UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E EVOLUGCAO

“ESTRUTURA GENETICA DAS POPI.!LAQGES DE ABELHAS
AFRICANIZADAS (Apis mellifera L.) DA COLOMBIA ESTIMADA ATRAVES DE
MARCADORES NUCLEARES E MITOCONDRIAIS”

CARLOS FERNANDO PRADA
QUIROGA

SAO CARLOS-SP

2004



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E EVOLUGCAO

“ESTRUTURA GENETICA DAS POPL!LA(}()ES DE ABELHAS
AFRICANIZADAS (Apis mellifera L.) DA COLOMBIA ESTIMADA ATRAVES DE
MARCADORES NUCLEARES E MITOCONDRIAIS”

CARLOS FERNANDO PRADA
QUIROGA

Dissertagdo de mestrado apresentada
ao Programa de Pés-Graduagdo em
Genética e Evolucdo do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude da
Universidade Federal de Sao Carlos,
como parte dos requisitos para
obtencédo do titulo de Mestre em
Genética e Evolugdo, area de
concentracao: Genética e Evolugao.

SAO CARLOS-SP

2004



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

Q8eg

Quiroga, Carlos Fernando Prada.

Estrutura genética das populagdes de abelhas
africanizadas (Apis mellifera L.) da Coldmbia estimada
através de marcadores nucleares e mitocondriais / Carlos
Fernando Prada Quiroga. -- Sdo Carlos : UFSCar, 2004.

96 p.

Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2004.

1. Abelhas. 2. Marcadores genéticos. 3. Genética de
populagao. |. Titulo.

CDD: 595.799 (20




Orientador

Prof. Dr. Marco Antonio Del Lama



‘Una persona me dijo un dia: Nunca
pretendas ser como los dema, se alguien
grande, sin pasar por encima de Ilos
demas....alguien que cuando lean tu

nombre, sepan quien eres...”



AGRADECIMIENTOS

A Deus, por todas suas bengdes e gracas que me concedeu, em

especial o poder estar aqui cumprindo um sonho o qual o vi muito longe.

A minha familia, em especial minha mae, pelo amor e fortaleza que

me deu nos momentos mais dificeis que passei na minha estadia aqui no Brasil.

Ao Professor Dr. Marco Antonio Del lama. Sdo poucas as palavras
para agradecer toda sua orientagdo, amizade, carinho, compreensao e paciéncia

durante todo o tempo. Por recebe mais do que esperava.

Aos Professores Dr. Guillermo Salamanca Grosso e Dr. Jorge Tello

Duran, pela colaboragéo nas coletas.

A professora Dra. Silvia Nassif Del Lama e a meus companheiros do
laboratério, Daniele, lara, Carolina, Alessandra, Mateus, Mariana, pela amizade e

trabalho alegre e prazenteiro.
A Thais por sua grande amizade e carinho.

A Rogério Oliveira Souza, pela amizade e grande ajuda

subministrada ao longo da minha estadia no laboratério.

A lIsabel Cristina Godoy, técnica do laboratério, que alem da

amizade, sua colaboracao no auxilio deste trabalho.

A todos os amigos que fiz durante mi estadia no Brasil. Forum mi

respaldo fora de casa.

A CAPES pela ajuda financeira no desenvolvimento deste trabalho.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS........o et ss s s s s s iii
LISTADE TABELAS.........oeiieer s s s s s vii
S U] b'¢
LY = RS I O xii
g 020 LU oY 1
1.1 O processo de Africanizagao de Apis mellifera ocorrido no Brasil.....4

1.2 O Processo de Africanizagdo da abelha da Coléombia.............ccceeeeeenens 8

1.3 Métodos de identificagao de subespécies e hibridos............ccceeeuneee. 10
1.3.1 Andlises morfométricas..........cccccooviiiiiiiiisinensnnn s 11

1.3.2 Polimorfismos bioquimicos.........ccccceiiiiiiiiniiiicsssseenene e 12

1.3.3 DNA mitocondrial...........ccoovriiiiieerr e 14

1.3.4 Microsatellites............ccovrriimmmmmmmmmrre 17

2. PROPOSIGAO E JUSTIFICATIVA......ccveetrerereessesesasesasssssssesssssssssssssssnssssnens 19
3. MATERIAL E METODOS.......cceeieieereeteaseesessssssesessssesesssssssssssssssssesssssssssnsnes 21
3.1 Material.........eeeeeiieireee e ——————— 21

3.2 MELOAOS......oeeiiiineerr s 23

3.2.1 Andlise aloenzimatica.........ccccovcrinmmrrinninnsere e 23

3.2.2 Polimorfismos do DNA mitocondrial.........cccccecvimmmeriiniiinnnnnn. 23

3.2.3 Microsatélites.........cccouvrimmrrriiniiier s 25



3.3 Estimativa de Parametros GenétiCoS.....ccooeirmirmireiieireerceeeseenermnennns 28

3.3.1 FreqUéncia GENiCa.........cceerrrimmmmmmneemeee s 28

3.3.2 Teste de Qui-quadrado de Equilibrio (X?)........ccceeerererererererenns 28

3.3.3 Teste de Homogeneidade...........cceeeemmmmmniniiiiinniinninin e 28

3.3.4 Desequilibrio de ligagao........cccceeeerememmmmmnnnssssesssssss s s eeeeeeeeenennes 28

3.3.5 Estatistica F de WRIGHT. ..o esee e e e e eeeeees 29

3.3.6 Teste de Correlagao Linear..........ccoeeeeeememeeeecncscssssnsssssesesennenns 29

3.3.7 Distancia Geneética...........cccririiiiimiieiee 29

4. RESULTADOS.......cnneeenirrin s s s s ssssmms s s s s s s s s s s s e s e s s s s s s snsnnnns 30
4.1 Analise AloenzimatiCa........cccccviiiiiiiiiiiicireer s 30

4.2 Polimorfismos do DNA mitocondrial..........cceeemmeecrcciicnninisceeeeeeeeeeeens 42
4.21L0CO T6S.......eeeerrrr s 42

4.2.2. Regiao intergénica CO/— CO /l............cccoeeiiiiiirrrrrrrrnrneneennnnnns 42

L B0 N o T o T 020 2 51

4.3 Microsatélites.........cccoovmriiiiiiii e 63

5. DISCUSSAOD.......ccceeeeeerereraestresaesassesessesassessessesassessessesssssssessssssssssssssssssassesanas 73
6. CONCLUSAO........coueerercrecerereraeses st ssesaesss e ssessesss e saesaesas e snesasssssesnesassssasseanas 86
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........c.coceuiueeneeenssenssessssesssesssssssssssssssssssses 89

i



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Migracdo das abelhas africanizadas pelo continente americano

durante o processo de afficanizacao. ............uuueeeiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 6

FIGURA 2. Distribuicdo das localidades amostradas na Colémbia........................ 22

FIGURA 3. Padrbes de Hk-1 obtidos apods eletroforese em gel de amido 14%,

observados em amostras de Apis mellifera da Colémbia...............ccoovvvvvvrvnennnnnnn. 34

FIGURA 4. Padroes de Mdh-1 obtidos apds eletroforese em gel de amido 14%

observados em amostras de Apis mellifera da Colémbia..............ccccveeeeeevrnnnnnnn.... 35

FIGURA 5. Distribuicao latitudinal das freqliéncias alélicas da Mdh-1 em amostras
(o F= @701 (o]0 41 o 1= TSPt 37

FIGURA 6. Distribuicao latitudinal das frequéncias alélicas da Hk-1 em amostras
da COIOMDIA. ... ..o 38

FIGURA 7. Associacao entre as frequéncias alélicas de Mdh-1 e a altitude das

localidades amostradas da ColOmbia...........ooeveeeeeeee e, 39

FIGURA 8. Associacdo entre as frequéncias alélicas de Hk-1 e a altitude das

localidades amostradas da ColOmbia..........c.oveeeeeeeeeeee e 40

iii



FIGURA 9. Padrées do loco 16S (Dra |) observadas em amostras de Apis mellifera
(o F= T 0701 (o] 1 1] o - VAR 44

FIGURA 10. Distribuigao latitudinal dos Haplotipos do loco /6S (Dra |) em amostras
da COIOMDIA. ......cccoe et raaaaas 45

FIGURA 11. Distribuicdo dos padroes de 76S em amostras da Colédmbia de

AIferenteS AItIHUAES. .. .. oot 46

FIGURA 12. Padrdes de amplificacédo da regido intergénica COI-COIl do DNA
mitocondrial de Apis mellifera em amostras da Colémbia, revelados em gel de

poliacrilamida a 6% corado com Prata.............ccccooovviiiiieieeiiieee e 47

FIGURA 13. Padrdes de digestdo da regiado intergénica COI-COIll (Dra |) do DNA
mitocondrial de Apis mellifera em amostras da Coldmbia, revelados em gel de

poliacrilamida a 12% corado com prata............ccoooeiiiiiiiiiieiieeee e 48

FIGURA 14. Distribuicao latitudinal dos haplétipos da Regido Intergénica COI-COlI
(Dra ) em amostras da ColOmDbia..............ooemrrrmiiriieeeeeeeeeeee e 49

FIGURA 15. Distribuicdo dos haplotipos da Regiao Intergénica COI-COII (Dra 1)

em amostras da Colémbia de diferentes altitudes............cooeeeeeeeoeeeeeieeeeieeeeen. 50

FIGURA 16. Padrbes de digestdo da regiao COI (Taq I) do DNA mitocondrial de
Apis mellifera da Coldbmbia em gel de poliacrilamida a 12% corado com

iv



FIGURA 17. Padrbes de digestao da regiao COI (Bcl |) do DNA mitocondrial em
amostras de Apis mellifera da Colédmbia, revelados em gel de poliacrilamida a 7%

[oTo] = To [ N etoT o 0 [ o] = | ¢= TSP 54

FIGURA 18. Distribuicdo latitudinal dos Haplétipos do loco COI (Tag |) em

AMOSras da CoOlOMDIA. ... oo, 55

FIGURA 19. Distribuicdo dos haplétipos do loco COIl (Tag |) em amostras da

Coldmbia de diferentes altitUdEs. ........oeeeeeeee e 56

FIGURA 20. Distribuicdo latitudinal dos Haplétipos do loco COI (Bcl 1) em
amostras da ColOmMDIa............oiiiiie e 57

FIGURA 21. Distribuicdo dos haplotipos do loco COI (Bcl I) em amostras da

Coldmbia de diferentes altitUdes. ......coeeveeiee e, 58

FIGURA 22. Padrées de amplificacdo do loco microsatélite A43 obtidos apds
eletroforese em gel poliacrilamida a 6% (uréia), observados em amostras de Apis

mellifera da CoOlOMDIA. ... ... e e 64

FIGURA 23. Padrbes de amplificagao do loco microsatélite RJP57-1 obtidos apds
eletroforese em gel poliacrilamida a 6% (com uréia), observados em amostras de

Apis mellifera da ColOmDbIia.............ouuuuiiiiiiiii e 66

FIGURA 24. Distribuicdo latitudinal das frequéncias alélicas no loco A43 em

AMOSEras da CoOlOMDIA. ... e e 69

FIGURA 25. Distribuicdo das frequéncias alélicas no loco A43 em amostras da

Coldmbia de diferentes altitUdes. ......c.veeeeeeee e e 70



FIGURA 26. Distribuicao latitudinal das freqiéncias alélicas no loco RJP57-1 em
amostras da ColOmDIa............coiiiiiii e 71

FIGURA 27. Distribuicdo das frequéncias alélicas no loco RJP57-1 em amostras
da Colémbia de diferentes altitudes. ..o 72

vi



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Fenotipos observados e freqiéncias alélicas estimadas para os locos
Est-1, Est-3, Est-5 e Pgm-1 em operarias adultas de 150 colbnias de Apis mellifera

provenientes de 16 localidades da Coldmbia...........cccceeeviiiiiiiiiiiiiii, 32

TABELA 2. Fendtipos de Mdh-1 e Hk-1 observados apds eletroforese em gel de
amido a 14%, a partir de mesossoma de operarias adultas de Apis mellifera,

coletadas em diferentes regides da Coldmbia............ccooooiiiiiiiiii, 33

TABELA 3. Frequéncias dos alelos de Mdh-1 e Hk-1 estimadas em populagdes de
Apis mellifera de diferentes regies da Colémbia e valores de y® para verificagéo

de equilibrio genético neste locos de acordo com o modelo de Hardy-Weinberg..36

TABELA 4. Valores da Estatistica-F de WRIGHT, estimados a partir dos locos
Mdh-1 e Hk-1 em populacbes de Apis mellifera provenientes de diferentes

localidades da ColOMDIA. .......ccu e 41

TABELA 5. Fluxo génico estimado segundo NEI (1987) a partir dos locos Mdh-1 e
Hk-1 em populacdes de Apis mellifera provenientes de diferentes localidades da
(070] (o0 ] o - TSP 41

TABELA 6. Padrées do DNA mitocondrial correspondentes aos locos 16S e da

regido intergénica CO | — CO |l verificados em operarias adultas de Apis mellifera

provenientes de diferentes localidades da Colémbia..............ccoovviiiiiiiiiiiiccceennnn. 43

vii



TABELA 7. Padrées do DNA mitocondrial correspondentes aos locos 716S e CO |
do DNA mitocondrial, observados em operarias adultas de Apis mellifera

provenientes de diferentes localidades da Coldmbia...............ccoovviiiiiiiiiiiiien. 53

TABELA 8. Freqliéncias haplotipicas da regiao intergenica COI-COIll (Dra I) e o
loco COI (Taq | e Bcl 1) observadas em operarias adultas de Apis mellifera de
diferentes regidbes da Coldbmbia. A - Considerando o total das col6nias;

B — Considerado somente as coldénias com DNAmit “Africano”..........ccccevveveneenn.. 59

TABELA 9. Associagao entre os haplotipos observados para a regido intergénica
CO I — CO Il (sitios Dra l) e o loco COlI (sitios Taq |) em operarias adultas de Apis
mellifera de diferentes localidades da Coldmbia.............cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiii, 60

TABELA 10. Associagao entre os haploétipos observados para a regido intergénica
CO I = CO |l (sitios Dra l) e o loco COI (sitios Bcl 1) em operarias adultas de Apis

mellifera de diferentes localidades da Coldmbia.........coeovenieiiee i 60

TABELA 11. Comparacao entre os haplétipos observados na regiao intergénica
COI-COll (Dral) e o loco COI (Bcl 1), estabelecidos para operarias adultas de Apis
mellifera, coletadas em diferentes regides da Coldmbia............cccccviviiiieerennnen.n. 60

TABELA 12. Associagao entre os haplétipos observados para a regido intergénica
CO I = CO Il (sitios Dra 1) e o loco COlI (sitios Bcl I) em operarias adultas de Apis
mellifera de diferentes localidades da Colédmbia, considerando o total das

amostras analisadas para estas regides do DNA mitocondrial................cccceeee. 61

viii



TABELA 13. Associagao entre os haplotipos observados para a regido intergénica
CO | — CO Il (sitios Dra 1) e o loco COI (sitios Bcl I) em operarias adultas de Apis
mellifera de diferentes localidades da Colémbia, desconsiderando as amostras de

padrao “ligustica”’ para a regiao 16S (SitioS Dra 1)..........cceeeeeiiiiiiiiiciiieeeeeeeeee 62

TABELA 14. Freqliéncias alélicas de A43 e valores de X° para verificagdo de
equilibrio genético de acordo com o modelo de Hardy-Weinberg, verificadas em

operarias adultas de Apis mellifera de diferentes localidades da Colédmbia........... 65

TABELA 15. Frequéncias dos alelos de RJP57-1 verificadas em operarias adultas
de Apis mellifera de diferentes localidades da Colémbia e valores de y* para

verificagao de equilibrio genético de acordo com o modelo de Hardy-Weinberg...67

TABELA 16. Frequéncias observadas e esperadas de homozigotos e
heterozigotos para o loco A43 nas populagdes de Apis mellifera provenientes de

diferentes localidades da ColOmMDbDia........coueeeee e 68

TABELA 17. Frequéncias observadas e esperadas de homozigotos e
heterozigotos para o loco RJP5-3 nas populagdes de Apis mellifera provenientes

de diferentes localidades da Coldmbia. ........coovieiiiee e, 68

TABELA 18. Comparacéo entre as frequéncias dos alelos de Mdh-1 encontradas

na Coldbmbia e as reportadas em diferentes paises.............ouuuviiiiiiiiiiniieeinen, 79

TABELA 19. Comparagao (valores em % na linha inferior) entre os padrées de
DNA mitocondrial da regido intergénica CO | — CO |l verificados em operarias

adultas de Apis mellifera analisadas do Brasil, Uruguai e Colémbia...................... 83

ix



RESUMO

A partir de 1957, ocorreu um processo de hibridagdo no continente
Americano entre as abelhas Européias pré-existentes e as Africanas recém
introduzidas. Desde a chegada da abelha Africanizada a Colémbia em 1978 e seu
total estabelecimento depois de quatro anos, esparsos sao os estudos
populacionais que demonstram o grau de hibridagdo entre os enxames
Africanizados originados no Brasil e as abelhas residentes naquele pais.

A andlise das alozimas de Hk-1 e Mdh-1 permitiram demonstrar que: i) as
frequéncias dos alelos destes locos em amostras de Apis mellifera da Colémbia
sdo muito similares as apresentadas pelas abelhas do Brasil; ii) as populagdes
Africanizadas da Coldbmbia sdo heterogéneas, apresentando niveis distintos de
introgressao dos genes Africanos nas populagbes Européias residentes; iii) estas
populagbes encontram-se em equilibrio genético de acordo com o modelo de
Hardy-Weinberg e ndo apresentam desequilibrio de ligagdo para estes locos,
evidenciando que o processo de Africanizacdo possivelmente deveu ter sido
completado na Coldmbia; iv) a verificagdo de um gradiente altitudinal leva a
suposigao de efeito da selegcao sobre os fendétipos de Mdh-1.

