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Dedico essa dissertacdo a meus pais que me aguentaram dizer por 12 anos:

“Eu vou ser geneticista”.
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RESUMO

O processo de africanizacdo de Apis mellifera fez surgir diversas questfes
acerca da constituicdo genética da populacédo resultante. Esse trabalho teve por
objetivo identificar o niumero, a frequéncia e a distribuicdo dos diferentes haplétipos
mitocondriais, bem como sua possivel origem nas colonias africanizadas
amostradas em diferentes regides do pais. Neste sentido, foram analisadas
amostras de 1.626 colbnias, sendo 1048 do Brasil e as demais de outros 12 paises,
incluindo amostras de A. m. scutellata, A. m. iberiensis, A. m. ligustica, africanizadas
e nao-africanizadas da América do Sul e Central. A identificacdo desses padrdes foi
feita por PCR-RFLP da regido COI com as endonucleases Bcll e Taqgl, seguida pelo
sequenciamento de amostras representativas desses padrbes. Esses resultados
foram, entdo, associados aos padrbes ja descritos para a regido COI-COIl das
mesmas amostras por Collet et al. (2006). A associacdo geografica entre os padrbes
eletroforéticos observados e as relacdes entre o0s haplotipos sequenciados
estabelecidas em rede de haploétipos permitiram efetuar certas inferéncias quanto a
origem geografica destes padroes. Foram identificados trés padrdes Bcll,
denominados 1, 2 e 3 e quatro padrdes Taql, denominados A, B, C e D. Sete
padrbes compoésitos, formados pela associacdo dos padrbes das duas
nucleases,foram identificados em amostras do Brasil. Quando dados anteriores de
padrées de digestdo da regido intergénica COI-COIl com a endonuclease Dral sdo
considerados, 17 padrdes foram verificados nestas amostras. Dentre as 90 amostras
sequenciadas do Brasil, Africa do Sul, Quénia, Portugal, Espanha, Italia e Chile
foram observados 35 haplétipos distintos que respondem por 13 diferentes
sequéncias de aminoacidos. Nossos dados demonstraram que a simples associacdo
entre padrdes de restricdo ndo se constituiu em meio seguro para se inferir a origem
das linhagens mitocondriais em popula¢gdes africanizadas, sendo mais indicado
realizar subsequentemente o sequenciamento dos fragmentos que geraram estes
padrbes. Foi possivel inferir a origem de 11 de 17 padrdes associados COI-COll e
COlI encontrados no Brasil. Nao foi observada distribuicdo clinal entre os padrbes
COl como o verificado em COI-COIl. Os dados apontam claramente para
substituicGes nucleotidicas e de aminoacidos exclusivas em amostras de origem
européia e africanas/africanizadas, uma questdo que merece uma pesquisa
subsequente.

Palavras-chave: Apis mellifera, Africanizagcao, DNA mitocondrial, variagdao



ABSTRACT

The Africanization process of Apis mellifera has raised several questions
about the genetic makeup of resulting populations. This study aimed to identify the
number, frequency and distribution of different mitochondrial haplotypes, as well as
their origin in Africanized colonies sampled in different regions of the country. In this
sense, 1626 colonies, 1048 from Brazil and the remaining from 12 other countries.
Including samples from scutellata, iberiensis, and ligustica subspecies,
Africanized and non-Africanized honeybees from South America and Central
America were analyzed. ldentification of patterns was done by PCR-RFLP of COI
region with endonucleases Bcll and Tagl, followed by sequencing of representative
samples of these patterns. These results are then related to the patterns already
described for COI-COIl region of the same samples by Collet et al. (2206).
Geographic association between observed electrophoretic patterns and the
relationships among haplotypes allowed us to make certain inferences regarding
geographical origin of these patterns. Bcll generated three restriction patterns,
designated 1, 2 and 3, while Tagl generated four restriction patterns, A, B, C and D.
These patterns resulted in seven composite patterns formed by the association of
patterns produced by the two nucleases in samples from Brazil. When previous data
on the Dral restriction patterns of the intergenic region COI-COII were considered, 17
composite haplotypes were observed in those samples. Samples from Brazil, South
Africa, Kenya, Portugal, Spain, Italy and Chile (n = 90) were submitted to sequencing
reaction, generating 35 haplotypes and 13 different aminoacid sequences. Our data
demonstrated that simple association of restriction patterns was not adequate to infer
geographic origin of mitochondrial lineages in Africanized populations, a task which
requires knowledge of their corresponding nucleotide sequences. It was possible to
infer the origin of 11 of the 17 composite COI and COI-COIl haplotypes found in
samples from Brazil. COIl patterns did not show a clinal distribution like the one
observed with COI-COII patterns. Our data clearly indicates nucleotide and amino
acid substitutions privative to European and African / Africanized samples, a matter
that deserves subsequent research.

Keywords: Apis mellifera, Africanization, mitochondrial DNA, variation.
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1 INTRODUGAO

1.1 O género Apis

Os insetos mais antigos de que se tem registro foram encontrados em rochas
que datam do periodo Carbonifero h4, aproximadamente, 350 milh6es de anos
(CARPENTER e HERMANN, 1979). Ordens de insetos que ainda existem
atualmente ja estavam presentes no final do Paleozdico. Segundo Michener e
Grimaldi (1988), a abelha mais antiga de que se tem registro € um fossil de
Meliponini encontrada em New Jersey que data de, aproximadamente, 80 milhdes

de anos atras.

A origem do género Apis tem sido atribuida a um sitio de clima tropical, como
a India ou Africa (GAULD e BOLTON, 1996). Atualmente, sdo reconhecidas nove
espécies no género Apis: A. mellifera, A. koschevnikovi, A. cerana, A. florea, A.
andreniformis, A. dorsata, A. binghami, A. breviligula e A. laboriosa (OTIS, 1991 in
SMITH, 1991).

Apis mellifera € a espécie melhor estudada do género. Ruttner et al. (1978,
1988) agruparam as 26 subespécies reconhecidas até entdo em trés ramos
evolutivos. Os mesmos autores hipotetizaram que, a partir do centro de origem no
nordeste da Africa, a espécie teria se expandido para as regides de origem das
diversas subespécies em um padrao de distribuicdo em forma de “Y”. Dados de
Franck et al. (1991) mostram a coexisténcia dos trés ramos evolutivos no nordeste
da Africa, corroborando a hipétese desse local como sendo o centro de origem da

espécie.

Atualmente, sdo reconhecidas 29 subespécies desde a inclusdo de A. m.
pomonella por Sheppard e Meixner (2003). Estas sdo agrupadas hoje em cinco

ramos evolutivos, de acordo com seus locais de origem (FRANCK et al, 2000, 2001):

Ramo A: subespécies da Africa - adansoni, capensis, intermissa, lamarcki,

litorea, major, monticola, sahariensis, scutellata, siciliana e unicolor.
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Ramo C: subespécies do leste europeu e norte do Mediterraneo — carnica,

cecropia, macedonica, ligustica, sicula, meda e pomonella.
Ramo M: subespécies da Europa Ocidental — iberiensis e mellifera.

Ramo O: subespécies do Oriente Médio — adami, anatoliaca, armeniaca,

caucasica, cypria, meda e syriaca.

Ramo Y: subespécie Apis mellifera yemenitica, com distribuicdo restrita a

regido da Etiopia.

A espécie Apis mellifera é encontrada hoje em quase todo o planeta, exceto
nas regides polares (SCHNEIDER et al, 2004).

1.2 Introdugoes de Apis mellifera

Anteriormente a colonizacdo do Brasil, s6 eram encontradas em nosso pais
abelhas meliferas sem ferrdo, os meliponideos. Ha indicios de que essas abelhas

eram utilizadas por grupos indigenas para a coleta de mel e cera (NATES, 1996).

Devido a tradicdo dos colonizadores com o manejo de Apis mellifera, foram
trazidas para o Brasil colénias de origem européia, iniciando assim a pratica apicola
com o género. Os primeiros registros de introducdes européias datam de 1839 e séo
de A. m. iberiensis vindas de Portugal (NOGUEIRA NETO, 1972).

