caracteristico de linhagens
Africanas, ou seja, auséncia do sitio Bgl Il na regido Cit b e auséncia do sitio Hinc Il
e Xba na regido COIl. As demais colbnias apresentaram padrdo de linhagens de
origem da Europa Ocidental. Esses resultados podem considerar a influéncia dos
movimentos migratérios humanos, ocorrentes desde os tempos pré-historicos.

Para Hall e Smith (1991), um sitio de restrigdo Hinc Il da subunidade COI é
detectado apenas em abelhas pertencentes ao Oeste Europeu. Polimorfismos entre
os genes das subunidades COI-COIl sao encontradas no mtDNA de abelhas Oeste
europeias e africanas. De acordo com Collet et al. (2007), o sitio Hinc Il para COI
caracteriza o haplétipo mellifera, tipico das populacbes de abelhas da Europa
Ocidental.
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5. CONCLUSOES

a) As rainhas matrizes produtoras de geleia real estdo mantendo os
genotipos DE e DD para os locos mrjp3 e mrjp5, respectivamente.

b) MRJP3 é um bom marcador molecular para selecdo de rainhas para
produgao de geleia real.

c) O padrao de DNA mitocondrial das rainhas matrizes do programa de
melhoramento de abelhas A. mellifera para produgcédo de geleia real da UEM é
africano.

d) Nao foram identificados possiveis marcadores de DNA mitocondrial para
contribuir com a selegao das matrizes para o programa de melhoramento de abelhas

A. mellifera da Universidade Estadual de Maringa.
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