A analise da regido 16S do DNA mitocondrial evidenciou a presenga quase
exclusiva do padrao Africano nas abelhas da Colémbia, resultado similar ao
observado no Brasil e Uruguai. O aumento verificado de frequéncia do haplétipo
A1 (C/A) para a regiao intergénica CO | — CO Il em amostras da Coldbmbia esta
associado a diminuigdo do padréo A4 (B/B) em seu avango do Brasil para o norte
do continente Americano no decorrer do processo de Africanizagdo. Considerando
os resultados para as trés regides do DNA mitocondrial estudadas (16S, regiao
intergénica CO | — CO | e CO 1), um numero elevado de haplétipos foi observado,
indicando uma origem materna muito heterogénea destas colénias. Além disso, os

haplétipos do DNA mitocondrial observados nao estdo distribuidos segundo
X



um gradiente latitudinal ou altitudinal, o que indica que as colbnias com DNA
mitocondrial “Africano” tém a capacidade de exploragao e adaptacdo a ambientes
muito diversos da Colémbia.

As analises de dois microsatélites evidenciaram a ocorréncia de 7 e 12
alelos para os locos A43 e RJP57-1, cujos tamanhos variaram entre 125-150 pb e
400-600 pb, respectivamente.

Os resultados do presente trabalho permitem afirmar que as populagdes de
abelhas da Coldbmbia sdo muito similares em sua composi¢cao genética, para os
marcadores nucleares e mitocondriais estudados, as populagdes encontradas no

norte do Brasil.
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ABSTRACT

In 1957 a hybridization process occurred in South America between
European and African bees just introduced in the continent. Since the arrival of the
Africanized bees to Colombia in 1978 and their total establishment four years later,
there have been done few studies about the degree of hybridization between
Africanized swarms from Brazil and the resident ones.

Allozymic analysis showed that: |) Hk-1 and Mdh-1 allele frequencies in
Colombian Apis mellifera samples are very similar to the ones of Brazilian bees; ii)
Africanized populations from Colombia have different levels of introgression of
African genes into the European genome of the resident bees; iii) these
populations are at Hardy-Wienberg equilibrium and the loci are not at linkage
disequilibrium, suggesting that the Africanization process of the Colombian bees
has been completed probability; iv) the presence of a altitudinal clinal variation
suggests an effect of natural selection on Mdh-1 phenotypes.

The 16S region of the mitochondrial DNA showed almost exclusively the
African pattern of Colombian bees, a result similar to that was found in Brazilian
and Uruguayan bees. The increasing frequencies of haplotype A1 (C/A) for the
intergenic region CO | — CO Il of Colombian bees is related to the decrease of the
pattern A4 (B/B) during the movement of the Africanized swarms from Brazil to
north of the continent. Based on the results for the three regions of the
mitochondrial DNA (16S, intergenic region CO | - COIll and CO ), a high number of
haplotypes was observed, showing the heterogeneous maternal origin of these
colonies. These mitochondrial DNA haplotypes are not distributed through a
latitudinal or altitudinal clines indicating that the colonies with African mitochondrial
DNA is able to explore many different environments in Colombia.

Microsatéllite analysis showed the presence of 7 to 12 alleles for the A43
and RJP57-1 loci. The allele sizes varied between 125-150 pb and 400-600pb,

Xii



respectively.
The results of the present work suggest that the bee populations of
Colombia are genetically similar to the ones from north Brazil based on the results

from nuclear and mitochondrial markers.
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Introdugéo

1. INTRODUGAO

A Classe Insecta é o grupo de organismos mais numeroso na face da terra.
Presente em quase todos os habitats, contém mais de 750.000 espécies
distribuidas em 26 Ordens. A Ordem Hymenoptera, comumente conhecida por
algumas espécies de vespas, formigas e abelhas, é considerada a terceira maior
ordem de insetos vivos, depois de Lepidoptera e Coleoptera. Esta ordem é
constituida por cerca de 4.000 géneros e 150.000 espécies e algumas estimativas
realizadas apontam para a existéncia de até 300.000 espécies. As abelhas sao
descendentes das vespas que deixaram de se alimentar de pequenos insetos e
aranhas para consumirem o poélen das flores quando essas surgiram, ha cerca de
135 milhdes de anos. Durante esse processo evolutivo, varias espécies de
abelhas foram aparecendo e hoje se conhece mais de 20.000 espécies, mas
acredita-se que existam umas 40.000 espécies ainda nao descritas. Somente 2%
das espécies de abelhas sao sociais (KERR, 1969; GOULET & HUBER, 1993).

Entre as espécies produtoras de mel, as abelhas do género Apis séo as
mais conhecidas e difundidas. O fdssil conhecido mais antigo deste género,
datado de 12 milhdes de anos, € Apis ambruster, espécie ja extinta,.
Provavelmente esse género de abelha tenha surgido na Africa, apds a separagao
do continente Americano, tendo posteriormente migrado para a Europa e Asia,
originando as espécies Apis mellifera, Apis cerana, Apis florea, Apis
koschevnikovi, Apis andreniformis, Apis dorsata, Apis laboriosa, Apis nuluensis e
Apis nigrocincta, Apis binghami, Apis breviligula (GAULD & BOLTON, 1996;
ROUBIK, 1989; OTIS, 1991).

Assim como as vespas e algumas espécies de formigas, a maioria das
abelhas possui um ferrdo funcional. Sua alimentacédo é constituida de pdlen e de
néctar de flores. O primeiro é fonte de proteinas e o segundo, de agucares. Nas
espécies de abelhas solitarias, cada fémea constroi seu préprio ninho e armazena
provisdes para suas larvas. Outras vivem em comunidades onde varias fémeas
pertencentes a mesma geragcdo compartiiham um ninho, construindo células

1



Introdugéo

onde ficam os ovos, larvas e pupas. Provavelmente 1000 espécies de abelhas s&o
eusociais (verdadeiramente sociais) (KERR, 1969). Estas vivem em grandes
colénias com sobreposicdo de duas geragdes: as maes, rainhas, e as filhas,
operarias. Os machos tém como fungao a fertilizagao das fémeas.

Apis mellifera € uma espécie que apresenta comportamento eusocial e as
colénias reproduzem-se por enxameamento. Usualmente, ha uma unica rainha na
colénia e, em momentos anteriores a enxameagem, s&o produzidas novas rainhas
sendo que a mais velha deixa a colméia com uma parte das operarias e zangdes e
logo se instala em lugares provisorios até encontrar um refugio seguro. Foi
demonstrado que existe uma certa fidelidade ao local de nidificagdo (filopatria) na
dispersao de Apis mellifera. A existéncia de uma arvore ou local especifico onde
uma colénia nidifica depois da dispersao a cada ano, foi demonstrada por diversos
autores como NEWMANN et al. (2000b) por meio de analise com microsatélites.
Os zangbes agrupam-se em areas de congregacao na temporada reprodutiva, nas
quais o numero de coldnias representadas € muito alto, e cada col6nia pode estar
representada por um zangdo ou grupo de zangdes-irmaos. Os zangdes que
fecundam a rainha no vbo nupcial sdo uma amostra representativa de uma
populagéo local (BAUDRY et al., 1998).

O sexo em Apis mellifera L., como na maior parte dos Himendpteros, é
determinado pela haplodiploidia (numero distinto de conjuntos cromossémicos).
Apesar de existirem variagdes na haplodiploidia, a mais comum €& a
partenogénese arrendtoca, caracterizada pelo desenvolvimento de fémeas
dipléides a partir de embrides fertilizados e de machos hapldides a partir de 6évulos
nao fertilizados. Este fato implica em um grau de parentesco, em média, de 75%
entre as fémeas operarias (se irmas-completas), 25% entre operarias e zangdes e
50% entre a rainha, operarias e zangdes; considerando um sistema monoandrico.

Ao contrario de muitas plantas e animais, a determinagdo do sexo em
Hymenoptera, portanto, ndo pode ser explicada por cromossomos sexuais
heteromorficos. Entre os modelos propostos para elucidar os mecanismos de
determinacdo do sexo nessa ordem pode-se citar o modelo de alelos multiplos

2



Introdugéo

de WHITING (1943, 1945) e MACKENSEN (1951). Os individuos que sao
heterozigotos para este loco sexual se desenvolvem em fémeas, enquanto os
individuos que s&o hemi ou homozigotos se desenvolvem em machos hapléides
ou dipldides, respectivamente. Estes ultimos podem ser produzidos artificialmente
pelo método de POLACZEK et al. (2000), por meio de inseminagao instrumental
de rainhas com sémen de seus filhos.

Apis mellifera é encontrada em todas as partes do mundo, com excecéao
das regides polares, enfrentando condigdes ecoldgicas bastante diversificadas que
incluem savanas, florestas tropicais, desertos, regides litoraneas e montanhosas.
Essa grande variedade de clima e vegetacdo acabou originando diferentes
caracteristicas e adaptagcdes as diversas condicbes ambientais. Este fato,
associado ao isolamento geografico, tem levado a evolugdo de numerosas
subespécies adaptadas aos ambientes especificos. Nas ultimas glaciagdes, por
exemplo, as populagdes Européias foram empurradas para o sul da Peninsula
Ibérica, Italia e Grécia, num reduto populacional, acelerando a formagao de
subespécies locais (RUTTNER, 1981). A origem mais provavel da espécie € o
sudeste da Asia, a partir de onde, posteriormente, invadiram a Africa, Europa e
oeste da Asia por volta de 30 mil anos atras (BUTLER, 1975). Devido & sua
grande importancia econémica na producédo de mel, cera e propolis, estas abelhas
tém sido objeto de diferentes estudos em diversos paises do mundo (CORNUET,
1986).

A diferenciacdo dessas racas nao € um processo facil, sendo realizada
somente por pessoas especializadas, que se utilizam de diferentes metodologias
propostas para este fim. Baseados em analise multivariada de caracteres
morfologicos, RUTTNER et al. (1978) propuseram que 26 ragas geograficas de
Apis mellifera, distribuidas em trés ramos evolutivos distintos, colonizaram a Africa
e Europa. O primeiro ramo, A, corresponde as subespécies Africanas (A. m.
lamarckii, A. m. yemenitica, A. m. litorea, A. m. scutellata, A. m monticola, A. m.
adansonii, A. m. unicolor, A. m. capensis). O ramo M engloba as subespécies do
norte da Europa (A. m. mellifera), Espanha e Portugal (A. m. iberica), e norte da
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Africa (A. m. intermissa, A. m. sahariensis, A. m. major), enquanto o ramo C
agrupa as subespécies do oeste da Europa, norte do Mediterréneo, e meio este da
Europa. Subsequentemente, RUTTNER (1988, 1992) dividiu este ultimo grupo de
subespécies em dois: o ramo C, incluindo subespécies da ltalia (A. m ligustica),
Austria e lugoslavia (A. m. carnica), norte da Grécia (A. m. cecropia) e Sicilia (A.
m. sicula), e o ramo O que vai além do centro-este até o noroeste da Africa,
compreendendo desde os montes Caucasos (A. m. caucasica), Arménia (A. m.
armeniaca), Ira, Iraque, Siria e Turquia (A. m. meda), Turquia (A. m. anatoliaca),
Siria (A. m. syriaca), Chipre (A. m. cypria), e Creta (A. m. adami). (SMITH, 1991;
GARNERY et al., 1992; 1993; ARIAS & SHEPPARD, 1996; FRANCK et al. 1998,
2000; PALMER et al, 2000). Posteriormente, esta classificagdo foi
complementada com a inclusdo, por médio do analises de DNAmt, do ramo Y
caracteristico das abelhas presentes na Etiépia (FRANCK et al. 2001).

1.1 O processo de Africanizagao de Apis mellifera ocorrido no Brasil

As abelhas Apis mellifera foram introduzidas no continente Americano pelos
primeiros colonizadores. Por volta de 1840, as primeiras colénias de A. m.
mellifera foram introduzidas no Brasil, trazidas da Europa pelos imigrantes
alemaes e dando inicio a apicultura no pais. A partir de 1870 comegou a
introducao da subespécie A. m. ligustica (NOGUEIRA-NETO, 1972). O objetivo
principal da maioria destes primeiros produtores era atender as proéprias
necessidades de consumo e, desta forma, a maior parte dos apicultores criava as
abelhas de forma rustica, possuindo poucas colméias no fundo do quintal, onde,
devido a baixa defensividade, eram criadas proximas a outros animais, como
porcos e galinhas.

Em meados de 1950, a apicultura praticada no Brasil sofreu um grande
impacto devido a problemas com a sanidade (nosemose, acariose e cria putrida
européia) o que dizimou 80% das colméias do pais (como na maioria dos paises

Americanos), diminuindo a produgéo apicola drasticamente (CORNUET, 1986).
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Diante desse quadro, ficou evidente que era necessario aumentar a
resisténcia das abelhas. Assim, em 1956, o professor Warwick Estevam Kerr
dirigiu-se & Africa, com apoio do Ministério da Agricultura do Brasil, com a
incumbéncia de selecionar rainhas de colméias Africanas produtivas e resistentes
a doencas. A intencdo era realizar pesquisas comparando a produtividade,
rusticidade e agressividade entre as abelhas Européias, Africanas e seus hibridos
e, apos resultados conclusivos, recomendar a abelha mais apropriada as
condicdes tropicais do pais. Por esta razéo, 51 rainhas Africanas foram levadas a
Sao Paulo para serem estudadas. Um ano apéds, 26 delas se destacaram por sua
alta produtividade e foram transferidas para o Horto de Camaquéa (municipio de
Rio Claro, Sdo Paulo) para comparagao com um grupo de rainhas italianas. Mas,
um apicultor que desconhecia o trabalho que estava sendo realizado, retirou as
telas excluidoras que estavam dispostas a entrada das colméias ao verificar que
as operarias deixavam cair o polen coletado ao passar por elas. As rainhas
escaparam e quando os pesquisadores chegaram, as 26 rainhas ja haviam
enxameado. A partir deste momento, teve inicio o processo que ficou conhecido
como “Africanizacao”, isto é, a hibridacdo entre as abelhas Européias aqui
residentes desde o século anterior, trazidas pelos colonizadores, com a
subespécie Africana introduzida, cruzando-se indiscriminadamente, terminando
com a substituicdo ou total alteragcdo das primeiras em sua composigao genética
(GONGALVES, 1996; EMBRAPA MEIO-NORTE, 2003).

Devido a que estas colonias se reproduzem 10 vezes mais que as
Européias, os enxames avangaram com rapidez, a uma taxa de 480 quildmetros
anuais. Entre os anos de 1966 a 1979, ja existiam registros de sua chegada em
outros paises da América do Sul, como Argentina, Paraguai, Uruguai. Venezuela,
Colémbia, Peru e Equador (GONCALVES, 1974; ARANJO, 1990; TAYLOR, 1985).
A explosiva dispersdo de milhares de colénias desta abelha (ver Figura 1) levou a
invasao de toda a América do Sul em apenas 25 anos (KERR, 1967; CORNUET,
1986; GONCALVES, 1998; RINDERER et-al., 1993).
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FIGURA 01. Migracdo das abelhas africanizadas pelo continente americano
durante o processo de africanizagdo. As linhas vermelhas indicam os pontos
mais distantes de deteccdo nos anos indicados. Extraido de Rinderer et-al
(1993).
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Em 1982, as abelhas Africanizadas atingiram a América Central,
constituindo o Panama o primeiro pais a recebé-las (BOREHAM & ROUBIK,
1987). Pouco tempo depois, estas abelhas ocuparam a Nicaragua, Honduras e o
México (MOLINA PARDO et al, 1988; KARPATI & QUINTERO, 1989;
RINDERER, 1991). Finalmente, em outubro de 1990, o primeiro exame foi
encontrado no Texas, sul dos Estados Unidos da América (SANFORD, 1995).

Mais recentemente, entre os anos 1999-2000, foram observados enxames
de abelhas Africanizadas em muitas outras areas como Imperial, San Diego,
Riverside, Orange, Los Angeles e nos condados de San Bernandino e Kern
(WILLIAMS, 2001).

Ha descrigbes nao confirmadas da introducgao isolada de abelhas do sul da
Africa na Venezuela em 1974 (KERR et al., 1982) e no México em 1976
(NUNAMAKER et al., 1984). COBEY & LAWRENCE (1985) também reportaram a
introducao de abelhas Africanas na Califérnia (EUA), em 1985. Portanto, a
introducao clandestina de subespécies provenientes do continente Africano pode
ter contribuido para a formacéao das populagdes de abelhas Africanizadas que hoje
se encontra nas Américas. Porém, a auséncia de relatos seguros sobre a entrada
destas abelhas ndo nos permite afirmar a extensdo da contribuicdo destas
possiveis introducoes.

A liberagao dessas abelhas muito produtivas, porém igualmente defensivas,
criou um grave problema para o Brasil. O pavor desse inseto invadiu o mundo
devido a noticias sensacionalistas nas TVs, jornais e revistas internacionais, que
nao condiziam exatamente com a verdade, mas ajudavam nas vendas. Nesse
periodo, nenhum animal foi mais comentado em livros, entrevistas, reportagens e
flmes do que as "abelhas assassinas" ou "abelhas brasileiras”, como eram
chamadas. Com isso, muitos produtores considerados amadores abandonaram a
atividade, e os que permaneceram tiveram que se adaptar a novas técnicas e
manejo, profissionalizando-se cada vez mais para controlar a defensividade

destas abelhas.
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Na tentativa de amenizar a situagao, entre 1965 a 1972 foram distribuidas
entre os apicultores 23.000 rainhas italianas virgens em diferentes areas do Brasil.
As rainhas italianas virgens, féorum acasaladas com zangdes africanos e
Europeus, obtendo uma prole mais produtiva e menos agressiva (DE JONG, 1994,
GONGCALVES, 1974, 1984, 1996).