O Brasil ndo foi o Unico lugar das Américas que recebeu introducbes de
abelhas de espécies ou subespécies nao nativas. Na antiga Nova Espanha (vice-
reino Espanhol que se estendia dos estados do Arizona, Califérnia, Colorado,
Nevada, Novo México e Utah nos EUA até a Costa Rica) e no México ocorreram
também introducbes de subespécies européias pelos colonizadores entre 1520 a
1530. A entrada dessas abelhas se deu por razdes ligadas ao uso tradicional da
cera branca de Apis para se fazer as velas na Espanha, ja que a cera de
meliponideos utilizada alternativamente pelos colonizadores no Novo Mundo

causava uma fumacga mais escura que incomodava (BRAND, 1984). Segundo o
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mesmo autor, houve outra reintroducdo de abelhas européias na regido, dessa vez

por Cuba, na ultima parte do século 18.

Nos anos 50, dados da literatura mostravam que subespécies de origem
africana produziam mais mel que as de origem européia, embora apresentassem um
comportamento mais defensivo (GONCALVES, 1998). Esse fato fez com que os
apicultores e pesquisadores brasileiros comegcassem a pensar em hibridizar
subespécies européias aqui residentes com subespécies africanas. Com este
procedimento, eles esperavam produzir um hibrido que apresentasse uma maior
producdo de mel do que obtido com as abelhas européias e com menor
comportamento defensivo do que o apresentado pelas africanas.

Kerr (1967) relata que, em 1956, viajou para a Africa do Sul e Tanzania a fim
de selecionar rainhas de Apis mellifera scutellata dos melhores estoques para iniciar
0s experimentos. As 47 rainhas que sobreviveram a viagem ficaram em quarentena
em um apiario no estado de Sdo Paulo. Um ano depois, as que mais se destacaram
na producédo de mel foram transferidas para o apiario de Camacua na cidade de Rio
Claro, interior do estado de S&o Paulo. Elas seriam, ent&o, hibridizadas com a
populacdo européia residente a fim de aumentar a producdo de mel e diminuir o

comportamento defensivo.

Porém, acidentalmente, rainhas de 26 colbénias escaparam. ApOs esse
escape, 0S enxames comecaram a se estabelecer como colbnias ferais e se
hibridizaram com a populacédo residente principalmente nos apiarios (KERR, 1967),
resultando na abelha Africanizada (GONCALVES, 1998).

A africanizacao da abelha melifera nas Américas tem sido considerada a mais
rapida e espetacular invasdo biolégica conhecida (SCHNEIDER, DEGRANDI-
HOFFMAN E SMITH, 2004). Elas colonizaram boa parte do continente a uma taxa
estimada de 480 Km/ano, chegando a atingir o estado do Texas, sul do Estados
Unidos, em menos de 50 anos (TAYLOR, 1985). A expansao gradual dessas
abelhas pelo continente e os anos relativos as primeiras aparicbes documentadas

nos diferentes paises podem ser vistos na Figura 1.
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FIGURA 1. Mapa representando a expansdo das abelhas africanizadas a partir do apiario de
Camacua em Rio Claro até o sul dos Estados Unidos. As datas representam o ano em que as
primeiras aparicdes em cada localidade foi documentada. Extraido de Moritz et al. 2005.

Esta abelha resultante é considerada africanizada porque os tracos africanos
tendem a dominar sobre os caracteres europeus (GONCALVES, 1998). Ha vérias
raz0es propostas para, em conjunto, justificar esta dominédncia dos caracteres

africanos sobre os tracos europeus.

Schneider, DeGrandi-Hoffman e Smith (2004) apontaram as principais razdes
descritas na literatura para este amplo predominio dos caracteres africanos: a maior
taxa de crescimento e enxameagem apresentadas pelas africanas; o fitness
reduzido dos hibridos; as vantagens dos zangdes africanos produzidos em maior
namero; o fato das rainhas com origem africana emergirem antes das de origem
européia, tornando-se, assim, a rainha da coldnia; a dominancia de alelos africanos

e usurpacao de ninhos europeus por rainhas africanas, entre outras.

Ainda que as abelhas africanizadas sejam encontradas em toda a extenséo
ilustrada na Figura 1, ha regibes nas Américas onde sdo encontradas apenas
abelhas de subespécies de origem européia. Dentre elas, estdo o norte da América
do Norte, devido ao clima frio e o Chile, que mesmo sendo proximo ao Brasil,
apresenta além do clima frio, a Cordilhera dos Andes como uma barreira geografica

aos enxames africanizados.
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A Argentina € outro exemplo. Do norte da Argentina em direcdo ao sul até a
regido de Tucuman encontra-se uma regido saturada de abelhas africanizadas pela
completa exclusdo de apicultura com populacdes provenientes da Europa. De
Buenos Aires até ao sul do pais, esta area € considerada livre de abelhas
africanizadas. Desde a entrada das abelhas africanizadas no pais em 1968, essa
area tem sido a principal produtora de rainhas dos tipos europeus para uso
comercial. A regido entre essas duas areas é considerada uma zona de transicao
entre os dois tipos raciais (SHEPPARD et al., 1991).

Sao raras as populacdes puras de uma Unica subespécie, mesmo em apiarios
controlados. A ilha Kangaroo, sul da Australia, contém uma populacao introduzida de
A. m. ligustica que se acreditava ser a Unica populacdo puramente ligustica ainda
remanescente. I1Sso porque se pensava que essa populacdo estivesse protegida da
hibridizacdo com a subespécie A. m. mellifera, também existente na ilha, devido a
sua localizacéo isolada na mesma. No entanto, Oldroyd, Sheppard e Stelzer (1993)
demonstraram através de dados morfolégicos, alozimicos e de DNA mitocondrial

gue isso nao era real e que essa populacédo também é formada por hibridos.

Na Europa, a Espanha é uma conhecida area de hibridizacdo. Esse pais é
uma regido de contato secundario entre as subespécies A. m. mellifera e A. m.
intermissa, além de abrigar a subespécie A. m. iberiensis. Dados de Smith et al.
(1991) apontam que as populacdes de A. m. iberiensis mais ao norte da Espanha
mostram um padrdo aloenzimatico para o loco Mdh-1 mais proximo de A. m.
mellifera, enquanto que mais ao sul esse padrdo é mais proximo ao de Apis m.
intermissa. Portanto, as populacdes da abelha melifera da Peninsula Ibérica
encontram-se em uma zona de hibridizagdo intra-especifica entre linhagens

africanas e do oeste da Europa (SMITH et al, 1991).

1.3 A genética da abelha africanizada

Apés o inicio do processo de africanizagdo da abelha melifera no Brasil,
algumas questdes foram propostas acerca da populacdo resultante: i) ocorreu uma

hibridizacdo entre estas subespécies ou apenas a substituicdo das linhagens
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européias pela africana?; ii) os alelos europeus podem ser reconhecidos nestas

populacdes?

Uma pergunta adicional e que da origem ao presente trabalho pode ser assim
proposta: Quais as linhagens maternas que estdo presentes no pool génico atual e

sua provavel origem geografica?

Diferentes metodologias foram utilizadas para caracterizar geneticamente a
populacdo resultante, tais como analises morfométricas, alozimicas, polimorfismos

do DNA mitocondrial e nuclear (microssatélites).

A primeira metodologia utilizada para tentar responder a essas questdes foi a
morfometria. Diniz-Filho, Fuchs e Arias (1999) apontaram algumas peculiaridades
dessa técnica, como a baixa resolucédo para diferenciar as subespécies africanas e
européias com total confiabilidade, o aparecimento de caracteres com padrédo
espacial diferencial um tempo depois do processo de africanizacdo que sO séo
percebidos quando os caracteres apresentam diferencas importantes, o forte efeito
gue a maioria dos caracteres analisados sofre de pressdes ambientais. Apesar de
ser um teste rapido e de baixo custo, o efeito do ambiente interfere nos resultados,
de forma que, embora estes apontassem para a similaridade morfoldgica da abelha
africanizada com a subespécie africana, estes achados nédo permitiram estabelecer

a composicao genética desta abelha.

Os estudos alozimicos foram igualmente utilizados em trabalhos que
buscavam diferenciar as populagcfes européias das africanas/africanizadas (ver, por
exemplo, Del Lama et al. 1988, 1990; Lobo et al., 1989; Rotta 1999). Esses e outros
estudos demonstraram a predominancia de genes africanos nas populacdes das
Américas. Esta metodologia, embora potencialmente mais poderosa, esbarrou no
baixo nimero de sistemas polimoérficos (nove entre cerca de 50 analisados) e o
namero reduzido de locos realmente informativos para se determinar a composi¢ao

genética das populagdes do Novo Mundo (Mdh-1 e Hk-1).

Os marcadores nucleares RAPDs, sigla em inglés para amplificacdo aleatoria
de DNA polimérfico, jA produziram fragmentos especificos para grupos europeus
com o primer 539, que se mostrou especifico para a Europa Oriental, e para grupos
africanos com o primer 652 (HALL, 1998).
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Outro marcador nuclear também utilizado para este objetivo tem sido os locos
microssatélites, gracas a amplificacdo de fragmentos com repeticbes em tandem de
motivos di ou trinucleotidicos geralmente em regifes néo codificadoras do genoma
nuclear. Foram caracterizados mais de quinhentos locos microssatélites em Apis
mellifera (SOLIGNAC et al, 2003). Com essa metodologia Kraus, Franck e Vandame
(2007) verificaram que a proporcdo de alelos africanos no México foi similar em
todas as altitudes analisadas, indicando que a expansdo dos enxames africanizados
obteve sucesso mesmo em regides elevadas. Collet et al. (2009) analisando 2034
amostras de sete paises incluindo o Brasil e utilizando 12 locos microssatélites
verificou que as populacdes africanizadas das Américas apresentam elevada

variabilidade e uma constituicdo genética essencialmente africana.

Um marcador adicional tem sido amplamente utilizado para a caracterizacéo
das populagcbes Africanizadas — trata-se dos padrOes de restricdio de genes
mitocondriais originados pela agao de endonucleases. Este foi o0 marcador escolhido

para a realizacdo deste trabalho.

1.3.1 Estudos com o DNA mitocondrial

Os primeiros trabalhos realizados objetivando fazer inferéncias acerca do
genoma mitocondrial completo de Apis mellifera utilizavam mapas de restricdo do
mesmo como um todo. Tentavam também separar as subespécies européias e
africanas através dos polimorfismos encontrados. Smith (1988) utilizou essa
metodologia em col6nias do Brasil, México e América do Norte em comparacao com
amostras de subespécies da Europa e da Africa. A autora obteve uma estimativa do
tamanho da molécula de mtDNA da espécie pelo somatério dos tamanhos dos

fragmentos de restricao.

Apés a publicagdo do genoma mitocondrial completo de A. m. ligustica
(CROZIER e CROZIER, 1993) sabe-se que ele é constituido por dois genes
codificantes para RNA ribossébmicos, 22 genes codificantes para RNA

transportadores, 13 genes codificantes para proteinas, que espacos entre 0s genes
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séo praticamente ausentes e que 0 mesmo € muito rico em A+T, o que faz com que
transicbes praticamente ndo ocorram. Com esses dados foi possivel desenvolver

novas metodologias para 0s propositos iniciais.

Dentre as regides mitocondriais, as mais utilizadas em estudos populacionais
devido a facilidade de amplificacdo e quantidade significativa de polimorfismos
observada por PCR-RFLP sé&o: o gene citocromo B (cyt B), a regido intergénica COI-
COIl (também conhecida como a regido tRNA™®-COII), o gene 16S, a regido tRNA™-
ND2 e o gene COI.

Varios estudos foram feitos utilizando uma ou mais regides mitocondriais com
ou sem a complementacao de outros marcadores. Hall e Smith (1991) utilizando as
regibes mitocondriais COI, COI-COIl e a subunidade maior ribossomal por PCR-
RFLP mostrou um polimorfismo caracteristico entre amostras do Novo Mundo que
define sua origem como africana ou européia. Garnery et al. (1993) desenvolveram
um teste simples onde a amplificacdo da regido COI-COIl é capaz de diferenciar as
amostras entre as trés linhagens mitocondriais principais (A, M e C). Estudos foram
realizados também utilizando o DNA mitocondrial como ferramenta para acessar a
variabilidade de populacdes locais, como em De La Rua, Serrano e Gallian (1998,
2000) em populacdes das ilhas Canéarias com a regido COI-COII digerida com Dral e
em Segura (2000) com a mesma regido em conjunto com dados de microssatélites

nas populacdes da Costa Rica.

Este trabalho vem acrescentar os achados para mais uma regido mitocondrial
aos estudos iniciados em 1999 em nosso laboratério (LGEH — Laboratério de
Genética Evolutiva de Himendpteros) utilizando o DNA mitocondrial como marcador.
O objetivo geral sempre foi identificar o nimero e a frequéncia dos diferentes
haplotipos mitocondriais, bem como sua possivel origem nas colbnias residentes no

pais.

Rotta (1999) demonstrou que 98% das colbnias brasileiras apresentavam o
padrédo “Africano” utilizando PCR-RFLP da regido citocromo B digerida com a
endonuclease Bglll. No entanto, esse método ndo permitia verificar a ocorréncia de

diferentes padrdes africanos e a diferenciagao interpopulacional para este marcador.
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Além disso, a existéncia do padrdo “africano” em populacdes do norte da Africa e
Peninsula Ibérica ndo permitia determinar a origem geografica deste padrdo nas

colbénias do Brasil.

Buscando sanar estas dificuldades, um grande numero de amostras
Africanizadas foram, em seguida, analisadas para a regido intergénica COI-COlIl
digerida com a nuclease Dral (Ferreira, 2002; Collet, 2004; Collet et al., 2006).
Foram observados oito mitétipos, com ampla predominancia dos padrées Al e A4.
Esses padrdes apresentaram um aumento de frequéncia em dire¢gao ao norte e ao
sul, respectivamente. Esse gradiente norte/sul ja havia sido observado em amostras
da Africa. No entanto, o padrdo Al ocorre tanto em A. m. scutellata do sul da Africa,
quanto em subespécies do norte da Africa e Peninsula Ibérica (A. m. intermissa e A.
m. iberiensis) (FRANCK et al.,, 2001), ndo permitindo assim definir sua origem

geogréfica.

Na tentativa de diferenciar as amostras de padrdo Al em subtipos que
permitissem definir a origem das amostras, Lino e Silva (2006) analisou as mesmas
amostras através de PCR-RFLP utilizando a regido tRNA'®-ND2 e as endonucleases
Dral e Pacl. Foram detectados novos padrdes nas coldnias africanizadas do Brasil e
Uruguai. Quando associados aos padrbes anteriores de COI-COIl permitiram
estabelecer seis haplétipos compostos. O seqlienciamento apontou que, apesar de
80% das colbnias ainda serem possivelmente de origem A. m. scutellata, a
composicdo genética das populacdes Africanizadas parece conter vestigios de

antigas ou recentes introducdes de origem européia.

Todos esses estudos em conjunto trouxeram resultados importantes, porém
a origem geografica de alguns padrdes existentes no Brasil ndo foi ainda totalmente
esclarecida. Tornava-se, entdo, necessario encontrar outra regido do DNA
mitocondrial que pudesse contribuir para a definicdo da origem de certos haplotipos
mitocondriais nas colbnias Africanizadas. Dentre 0os genes candidatos, a escolha

recaiu sobre o gene mitocondrial COI.