Hoje, as abelhas chamadas “Africanizadas”, por terem herdado muitas
caracteristicas das abelhas africanas, sdo consideradas como as responsaveis
pelo desenvolvimento apicola, de modo que o Brasil, que era o 28° produtor
mundial de mel (5 mil t/ano), passou para o 5° lugar (40 mil t/ano). A defensividade
€ considerada por muitos apicultores como um forte aliado para se evitar roubo de
sua produgédo, e ainda existe a vantagem destas serem mais resistentes a varias
pragas e doencgas que assolam a atividade em todo o mundo (GONCALVES,
1984).

1.2 O Processo de Africanizagao da abelha da Coléombia

Na época anterior a colonizacdo espanhola, todas as espécies de abelhas
existentes na Colémbia, como em todo o continente Americano, eram abelhas
nativas e nenhuma delas tinha ferrdo: os Meliponideos. Destas, as culturas
mesoamericanas cultivaram diversas variedades dos géneros Trigona e Melipona,
entre elas, a de maior importancia, a espécie Melipona beecheii Bennett. Existem
indicios de grande atividade de diversos grupos indigenas colombianos na coleta
de mel e cera de ninhos silvestres, como os Chibchas do vale do Rio Cauca e dos
Muiscas do Altiplano oriental (NATES, 1996).

Entretanto, com o descobrimento do continente chegaram também as
abelhas Européias com ferrao, procedentes de paises como Espanha e Alemanha
(Apis mellifera mellifera,), Eslovénia (Apis mellifera carnica) e Italia (Apis mellifera
ligustica). Estas abelhas foram bem recebidas pelas comunidades existentes, pois
elas eram boas produtoras de mel e cera, e apresentavam comportamento
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pouco defensivo. Em razdo destas caracteristicas, elas foram rapidamente
espalhadas pelo pais, devido a demanda de mel e, em especial, de cera para uso
religioso, uma vez que a Espanha ndo supria a demanda exigida.

Por volta de 1927, a apicultura era exclusivamente uma atividade do clero e
até o ano de 1930, a exploragdo desta industria em sua maioria se realizou de
forma rastica. O governo Nacional, através do Ministério da Agricultura, ao final do
século XIX e primeiros anos do século XX, deu inicio a importacao peridédica de
rainhas das ragas ligustica, carnica, caucasiana, entre outras. Com estas racgas,
iniciou-se o fomento da atividade apicola no pais. As abelhas que se adaptaram a
partir dos cruzamentos naturais silvestres deram origem as erroneamente
denominadas abelhas “criollas”. Posteriormente, teve inicio o esforco rumo a
apicultura chamada moderna: a utilizagdo da "colméia tipo Americana" ou colméia
movel que até hoje € amplamente utilizada (SALAMANCA et al., 2000).

Com a chegada da abelha Africanizada ao pais em 1978, invadindo o
territério nacional em quatro anos, o governo colombiano se preocupou
inicialmente com o controle ou eliminagdo da mesma. Entretanto, hoje esta abelha
se encontra amplamente espalhada pelo pais, e encontra-se em quase todos os
ecossistemas, com raras exceg¢des. O primeiro relato da presenca das abelhas
Africanizadas na Colédmbia veio de Puerto Carrefo (Vichada), em 1978, sendo
confirmada esta presenca em abril de 1979 em Arauca. Este inseto penetrou o
pais pelos Llanos Orientales e Guajira, desde o Norte e avangaram rumo ao
interior do pais pelos vales dos rios Magdalena e Cauca, distribuindo-se assim,
pouco a pouco, por todo o pais (NATES, 1981).

Inicialmente, pensava-se que a abelha Africanizada so viveria em zonas
planas, ao nivel do mar e em algumas partes da zona cafeeira, mas elas
invadiram também a Sabana de Bogota, o departamento de Boyaca e as altas
cordilheiras (NATES, 1981). Esta proliferacdo pode ser atribuida as condigbes
climaticas dos paises Americanos muito similares as da Africa; além disso, estas
abelhas, em condicbes favoraveis, desenvolvem-se mais rapidamente e
sobrevivem melhor em condi¢cdes desfavoraveis que as abelhas Européias.
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Além disso, muitas caracteristicas devem ter contribuido para a rapida adaptacao
das Africanizadas, tais como a rapidez no v0o, alta atividade e nervosismo (KERR
et al., 1970), reproducédo rapida, defesa eficaz contra predadores, defensividade
sob condi¢cbées adversas ou flutuagbes na disponibilidade do néctar, sua maior
flexibilidade na escolha dos locais de nidificagcdo e maior resisténcia a acaros e
doengas que as ragas européias (GONCALVES,1974). Outro fator que certamente
contribuiu para esta expansdo relaciono-se ao grande numero de enxames
primarios e secundarios produzidos por uma colénia em um curto espagco de
tempo (KERR et al., 1970; FLETCHER, 1978).

As diferengas interpopulacionais destas abelhas podem estar relacionadas
a uma distribuicdo ndo uniforme das subespécies Européias de Apis mellifera
antes da Africanizagao. Diferencas na colonizagdo dos paises americanos, por
exemplo o Brasil, em que a presenga de imigrantes italianos e alemaes nas
regides Sul e Sudeste do Brasil, que praticavam apicultura com abelhas
européias, em comparagdao com uma atividade quase ausente no nordeste e
centro do Brasil (NOGUEIRA-NETO, 1972), devem ter contribuido para o
aparecimento destas diferencas.

GONCALVES (1998) destaca que o uso das abelhas Africanizadas na
apicultura comercial praticada na América do Sul vem sendo cada vez mais
frequente, existindo inclusive apicultores no Brasil e outros paises que preferem
estas abelhas coletadas na natureza em vez das Européias puras, devido a sua
produtividade, alta capacidade de adaptacao as condigdes ambientais tropicais do

Brasil e resisténcia ao acaro Varroa jacobsoni.

1.3 Métodos de identificagcao de subespécies e hibridos

Trabalhar com marcadores genéticos significa utilizar caracteristicas
herdaveis em individuos de uma dada populagdo, considerando que todos os
marcadores reflitam diferencas nas sequéncias de DNA. Os marcadores unilocais
sao caracteristicamente co-dominantes, ou seja, em um individuo dipldide,
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ambos os alelos de um determinado loco sao identificados, o que os torna
altamente informativos. Sdo marcadores unilocais os RFLPs e as sequéncias
minisatélites e microsatélites de DNA repetitivo. Os marcadores multilocais
permitem a visualizagdo de muitos genes andnimos, simultaneamente. Entretanto,
sua caracteristica dominante, onde somente um dos alelos é identificado, os
tornam pouco informativos. No entanto, esses marcadores, tais como RAPD e
AFLP, sédo largamente utilizados em estudos populacionais, pois, com base em
eventos recentes, permitem a inferéncia de relagbes de parentesco entre
individuos de uma dada populagédo e da historia de divergéncia entre populacdes
de uma mesma espécie (SUNNUCKS, 2000).

Com a ocorréncia da Africanizagéo, varios métodos foram desenvolvidos
com o intuito de permitir a diferenciagdo das abelhas Européias, Africanas e
determinar o grau de hibridizagao entre as abelhas Européias aqui residentes e as
Africanas introduzidas posteriormente. Dentre esses estudos, destacam-se as

analises morfométricas, aloenzimaticas, microsatélites e DNA mitocondrial.

1.3.1 Analises morfométricas — Os primeiros trabalhos que utilizaram
dados morfométricos para a diferenciacédo de varias subespécies de Apis mellifera
L. foram conduzidos por ALPATOV (1929) e por GOETZE (1941), ao estudar
abelhas da Russia e Europa, respectivamente. O estudo das medidas de angulo
de certas nervuras, e comprimento e largura das asas foi introduzido por DU
PRAW (1965). CORNUET et al. (1975) e RUTTNER et al. (1978) introduziram a
analise simultdnea de variaveis multiplas empregando métodos de analise
estatistica multivariada.

DALY e BALLING (1978) escolheram 25 caracteres morfoldgicos, inclusive
das asas, de forma a estabelecer varias fungcdes discriminantes com capacidade
de identificar individuos ou coldnias com diferentes niveis de acerto. Esta fungao
discriminante foi testada e todas as abelhas amostradas foram corretamente
identificadas (RINDERER et al., 1986; HEBERT et al., 1988).
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Um estudo baseado em sete medidas da asa posterior € anterior de varias
populacbes de abelhas Africanizadas do Brasil mostrou uma diminuicdo do
tamanho das asas em direg&o a regido norte do pais, principalmente com relagao
as asas anteriores. Estes dados confirmam que as abelhas que ocupam regides
mais préximas ao Equador possuem maior semelhanga com a abelha Africana
(ROTTA, 1999).

Apesar da analise morfométrica ser utilizada para testes rapidos na
identificagdo da origem das colbnias, nenhum carater individual é capaz de
diferenciar as subespécies Européias e Africanas com confiabilidade aceitavel
devido ao fato de existir uma sobreposi¢cdo dos valores em condigdes naturais
com os produzidos por fatores de stress ambiental. Além disso, este analise ndo
pode distinguir claramente os hibridos apés uma geracao (HALL, 1986). Devido a

isto, a utilizagdo de outros métodos torna-se essencial.

1.3.2 Polimorfismos bioquimicos - Os estudos moleculares acerca da
variagao genética nas diversas espécies tiveram inicio com o desenvolvimento da
eletroforese de proteinas, nos anos 50. Este método se baseia na migracao
diferencial de moléculas protéicas com cargas diferentes quando submetidas a um
campo elétrico. As pesquisas nesse campo concentraram-se na busca de
multiplas formas moleculares (alélicas ou nao) da mesma enzima (alozimas e/ou
isozimas) que ocorrem em uma espéecie e que desempenham, portanto, a mesma
atividade catalitica, mas que podem ter diferentes propriedades cinéticas
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Este método permite inferir que as
diferengas apresentadas entre as isoenzimas sejam o resultado de diferengas ao
nivel das sequéncias de DNA que as codificam.

Uma das vantagens técnicas deste marcador é a expressao co-dominante
das bandas geradas no gel sob eletroforese. Para interpretagdo do padrdao de
bandas € necessario o conhecimento da estrutura quaternaria da enzima. Assim,
uma enzima monomeérica (constituida por uma Unica cadeia polipeptidica)
apresentara duas bandas no heterozigoto, uma enzima dimérica (formada pela
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unido de duas cadeias polipeptidicas) apresentara trés bandas no heterozigoto e
uma enzima tetramérica apresentara cinco (SOLFERINI & SCHEEPMARKER,
2001). As isoenzimas tém sido usadas em pesquisas de biologia evolutiva
principalmente através do estudo detalhado de um loco e as suas variantes
alélicas (alozimas) e a utilizagdo de muitos locos para estudos populacionais.
Entretanto, considerando que mutagdes no material genético nem sempre levam a
alteragdes na estrutura protéica e nem toda alteracdo na sequéncia de
aminoacidos provoca diferencas na mobilidade electroforética, os niveis de
variabilidade podem ser subestimados (SOLFERINI & SCHEEPMARKER, 2001).
SUNNUCKS (2000) considera que este marcador molecular revela pouca variagao
e gera informagdes genealdgicas limitadas. O autor ressalta, portanto, as
vantagens do uso de DNA para estudos em populagdes.

Em Apis mellifera, o emprego da eletroforese em gel de amido permitiu a
detecgdo de muitas variantes protéicas, permitindo a caracterizagdo genética de
racas e hibridos. Esta metodologia possibilitou o estudo de varios padrbes iso e
aloenzimaticos de Apis mellifera a partir dos anos 70. Os primeiros trabalhos
realizados por MESTRINER (1969) e MESTRINER & CONTEL (1972),
demonstraram a ocorréncia de variantes eletroforéticas da proteina P; e de
esterase (Est). Outros sistemas polimérficos foram descritos, entre os quais alcool
desidrogenase (Adh) (MARTINS et al, 1977), malato deshidrogenase (Mdh)
(CONTEL et al., 1977), as esterases 1, 3, 5 e 6 (BITONDI & MESTRINER, 1983;
DEL LAMA, et al., 1985a; BIASIOLO & COMPARINI, 1990), fosfoglicomutase
(Pgm) e hexoquinase (Hk) (DEL LAMA et al., 1985b, 1988), demonstrando que
alguns destes alelos apresentavam frequéncias bem distintas nas diferentes
subespécies. Mdh e Hk sao frequentemente utilizados como marcadores para
caracterizar populagdes de A. mellifera ou determinar sua composicdo racial
(BADINO et al, 1983; SHEPPARD & MCPHERON, 1986; SPIVAK et al, 1988;
LOBO et al, 1989; LOBO, 1995; DEL LAMA et al, 1988, 1990, 2004; ROTTA,
1999; HATTY & OLDROYD, 1999; DINIZ et al., 2003).
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As analises morfométricas e alozimicas permitiram demonstrar que as
populagcbes de abelhas Africanizadas sdo heterogéneas, apresentando niveis de
introgress&o génica intermediarios entre as abelhas Européias e Africanas (LOBO
et al., 1989; DEL LAMA et al., 1990; ROTTA, 1999).

1.3.3 DNA mitocondrial - Células de eucariotes apresentam DNA nuclear e
DNA de organelas, tais como mitocéndrias em animais e cloroplastos em plantas,
denominados “genomas extranucleares” (ZAHA et al., 1996). O DNA de
cloroplastos e mitocondrias € constituido de moléculas circulares, duplas,
apresentando cerca de 120-220 kb e 15-17 kb, respectivamente (BROWN, 1983;
PALMER, 1985 e 1987, PARKER et al., 1998). O DNA mitocondrial animal codifica
aproximadamente 5% de toda maquinaria necessaria para o funcionamento da
mitocéndria, codificando RNAs mensageiros para proteinas envolvidas
diretamente no processo de transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa, as
subunidades ribossémicas, os 22 RNAs transportadores e uma regido néo
codificadora conhecida como A+T nos invertebrados e como D-loop nos
vertebrados, que contém o controle da replicagdo e transcricdo desse genoma
(ARIAS & INFANTE-MALACHIAS, 2001). Ao contrario do DNA nuclear de heranga
biparental, o DNA de organelas encontra-se no citoplasma e, portanto, apresenta
heranga uniparental. Suas seqliéncias sdo extremamente conservadas. Assim,
comparagdes de genotipos nucleares e mitocondriais podem ajudar a reconhecer
individuos hibridos, acasalamentos preferenciais e efeitos estocasticos sobre
variantes para as quais o taxén ancestral era polimérfico, podendo-se gerar
arvores filogenéticas (SUNNUKCS, 2000).

Segundo PEREIRA (2000), o DNA mitocondrial em diferentes organismos
tem sido amplamente utilizado para estudos populacionais. O autor também afirma
que a regiao controle do genoma mitocondrial € freqliientemente usada em
estudos de populacdes devido a alta variabilidade das sequéncias nucleotidicas, e
genes codificantes de proteinas tais como citocromo b (Cyt b) sdo geralmente
usados para analises filogenéticas. Além disso, outras regides do DNA
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mitocondrial animal podem exibir consideravel variacdo intra e entre populacdes
(PARKER et al., 1998).

Esta variagado intra ou interpopulacional pode ser estudada por meio da
técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Nesta técnica, as
variagdes (polimorfismos) apresentadas sao baseadas na aceitagao de que o sitio
de corte de uma mesma enzima encontra-se em diferentes pontos do DNA de
individuos diferentes. Assim, ndo €& necessario o conhecimento prévio das
sequéncias de DNA a serem utilizadas e isto constitui uma das vantagens
observadas neste método. As variagcdes sao explicadas pela diferengca entre os
tamanhos dos fragmentos gerados pela digestdo com enzimas escolhidas pela
especificidade dos seus sitios de corte (chamadas enzimas de restricdo). Se ha a
segregacao Mendeliana de tais fragmentos, conclui-se que eles representam um
loco de RFLP e, portanto, podem ser utilizados como marcadores genéticos
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Resumidamente, a técnica consiste em
submeter o DNA de interesse a agao de enzimas de restricdo, gerando fragmentos
de diversos tamanhos (RFLP), que sao separados em eletroforese em gel de
agarose ou de acrilamida.

Uma caracteristica importante do marcador RFLP €& sua expressao
codominante, que o torna vantajoso para estudos de segregacado alélica,
estimativa da variabilidade genética populacional e geracdo de arvores
filogenéticas. O uso mais amplo das enzimas de restricio nos estudos de
populacao tem sido o estudo da diversidade alélica e diferenciacao de populacdes
através do DNA mitocondrial, em que frequéncias alélicas podem ser estimadas
pela presenga ou auséncia de sitios de restricdo entre os individuos (PARKER et
al., 1998). Grandes moléculas como o DNA nuclear ndo podem ser analisadas
pelo uso direto de enzimas de restricdo devido a grande quantidade de sitios de
clivagem enzimatica, gerando padrdes de bandas de dificil interpretagao.