A regido COI do DNA mitocondrial de Apis mellifera é totalmente codificante e

da origem a subunidade | da proteina citocromo oxidase. A subunidade | funciona
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como um terminal catalitico na cadeia respiratoria da mitocondria, esta envolvida no
transporte de elétrons e na translocacao de protons através da membrana, tem sido
relativamente bem estudada a nivel bioquimico e seu tamanho e estrutura parecem

ser conservados em todos 0s organismos aerdbicos analisados (SARASTE, 1990).

Lunt et al. (1996) apontam que a regido € Util para ser usada em estudos
populacionais porque € a que codifica a maior das trés subunidades da citocromo
oxidase (composto por 511pb em D. yakuba, comparado com 228 para COIll e 261
para COIll; CLAYRE e WOLSTENHOLME, 1985) e um dos maiores genes
codificadores de proteina no genoma mitocondrial de Metazoa. Isso nos permite
amplificar e sequenciar muito mais caracteres (nucleotideos) dentro de um mesmo

complexo funcional.

Um dos fatos que deve ser levado em consideracdo em qualquer estudo com
DNA mitocondrial é a ocorréncia de NUMTs, ou coOpias do genoma mitocondrial
encontradas no genoma nuclear. A regido COl do DNA mitocondrial de Apis

mellifera € apontada como sendo a que mais contém NUMTs dentre todos os

organismos ja analisados (BEHURA, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Prada (2004) reportou que o0 gene mitocondrial que codifica para a
subunidade | da proteina citocromo oxidase (COI) de Apis mellifera possuia
consideravel variagdo evidenciada pela digestdo do mesmo com as endonucleases
Bcll e Taqgl. A partir desse dado e da necessidade de se escolher outro gene
mitocondrial a fim de seguir com as analises em busca da origem dos padrdes
encontrados no Brasil resolvemos utiliza-la para este fim, dando origem ao presente

trabalho.

A preferéncia pela identificacdo de padrdes de restricdo, seguida pelo
sequenciamento de algumas amostras de cada padrdo, em contraposicdo ao
sequenciamento massivo de amostras tem uma razao particular. Apesar da andlise
de sequéncias ser muito mais informativa do ponto de vista da variabilidade
existente, o uso de padrdes de restricdo € suficiente nesse caso, uma vez que se
trata de populacdes originadas de um evento primario de introgressao génica a partir
de 26 rainhas de A. m. scutellata que culminou com o processo de africanizacao.
Esta escolha permitiu a analise de um numero elevado de colénias de diferentes
procedéncias, ampliando a base para eventuais inferéncias sobre a origem da

variagao detectada.

Portanto, este trabalho tem por objetivo estabelecer a origem das linhagens

mitocondriais observadas nas abelhas Africanizadas (Apis mellifera L.) do Brasil.

Os dados permitirdo i) definir com maior confiabilidade a provavel origem
geografica dos haplétipos mitocondriais observados nas populacbes de Apis
mellifera do Brasil a partir do achados nas subespécies parentais que resultaram na
abelha africanizada, ii) averiguar se os dados podem ser explicados unicamente pela
introducao de Apis mellifera scutellata em 1957 e, iii) melhor caracterizar o gradiente
latitudinal (norte-sul) apresentado pelos padroes Al e A4 da regido intergénica COI-
COll no Brasil, um fato também observado na Africa (FRANCK et al., 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras e extragcao de DNA

Foram analisadas para a regido COl do DNA mitocondrial amostras de 1.626
colonias de Apis mellifera, sendo 1048 provenientes de 46 localidades do Brasil e
578 amostras de outros 12 paises. Dessas, 1207 ja haviam sido fenotipadas para a
regido intergénica COI-COIl do DNA mitocondrial (681 do Brasil e 526 dos demais
paises) (COLLET et al, 2006; COLLET, informacédo pessoal). Na Tabela 1 é descrito
0 numero de colbnias analisadas para cada pais para cada uma das regides
mitocondriais e as subespécies correspondentes. Quanto as amostras das
Américas, as colbnias do Chile ndo sdo africanizadas, as da Argentina sédo de
regides de colbnias africanizadas e de colbnias essencialmente européias, e as dos

demais paises sdo de abelhas africanizadas.

O DNA das amostras fora previamente extraido pelo método fenol-cloroférmio
(SHEPPARD e McPHERON, 1991) a partir do térax de uma operaria adulta de cada
colénia e encontrava-se mantido em freezer no Banco de DNA do Laboratoério de
Genética Evolutiva de Himenépteros (LGEH — UFSCar).

3.2 Amplificagao via PCR

Para cada amostra foi amplificada via PCR uma regido de 1044pb
correspondente a parte do gene mitocondrial que codifica a subunidade | da
citocromo oxidase (gene COI). A amplificacdo foi realizada mediante o uso dos
primers descritos por Hall e Smith (1991):

F:5-TTAAGATCCCCAGGATCATG -3
R:5 -TGC AAATACTGC ACCTATTG -3

As reagdes ocorreram em volume total de 25ul em mistura contendo tamp&o
de reacao 10X, 250uM de cada dNTP, 1.25 mM de MgCl,, 1uM dos primers F e R,
1ul de DNA, 1 U de Taq DNA Polymerase (Fermentas) e 16ul de agua esterilizada.

A reacdao foi submetida a um ciclo de 94°C por 3 minutos (desnaturacao inicial), 30
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ciclos de 94°C por 30 seg (desnaturacao), 56°C por 20 seg (anelamento) e 72°C por
1 min (extensdo), seguido por um ciclo de extensao final de 72°C por 10 min. As

amostras foram mantidas a 4° C até serem retiradas do termociclador.

TABELA 1. Nimero de colbénias analisadas de cada pais. N indica o nimero de localidades de cada
pais, COI indica o nimero de colbnias analisadas para a regido COIl e COI-COIl indica o numero de
colénias previamente analisadas para a regido COI-COIl (COLLET et al, 2006). As subespécies
parentais estdo indicadas.

Pais N | col | col-coll Subespécie
Brasil 46 | 1048 681
Portugal 5 27 27 Apis mellifera iberiensis
Espanha 11| 43 43 Apis mellifera iberiensis
Italia 3 46 0 Apis mellifera ligustica
Chile 7 11 11
Argentina 8 | 153 153
Africado Sul | 6 60 60 Apis mellifera scutellata
Quénia 1 25 25 Apis mellifera scutellata
Uruguai 6 46 46
Venezuela 5 | 117 117
Colébmbia | 15| 25 25
CostaRica | 1 9 9
Honduras 1 10 10

3.3 Digestao com endunucleases e eletroforese

O fragmento amplificado de COI de cada amostra foi submetido a digestéao
com as endonucleases Taqgl e Bcll, separadamente. As reacdes de digestao foram
feitas em volume final de 20ul, em mistura contendo tamp&o Buffer G 10X (para
Bcll) ou tampéao Buffer Taql 10X (para Taq 1), 2 U das enzimas (Bcll ou Taqgl), 13,8yl
de agua esterilizada e 4pl da reacao de PCR.

As reacOes de digestdo ocorreram em banho-maria a 60° (Tagl) ou a 37°
(Bcll) por, no minimo, quatro horas. A visualizagdo dos produtos da digestéo foi feita

em géis de agarose 1% corados com GelRed e visualizados em luz UV.
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3.4 Distribuicao geografica dos padroes

Foram construidos dois mapas ilustrando a distribuicdo geogréfica da
ocorréncia dos padrdes no Brasil. O primeiro mapa contém somente os padrées COI
(Bcll e Taqgl), denominados como padrdes compdsitos por serem formados pelo
padréo eletroforético das duas endonucleases em estudo. O segundo mapa contém
0os padrdes formados pela associagdo entre os padroes COI-COIl (COLLET et al,

2006) e os padrbées COI, denominados como padrdes associados.

3.5 Sequenciamento

Foram sequenciadas 90 amostras representando 11 dos 17 padrdes
associados (COI-COIl COLLET et al, 2006 e COI) nas amostras do Brasil e demais
paises. Na Tabela 2 é descrita a procedéncia de cada uma das amostras

sequenciadas.

Para o completo sequenciamento do fragmento amplificado de 1044 bp, foi
desenhado um par de primers interno a este amplicon. Os fragmentos resultantes
foram denominados de COI-1 e COI-2, contendo 577pb e 489pb, respectivamente.

Os novos conjuntos de oligos iniciadores foram, deste modo, formados de
forma que cada par continha um dos oligos ja utilizados para a amplificacdo do

fragmento de 1044pb e outro oligo novo.
Reacéao para COI-1:

F: 5 - TTAAGATCCCCAGGATCATG - 3’ (ja utilizado)
R: 5 - GTTGATAAAGAATTGGATCTCC — 3’

Reacéo para COI-2:

F: 5 — GGAGATCCAATTCTTTATCAAC - 3
R: 5 - TGC AAATAC TGC ACC TAT TG - 3’ (ja utilizado)
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Os produtos da PCR foram entdo “purificados” usando 1U de SAP (Shrimp
Alkaline Phospatase, GE) e 10U de Exol (Exonuclease |, GE) para cada 8pul de
amostra. Posteriormente, estas foram incubadas a 37 °C por 1 hora e, em seguida, a
80°C por 15 minutos. As sequéncias forward e reverse foram obtidas em

sequenciador ABI 3700 (Applied Biosystems).

Os eletroferogramas gerados foram analisados pelo programa CodonCode
Aligner (CodonCode Corporation, Dedham, MA) e alinhadas através do programa
BioEdit (Hall, 1998).

Foram feitas simulagfes de digestdo no software GeneRunner para cada uma
das sequéncias nucleotidicas referentes a cada um dos padrbes de restricdo
visualizados em gel de agarose para confirmacdo dos tamanhos dos fragmentos
observados em gel.

3.6 Busca com a ferramenta BLAST

Foi realizada uma busca usando a ferramenta BLAST do site NCBI utilizando-
se como arquivo de entrada a sequéncia completa da regido COI utilizada como
controle de Apis mellifera ligustica (Crozier e Crozier, 1993) retirada do mesmo site
sob o cdédigo L06178. Em seguida, igual procedimento foi repetido para os dois
pares de primers utilizados para amplificar as duas partes da regido COI. A base de
dados comparada foi a sequéncia de nucleotideos do genoma nuclear de Apis

mellifera versao 4, de 3 de outubro de 2006.

Esta busca objetivou detectar possiveis similaridades entre a sequéncia do

gene COI mitocondrial com regides do genoma nuclear de Apis mellifera (NUMTS).



TABELA 2: Procedéncia das amostras seqiilenciadas.

Pais

Brasil

Localidade

Alegrete
Araripina
Barra do
Corda
Blumenau
Boa Vista
Corumbéa
Curitiba
Dores do
Indaia
Eldorado do
Sul
Florianépolis
Gov.
Valadares
Gurupi
Lagoa
Vermelha
Luis Antonio
Manaus
Miranda
Mossoro
Nova Olinda
Ouro Preto
do Oeste
Santa Maria
S&o Joaquim
Vicosa
Total

Amostras
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Subespécie
Africanizada
Africanizada

Africanizada

Africanizada
Africanizada
Africanizada
Africanizada

Africanizada

Africanizada

Africanizada

Africanizada

Africanizada

Africanizada

Africanizada
Africanizada
Africanizada
Africanizada
Africanizada

Africanizada

Africanizada
Africanizada

Africanizada

Pais
Africa

do Sul

Quénia

Portugal

Espanha

Italia

Chile

Localidade

Pretéria

Franklington
White River
Total

Total
Evora
Malveira
Moura
Serpa
V. F. Rosério
Total
Breda
Coll de Nargo
Rio Sevilla
Lecrin
Mijas
Orba
Pablo de
Mont
Serra
Total
Seregno
Pozzone
Total
La Union
Truman
Total

Amostras
6

[uy
o W

N P P R R R N O R R RPN PR O ©
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Subespécie

A. m. scutellata

A. m. scutellata

A. m. scutellata

A. m. scutellata

. iberiensis
. iberiensis
. iberiensis

. iberiensis

> > > > >
3 3 3 3 3

. iberiensis

. iberiensis
. iberiensis
. iberiensis
. iberiensis
. iberiensis

. iberiensis

>> > > > > »
3 3 3 3 3 3 3

. iberiensis

A. m. iberiensis

A. m. ligustica

A. m. ligustica

N&o

africanizada
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3.7 Rede de haplétipos e arvore filogenética

A partir das 90 sequéncias obtidas e da sequéncia de A. m. ligustica utilizada
como controle (Crozier e Crozier, 1993) foi construida uma rede de haplotipos, a fim
de se averiguar as relacbes de similaridade entre os haplétipos encontrados no
Brasil e nas amostras das racas parentais - A. m. scutellata, A. m. iberiensis e A. m.
ligustica. Para tal, foi utilizado o programa MEGA 4 para montar o arquivo de entrada

e o programa TCS verséo 1.21 para construcao da rede.

Estas sequéncias foram utilizadas ainda para a elaboracdo de arvores
filogenéticas a fim de confirmar a informatividade do gene para o objetivo proposto.
A sequéncia correspondente ao de Melipona bicolor (Genbank: AF370439.1) foi
utilizada como grupo externo. As arvores foram elaboradas com cada um dos
métodos disponiveis no software MEGA 5 - Probabilidade Maxima, Neighbor-joining,
Evolugcdo Minima, UPGMA e Méxima Parsiménia, todos com a opcao de 10000
repeticdes (bootstrap).
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4 RESULTADOS

4.1 Fragmento amplificado e Buscas com a ferramenta BLAST

O fragmento amplificado da regido COI (Figura 2) contém 1044pb e se inicia
na posicdo 1908 e termina na posicdo 2951 do genoma mitocondrial de Apis
mellifera descrito por Crozier e Crozier (1993), para um total de 16343pb. Nosso
fragmento se inicia na posicao 114 da regido COI e termina na posicdo 402 da
sequéncia de Crozier e Crozier (1993) para este gene.

As buscas com a ferramenta BLAST do site NCBI revelaram 503 pontos de
correspondéncia do fragmento de 1044pb amplificado para a regido COI no genoma
nuclear de Apis mellifera, a maioria apresentando baixo numero de bases

compartilhadas se comparada ao tamanho total do fragmento.

A maior correspondéncia foi de 713pb, com Score de 914 e E-Value de O,
embora a sequéncia tenha apresentado regides de nado correspondéncia (GAPS)

para que esta similaridade fosse obtida.

Quanto ao primeiro par de primers utilizado para amplificar o fragmento
completo foram encontradas 18 correspondéncias para o primer forward e 23 para o
reverse. No entanto, as correspondéncias nao foram completas, sendo que a
maioria delas apresentou entre 14 e 16pb. Com excecdo de uma regiao (group
7.33), as outras ndo apresentavam os dois primers situados proximamente. Nesta
regido, os dois primers estdo situados a, aproximadamente, 7,1Kb de distancia, o

gue impossibilita qualquer reacdo de amplificacdo por PCR da mesma.

Levando-se em conta os pares de primers utilizados para amplificar a regido
COIl em dois fragmentos (COI-COIl) para sequenciamento, € possivel concluir que
os oligos utilizados se encontram distantes no genoma nuclear de Apis mellifera, de

modo a permitir o estudo deste gene mitocondrial mediante a metodologia utilizada.



31

4.2 Padroes de restricao da regiao COIl do DNA mitocondrial

ApoOs eletroforese em géis de agarose 1% dos produtos das digestdes do
fragmento COIl amplificado foram observados trés padrdes de restricdo para a
endonuclease Bcll, denominados 1, 2 e 3. Quanto a endonuclease Tagql, foram

observados quatro padrdes de restricdo denominados A, B, C e D (Fig. 2).