A caracterizagdo molecular baseada no DNA mitocondrial tem se convertido
em técnica amplamente utilizada para o estudo da diferenciagao de subespécies e
ragas de Apis mellifera (SMITH et al., 1991; GARNERY et al., 1992, 1995; DE
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LA RUA et al., 1998, 1999, 2001). Além disso, a analise do DNA mitocondrial pode
contribuir para a diferenciacdo das populacbes de abelhas Africanizadas e,
consequentemente, para o conhecimento da estrutura genética destas
populacdes. Essa molécula circular e de heranga materna permite caracterizar a
abelha rainha através das operarias e, assim, toda a colméia, podendo ser
considerada um marcador de toda a colénia (CANOVAS et al., 2002).

Uma controvérsia sobre a contribuicao relativa de Apis mellifera scutellata e
das diferentes subespécies Européias na composicdo genética das abelhas
Africanizadas tem sido apresentada como a aparente discordancia dos dados de
DNA mitocondrial (SMITH et al., 1989; HALL & MURALIDHARAM, 1989;
SHEPPARD et al, 1991 a,b) e os alozimicos ou morfolégicos (LOBO et al, 1989;
DEL LAMA et al, 1988; SHEPPARD et al, 1991 a,b). Os caracteres alozimicos e
morfoldgicos analisados indicam que perto de 20 a 30% dos genes de populagdes
estabelecidas de abelhas Africanizadas s&o do ancestral Europeu (LOBO et al,
1989; DEL LAMA et al, 1990), mas, os haplétipos de DNA mitocondrial para essas
populagbes sao atribuidos quase exclusivamente a Apis mellifera scutelata
(SMITH et al., 1989; HALL & MURALIDHARAM, 1989; SHEPPARD et al, 1991b).
A possivel explicacdo da baixa frequéncia de haplétipos Europeus do DNAmt
encontrada nas populagdes de abelhas Africanizadas é devido ao fitness
assimétrico dos hibridos de linhagens Européias e Africanas.

Outro dado muito interessante, apresentado por SHEPPARD et al, (1999),
mostra que o DNAmt das coldnias coletadas na Argentina sdo compostas de uma
mistura de haplotipos derivados de subespécies de abelhas do norte e sul do
Saara, Africa. Cerca de 25% do DNAmt Africano encontrado nas coldnias
Africanizadas expressa um padrdo encontrado em abelhas do Norte da Africa
(Apis mellifera intermissa, do Marrocos), mas ndao em abelhas do Sub-Saara (Apis
mellifera scutellata). Resultados similares foram encontrados por FERREIRA
(2002), analisando abelhas Africanizadas de 29 localidades do Brasil. Esses
dados podem explicar as diferencas encontradas entre os estudos baseados em
analises alozimicas, morfométricas e do DNAmt, reportados até agora.
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1.3.4 Microsatelites - No genoma de diversas espécies ocorrem sequéncias
repetitivas organizadas em tandem cujos tamanhos podem variar. Sdo chamados
VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) e representam locos individuais
onde alelos s&o constituidos por repeticées em tandem que variam no numero de
unidades do motivo (NAKAMURA et al., 1987). As sequéncias denominadas DNA
microsatélites tém unidades de repeticdo de 1 a 5 nucleotideos (SCHLOTTERER
& PEMBERTON, 1998). Estes marcadores, também chamados “simple sequence
repeats (SSRs)”, sdo hipervaridveis, co-dominantes e revelam variagbes de
comprimento entre os alelos (PARKER et al, 1998; SUNNUCKS, 2000). Em
estudos de populacdes, o uso de VNTRs é considerado um dos métodos mais
efetivos para avaliar o nivel de variabilidade genética em casos de redugbes do
namero de alelos e de heterozigosidade (FERGUNSON et al., 1995). A
metodologia de utilizagdo de microsatélites baseia-se na amplificagdo por PCR
das sequéncias simples repetidas utilizando-se um par de oligonucleotideos
iniciadores (primers) de sequéncias complementares aquelas que as flanqueiam.

Tendo em vista a expressao co-dominante e o multialelismo, os marcadores
microsatélites sdo os que possuem o mais elevado conteudo de informacao de
polimorfismo, ideais para mapeamento genético e fisico de genomas, identificagéo
e discriminagao de gendtipos e estudos de genética de populagdes (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os polimorfismos nucleares e de DNA mitocondrial (HALL, 1986, 1990;
SMITH, 1988; SMITH et al., 1989; HALL & MURALIDHARAM, 1989; OLDROYD et
al, 1992; SHEPPARD et al, 1991 a,b; CLARKE et al, 2001) e mais recentemente,
os microsatélites (ESTOUP et al, 1993, 1994; FRANCK et al, 1998) séo
marcadores moleculares muito utilizados na genética populacional de A. mellifera
considerando ainda os baixos niveis de variagdo nos locos enzimaticos
conhecidos para a espécie.

A utilizagao dos microsatélites em Apis mellifera tem fins diversos, seja para
a caracterizagdo de zangbes numa area de congregagdao (BAUDRY, et al.,
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1998), caracterizagcdo de areas de congregacao de colénias (OLDROYD, et al,,
1995; NEUMANN, et al.,, 1999a), frequéncias de paternidade e/ou maternidade
(HABERL & TAUTZ, 1999; NEUMANN et al., 1999b), historia evolutiva de
populagbes ou subespécies (FRANCK, et al., 2000), caracterizagcdo de machos
diploides originados pela técnica de inseminagao artificial (POLACZEK, et al,,
2000), migracdo de colbnias (NEUMANN et al.,, 2000a), reconhecimento de
subfamilias dentro de uma colénia (ARNOLD et al., 1996; BEYE et al., 1998;
ESTOUP et al., 1994; NEUMANN et al., 2000b), evolugéo da poliandria em insetos
sociais (FRANCK et al., 1999), introgressdo de genes de uma subespécie em
outra no processo de Africanizagdo (CLARKE, et al., 2002) ou simplesmente, em
estudos de diversidade e da estrutura genética de populagbes naturais ou
filogeografia (FRANCK et al., 1998, 2001; ESTOUP et al., 1995a, b; ROWE et al.,
1997).

Recentemente, SOLIGNAC et al. (2003) publicaram a sequéncia principal
de 552 microsatélites com seus respectivos iniciadores e o comprimento dos
alelos. Este fato proporciona uma excelente ferramenta de trabalho para analisar
diferentes populacbes ou subespécies de Apis mellifera, tendo diferentes

alternativas, de acordo com o objetivo do trabalho.
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2. PROPOSIGAO E JUSTIFICATIVA

Poucos insetos receberam tanta atencdo quanto Apis mellifera, pois além
de sua importancia econdmica na produgado de mel, cera, geléia real, veneno e
polinizagdo, proporciona um excelente modelo de estudo do processo de
hibridacdo devido a sobreposi¢cao de subespécies pela migragao ou introducéo de
abelhas em algumas regides do mundo. Como visto anteriormente, a partir de
1957, ocorreu um processo de hibridacdo no continente Americano entre as
abelhas Européias introduzidas anteriormente e as Africanas recém traidas. Com
o processo de “Africanizac&o”, surgiu a necessidade de reconhecer os hibridos e
seu grau de mistura racial, levando ao desenvolvimento de métodos capazes de
caracterizar as diferentes subespécies que contribuiram para a formagdo das
populagcdes de abelhas Africanizadas.

A biologia molecular tem sido a técnica preferencialmente escolhida para os
estudos de Genética de Populagdes e que tem acumulado avangos importantes,
gerando técnicas cada vez mais precisas para o exame de segmentos de DNA,
em adicdo a descoberta de variados marcadores moleculares aplicaveis aos mais
diversos problemas encontrados no estudo de populagbes e as anadlises
estatisticas que permitem desde a estimativa do grau de variabilidade genética de
uma dada populagao a construgao de arvores filogenéticas, relacionando espécies
proximas e elucidando questdes de parentesco. Dentre os métodos utilizados, as
andlises morfométricas e os polimorfismos aloenzimaticos tém revelado a
contribuicdo de linhagens Européias e Africanas no hibrido formado, com elevado
predominio do componente Africano (scutellata).

Desde a chegada da abelha Africanizada a Coldmbia em 1978, esparsos
sdo os estudos populacionais que demonstram o grau de hibridagdo entre os
enxames Africanizados originados no Brasil e as abelhas residentes neste pais.
Além disso, a Coldmbia apresenta uma grande biodiversidade, partindo de

ecossistemas Andinos até desérticos, proporcionando diferentes habitas, os quais
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podem ser explorados em diferentes graus pelas abelhas Africanizadas.

Este trabalho teve como objetivo central estudar a estrutura genética das

populacoes de Apis mellifera presentes hoje na Colédmbia, utilizando marcadores

nucleares. Através de anadlises alozimicas, associadas a analise do DNA
mitocondrial, este trabalho objetivou determinar o grau de variabilidade genética
interpopulacional e a composicao racial destas populagcées, comparando-as com

as exibidas pelas populacées do Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

O material analisado foi constituido de operarias adultas de Apis mellifera
provenientes da Coldbmbia. As amostras foram coletadas em 24 localidades de 6
estados diferentes do pais, num total de 319 col6nias, como mostra a Figura 02.
Foi realizada uma coleta preliminar de 31 colbnias, provenientes de 5 localidades,
ao final de 2002 e inicio de 2003. Posteriormente, foi feita uma segunda coleta,
completando as 24 localidades amostradas, realizada ao final de 2003 e inicio de
2004.

As amostras foram obtidas pelo Professor Dr. Guillermo Salamanca G. da
Facultad de Ciéncias Basicas de la Universidad Del Tolima (Ibagué, Colémbia) e
pelo Professor Dr. Jorge Tello da Facultad de Ciencias da Universidad Nacional de
Colombia, (Bogota, Colémbia), respectivamente. As amostras foram mantidas a
—20 °C e posteriormente trazidas ao Brasil em container contendo gelo seco. Apds
a chegada a Sao Carlos, as amostras foram estocadas a —20°C até o momento da

analise.

21



Material e Métodos

1. Sierra Nevada (Magdalena) 9.

2. Parque Tairona (Magdalena) 10.
3. Tutaza (Boyaca) 11.
4. Paz del Rio (Boyacd) 12.
5. Belén (Boyaca) 13.
6. Cerinza (Boyaca) 14.
7. Santa Rosa de Viterbo (Boy) 15.
8. Paipa (Boyaca) 16.

Duitama (Boyaca) 17.
Nobsa (Boyaca) 18.
Tibasosa (Boyaca) 19.
Pacho (Cundinamarca) 20.
Guasca (Cundinamarca) 21.

Mosquera (Cundinamarca) 22.
Suba (Cundinamarca) 23.
Fusagasuga (Cundinamarca 24.

La Union (Valle del C.)
Anzoategui (Tolima)
Anaime (Tolima)
Ibagué (Tolima)
Coello (Tolima)

Rovira (Tolima)

Teruel (Huila)

Rivera (Huila)

FIGURA 02. Distribuicdo das localidades amostradas na Colémbia. Os
departamentos aos quais pertence as diferentes localidades s&o indicados

em parénteses.
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3.2 Métodos

3.2.1 Analise aloenzimatica — Foram analisadas 150 colbnias, provenientes de 16

localidades diferentes da Coldbmbia. Extratos de mesossoma de seis operarias
adultas de cada colénia foram obtidos utilizando-se 200 pl de 2-mercaptoetanol
0,2%, seguidos de centrifugagdo do macerado a 2500 rpm por 15 minutos, a
temperatura ambiente. Os extratos de cada amostra foram entdo embebidos em
papel de filtro (Whatmam n. 03, 5 x 7 mm) e aplicados no gel. Os fendtipos de
Mdh-1, Hk-1, Est-1, Est-3, Est-5 e Pgm-1 foram estabelecidos em eletroforese
horizontal em gel de amido de milho (Penetrose 30™) a 14%, preparado em
tampédo tris-citrato pH 7.5 (diluicdo de 10x para o gel), de acordo com
procedimentos descritos anteriormente (DEL LAMA et al., 1985a, 1988, 1990).

Finda a corrida eletroforética a uma corrente constante de 5mA/cm por 5
horas, o gel foi cortado horizontalmente e as fatias submetidas a coloragao
histoquimica para revelacdo da atividade enzimatica (DEL LAMA et al., 1985,
1988, 1990).

3.2.2 Polimorfismos do DNA mitocondrial

Foram analisadas 319 colbnias, provenientes de 24 localidades da
Colébmbia, para os locos 16S e regiao intergénica CO | — CO Il do DNA
mitocondrial. A analise do loco COl para as enzimas de restricdo Taq | e Bcl |
envolveu 218 colbénias das mesmas 24 localidades.

Para a determinacao dos padrées do DNA mitocondrial de cada colbnia foi
necessario, inicialmente, a extracdo do DNA total. Esta extracao foi feita a partir do
mesossoma de operarias adultas (uma por colonia) de acordo com o método de
cloroférmio-etanol proposto por SHEPPARD & MCPHERON (1991). A este
protocolo original foi adicionado um passo de incubagcdo do macerado por uma
hora a 65°C na presenca de 10ul de proteinase K (10 mg/ml). O passo seguinte foi

a utilizacdo de uma aliquota da solucdo de DNA para amplificagcdo via PCR, de
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regides do DNA mitocondrial utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos:

e Regido intergénica CO I - CO Il - sitios Dral (GARNERY et al., 1992)
Ez: 5 - GGCAGAATAAGTGCATTG- 3
H,: 5'- CAATATCATTGATGACC - 3’

e Loco 16S - sitios Dra | (HALL & SMITH, 1991)
F: 8 -TTTTGTACCTTTTGTATCAGGGTTG -3’
R: 5- CTATAGGGTCTTATCGTCCC - 3’

e Loco COI - sitios Taq |, Bel | (HALL & SMITH, 1991)
F: 5 - TTAAGATCCCCAGGATCATG -3
R: 5- TGCAAATACTGCACCTATTG -3’

As reacbes de amplificacdo ocorreram em volume final de 25 pl, em
solugdo contendo 250 mM de cada dNTP, 1 U de Taq Polymerase Promega, 25
mM MgCl,, 0.8 uM de cada primer para a amplificagdo da regido intergénica COI -
COll (sitios Dra l) ou 1.0 uM para o loco 16S (sitios Dra l) e 1.0 ul da solugéo de
DNA total, e agua esterilizada até completar o volume final desejado. Os tubos de
reacao foram submetidos a 30 ciclos de amplificacdo otimizados em torno de um
ciclo basico (1 min a 90°C, 45s a 54°C, 2 min a 62°C) para amplificacdo dos
fragmentos, correspondentes a regiao intergénica COIl - COIll e 16 S. Para cada
reacao de amplificacao foi utilizado um controle, onde era aplicado 1ul de H,O ao
invés de DNA.

Uma aliquota de 1 pl da mistura de PCR foi entdo submetida a eletroforese
em geéis de poliacrilamida, em condigdes ndo desnaturantes, a concentragdes de
7% para estimativa do tamanho do fragmento correspondente a regido intergénica
COl - COIl. A digestao pelas nucleases foi realizada adicionando-se 2 pul do

amplificado em mistura de reacdo contendo 2 U, aproximadamente, de cada
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enzima de restricdo, em tampao apropriado, totalizando 20 ul de solugcédo. Apds
agitacao, as misturas foram submetidas a digestdo pelas nucleases por 4 horas a
37°C ou 60°C (Taq l). Como controle de digestado, foi utilizada uma aliquota do
amplificado em cada gel.

A analise dos fragmentos gerados pelas endonucleases foi conduzida em
géis de poliacrilamida a 7% para Bcl | e 12% para Dra | e Taq | (BIO RAD
PROTEAN Il xi Cell). Os fragmentos amplificados foram visualizados no gel através
de coloragdo por prata, feita da forma descrita a seguir. Para a fixagdo dos
fragmentos, o gel foi imerso por sete minutos em 200 ml de uma solugao de etanol
a 10% e acido acético a 0,5% (solucéo fixadora). Em seguida, o gel foi lavado trés
vezes em agua. Entdo, trocou-se novamente a solugao fixadora, repetindo-se tal
procedimento mais uma vez. A impregnagao com prata foi realizada em 200 ml de
nitrato de prata (AgNO3) a 0.15% por 20 minutos. Em seguida, o gel foi lavado 3
vezes com muita agua corrente. O gel foi, entdo, colocado em 200 ml de uma
solucao de hidroxido de sédio (NaOH) a 1.5% + 2 ml de formaldeido (SANTOS et
al., 1993). O processo de desenvolvimento da imagem foi controlado visualmente.
Depois do aparecimento dos fragmentos (“alelos”), o gel foi lavado e recolocado
na solugao fixadora. Em seguida, o gel foi lavado e colocado em glicerol, onde
permaneceu por 20 minutos. Posteriormente, cada uma de suas faces foi envolta
em papel celofane (previamente umedecido em agua por 20 min). Neste passo, é
muito importante que nao exista bolhas de ar entre o papel e o gel. Entéo, o gel foi
disposto em secador de gel (Bio Rad Gel Dryer, Model 583), o qual encontrava-se
ligado a uma bomba de vacuo. Depois de uma hora, o gel estava seco e
plastificado. A analise dos padrdes gerados por cada nuclease foi realizada
separadamente para cada regidao do genoma mitocondrial e, subsequentemente,

em conjunto, de modo a distinguir o maior niumero de haplétipos mitocondriais.

3.2.3 Microsatélites — Nas analises de microsatélites foram amostradas 31

coldnias, provenientes de 5 localidades diferentes da Coldmbia (primeira coleta). A

diferenciacéo genética entre as populag¢des estudadas foi estimada a partir dos
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locos microsatélites RJIP57-1 e A43 de acordo com o protocolo descrito por BEYE
et al. (1998) e ESTOUP et al. (1995), respectivamente. O primeiro gene codifica
uma das principais proteinas que compdem a geléia real e o segundo ainda néo
teve sua possivel fungéo génica estabelecida.