FIGURA 2: Padrdes de restricdo obtidos apos eletroforese em gel de agarose 1%. Bcl I: 1, 2
e3.Taql: A, B, CeD.

No Brasil (1048 amostras), para a endonuclease Bcll apenas uma amostra
apresentou o padrdao de restricdo 1 (0,09% das amostras), 964 amostras
apresentaram o padrao 2 (aproximadamente 92%) e 83 apresentaram o padrao 3
(aproximadamente 8%); para a endonuclease Taql, 34 amostras apresentaram o
padréo A (3%), 784 o padrao B (72%) e 266 apresentaram o padréo C (25%).

O padréo D foi observado somente em trés amostras da Espanha (6,5% das
amostras deste pais). Nas Figuras 3 e 4, podemos ver a frequéncia (em
porcentagem) de cada padrdo para cada uma das endonucleases nas amostras dos
paises analisados. Os graficos mostram que o padrdo 1 parece ser mais comum em
amostras européias e nao africanizadas, enquanto os padrbes 3 e C parecem

ocorrer mais frequentemente em amostras de paises africanos e africanizados.
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Padroes Bcl |
m3
m2
ml
PO S E PSS E S
‘\\"b ,§® ”b\' \(‘){b Q'}(.- & 0@} "b\
¢S & > ¥ & ®
Q,(\ ~O o? O \)& Q,"vo
& & C o .
U N\

Entre parénteses, o nimero de coldnias analisadas.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

Padroes Taqg |
mD
C
HB
mA

RGN

I\ M I CARA S

A S O S I N R

o 0\0 o 0(\ \S'\ v

32

FIGURA 4: Padr6es Taqgl (em %) em amostras de cada um dos paises analisados. Entre parénteses,

0 numero de coldnias analisadas.
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Na Figura 5, podemos observar a distribuicdo (em %) dos padrdes formados
pela associacdo dos padrbes Bcll e Taqgl, doravante denominados padrbes

compositos, em amostras de cada um dos paises analisados.

Nas amostras de A. m. iberiensis, as amostras de Portugal apresentaram
apenas o padrdao 2B, enquanto as amostras da Espanha apresentaram cinco

padrdes, dois dos quais exclusivos de amostras deste pais (1B e 1D).

Em amostras de A. m. scutellata, as amostras da Africa do Sul apresentaram
cinco padrdes, enquanto as amostras do Quénia apresentaram dois destes padrdes,
além de um terceiro exclusivo. A Tabela 3 descreve o nimero de amostras de cada

localidade e os respectivos padrées compdsitos observados.
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100% -

90% -
W3C
80% -
70% 3B
60% - m3A
50% 1 m2C
40% - m2B
30% - A
]
20%
10% - W1D
0% - mic
R IR R A I A N O R NGO L
\)?? (\5@ “J\) % (“\‘b \\Q’ 'fa*\‘b \('\\\e . f\\'b ‘(){b Qb(‘ \),\'b" \\‘_’b o
& F e > & ¥ (RS TGS @90 R m1A
K O & & & & N &
W« ¥ ¥

FIGURA 5: Distribuicdo dos padrdes compdésitos Bcll - Tagl (em %) em amostras de cada um dos

paises analisados.
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TABELA 3: Numero de amostras para cada um dos padres compoésitos COI (Bcll e Tagl) em cada
localidade analisada. As linhas representam as localidades dentro de cada pais e as colunas representam
cada um dos padrdes compdsitos encontrados, o nimero de amostras analisadas para a regido COI em
cada localidade (COIl) e o nUmero de amostras analisadas por Collet et al (2006) para a regido intergénica
COI-COIl em cada localidades (COI-COlIl).

Pais

Brasil

Localidade

Aldeia Contéao
Alegrete
Aracaju
Araripina

Barra do Corda

Belém
Blumenau
Boa Vista

Bom Jardim
Brasilia
Buquim

Conde
Corumba

Cuiaba

Curitiba
Dores do Indaia
Eldorado do Sul
Fernando de
Noronha
Floriandpolis
Gioania
Governador
Valadares
Guarai
Gurupi
Lagoa Vermelha
Luis Antdnio
Manaus
Maringa
Miranda
Mossoro
Nova Olinda

Ouro Preto do

Oeste

Picos
Pomerode
Pontal do
Araguaia

Praia de
Guaratuba

Recife

Ribeirdo Preto

Rio do Sul
Rio Preto do EVA
Santana do
Livramento
Salvador

1A 1B 1C 1D 2A 2B 2C 3A 3B 3C COl

6
7
8
17
15
11
19
30
16
18
4
3
1 15
34
17
18
1 20
15

6
18
3 14

18
8
27
31
27
9
1 20
14
13
15
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22

16
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5
4
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37
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20

26

15

17
20
19

22
15
40
102
30
28
27
20
20
22

18
13
29

31

33

26

12
8
8

27

COl-
calii
7
8
9
22
16
20
21
38
15
0
5
4
11
17
7
20
26
0

13
20
16

22
15
21
45
22
23
26
20
19
20

17
0
21
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TABELA 3:

Pais

Africa do
Sul

Quénia

Portugal

Espanha

Espanha

Italia

Costa
Rica

Honduras

Chile

Continuacao

Localidade

Santa Maria
S&o Joaquim

Sao Luis

Tucano
Vicosa
Total
White River

Franklngton
Pretoria
Bosbokrand
Welkom
Pietermatitizburg
Total

Total
Malveira
Evora
Serpa
V. F. Rosério
Moura
Total
Rio Sevilla
Mijas
Lecrin
Orba
Garraguella
Coll. De Nargo
Aliseda
Avila
Serra
Pobla de Monte
Breda
Total
Meda
Pozzone
Convento
Total

Total

Total
Olmoé
La Union Truman
Setor La Veja
Osorno

1A 1B 1C 1D 2A

1
4
1
3 1
2 3
1 2
1
2
3 2
7
4
1 13
14
16
1
3

2B

13

15
27

10

(6]

11

10

2C 3A 3B 3C COl

14

e

10

1

10
26

18

35

COl-
Coll
10
25

AP UUTWWOULERADDN

H
w

O OO oo



Tabela 3:  Continuagéo

Pais Localidade

Chile La U. Mashue
uTC
Penco
Total

Argentina Provincia de San
Juan
Provincia de
Salta
Provincia de
Mendoza
Provincia de La
Rioja
Provincia de
Catamarca
Tucuman
Coérdoba
Coronel Villegas
Total
Montevidéo
Rocha
O. Lavalle
Paysandu
Mello
Durazno
Total
Boyaca
Coello
Ibagué
Rovina
Suba
Paz Del Rio
Villa R.
Fusaga
Choachi
S. R. Viter
La Union
Mosquera
Tutaza
Miguel
Teruel
Total
Cojedes
Vargas
Lara
Yaracuy
Guaérico
Total

Uruguai

Colombia

Venezuela

1

36

[EEN

1A 1B 1C 1D 2A 2B

15

18

16

18

[\SENe)]

N 1w U b

PR R RRPRRRRPRRLROAIRLRELNW

40
12
14
13
18

2C 3A 3B 3C COl

54

P NPRPRPRRPRRPRRRPRRLANRPLNW

= U o
w
B R R R DN
000000 ~N O WU,

117

36

COl-
coll

20

54

24

P NRRPRRPRRRRRRLROAINRLRNW

B R R R DN
000000 ~N O WU,

117
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4.3 Associacao de padroes de restricao de duas regidoes do mtDNA

Do total de amostras analisadas dos paises em estudo, exceto Italia, 680
amostras ja haviam sido analisadas para a regido COI-COIl do mtDNA por Collet et
al (2006) (Tabela 3). Associando-se os padrbes COI-COIl de Collet et al (2006) com
0s padrdes caracterizados neste estudo, foram definidos padrdes associados assim
identificados: primeiramente, o padrédo COI-COIl, seguido ap6s o hifen pelo padrdo
COIl. Como exemplo, o padrao associado A4-2A significa que essa amostra
apresentou o padrao A4 para COI-COIll e o padrdo compdésito 2A para COI.