A analise destes dois marcadores envolveu, inicialmente, a extragdo do
DNA total, feita a partir do mesossoma de operarias adultas (duas por colonia) de
acordo com o método de cloroférmio-etanol proposto por SHEPPARD &
MCPHERON (1991). Apds a extracao, as amostras foram ressuspensas em 50yl
de solucdo TE 1X. Para a realizacdo das amplificacdes destes locos via PCR, as
reacbes ocorreram em um termociclador BIORAD, modelo Gene Cycler.

A mistura de reagao para o microssatélite A43 foi assim preparada: 2,5 pl
tampao 10X + 17.05 yl Hz0 + 2.0 pl P1+P2 500nM cada + 0.75 yl DNTPs 250 yM
cada + 1.5 pyl MgCl, 25 mM + 0,2 pl Taq DNA polimerase Promega (5U/ul). A
mistura de reagao de PCR para o microssatélite RIP57-1 foi assim constituida: 2,5
Ml tampéo 10X + 14.3 pl H20 + 2.0 pl P1+P2 500nM cada + 2.5 ul DNTPs 250 uM
cada + 2,5 uyl MgCl, 25 mM + 0,2 pyl Taqg DNA polimerase (5U/ul). Aliquotas (24 pl)
desta mistura foram dispostas em cada tubo eppendorf de 0.2 ml e, em seguida, 1
Ml de DNA de cada amostra foi transferido para estes tubos, resultando em volume
final da reagdo de 25 pl. Oligonucleotideos iniciadores e condigdes especificas de

amplificagcéo para os dois locos sao apresentados no quadro abaixo:

Condigoes de PCR
Loco Primers Temperatura| MgCl,
(mM)
A43 5 CACCGAAACAAGATGCAAGY 55 1.5
5CCGCTCATTAAGATATCCG3
*RJIP57-1 5TGTAGATGACTTAATGAGAAACACY 54 2.5
5ATGTAATTTTGAAGAATGATGAACTTG3

* Condigbes de PCR para A43 e RJP57-1 segundo ESTOUP et al. (1995a) e
BEYE et al. (1998), respectivamente.
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As corridas eletroforéticas foram feitas em gel de poliacrilamida a 7% em
condigbes desnaturantes (presenca de uréia), 20cm x 20cm, com volume final
igual a 40 ml e capacidade para 20 amostras (BIO RAD PROTEAN II xi Cell),

conforme o protocolo abaixo:

Acrilamida 40% 7,0 ml
TBE 10x 4,0 mi
Uréia 16,89
Persulfato de Aménia 0,05 g
TEMED 20,0 ul
H20, gsp 40 mi

Apés a preparacao do gel, 5 ul de indicador de corrida (azul de bromofenol)
foi misturado a 5 pl do DNA amplificado. Em seguida, todas as 19 amostras foram
transferidas para o gel, utilizando-se um dos canais para o marcador de peso
molecular. O gel foi colocado em cuba contendo tampao TBE 1X, ligado a uma
fonte estabilizadora de tensdo durante 3h30min a uma voltagem de 200V e
corrente de 50 mA.

A coloragdo dos géis foi feita com prata, como descrita anteriormente
(SANTOS et al., 1993).

Os “alelos” de cada loco foram caracterizados em fungéo dos diferentes
tamanhos dos fragmentos gerados (de acordo com o numero de repetigdes do
motivo), denominados de acordo com a mobilidade anddica, sendo o de maior
mobilidade denominado de A, e assim sucessivamente. Posteriormente, foi
preparada uma mistura dos diferentes tipos alélicos encontrados em cada um
desses géis, os quais foram submetidos a uma nova corrida eletroforética,

possibilitando confrontar os diversos alelos observados em cada um dos géis.
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3.3 Estimativa de Parametros Genéticos

3.3.1 Frequéncia Génica
Através da contagem direta dos fenétipos de sistemas codominantes, foram
determinados os gendtipos e as frequéncias alélicas, tanto para os dados

dipléides como hapldides.

3.3.2 Teste de Qui-quadrado de Equilibrio (X?)

O teste de qui-quadrado de aderéncia foi aplicado para verificar se as
frequéncias genotipicas observadas estavam de acordo com as frequéncias
esperadas segundo o modelo de equilibrio genético de Hardy-Weinberg. O nivel
de significancia foi de 5% e o numero de graus de liberdade foi calculado pelo
numero de classes fenotipicas menos o numero de informagdes necessarias ao
calculo dos valores esperados (BEIGUELMAN, 1977).

O valor de qui-quadrado foi calculado pelo programa POPGENE W32
version 1.31 (YEH et al., 1999).

3.3.3 Teste de Homogeneidade

O teste de homogeneidade foi realizado para verificar se as amostras de
abelhas da Coldbmbia poderiam ser consideradas homogéneas quanto as suas
freqiéncias alélicas. Os testes foram feitos, loco a loco, através do programa
POPGENE W32.

3.3.4 Desequilibrio de ligacao

Para verificar a existéncia de provaveis associagdes alélicas preferenciais
nas gametas formados foram efetuadas estimativas de desequilibrio de ligagcéao
(Dag) para pares de alelos dos locos Mdh-1 e Hk-1, segundo WEIR (1979),
calculado pelo programa computacional POPGENE W32.
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3.3.5 Estatistica F de WRIGHT

Com a utilizagdo do programa computacional POPGENE W32, foram
estimados os coeficientes da estatistica-F de Wright loco a loco, que permite uma
analise da estrutura das populag¢des estudadas. De acordo com esta estatistica, o
coeficiente Fis mede a reducédo da heterozigosidade de um individuo devida ao
acasalamento ndo aleatério dentro de uma subpopulagdo. A subdivisdo da
populagdo pode ter como efeito a redugdo na heterozigosidade devido a deriva
genética; este efeito foi medido pelo indice de fixagcdo (Fst). Além disso, foi
estimado o indice Fir que mede a variabilidade genética individual em relagéo a
populacdo total. Este coeficiente estima a reducdo da variabilidade devida aos
acasalamentos preferenciais dentro das subpopulacdes (Fis) e a subdivisdo da
populacao (Fst). A significancia dos coeficientes Fste Fis e seus respectivos graus
de liberdade foram estimados segundo NEI (1977) e WORKMAN & NISWANDER

(1970), respectivamente.

3.3.6 Teste de Correlacao Linear

Foi aplicado teste de correlagao linear para verificar se ha associacao entre
as frequéncias dos alelos de Mdh-1 e Hk-1 nas diferentes populacdes e a altitude
do local de onde estas amostras procediam. Este teste foi feito utilizando o
programa BioEstat 2.0 (AYRES et al., 2000).

3.3.7 Distancia Genética

Estimativas de distadncia genética entre populagbes foram realizadas
utiizando-se o programa POPGENE W32. Para tal, dois métodos foram
empregados e comparados: NEI (1972) e NEI (1978). Os valores encontrados
foram utilizados para a construgdo dos respectivos dendrogramas. Estas
estatisticas propostas por Nei utilizam as diferencas de frequéncias alélicas para
estimar o numero médio das diferengas de codons por loco. Esta medida (D) esta

baseada na identidade dos genes nas populagdes que estdo sendo comparadas.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise Aloenzimatica

Dentre os locos enzimaticos analisados, Est-1, Est-3, Est-5 e Pgm-1 foram
pouco informativos. A maioria dos individuos analisados apresentou os fenoétipos
usualmente observados nas populagdes Africanizadas, Est-1 F, Est-3 M, Est-5S e
Pgm-1 F. Os fendtipos eletroforéticos Est-1 FS, Est-3 FM, Est-5 SN e Est-5 N e
Pgm-1 FS e Pgm-1 FM foram observados em poucos individuos, resultando em
frequéncias muito baixas destes alelos (ver Tabela 1). Diferentemente destes
marcadores, os fenétipos dos locos Hk-1 e Mdh-1 mostraram-se adequados para
a caracterizacao e possivel diferenciagcao destas populacdes. Os fenétipos de Hk-
1 e Mdh-1 observados nas amostras de cada localidade estudada estdo
apresentados na Tabela 2. Foram observadas trés variantes de Hk em todas as
amostras. Duas variantes ja descritas, Hk-1" (ou F) e Hk-1¥"(ou S) e uma terceira
recentemente detectada, Hk-1%2 (M). Os diferentes fendtipos observados estdo
ilustrados na Figura 3. A frequéncia do alelo 100 variou entre 0.426 a 0.771,
enquanto a do alelo 87 variou entre 0.21 a 0.50. O alelo 92, recentemente
detectado neste laboratoério, apresentou uma frequéncia entre 0.021 a 0.241. As
frequéncias dos alelos de Hk-1 nas amostras analisadas, comparadas através de
qui-quadrado de homogeneidade, mostraram-se heterogéneas (y%+om = 163,6; P <
0.0001%) e, portanto, as populagdes ndo podem ser consideradas como uma
populacdo unica para este marcador. Além disso, foi observado que somente a
populacdo de Guasca nao se encontrava na condigcdo de equilibrio genético
segundo o modelo de Hardy-Weinberg para Hk-1 para um nivel de significancia de
5% (ver Tabela 3). Trés variantes eletroforéticas de Mdh foram observadas neste
trabalho: as variantes Mdh-1"% (F), Mdh-1%° (M) e Mdh-1% (S). As possiveis
combinacbes destas variantes, distribuidas nos diferentes fenotipos, podem ser
observadas na Figura 4. As variantes 100 e 80 foram encontradas em todas as

amostras. A primeira, caracteristica de Apis mellifera scutellata, apresentou
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freqliéncia mais alta em quase todas as populacgdes, variando entre 0.313 a 0.958,
enquanto que a segunda, caracteristica de Apis mellifera mellifera, apresentou
frequéncia variavel entre 0.042 a 0.677. A variante 65 (S), caracteristica de Apis
mellifera ligustica, foi observada em quase todas as amostras, com excecéo de
Rovira e Sierra Nevada, com freqiéncias muito baixas (menores que 9%). O qui-
quadrado de homogeneidade observado foi de 314,4 (P<0,001) evidenciando que
as frequéncias alélicas de Mdh-1 sdo heterogéneas entre as populagdes,
similarmente ao observado para Hk-1. Foi observado que somente as populagdes
de Guasca e Tierra Firme nao se encontravam na condigdo de equilibrio genético
de acordo com o modelo de Hardy-Weinberg para o loco Mdh-1 (Tabela 3). As
frequéncias dos alelos de Mdh-1 e Hk-1 foram associadas as latitudes (Figuras 5 e
6, respectivamente) e altitudes (Figuras 7 e 8, respectivamente) das regides
amostradas com o propdsito de verificar variagao clinal. Os dados evidenciaram
um gradiente altitudinal para os fenoétipos de Mdh-1 (cf. Figura 7), mas nao foi
observada variacao latitudinal para estes locos nestas populagdes, corroborado
pela distancia Genética de Nei, onde ndo evidencia uma distribuicdo geografica
das localidades. Empregando o programa POPEGENE (YEH et al., 1999) foram
estimados os valores da estatistica-F de WRIGHT, Fis, Fst e Fit (Tabela 4) para os
locos Mdh-1 e Hk-1 e suas respectivas significancias. Para estes locos, os valores
de Fis n&o foram significativos (y? = 2,70 GL= 30 para Hk-1; x* = 3,13 GL= 30 para
Mdh-1). Os valores de Fst mostraram-se altamente significativos (3 = 283,4 e GL=
30 para Hk-1; ¥* = 1156,9 e GL= 30 para Mdh-1). A verificagdo da ocorréncia de
desequilibrio de ligacdo entre estes locos para todas as populagdes evidenciou
que somente a amostra proveniente de Terra Firme esta em desequilibrio de
ligagao (LD = 1; P:<0,0408). A partir do valor do Fst, o fluxo génico estimado (NEI,
1987) entre as populagdes da Coldmbia, como esperado, foi mais elevado para o
loco Hk-1, apresentando um numero de migrantes (Nm) igual a 6.09 individuos
para um N amostral de 1798, comparado ao valor estimado para o loco Mdh-1 de

um Nm = 2,48 individuos para um tamanho amostral de 1802 (Tabela 5).
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TABELA 1. Fenotipos observados e frequéncias alélicas estimadas para os
locos Est-1, Est-3, Est-5 e Pgm-1 em operarias adultas de 150 colbnias de

Apis mellifera provenientes de 16 localidades da Colémbia (n = numero de

Resultados

individuos).
locos fenétipos n alelos frequéncia
Est-1 FF 794 F 0,993
FS 11 S 0,007
Est-3 MM 803 M 0,996
MS 7 S 0,004
Est-5 SS 787 S 0,987
SN 17
NN 2 N 0,013
Pgm-1 FF 848 F 0,978
FS 28 S 0,015
FM 14 M 0,007
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TABELA 2. Fendtipos de Mdh-1 e Hk-1 observados apds eletroforese em gel de

amido a 14%, a partir de mesossoma de operarias adultas de Apis mellifera,

coletadas em diferentes regides da Colémbia.

Localidade N. Fenoétipos da Mdh-1 Fendétipos da Hk-1

Colén Tot Tot

F |FM|FS| M | S |[SM F |FS|FM| S SM

Sierra Nev. 5 2007 | 1| 2 30 (10| 11| 7 |1 30
Guasca 16 |16 |53 | 4 (20| 1 | 2 | 96 |42 |43 | 9 | 1 1 96
Paz delR * 8 6 | 18 23 1 48 | 9 | 26 11 46
Mosquera 12 24 | 31 15 2 72 |45 |20 | 1 4 2 72
Anaime 20 |62|52| 1| 5 120 | 29 |49 | 8 | 24 7 1120
Anzoategui 4 19| 1 4 24 6 | 14| 2 2 24
Teruel 9 37112 3 2 54 |7 21|11 | 4 6 | 54
El salado 20 | 79|26 | 10| 5 120 | 36 | 58 | 10 | 9 6 | 120
Ibagué * 5 22| 7 1 30 | 6 | 18 6 30
Tierra Firme | 8 34| 8 |1 1] 4 483 |18 |19 | 4 | 6 48
Acopi 10 |39 |16 | 3 | 2 60 | 20|17 | 8 | 10 4 | 60
Rovira * 8 371 8| 2 47 | 13 | 22 13 48
Coello 12 |46 |18 | 2 | 4 2|72 |18|30 |12 5 6 | 72
Coello * 6 26| 9 1 36 | 11| 16 9 36
Rivera 3 15| 3 18 7 5 1 5 18
Parq. Tair. 4 22| 2 24 | 7|19 | 3|2 2 | 24
Total 150 |504(271|31|79| 5 | 9 | 899 (284|378| 76 |110| 14 | 36 | 898

* Primeira coleta (2002/2003)
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1 2 3

FIGURA 03. Padrbes de Hk-1 obtidos apds eletroforese em gel de amido 14%,
observados em amostras de Apis mellifera da Colédmbia. As amostras com os

numeros de 1 a 3 correspondem aos fendtipos SS, FF e MM, respectivamente.
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FIGURA 04. Padrées de Mdh-1 obtidos apds eletroforese em gel de amido
14% observados em amostras de Apis mellifera da Colémbia. As amostras
com os numeros de 1 a 6 correspondem aos fenétipos FS, MM, SM, FF, FM, e

SS, respectivamente.
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TABELA 3. Frequéncias dos alelos de Mdh-1 e Hk-1 estimadas em populacdes de

Apis mellifera de diferentes regides da Coldmbia e valores de y? para verificagao

de equilibrio genético nestos locos de acordo com o modelo de Hardy-Weinberg.

N. Altitude Freq Alel. Mdh-1 X2 Freq Alel. Hk-1 X2
Localidade | Colbnias | (Msnm) F M S F S M

Sierra Nev. 5 3000 |0.8000|0.1833|0.0167 | 1,917 | 0.6333 | 0.2167 | 0.1500 | 3,692
Guasca 16 2800 |0.4635|0.4948 | 0.0417 | 9,171 | 0.7083 | 0.2396 | 0.0521 | 9,128
PazdelR* 8 2650 |0.3125|0.6771 10,0104 | 1,269 | 0.4783 | 0.5217 0,680
Mosquera 12 2600 |0.5486|0.4375|0.0139 | 3,360 |0.7708|0.2083 | 0.0208 | 4,654
Anaime 20 1850 |0.7375|0.2583 | 0.0042 | 2,382 | 0.4792|0.4333 | 0.0875 | 6,282
Anzoategui 4 1600 |0.8958 | 0.0208 | 0.0833 | 0,254 |0.5833|0.3333 | 0.0834 | 5,654
Teruel 9 1600 |0.8241 |0.1296 | 0.0463 | 4,050 |0.4259|0.3333 | 0.2407 | 5,720
El salado 20 1200 |0.8083 | 0.1500|0.0417 | 4,612 | 0.5833|0.3417 | 0.0750 | 4,573
Ibagué * 5 1000 |0.8438|0.1562 0,155 | 0.5000 | 0.5000 0,381
Tierra Firme 8 1100 |0.8021 | 0.1042 | 0.0938 | 41,89 |0.6146 | 0.3333 | 0.0521 | 0,795
Acopi 10 900 |0.8083|0.1667 | 0.0250 | 0,763 | 0.5417|0.3417 | 0.1167 | 3,295
Rovira * 8 850 |0.8936|0.0851 |0,0213 | 0.593 | 0.4896 | 0.5104 0.128
Coello 12 400 |0.7778 | 0.1944 | 0.0278 | 3,889 | 0.5417 | 0.3194 | 0.1389 | 2,300
Coello * 6 400 |0.8472|0.1528 0.089 | 0.5278|0.4722 0.539
Rivera 3 400 |0.9167 | 0.0833 0,096 | 0.5556 | 0.4167 | 0.0278 | 4,026
Parque Tair. 4 1-15 | 0.9583 | 0.0417 0,022 | 0.5217|0.3261 | 0.1522 | 0,976
Total 150 0,7286 | 0,2436 | 0,0277 0,5679 | 0,3554 | 0,0768

* Primeira coleta (2002/2003)
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FIGURA 05. Distribuicao latitudinal das frequéncias alélicas da Mdh-1

em amostras da Colémbia
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FIGURA 06. Distribuicao latitudinal das freqiéncias alélicas da Hk-1 em
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FIGURA 07. Associagao entre as frequéncias alélicas de Mdh-1 e a altitude

das localidades amostradas da Colémbia
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IGURA 08. Associacao entre as frequéncias alélicas de Hk-1 e a altitude

das localidades amostradas da Colémbia
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TABELA 4. Valores da Estatistica-F de WRIGHT, estimados a partir dos
locos Mdh-1 e Hk-1 em populagdes de Apis mellifera provenientes de

diferentes localidades da Colombia.

Loco N amostral Fis Fit Fst
Hk 1798 -0,0338 0,0070 0,0394
Mdh 1802 0,0417 0,1955 0,1605

Média 1800 -0,0039 0,0877 0,0913

TABELA 5. Fluxo génico estimado segundo NEI (1987) a partir dos
locos Mdh-1 e Hk-1 em populagcdes de Apis mellifera provenientes de

diferentes localidades da Coldmbia.

Loco No. Amostral Nm*
Hk-1 1798 6.0915
Mdh-1 1800 2.4882

*Nm = Fluxo génico estimado a partir de Fst = 0,25 (1- Fst)/ Fst
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4.2 Polimorfismos do DNA mitocondrial

4.21 Loco 16S - As analises mitocondriais para o loco 16S (sitio Dra ),
revelaram a presenga de dois padrdes, um encontrado em abelhas de origem
materna Africana (scutellata) e o outro em abelhas de origem Européia (ligustica),
apresentados na Figura 9. Os resultados observados para as amostras de cada
localidade da Colébmbia mostram que o padrdo Africano € o mais frequente
(87,5%), enquanto o padrao ligustica foi encontrado em menor frequéncia (12,5%).
Estes resultados estdo apresentados na Tabela 6 e a distribuicdo latitudinal e
altitudinal destes padrdes por localidade estdo ilustradas na Figura 10 e Figura 11,

respectivamente.

4.2.2. Regiao intergénica CO I — CO Il - As anadlises para a regiao
intergénica CO | — CO Il evidenciaram a ocorréncia de cinco fragmentos de
tamanhos distintos, por nés designados A, B, C, D e D’, de acordo com a ordem
de visualizacdo deste nos géis (Figura 12). As analises de restricao destes
fragmentos com Dra | revelaram oito padrdes, denominados A, B, B', D, E, G, C e
C’ (Figura 13). ApOs fazer a associagao entre tamanho e padrao de digestao, oito
haplétipos distintos foram encontrados, seis caracteristicos do tipo “Africano” (A/D,
B/B, B/E, B/G, B/B* e C/A) e dois haplétipos (D/C, D*/C*) associados ao padrao
Europeu ligustica (ver Tabela 6). A possivel distribuicdo latitudinal e altitudinal

destes haplétipos estd ilustrada na Figura 14 e Figura15, respectivamente.
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TABELA 6. Padrdes do DNA mitocondrial correspondentes aos locos 16S e da

regido intergénica CO | — CO Il verificados em operarias adultas de Apis mellifera

provenientes de diferentes localidades da Colémbia.

N |Localidade 16S —Dra | Regido COI-COIll - Dra |
Coldnias | A L |AD|B/B|BE|[B/G|B/B*|C/A[D/C|D/C
1 |Sierra Nevada 5 5 2 1 2
2 | Parque Tairon. 4 4 3 1
3 |Tutaza 9 6 3 3 3 3
4 |Paz del Rio 4 4 4
Paz del Rio* 8 8 4 1 3
5 |Belen 4 4 3 1
6 |Cerinza 6 6 1 1 4
7 | Sant. Rosa Vit. 10 8 2 1 1 6 1 1
8 |Paipa 4 4 1 3
9 |Duitama 5 4 1 1 2 1 1
10 |Nobsa 3 3 1 2
11 |Tibasosa 3 3 1 2
12 |Pacho 63 63 2 |22 1 38
13 | Guasca 16 15 1 7 8 1
14 | Mosquera 32 20 12 16 4 9 3
15 | Suba 24 12 12 2 2 1 7 1 11
16 | Fusagasuga 11 11 1 1 9
17 |La Union* 4 3 1 2 1 1
18 | Anzoategui 4 4 4
19 | Anaime 20 20 19 | 1
20 |El Salado 20 19 1 6 13 | 1
Ibagué* 5 5 3 2
Tierra Firme 8 8 2 1 5
Acopi 10 6 4 4 2 1 3
21 | Coello 12 12 7 5
Coello* 6 6 4 2
22 |Rovira* 8 8 4 4
23 |Teruel 8 8 3 1 4
24 | Rivera 3 3 1 2
Total 319 282 | 37 4 127 | 11 1 1 [138| 18 | 19

* Primeira coleta (2002/2003)
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FIGURA 09. Padrées do loco 16S (Dra |) observadas em amostras de Apis
mellifera da Coldbmbia. A amostra 1 corresponde ao padrao mellifera, 2 ao igustica,

3 e 4 correspondem ao padrao Africano.
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FIGURA 11. Distribuicdo dos padrbes de 16S em amostras da Coldbmbia de

diferentes altitudes.
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FIGURA 12. Padrbes de amplificagao da regido intergénica COI-COIl do DNA
mitocondrial de Apis mellifera em amostras da Colémbia, revelados em gel de
poliacrilamida a 6% corado com prata. A amostra 1 apresenta o padrao A, 2-3
o padrao B, 4 e 5 0 padrao C, 6 o padrdao D* e 0 7 o0 padrao D. As amostras 6

e 7 apresentam o padrao ligustica.
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FIGURA 13. Padrbes de digestdo da regiao intergénica COI-COIl (Dra 1)
do DNA mitocondrial de Apis mellifera em amostras da Coldmbia,
revelados em gel de poliacrilamida a 12% corado com prata. A amostra 1
apresenta o padrao E, 2-3 o padrdo B, 4 o padrao B*, 5 o padréo A, 6 o
padrdo C, 7 o padrdao C* (C e C* ligustica), 8 o padrédo D e 8 o padrao G.

O marcador molecular (M) € de 25 pb.
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FIGURA 14. Distribuigdo latitudinal
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FIGURA 15. Distribuicdo dos haplétipos da Regido Intergénica COI-COlI

(Dra 1) em amostras da Col6mbia de diferentes altitudes.
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4.2.3 Loco CO I - Com o objetivo de associar os padrbes obtidos a partir do
loco 16S e da regido intergénica CO [ — CO Il com uma terceira regidao do DNA
mitocondrial, foi feita a amplificagdo por PCR da regido CO | de algumas coldnias
amostradas, sendo posteriormente submetidas a digestdo com as enzimas de
restricdo Taq | e Bcl I. Foi possivel detectar padrées distintos no interior das
subespécies, 0 que evidencia que as racas que formaram as populacdes de Apis
mellifera da Coldbmbia eram compostas de varias linhagens maternas. As analises
de parte das amostras provenientes de todas as localidades evidenciaram um
grande polimorfismo presente nas abelhas da Colédmbia para esta regiao do DNA
mitocondrial. Cinco mitétipos foram detectados com Taq | (A, B, C, D e E), em que
os padrdes B (41,7%) e C (37,1%) foram os mais frequentes (Figura 16), e 4 para
Bel | (B, C, D e E), em que os padrées B (49,0%) e D (38,9%) foram os mais
frequentes (Figura 17). Estes achados encontram-se sumarizados na Tabela 7.

Desconsiderando as col6nias de padrao ligustica, podemos observar um
incremento na frequéncia do padrdo C (44,5%) em relacdo ao padréo B (30,7)
para Taq |, e do aumento de frequéncia do padrdo D (46,7%) em relacdo ao
padrao B (39,0%). Estas frequéncias haplotipicas séo apresentadas na Tabela 8.
Para esta regidao, também foi feita uma analise da distribuicdo latitudinal e
altitudinal destes mitétipos nas abelhas da Coldmbia para as endonucleases Taq |
(Figura 18 e Figura 19) e Bcl | (Figura 20 e Figura 21), respectivamente. Além
disso, foi realizada uma analise de associagdo entre os distintos haplétipos
observados para a regiao intergénica CO | - CO I, e o loco COI (Taq |) e COI (Bcl
[), observados na Colémbia, considerando o total de colonias analisadas e
somente as que apresentaram o padréao “Africano”, desconsiderando as colbénias
de padréo ligustica. As diferentes associa¢des haplotipicas resultantes encontram-
se sumarizadas nas Tabelas 9, 10 e 11. De acordo com estes achados, 27
haplétipos diferentes foram encontrados para o total das col6nias (Tabela 12) e 25
haplétipos considerando somente as col6nias “Africanas” (Tabela 13). Portanto,
somente dois haplétipos sdo exclusivamente observadas em colbnias com o
padrao ligustica.
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FIGURA 16. Padroes de digestdo da regido COI (Tag /) do DNA
mitocondrial de Apis mellifera da Coldbmbia em gel de poliacrilamida a 12%
corado com prata. A amostra 1 apresenta o padrao A, 2 o padréo B, 3 e 6

o padrdao C,4 opadraoD e o5 o padrao E.

52



Resultados

TABELA 7. Padrdes do DNA mitocondrial correspondentes aos locos 716S e CO |
do DNA mitocondrial, observados em operarias adultas de Apis mellifera

provenientes de diferentes localidades da Colémbia.
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1 2 3 4 5 6 7

FIGURA 17. Padrdes de digestao da regiao COI (Bcl |) do DNA mitocondrial
em amostras de Apis mellifera da Colbmbia, reveladas em gel de
poliacrilamida a 7% corado com prata. A amostra 1 apresenta o padrédo A
(exclusiva de A. mellifera mellifera), 2 e 4 o padrao B, 3 o padrdao C, 5 o

padrao D, 6 e 7 0 padrao E.
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FIGURA 18. Distribui¢ao latitudinal dos Haplétipos do loco COI (Taq |)

em amostras da Colémbia
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FIGURA 19. Distribuicdo dos haplétipos do loco COI (Taq 1) em amostras

da Coldmbia de diferentes altitudes.
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FIGURA 20. Distribuigao latitudinal dos Haplétipos do loco COI (Bcl |)

em amostras da Colémbia

57



msnm Resultados

1

N\ -
3
AN <> =°
2625 T > 7 = C
1D
2250 T o E

1 2D

375 T
16
0 e (2
1. Sierra Nevada 9. Tierra Firme, Ibagué
2. Guasca 10. Ibagué*
3. Paz del Rio* 11. Acopi, Ibagué
4. Mosquera 12. Rovira*
5. Anaime 13. Coello
6. Anzoategui 14. Coello*
7. Teruel 15. Rivera
8. El salado, Ibagué 16. Parque Tairona

FIGURA 21. Distribuigao dos haplétipos do loco COIl (Bcl 1) em amostras

da Colébmbia de diferentes altitudes.
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TABELA 8. FreqUéncias haplotipicas da regidao intergénica COI-COIl (Dra |) e o

loco COI (Taq | e Bcl 1) observadas em operarias adultas de Apis mellifera de

diferentes regides da Colébmbia.

A - Considerando o total das col6nias

Haplétipo COI-COIl (Dra l) COI (Taq) COlI (Bcl 1)

A (A/D) 0.0125 0.0642

B (B/B)  0.3950 0.4174 0.4908
C (B/E)  0.0376 0.3716 0.0550
D (B/G)  0.0031 0.1101 0.3899
E (B/B*)  0.0031 0.0367 0.0642

F (C/A) 0.4326

G (D/C)  0.0533

H (D*/C*) 0.0627

B — Considerado somente as col6nias com DNAmit “Africano”

Haplétipo COI-COIl (Dra ) COI (Taq ) COI (Bcl 1)
A 0.0142 0.0769
B 0.4468 0.3077 0.3901
C 0.0426 0.4451 0.0659
D 0.0035 0.1319 0.4670
E 0,0035 0.0385 0.0769
F 0.4894
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TABELA 9. Associagdo entre os haplotipos observados para a regiao
intergénica CO | — CO Il (sitios Dra 1) e o loco COI (sitios Taq |) em operarias

adultas de Apis mellifera de diferentes localidades da Colémbia.

COl/Taq |
COI-COll A B C D E Total Geral
A 3 3
B 1 19 45 2 6 73
C 1 8 1 10
E 1 1
F 13 36 24 21 1 95
Total Geral 14 56 81 24 7 182

TABELA 10. Associacdo entre os haplétipos observados para a regiao
intergénica CO | — CO |l (sitios Dra I) e o loco COlI (sitios Bcl ) em operarias

adultas de Apis mellifera de diferentes localidades da Colémbia.

COIl/Bcl |
COI-COll B C D E Total Geral
A 3 3
B 14 11 48 73
C 4 6 10
E 1 1
F 53 28 14 95
Total Geral 71 12 85 14 182

TABELA 11. Comparagao entre os haplotipos observados no loco CO/ (Taqg ) e
COlI (Bcl 1), estabelecidos para operarias adultas de Apis mellifera, coletadas

em diferentes regides da Colémbia.

COI/Bcl |
COl/Taq | B C D E Total Geral
A 1 1 12 14
B 40 10 6 56
C 22 2 55 2 81
D 2 22 24
E 6 1 7
Total Geral 71 12 85 14 182
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TABELA 12. Associagao entre os haplétipos observados para a regiao intergénica CO | — CO Il (sitios Dra ) e no

loco COlI (sitios Taq 1) e COI (sitios Bcl 1) em operarias adultas de Apis mellifera de diferentes localidades da

Coldmbia, considerando o total das amostras analisadas para estas regides do DNA mitocondrial.

B C D E Total
COl/Bcl | B Total Total D Total Total| Geral
COl/Taq | B|C E B B|C|D|E A
A 3 3 3
B 4 |5 5] 14 |10 11 51392 (1] 48 73
C 3 4 115 6 10
COI-COll E 1 1
F 36|14 1| 53 8 (20 28 |12 14 95
G 16 16 16
H 19 11 20 20
Total Geral 75|22 7 | 107 |10 12 6 [55(22| 1| 85 |12 14 218
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TABELA 13. Associagao entre os haplétipos observados para a regiao intergénica CO | — CO |l (sitios Dra ) e no

loco COI (sitios Taq ) e COI (sitios Bcl 1) em operarias adultas de Apis mellifera de diferentes localidades da

Colémbia, desconsiderando as amostras de padrao “ligustica” para a regidao 16S (sitios Dra l).

B C D E Total
COI/Bcl | B Total Total D Total Total | Geral
COl/Taq | B|C B C|D|E A

A 3 3 3

COI-COIl B 4|5 14 |10 11 39|12 |1] 48 73
C 3 4 5 6 10

E 1 1

F 36|14 53 8 (20 28 |12 14 95

Total Geral 40|22 71 110 12 55|22 1| 85 |12 14 182
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4.3 Microsatélites

No loco microsatélite A43, foi possivel observar um total de 7 alelos, com
tamanhos entre 125-150 pb (Figura 22). A distribuicdo destes alelos (Tabela 14)
permitiu observar que os alelos 6 e 4 sdo os mais frequentes e representam
39,6% e 23,2%, respectivamente, do total de alelos observados.

Para o loco RJP57-1, a contagem direta evidenciou a presencga de 12 tipos
alélicos diferentes, com tamanho variavel entre 400 a 600 pb (Figura 23). O alelo
mais frequente nas populacbes da Colémbia foi o alelo 6 (25,0%) e o 3 (19,8%)
(Tabela 15).

As freqléncias observadas e esperadas de homo e heterozigotos nas
populagées de Apis mellifera da Colémbia para os dois locos de microssatélites
segundo LEVENE (1949) e NEI (1973) estdo apresentadas nas Tabelas 16 e 17. A
partir dos fendtipos para os microsatélites A43 e RJP57-1, foram estimadas as
frequUéncias alélicas para ambos os locos e, a partir destas, foi estimado o qui-
quadrado de equilibrio genético segundo o modelo de Hardy-Weinberg. As
populagées de Paz Del Rio para o loco A43 (x* = 13.0; P = 0.043; GL=6) e Ibagué
para o loco RJP57-1 (yx? =37.81; P=0.014; GL=21) mostraram-se ndo se encontrar
na condi¢ao de equilibrio (Tabelas 14 e 15).

Para verificar se as diferentes populacbes de Apis mellifera analisadas
podem ser consideradas como uma populagdo unica ou um conjunto de
subpopulagdes foi realizado um teste de homogeneidade de frequéncias alélicas.
O valor encontrado para 0 y%wm para o loco A43 foi 38.8 (P = 0.028), indicando
que as amostras analisadas ndo podem ser consideradas como uma populagao
Unica. Para o loco RJP57-1, o valor encontrado (x%wom = 86.124; P= 0.0001)
indicou, de igual forma, que a populagéo encontra-se subdividida ou estruturada.

A distribuicao latitudinal e altitudinal dos alelos observados nestas amostras
da Coldmbia para os locos A43 e RJP57-1 encontram-se ilustradas nas Figuras

24-25 e 26-27, respectivamente.
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FIGURA 22. Padrdes de amplificacdo do loco microsatélite A43 obtidos
apos eletroforese em gel poliacrilamida a 6% (uréia), observados em
amostras de Apis mellifera da Colémbia. As amostras com os numeros de
1 a 7 correspondem aos fenodtipos observados. O marcador molecular (M)

€ de 25 pb.
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Tabela 14. Frequéncias alélicas de A43 e valores de x2 para verificagdo de equilibrio

genético de acordo com o modelo de Hardy-Weinberg, verificadas em operarias adultas

de Apis mellifera de diferentes localidades da Coldmbia.