A Figura 6 mostra a porcentagem relativa dos padrbes associados

encontrados em amostras de cada um dos paises em estudo.
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Brasil - 680 amostras

30 4
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Africado sul - 60 Quénia- 25
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FIGURA 6: Padrdes associados encontrados no Brasil e nos demais paises analisados, em
porcentagem. Cada padréo é formado pela associacdo dos padrées COI-COII (Collet et al., 2006) e
dos padrées COIl observados. Os numeros sobre cada barra indicam o nimero de amostras que
apresentaram cada padréo.
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4.4 Distribuicao geografica dos padréoes compdsitos e associados

A Figura 7 apresenta a distribuicdo geografica dos sete padrdes compdsitos
COl encontrados no Brasil. O numero de amostras de cada localidade que
apresentou cada um destes padrfes se encontra na Tabela 3. Embora o nimero de
amostras de cada localidade nédo seja suficiente para uma inferéncia quanto a
porcentagem relativa de cada haplotipo em cada uma delas; no entanto, os dados
apresentados permitem verificar a ocorréncia ou ndo dos padrdes em cada sitio

amostrado.

Podemos notar que o padrdo 2B foi observado em todas as localidades,
sendo o mais frequentemente detectado; por outro lado, os padrées 1A e 3C sO

foram encontrados em Pomerode e Miranda, respectivamente, sendo 0s mais raros.

O padrdo 3A é encontrado em todo o norte da distribuicdo e ao sul até

Blumenau, bem como o padréo 2C que aparece em quase todas as localidades.

O padrdao 2A é visto do sudeste até o sul do pais em trés localidades
(Eldorado do Sul, Governador Valadares e Miranda). O padrdo 3B aparece tanto no
norte como no sul do pais; no entanto, parece apresentar um aumento em direcao

ao sul do pais.

A Figura 8 nos mostra a distribuicdo geografica dos padrbes associados e
suas porcentagens em cada uma das localidades analisadas do Brasil. E possivel
perceber que os padrées associados Al tendem a aumentar em dire¢cdo ao norte,
enquanto os padroes A4 tendem a aumentar em dire¢do ao sul, como ja definido
para a regido COI-COIl por Collet et al (2006). O padrao Al-2A (Unico padrdo
associado que contém 2A) s6 € encontrado em trés localidades do sudeste e sul do

pais.

O padréo A4-3B é encontrado em amostras do sul quanto do norte do pais;
no entanto, apresenta um aumento em direcao ao sul. O padrdo C1-2B € encontrado
do centro em direc&o ao sul do pais.

Alguns padrdes foram encontrados somente em uma ou duas localidades em

regides mais frias do pais, sédo eles: A28-2B (S&o Joaquim), A28-3B (Eldorado do
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Sul e Sdo Joaquim) e A30-2B (Santa Maria). A cidade com maior niumero de

padrbes associados é Miranda, na regido do Pantanal do Mato Grosso.

O padrdo Al-2C foi encontrado no norte e no sul do pais; no entanto,
apresenta um aumento em direcdo ao norte. A1-3A foi encontrado no sudeste e em
direcdo ao norte. A29-2B parece aumentar em direcdo ao norte, sendo apenas

encontrado mais ao sul em Governador Valadares e Vigosa (Sudeste).

O padrao A30-2C foi encontrado somente em Nova Olinda, nordeste do pais.
O padrdo A30-2B foi detectado em trés cidades do nordeste (Araripina, S&o Luis e
Tucano), mas também foi identificado em Blumenau (sul). J& o padrdo A30-3B foi

encontrado apenas no sul (Santa Maria).
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FIGURA 7: Distribuicdo geografica dos haplétipos compésitos de COIl (em %) em amostras de
abelhas Africanizadas de diferentes localidades do Brasil. Conferido
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FIGURA 8: Distribuicdo geogréfica dos haplétipos associados (COI-COIl e COI) nas localidades

brasileiras e suas porcentagens relativas.
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4.5Dados de Sequenciamento

4.5.1 Confirmagéo dos padrdes

Foram sequenciadas amostras referentes a cada um dos padrbes obtidos
para a regido COIl. Na Tabela 4, podemos ver o niumero de sitios de corte, posi¢édo e
tamanho dos fragmentos esperados em gel.

O padrdo 2 apresentou uma variante (denominada 2’) em trés amostras
provenientes da Itdlia. Esta variante resulta do deslocamento do sitio de restricdo

oito pares de bases a frente na sequéncia nucleotidica do padréo 2.

Os demais padrdes apresentaram em gel de agarose 1% o esperado pelas

suas respectivas sequéncias nucleotidicas.

TABELA 4: Padrao de sitio de corte para cada um dos padrfes visualizados em gel de agarose 1%
para a regidao COIl do mtDNA.

Padrao N° de sitios de corte Posicdo do corte | Tamanho dos fragmentos (pb)
1 Bcl | 2 436/898 146/436/462

2 Bcl | 3 30/436/898 30/146/406/462

2’ Bell 3 414/436/898 22/146/414/462

3 Bcl | 4 30/414/436/898 22/30/146/384/462
ATaql 2 516/783 261/267/516

B Taq | 3 516/539/783 23/244/261/516

C Taq | 4 165/516/539/783 23/165/244/261/351

D Taq | 3 165/516/783 165/261/267/351

4.5.2 Rede de haplétipos

A partir das 90 sequéncias da regido COl do DNAmit obtidas, mais a
sequéncia de A. m. ligustica publicada por Crozier e Crozier (1993), foi feita uma
rede de haplétipos a fim de se determinar as relagbes entre os haplotipos

caracterizados nas analises.

Nesta rede (Figura 9), podemos observar 35 haplotipos distintos. Nove foram
encontrados apenas em amostras do Brasil (H27, H28, H29, H30, H31, H32, H33,
H34 e H35); um em amostras do Brasil e Africa do Sul (H3); um em amostras do
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Brasil, Portugal e Espanha (H14); oito apenas em amostras da Africa do Sul (H1, H2,
H5, H6, H7, H9, H10, H11), dois apenas em amostras da Africa do Sul e Quénia (H4
e H8); dois apenas em amostras do Quénia (H12 e H13); um apenas em amostras
de Portugal (H16); um em amostras de Portugal e Espanha (H15); quatro apenas em
amostras da Espanha (H17, H18, H19 e H20); dois apenas em amostras do Chile
(H25 e H26) e quatro apenas em amostras da Italia (H21, H22, H23 e H24). Um dos
haplétipos encontrados somente em amostras da Italia engloba a sequéncia de
Crozier e Crozier (1993). Na tabela 5 podemos ver em que paises foram observados
cada um dos haplétipos e quais padrbes para as regides COIl e COI-COIl foram
apresentados pelas amostras apresentando cada um deles. Nesta tabela, pode-se
ver ainda a possivel origem dos haplétipos detectados em amostras do Brasil. Essa
possivel origem foi inferida de acordo com a similaridade apresentada por cada
haplétipo do Brasil com os haplotipos caracterizados nas subespécies parentais,
conforme a rede haplotipica construida.
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TABELA 5: Hapl6tipos de COI detectados, procedéncia geografica, padrdes para a regido
COI-COll e COI e numero de amostras apresentando cada um dos haplotipos. A possivel
origem foi inferida para haplétipos observados em amostras do Brasil de acordo com suas
relacbes de similaridade com os hapl6tipos caracterizados nas subespécies parentais,
conforme a rede haplotipica construida. Pais: AF=Africa do Sul, QU=Quénia, PO=Portugal,
ES=Espanha, IT=Italia, CH=Chile e BR=Brasil.