Localidade N. A43
Colbnias 1 5 3 2 5 5 - XZ

Paz Del Rio* 8 0,2500|0,2500|0,0312|0,4688 13.007
Coello* 6 0,0417|0,1667 |0,1250 | 0,1250 | 0,0417 | 0,5000 19.61
Ibagué* 5 0,3000|0,2000 |0,0500 | 0,2000 0,2000|0,0500 | 10.66
Rovira* 8 0,1562|0,09380,0312|0,3125 0,3750|0,0312| 19.22
La Union* 4 0,1250 0,12500,2500 0,3750|0,1250| 5.33
Total 31 0,1121|0,0948 |0,1207 | 0,2328 |0,0172 | 0,3966 | 0,0259

65




Resultados

FIGURA 23. Padroes de amplificacdo do loco microsatélite RJP57-1 obtidos
apos eletroforese em gel poliacrilamida a 6% (com uréia), observados em
amostras de Apis mellifera da Colémbia. As amostras com os numeros de 2

a 12 representam algum dos fendétipos observados. O marcador molecular

(M) é de 50 pb.
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Tabela 15. Frequéncias dos alelos de RJP57-1 verificadas em operarias adultas de Apis mellifera de diferentes

localidades da Coldémbia e valores de y? para verificagdo de equilibrio genético de acordo com o modelo de Hardy-

Weinberg (N = numero de colbnias analisadas).

Localidade Alelos de RJP57-1

N [ 2 | 31 4 ] 5 6 | 7] 8910 1] 12|x
Paz Del 8 0,06250,3750|0,0625|0,1875|0,0625 | 0,0312 0,0938 0,1250 27.77
Rio*
Coello* 6 |0,1250|0,0417|0,2500 0,20830,1250(0,0417|0,0417|0,0833 | 0,0833 38.08
Ibagué* 5 0,0500 {0,1000|0,1000|0,3000 | 0,2500 0,1000 0,1000| 37.81
Rovira* 8 0,03120,1250|0,0938(0,0312|0,4375|0,0625|0,0938 |0,0312|0,0312 0,0625| 46.11
La Union* 4 0,1250 0,2500 0,12500,3750 0,1250 14.66
Total 31 (0,0259|0,0345|0,1983|0,0690 | 0,0776 | 0,2500 | 0,0948 | 0,0431|0,0690 | 0,0431|0,0603 | 0,0345

* Primeira coleta (2002/2003)
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16. Frequéncias observadas e esperadas de homozigotos e

heterozigotos para o loco A43 nas populagdes de Apis mellifera provenientes de

diferentes localidades da Coldémbia.

Localid. | Tam. | Homozigotos | Heterozigotos | Homozigotos | Heterozigotos | NEI**
Amos | Observados | Observados | Esperados* | Esperados*

PDelR| 32 0.6250 0.3750 0.3246 0.6754 0.6543

Coello 24 0.5833 0.4167 0.2826 0.7174 0.6875

Ibagué | 20 0.2000 0.8000 0.1737 0.8263 0.7850

Rovira 32 0.4375 0.5625 0.2500 0.7500 0.7266

La Un. 8 0.0000 1.0000 0.1429 0.8571 0.7500

* Frequéncias esperadas de homozigotos e heterozigotos segundo LEVENE

(1949).

** Frequéncias esperadas de heterozigotos segundo NEI (1978).

TABELA 17. Frequéncias observadas e esperadas de homozigotos e heterozigotos para

o loco RJP57-1 nas populacdes de Apis mellifera provenientes de diferentes localidades

da Colémbia.
Localid. | Tam. | Homozigotos | Heterozigotos | Homozigotos | Heterozigotos | NEI**
Amos | Observados | Observados | Esperados Esperados
PDelR| 32 0.1875 0.8125 0.1875 0.8125 0.7871
Coello 24 0.1667 0.8333 0.1196 0.8804 0.8438
Ibagué | 20 0.5000 0.5000 0.1526 0.8474 0.8050
Rovira 32 0.1875 0.8125 0.2117 0.7883 0.7637
La Un. 8 0.5000 0.5000 0.1429 0.8571 0.7500

* Frequéncias de Homocigotos e Heterozigotos Esperadas segundo LEVENE

(1949).

** Frequéncias de Heterozigotos Esperadas segundo NEI (1973).
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FIGURA 24. Distribuicao latitudinal das frequiéncias alélicas no loco A43

em amostras da Colémbia.
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FIGURA 25. Distribuigdo das frequéncias alélicas no loco A43 em amostras

da Coldbmbia de diferentes altitudes.
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FIGURA 26. Distribuicao latitudinal das frequéncias alélicas no loco

RJP57-1 em amostras da Coldmbia.

71



Resultados

msnm
A
= 1
3000+
1 =
QL -
2625 1 :
- 5
=3 6
2250 T E? -
— 8
- 9
= 11
2 = 1
15007
125 |
\
N
e @
4
L\ S
5
0
1. Paz del Rio
2. lbague
3. La union
4. Rovira
5. Coello

FIGURA 27. Distribuicdo das frequéncias alélicas no loco RJP57-1 em
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5. DISCUSSAO

Em decorréncia do processo de Africanizagao, diversos autores propuseram
inicialmente que a composi¢cdo genética das abelhas presentes no continente
Americano nao era apenas “Africanizada”, mas que as abelhas residentes haviam
sido totalmente substituidas pelas suas similares Africanas (TAYLOR, 1985). Esta
suposicdo sugeria que as abelhas Européias ndo haviam contribuido
significativamente para o “pool” génico das populac¢des Africanizadas e, portanto,
deveriam ser chamadas simplesmente de “Africanas” (HALL e MURALIDHARAN,
1989; SMITH et al., 1989).

Posteriormente, pela utilizagdo de marcadores moleculares, comegou-se a
evidenciar a introgressao de genes Africanos e Europeus. Dentre os marcadores
moleculares que indicavam tal mistura racial na composi¢céo genética encontramos
as analises alozimicas.

Os dois locos polimdrficos analisados neste trabalho, Hk-1 e Mdh-1, séo uteis
para determinar a composi¢do genética de populagdes de abelhas, pois sao
capazes de diferenciar as populacbes Africanas das Européias ou de indicar a
presenca de genes pertencentes a uma ou outra subespécie.

Inicialmente, acreditava-se que o loco Hk-1 fosse monomorfico (SHEPPARD
e BERLOCHER, 1984; SHEPPARD e McPHERON, 1986). Entretanto, o trabalho
de DEL LAMA et al. (1988) demonstrou a existéncia de polimorfismo nas abelhas
Africanizadas. Neste trabalho, as duas variantes conhecidas de Hk-1 foram
encontradas em todas as amostras: Hk-1'"° (ou F) e Hk-1%" (ou S). Uma terceira
variante foi recentemente detectada neste laboratério, denominada Hk-1% (M). A
deteccao desta variante se deu gragas a utilizagdo de tampao tris-citrato pH 7.5
utilizando uma diluicdo de 10x na preparagdo do tampdo do gel. Esta nova
variante apresentou uma frequéncia menor que as duas anteriores (de 0.021 a
0.241), mas mostrou-se presente na maioria das localidades amostradas.
Enquanto a variante F esta fixada em populagdes Européias, as variantes M e S
parecem ocorrer somente em amostras Africanizadas, indicando sua possivel
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origem a partir da introducao de Apis mellifera scutellata no Brasil. Estas variantes
constituem, portanto, excelentes rastreadores de genes scutellata em populagdes
resultantes da hibridizacdo (DEL LAMA et al., 1988). As variantes F e M+S
apresentaram freqiéncias préoximas a 50% nas populagdes analisadas neste
trabalho, nao permitindo uma maior diferenciagcao genética entre elas.

O segundo polimorfismo bioquimico, Mdh-1, foi inicialmente descrito por
CONTEL et al., (1977). Estes autores demonstraram a existéncia de trés alelos
codominantes determinando as trés variantes principais: Mdh-1 A, B e C,
posteriormente denominadas F, M e S, respectivamente. Das cinco variantes de
Mdh-1 ja descritas em Apis mellifera, somente trés sdo comumente observadas:
Mdh-1 100 ou F (fast), Mdh-1 80 ou M (medium) e Mdh-1 65 ou S (slow). Os alelos
que determinam tais variantes apresentam uma distribuicdo muito distinta em
diferentes subespécies. As variantes F e M encontram-se praticamente fixadas em
Apis mellifera scutellata e Apis mellifera mellifera (Europa Oriental),
respectivamente. Por outro lado, as populagdes do leste da Europa (Apis mellifera
ligustica) apresentam as variantes F (em maior frequéncia) e S; esta ultima,
portanto, pode ser considerada um marcador bioquimico desta raca. Assim, os
alelos deste loco sao capazes de diferenciar as trés subespécies mais importantes
de Apis mellifera que formaram o pool “Africanizado”, caracterizando o loco como
‘loco diagnostico”. Por sua vez, o loco Hk-1 € um bom rastreador de genes
Africanos, mas nao diferencia as subespécies Européias.

As analises alozimicas evidenciaram uma alta frequéncia da variante Mdh-1
F nas amostras analisadas, apresentando uma frequéncia até 95,8% na amostra
de Parque Tairona, situada a uma altitude de 15 m. Entretanto, esta freqtiéncia foi
diminuindo a medida que a altitude aumentava, observando-se um incremento
acentuado da frequéncia do alelo M até atingir 67,7% na localidade de Paz Del
Rio, localidade situada a 2650 m de altitude. Resultado similar foi observado na
amostra proveniente de Guasca, situada a 2800 m de altitude, que apresentou
uma frequéncia do alelo M de 49,4%. A localidade de Sierra Nevada apresentou
um resultado discrepante em relacdo as demais amostras ao apresentar uma
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frequéncia do alelo F muito alta (80%). A variante S, presente em somente
algumas amostras, apresentou frequéncias nao superiores a 9%.

De acordo com o gradiente altitudinal verificado para as demais localidades,
era esperado que Sierra Nevada, por estar localizada a 3000 m, apresentasse
uma alta freqliéncia do alelo M. Este achado pode ser explicado devido ao fato de
que, nesta altitude, os apicultores realizam transferéncias de colméias
provenientes de localidades de clima mais quente e baixas altitudes para
localidades muito altas e de climas mais frios. Este procedimento é conhecido
comumente na Coldmbia como “transhumancia” ou transferéncia seletiva de
colénias de um lugar para outro, em procura de melhores condigdes ambientais e
periodos de floragdo, para obter um maior aproveitamento na producéo de mel e
seus subprodutos.

Ao comparar nossos dados referentes a Hk e Mdh, uma diferenga
significativa deve ser ressaltada quanto aos dados das amostras provenientes de
localidades mais elevadas, como Guasca, Paz Del Rio e Mosquera. Estas
amostras apresentaram uma freqiéncia elevada do alelo Mdh-1 M em relagao as
demais amostras, embora esta diferenca ndo tenha sido observada para a
frequéncia do alelo Hk-1 S (Africano). Este incremento da frequéncia da Mdh-1 M,
ndao acompanhado do aumento da freqiéncia de Hk-1 S, pode ser explicado pela
neutralidade deste marcador, contrastando com o efeito da selecdo sobre as
variantes de Mdh.

De acordo com nossos resultados, podemos observar um gradiente
altitudinal nos fendtipos de Mdh-1, onde a freqliéncia do alelo M aumenta
proporcionalmente com a altitude em detrimento do alelo F, verificado através do
coeficiente de correlagdo entre os dois parametros e a altitude e temperatura (r =
0,96). Este fato deve estar intimamente associado a diminuigdo da temperatura
em altas latitudes, o que indica a atuagcao de uma forga seletiva sobre as alozimas
codificadas por este loco. O marcador Hk-1 ndo apresenta a mesma
caracteristica, o que indica que ele ndo esta sob selecdo. Nao foi verificada
correlacao entre latitude e frequéncias alélicas de Hk-1 e Mdh-1.
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Os resultados obtidos por SALAMANCA et al. (1998) e VARGAS &
SALAMANCA (1999) por meio de analises morfométricas realizadas em amostras
de abelhas dos departamentos de Tolima e Boyaca na Coldmbia confirmam este
possivel gradiente altitudinal. Do total das amostras do Tolima, 5.1% mostraram
ser hibridos com alta proporgédo de genes europeus, enquanto 68.2% sao hibridos
Africanizados e 26.7% expressam um alto carater hibrido Africanizado. No
departamento de Boyaca, o processo de Africanizagdo ocorreu de forma
parcialmente diferente devido a diferencas na temperatura e altitude deste
departamento.

Diferentes autores apresentam evidéncias de fatores seletivos especialmente
agindo sobre as formas protéicas codificadas pelos alelos de Mdh-1. Uma linha de
evidéncia é a verificagao da distribuigdo das frequéncias alélicas segundo um
gradiente de latitude correlacionado a temperatura; a segunda abordagem € a
associagao da atividade enzimatica destas variantes e suas termoestabilidades.
Cabe notar que estas duas abordagens estdo intimamente relacionadas e foram
também consideradas em muitos estudos relativos ao tema, como no caso de
gradientes latitudinais em organismos como Drosophila.

O primeiro trabalho que evidenciou um gradiente latitudinal para Mdh-1 foi
realizado por BADINO et al. (1984) em diferentes popula¢des da Europa. Neste
trabalho, foi observada a presenca de um gradiente dos alelos Mdh-1S e F com a
latitude dos locais de amostragem, verificando-se que a aumento desta estava
associado a um aumento da freqléncia do alelo S. Além disso, foi evidenciada
também uma correlagdo negativa entre a latitude e temperatura destas
localidades. NDIRITU et al. (1986), estudando diferentes populagdes da Africa,
encontraram polimorfismo de Mdh-1, apresentando uma frequéncia elevada do
alelo F em relagéo as formas M e S. LOBO et al. (1989) e DEL LAMA et al (1990),
estudando diferentes populagbes Africanizadas de Apis mellifera do Brasil e
Uruguai, observaram um comportamento clinal na freqiéncia do alelo M,

apresentando um aumento gradativo de frequéncia na diregao sul.
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A termoestabilidade diferencial das variantes de Mdh-1 foi estudada por
CORNUET et al. (1995), demonstrando que as variantes alélicas desta proteina
teriam um papel adaptativo gragas as diferengas na cinética enzimatica que as
variantes S e F apresentam - a variante S estaria mais adaptada ao frio em
relacao a variante F, mais frequente em climas mais quentes.

Foi demonstrado por VILLA et al. (1993) que as abelhas Africanizadas
possuem uma menor resisténcia a baixas temperaturas que as abelhas Européias.
O alelo F pode constituir, entdo, um exemplo de “efeito carona” com outros genes
que teriam sido rapidamente selecionados por conferir maior aptidao das abelhas
Africanizadas em regides tropicais e subtropicais (LOBO e KRIEGER, 1992). Esta
hipotese pode ser sustentada considerando as baixas frequéncias iniciais dos
genes Africanos que iniciaram a Africanizagdo (somente 26 rainhas) e a limitada
introgressao dos genes Europeus nestas populacdes, revelada pela freqiéncia
dos alelos de Mdh-1 e pelo predominio de uma morfometria e haplétipos
mitocondriais Africanos (ROTTA, 1999).

Todas estas observagbes realizadas em diferentes populagdes de Apis
mellifera e condicdes ambientais diferentes sdo corroboradas com os postulados
de HEINRICH (1980) e COELHO & MITTON (1988). Os autores acreditam que
uma das possiveis explicagdes para o comportamento clinal de Mdh-1 poderia ser
a consequéncia de uma adaptacao metabdlica em fungcdo da latitude e sua
consequente diminuicdo com a temperatura. Estes autores sugerem que abelhas
com a variante S apresentam menor taxa metabdlica, consumindo menor O,
durante o vbo do inseto, pois durante o batimento alar a musculatura pode atingir
em torno de 50°C, aumentando o consumo de O,. Dessa forma os alelos Mdh-1 F
e S teriam um papel adaptativo, apresentando cinéticas diferentes dependendo da
temperatura. Estas observagdes sustentam que as frequéncias alélicas de Mdh-1
sdo mantidas por selecdo (HATTY & OLDROYD, 1999; DEL LAMA et al., 2004).
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Portanto, nossos dados reforcam a idéia da atuacdo de forgas seletivas
sobre os alelos da Mdh-1. Nossos dados apresentam uma vantagem em relagao a
estudos similares, pois as diferencas altitudinais na Colémbia sdo muito fortes de
uma regiao para outra devido a presencga dos Andes. O pais apresenta ainda uma
quantidade exuberante de ecossistemas, além de ter sido o ponto obrigatorio de
passagem dos enxames Africanizados para a América Central e do Norte.

Comparando as frequéncias dos trés alelos de Mdh-1 com as apresentadas
em outros paises (Tabela 18), podemos observar que nado ha diferengas
significativas entre tais frequéncias, o que indica uma alta similaridade entre as
abelhas Africanizadas destes paises.

De modo geral, a grande contribuigdo de genes Africanos na formag&o das
abelhas Africanizadas, indicada pela alta freqiéncia do alelo Mdh-1 F, confirma o
alto grau de Africanizacao das abelhas da Coldémbia. Os alelos Mdh-1 M e Mdh-1
S indicam uma contribuicdo, mas em menor proporg¢ao, das subespécies A. m.
mellifera e A. m. ligustica para este hibrido.

As relagdes de heranca dos alelos de Hk-1 e Mdh-1 podem ser melhor
compreendidas quando é verificado o desequilibrio de ligagdo (DL) ou
desequilibrio gamético. De acordo com FUTUYMA (1992), os fatores que implicam
em “excesso gameético” ou em “desequilibrio de ligagdo” sdo os seguintes: i)
quando os alelos ndo estdo combinados ao acaso, ou seja, determinados alelos
de certos locos sdo herdados juntos como se fossem um Unico loco ou um
supergene, como no caso das inversdes cromossdmicas, apresentando uma
ligacao fisica que sé raramente € quebrada por recombinagdo cromossémica; ii)
quando os alelos de um dos locos estdo sobre pressao seletiva, deriva génica ou
organismos que apresentam reprodugcdo assexuada, o desequilibrio também é
normalmente marcante. Com excecao da localidade de Tierra Firme, as distintas
populagcdes da Coldmbia ndo apresentaram indicios da ocorréncia de desequilibrio
de ligacdo, demonstrando que o processo de Africanizagdo possivelmente deve

ter sido completado.
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TABELA 18. Comparagao entre as frequéncias dos alelos de Mdh-1 encontradas

na Colédmbia e as reportadas em diferentes paises.

Mdh-1
Pais F M S
Colémbia 0,729 0,244 0,028
Yucatan 1996 0,833 0,120 0,046
Brasil 0,780 0,180 0,040
Brasil ° 0,798 0,146 0,056
Costa Rica * 0,827 0,128 0,045

" QUEZADA-EUAN (2000)

2 SHEPPARD, et al., (1991)

* ROTTA (1999)
4 LOBO (1995)
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Nossos resultados permitiram constatar também que as populacbes da
Colébmbia sao bastante heterogéneas, diferindo significativamente nas frequéncias
alélicas de Hk-1 e Mdh-1, e devem ser consideradas como um conjunto de
subpopulacées distintas, de acordo com o valor apresentado para o X2 de
homogeneidade. De forma semelhante, os resultados da Estatistica-F de WRIGHT
para os dois locos evidenciam que as populagdes amostradas da Colémbia
podem ser consideradas como populagdes subdivididas (Fst significativo).
Entretanto, elas nao apresentam niveis significativos de endogamia ou
endocruzamento de acordo com o valor de Fis estimado, corroborando as analises
de equilibrio genético.

Os resultados obtidos a partir do DNA mitocondrial fornecem dados
adicionais quanto a estrutura genética das populagdes estudadas. Na analise do
loco mitocondrial 16S (Dra 1), os resultados evidenciaram um predominio do
padréo Africano (87,5%) sobre o Europeu, mas comparativamente inferior ao valor
meédio observado para as 30 populagdes distribuidas por todo o territorio Brasileiro
(ROTTA, 1999; FERREIRA, 2002; DINIZ et al. 2003). Este achado pode ser
devido a que as localidades de Suba, Mosquera e Acopi s&o apiarios comerciais
em que, frequentemente, sdo importadas rainhas de origem Européia
(principalmente ligustica e carnica) para serem acasaladas com zangdes
Africanizados. Descartando-se essas localidades, o padrao Africano passaria a
representar 97% do padrdo das colbnias, valor muito similar ao verificado nas
amostras do Brasil.

Nao foi observado um gradiente altitudinal ou latitudinal para estes
haplétipos mitocondriais, o que evidencia que as abelhas de origem materna
“Africana” na Colébmbia tém a capacidade de exploragcao e adaptagdao a ambientes
diversos, incluindo os de grandes altitudes e, por consequéncia, temperaturas
muito baixas. Este fato pode ser devido a que a Colbmbia apresenta uma
geografia caracteristica de ecossistemas andinos, onde a distancias relativamente

curtas, as condicbes ambientais (temperatura, pressao, umidade relativa, etc) séo
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muito diferentes, apresentando forte selegao sobre os organismos que ali habitam.

QUEZADA-EUAN et al. (2003), através de analise morfométrica e da regido
COIl — rRNA, compreendendo 1028-954 pb do DNA mitocondrial, em amostras de
Apis mellifera do Peru evidenciaram que os morfotipos e mitétipos Africanos sao
predominantes em baixas altitudes nas regides tropicais, com uma possivel zona
de hibridacdo nas altas altitudes das montanhas dos Andes. Uma das possiveis
causas deste fendmeno - o deslocamento de abelhas Européias - pode ser a
superioridade competitiva das abelhas do tipo Africano no Neotropico (HALL,
1990, 1999; SMITH, 1991). Entretanto, esta abelha pode apresentar uma
competitividade equilibrada em zonas de transicdo entre habitats tropicais e
temperados. Este fato €& corroborado por diferentes estudos em populacdes
Americanas, evidenciando-se um limite latitudinal, tanto na Argentina como nos
Estados Unidos, no processo de Africanizagdo. Na Argentina, por exemplo, a
frequéncia de DNAmit “Africano” é de 88% nas populagdes do norte, 15% no sul
(onde é considerada uma zona livre de abelha Africanizada), e 71% na regiao
central ou zona de transi¢cao (KERR et al. 1982; SHEPPARD et al., 1991).

Nas analises para a regiao intergénica CO | — CO Il digerido com Dra |, dos
oito padrdes observados em nosso trabalho, o haplétipo “Africano” B/B*, detectado
em somente um individuo, ndo apresenta correspondéncia com os encontrados no
Brasil por FERREIRA (2000). Além disso, na Coldbmbia coexistem dois padrbes
haplotipicos “ligustica” , D/C e D*/C* (confirmados pela analise do loco 76S — sitios
Dra 1), em igual frequéncia, similarmente ao encontrado em amostras do Chile
(SOUZA, 2002). Analises da regido intergénica CO | — CO Il utilizando a enzima
de restricdo Dra | sao bastante utilizadas na diferenciacdo de subespécies de Apis
mellifera no mundo. Baseado no trabalho de GARNERY et al. (1993), pode-se
diferenciar padrdes caracteristicos de diferentes subespécies em varias regides
(DE LA RUA et al., 1998; FRANCK et al., 1998, 2001).

Concluido o processo de Africanizagao, postulou-se inicialmente que as
colébnias de Apis mellifera presentes no continente Americano possuissem
exclusivamente o padrao scutellata. SHEPPARD et al. (1999), analisando a
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regido intergénica CO | — CO Il, demonstraram que a origem Africana do DNA
mitocondrial de parte destas abelhas nao era scutellata, mas intermissa, padrao
caracteristico das abelhas do norte da Africa e Peninsula Ibérica. Este achado
pode ser interpretado como uma significativa contribuicao genética das linhagens
originais trazidas pelos colonizadores, provenientes da Peninsula Ibérica, e n&o
das abelhas introduzidas do sul da Africa que deram inicio ao processo de
Africanizacao.

A possivel correspondéncia entre nossos haplétipos e os descritos por
GARNERY et al. (1993) pode ser assim estabelecida: B/B = A4; B/G= A9; C/A =
A1; D/C = C1. Os haplétipos A/D, B/E e B/B* parecem n&o ter correspondéncia
com os descritos pelos autores e, possivelmente, correspondem a haplétipos
ainda nao descritos. A correspondéncia entre tais haplotipos esta sendo
confirmada pela analise da sequéncia nucleotidica dos respectivos fragmentos
(Thais Collet, informacédo pessoal), em especial do haplotipo B/B* observado
somente em uma colonia da Colédmbia. Os padrées de tamanho/restricido C/A
(43,2%) e B/B (39,9%) para a regiéo intergénica CO | — CO Il demonstraram ser
os mais frequentes nas populacdes de Apis mellifera da Colébmbia. Este resultado
€ similar ao observado para as diferentes localidades amostradas do Brasil e
Uruguai por FERREIRA (2002), que encontrou os valores de 68,7% e 25,1% para
os padrdes B/B e C/A, respectivamente (ver Tabela 19).

Considerando a distribuicao destes haplétipos descrita por GARNERY et al.
(1993) ¢é interessante ressaltar a presenga tanto na Coldbmbia como no Brasil dos
haplétipos A4 e A1 em frequéncias elevadas, sugerindo a provavel ancestralidade
Africana destas abelhas. O mitétipo A4 apresenta baixa frequéncia no Marrocos e
Espanha e alta freqliéncia no sul da Africa (monticola, capensis e, principalmente,
scutellata) (GARNERY et al. 1993, 1995; FRANCK et al., 1998). O padrao A1 foi
observado em abelhas do sul da Espanha e norte da Africa em baixa freqiiéncia,
em regides ocupadas pela subespécie intermissa. Um fato interessante é que de
todos os mitétipos Africanos, A4 é o mais frequente (81%) entre as abelhas do sul
da Africa (CLARKE et al., 2001; FRANCK et al., 2001; DE LA RUA et al., 2002).
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TABELA 19. Comparacéo (valores em % na linha inferior) entre os padrdes de

DNA mitocondrial da regido intergénica CO | — CO Il verificados em operarias

adultas de Apis mellifera analisadas do Brasil, Uruguai e Coldmbia (N = nimero de

colénias).
Regido CO | — CO |l (sitios Dra l)
Pais N A/B | AD | B/B | B/IE | B/G | B/H |B/B*| C/A | D/IC| D*/C*
Brasil** 517 2 3 |35 5 16 130 | 6
% 03 | 06 |687| 1 3,1 2511 1,2
Uruguai** 50 1 34 1 5 1 4 4
% 2 68 2 10 2 8 8
Colédmbia | 319 4 127 | 11 1 1 | 138 | 18 19
% 1,4 (399| 34 | 0,3 0,3 |43,2| 5,6 59
Total 886 2 8 |516| 17 | 22 1 2 269 | 28 19

** dados de FERREIRA (2000) e COLETT (comunicagao pessoal).
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Este fato revela que mais de 43% do DNAmit “Africano” encontrado em
populagcbes Africanizadas da Coldbmbia podem ser derivados de fontes nao
relacionadas a A. m. scutellata. Além disso, a diminuicdo da frequéncia do padrao
B/B e o aumento de C/A na Colbmbia podem ser explicados pela diluicdo do
padrao B/B (A4) em seu avango do Brasil para o norte do continente Americano
no processo de Africanizagao. Este fato é corroborado por FRANCK et al. (1998) e
CLARKE et al. (2001, 2002) no México, onde o haplotipo A1é duas vezes mais
freqliente que o A4. Na Venezuela, ocorre a presengca em maior proporcdo do
padrao A4 (59%) em relagédo ao padrao A1(41%) (CLARKE et al. 2001). Este
comportamento pode ser explicado por uma possivel introdugao isolada de
abelhas do sul da Africa na Venezuela em 1974 (KERR et al., 1982), aumentando
a frequéncia do mitétipo A4.

A detecgdo de padrdes mitocondriais outros que scutellata recoloca a
questao da assimetria entre os genes mitocondriais e nucleares. Esta assimetria é
observada especificamente em relacdo a alta frequéncia do alelo Mdh-1 M,
praticamente fixado em Apis mellifera mellifera, associada a auséncia do haplétipo
mitocondrial correspondente nas abelhas africanizadas do Brasil. De acordo com
LOBO e KRIEGER (1992, 2000) e FRANCK et al. (1998), a difusdo do DNAmit
Africano nas Américas nao corresponde necessariamente a “Africanizacdo” do
genoma nuclear.

A associacdo dos haplétipos mitocondriais encontrados para CO | — CO |l
(sitios Dra 1), COI (sitios Taqg 1) e CO | (sitios Bcl 1) evidencia um inesperado
numero elevado de haplétipos (27), dos quais somente dois sao do tipo ligustica.
Este fato pode indicar que as abelhas Africanizadas da Coldmbia sao constituidas
de diversas linhagens maternas, ndo sé as originadas dos enxames provenientes
do Brasil, mas de novas introdugdes feitas pelos apicultores do tipo europeu.

Um alto numero de alelos foi encontrado para o loco microsatélite A43, entre
17 a 35 alelos diferentes (com 122 a 197 pb) observados na Africa, Europa
(FRANCK et al., 1998, 2001; CLARKE, et al., 2002; ESTOUP et al., 1994, 1995a)
e em alguns paises do continente Americano, como México e Venezuela. Pode-
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se observar que a maioria dos alelos observados encontra-se no continente
Africano e tal variabilidade é refletida nos achados em amostras da América.

Considerando a pequena amostra analisada neste trabalho (5 localidades),
observa-se uma significativa variabilidade no loco A43 nestas populacbes da
Colédmbia, refletindo parcialmente o pool génico que foi introduzido no continente
Americano.

Sabe-se que os microsatélites ndo sdo usualmente regides expressas,
conferindo uma neutralidade adaptativa para estes locos. Uns dos poucos
microsatélites que sabidamente é expresso é o loco RJP57-1 que codifica uma
das proteinas principais da geléia real, fator critico no processo de determinacao
de castas em Apis mellifera. Devido a esta caracteristica, analises populacionais
com este microsatélite podem gerar informagdes interessantes sobre a distribuicao
de freqiiéncias alélicas, uma vez que este loco pode estar sobre efeito da selegao.
Infelizmente, a inexisténcia de dados relativos a este loco em outras populagdes
nao auxilia na interpretacdo de nossos dados, embora os achados preliminares
demonstrem que se trata de um importante marcador para estudos populacionais.

Os achados relativos aos locos microsatélites, ainda que preliminares,
suportam fortemente que tais marcadores deverdo contribuir significativamente
para o melhor conhecimento da estrutura genética das populagcbes Africanizadas.
A dindmica da introgressdo dos alelos Africanos nas populagdes Européias
residentes e os possiveis efeitos da deriva e selecdo a medida que os enxames
Africanizados se deslocavam para ocupar novas areas sO serao integralmente
conhecidos quando a morfometria, as alozimas, os padrbes mitocondriais e os

microsatélites destes populacdes tiverem sido determinados.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho que merecem ser ressaltados sao:

a)

As populacbes de Apis mellifera da Coldbmbia estdo constituidas
principalmente por genes caracteristicos da subespécie Apis mellifera
scutellata e, em menor proporgao, de genes da subespécie Apis mellifera
mellifera; a contribuicdo da subespécie Apis mellifera ligustica,
considerando o marcador nuclear Mdh-1, parece ser muito pequena ou

inexistente;

O gradiente altitudinal apresentado leva a supor a existéncia de um fator
seletivo atuando sobre os fendtipos de Mdh-1, pois é pouco provavel que
0 acaso seja responsavel pelos resultados observados. Este fator seletivo
esta diretamente relacionado a concentragdo de oxigénio e diminuigao da
temperatura em fungao do incremento da altitude, como demonstrado por

diferentes autores;

Nao se observa um gradiente latitudinal sobre os fendtipos de Hk-1 ou
Mdh-1;

A analise alozimica permitiu demonstrar que as populacdes de abelhas
Africanizadas da Colbmbia sao heterogéneas, apresentando niveis
distintos de introgressdo dos genes Africanos nas populacdes Européias

residentes;

e) Considerando que as populag¢des de abelhas da Coldbmbia encontram-se

em equilibrio genético de acordo com o modelo de Hardy-Weinberg e que

nao apresentam desequilibrio de ligagdo para os locos Hk-1 e Mdh-1,
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podemos concluir que o processo de Africanizacdo possivelmente deve

ter sido completado na Colémbia.

De acordo com a estatistica F de Wright, as populacbes de Apis mellifera
da Coldbmbia sado bastante heterogéneas, fato evidenciado para
marcadores alozimicos, comprovando que as populagdes amostradas
nao podem ser consideradas como uma unica populagéo (Fst). Por esta
razdo, apresentam baixos numeros de migrantes (Nm = 6.1 para Hk-1 e
Nm = 2,5 para Mdh-1). Além disso, ndo apresentam niveis significativos
de endogamia (Fis), confirmando os dados de equilibrio de Hardy-
Weinberg;

A anadlise da regido 16S do DNA mitocondrial evidenciou a presenca
quase exclusiva do padrao Africano nas abelhas da Colémbia, resultado

similar ao observado no Brasil e Uruguai;

O aumento de frequéncia do haplotipo A1 (C/A) para a regiao intergénica
CO I — CO Il em amostras da Coldbmbia esta associado a diminuicdo do
padrdao A4 (B/B) em seu avango do Brasil para o norte do continente

Americano no decorrer do processo de Africanizacao;

Considerando os resultados para as trés regides do DNA mitocondrial
estudadas (16S, regido intergénica CO | — CO | e CO 1), um numero
elevado de haplétipos foi observado, indicando uma origem materna

muito heterogénea destas colbnias;

Os haplotipos do DNA mitocondrial observados néao estdo distribuidos
segundo um gradiente latitudinal ou altitudinal, o que indica que as
colébnias com DNA mitocondrial “Africano” tém a capacidade de
exploracdo e adaptacdo a ambientes diversos da Colémbia, incluindo os

de grandes altitudes, e por consequéncia, temperaturas muito baixas.
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j) As analises de dois locos microsatélites evidenciaram a ocorréncia de 7 e
12 alelos para os locos A43 e RJP57-1, cujos tamanhos variaram entre
125-150 pb e 400-600 pb, respectivamente. Este elevado numero de
alelos recomenda fortemente a utilizacdo deste marcador nos estudos

populacionais das abelhas Africanizadas;

Considerando estes achados, este trabalho permite concluir que as
populacdes de abelhas da Coldmbia sao muito similares em sua composi¢cao
geneética, tanto no DNA nuclear como no mitocondrial, as populacdes
encontradas no norte do Brasil. Como consequéncia, permite dizer que as
populacbes Européias ali residentes antes da chegada dos enxames
Africanizados tiveram um pequeno impacto na redugdo do grau de

Africanizacao destes enxames.
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