N° de Possivel "origem" do
Haplétipo| Pais |Padroes COI-COIl | Padrao COI amostras haplétipo
H1 AF A4 2B 1
H2 AF Al 2B 1
H3 AF, BR Al, A2 3B 2 A. m. scutellata
H4 AF, QU A4 2C 2
H5 AF A4 2C 2
H6 AF A4 2C 1
H7 AF A4 2C 1
H8 AF, QU A4, A26 2C 2
H9 AF A4 2B 1
H10 AF A4 3B 1
H11 AF A4 2B 1
H12 QU Al, A4 2B 5
H13 QU Al 2C 1
PO, ES,
H14 BR Al, A2, A4, A8, A30 2B 7 A. m. iberiensis
H15 PO, ES Al, A4 1A 2
H16 PO Al6 2B 1
H17 ES ? 1A 2
H18 ES Al, A2 2B 2
H19 ES Al 1D 1
H20 ES Al, A8 1D 2
H21 IT M7 2'A 1
H22 IT M7 2'A 1
H23 IT M7 2B 2
H24 IT M7 2'A 1
H25 CH M4 1A 1
H26 CH M4 1A 1
H27 BR Al 3A 3 A. m. scutellata
H28 BR Al 2B 2 A. m. scutellata
H29 BR Al 2B 5 A. m. scutellata
H30 BR Al, A30 2C 2 A. m. scutellata
H31 BR A4, A30 3B 6 A. m. scutellata
A. m. iberiensis e A. m.
H32 BR Ad 2B 6 scutellata
H33 BR A4, A26 2C 9 A. m. scutellata
A. m. iberiensis e A. m.
H34 BR A4, A26 2B 10 scutellata
A. m. iberiensis e A. m.
H35 BR Ad 2B 2 scutellata
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4.5.3 Arvores Filogenéticas

Foram feitas também arvores filogenéticas com a sequéncia nucleotidica dos
35 haplotipos identificados, utilizando Melipona bicolor como grupo externo
(Genbank AF370439.1). Essas arvores foram feitas por cinco métodos diferentes
(Maximum likelihood, Neighbor-Joining, Métodos de Evolugdo Minima, Maxima
Parcimonia e UPGMA), todos eles com um bootstrap de 10000 repeticées. Devido a
alta similaridade entre as diferentes arvores, apresentamos aqui somente a arvore
cujas posicbes de cada hapl6tipo se repetiu exatamente da mesma forma em trés
das cinco arvores construidas (métodos: Neighbor-joining, Método de evolucao
minima e UPGMA) (FIGURA 10).

Nesta arvore, podemos observar que ha formacdo de clados separando os
haplétipos encontrados em amostras Européias e do Chile (amostras néo
africanizadas) dos caracterizados em amostras da Africa e Brasil (amostras
africanizadas). O Unico hapl6tipo encontrado no Brasil que esta contido no clado das
amostras Européias e do Chile é o H14. Esse é o Unico haplétipo compartilhado por

amostras do Brasil, Portugal e Espanha.

Como esperado, os seis clados apresentados na arvore acompanham a

proximidade dos haplétipos na rede filogenética.

No entanto, o baixo bootstrap dos ramos ndo permite inferir com robustez
uma origem separada para os haplétipos dos diferentes clados, o que permite

apenas estabelecer o grau de similaridade entre estes.

A sequéncia de M. bicolor apareceu em ramo distinto em todas as arvores. O
Apéndice 3 mostra a sequéncia de M. bicolor alinhada com a sequéncia de A. m.
ligustica (CROZIER e CROZIER, 1993), indicando os sitios de similaridade

nucleotidica entre as mesmas.
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FIGURA 10: Arvore filogenética. AF: Africa do Sul, QU: Quénia, PO: Portugal, ES: Espanha, BR:

Brasil, IT: Italia e CH: Chile.
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4.5.4 Sitios polimérficos entre os haplotipos

Nas sequéncias obtidas, foram observados 46 sitios mutacionais que deram
origem aos 35 haplétipos identificados. Esses sitios estdo distribuidos entre os
haplétipos encontrados nos diferentes paises de acordo com a Tabela 6. Como
esperado, os haplétipos presentes em amostras do Brasil sdo mais similares aos
encontrados na Africa do Sul e Quénia. E de se notar ainda que alguns sitios
mutacionais sao encontrados exclusivamente em amostras Africanas/africanizadas
ou em amostras de origem Européia e que a maioria dos polimorfismos

nucleotidicos nédo resulta em mudanca de aminoacidos na sequéncia.
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4.5.5 Polimorfismos protéicos entre os haploétipos

O fragmento do gene COI amplificado corresponde a 348 aminoacidos da
sequéncia da proteina. Nao foram observados stop codons nas 35 sequéncias
nucleotidicas caracterizadas. Ao comparar estes haplotipos entre si, foram
identificados 11 sitios polimérficos para a sequéncia de aminoacidos codificada
(Tabela 7). Esses polimorfismos aparecem entre o aminoacido 9 e o aminoacido 232
do fragmento amplificado, correspondentes aos aminoacidos 47 e 270 da sequéncia
completa de COI de A. m. ligustica (CROZIER e CROZIER, 1993). E de se observar
gue ha alteracbes de aminodacidos exclusivas de amostras Africanas/africanizadas

ou de amostras Européias.

A Tabela 8 mostra as alteracdes de aminoacidos ocorridas e suas respectivas
propriedades fisicoquimicas. Dentre as sequéncias de aminoacidos dos 35
haplétipos identificados, foram obtidas 13 sequéncias proteicas distintas,
denominadas Al - A13. Na Tabela 9, a associacao entre haplotipos e sequéncias de

aminoacidos é ilustrada.

A proteina codificada pelo gene COI de insetos foi dividida em quatro
dominios estruturais — a molécula contém 12 hélices transmembrana (M1-M12), seis
loops externos (E1-E6), 5 loops internos (11-15) e as regides C- e N- terminais. Lunt
et al (1996) sequenciaram o gene COI completo de Chorthippus paralellus, um grilo
da ordem Orthoptera, a fim de mapear a posicao relativa destes dominios estruturais

na sequéncia de aminodcidos.

Um alinhamento feito entre a sequéncia de C. paralellus e as nossas 13
diferentes sequéncias de aminoacidos (Apéndice 3) nos permitiu fazer inferéncias
acerca dos sitios mutacionais polimorficos detectados e os dominios envolvidos, de
maneira a inferir possiveis alteracbes funcionais dai decorrentes. As nossas
sequéncias contém 348 aminodacidos contra os 495 aminoacidos da sequéncia
completa de C. parallelus devido ao uso de pares de primers distintos utilizados para
amplificacdo nos dois estudos. Por esta razdo, nossas sequéncias se iniciam na
posicdo 40 e terminam na posicdo 387 da sequéncia de aminoacidos de C.

parallelus.
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Podemos ver que as mudancgas pontuais observadas entre as sequéncias de
aminoacidos (Tabela 10) sdo encontradas em trés loops externos (E1, E2 e E3),

duas hélices transmembrana (M3 e M5) e um loop interno (12).

TABELA 7: Polimorfismos protéicos entre os haplétipos da rede. As linhas representam
cada um dos haplétipos (humerados de H1 a H35) e as colunas representam cada um dos
polimorfismos protéicos encontrados, a legenda de cada coluna representa a posicdo da
sequéncia de aminoacidos onde ele é encontrado e 0 aminoacido consenso para essa
posicdo. Os hapl6tipos em cor-de-rosa sdo os encontrados em paises africanos, os em
amarelo Portugal e Espanha, em verde Italia, em azul Chile e em branco Brasil. O haplétipo
H3 (amostras da Africa) e o H14 (amostras de Portugal e Espanha) é encontrado também
no Brasil.

SN 601 FOF 71M 944 106A 134F 148V 171F 172D 232G
H1 . . 5 o o 5 L
H2 .. 5 T
H3
H4
HZ>
HE
H7
HE&
H9
H10 . . 5 o
H11 . . 5 T 5 5
H1z2 . . 5 T o T
H13
H14 . . o
H15 . . L o o o o o o o o
H1l6 . . o o o o o o o o R
H17 . W L
H18 . . o
H1S . W L
H20 VoL

w21 [ N P P P VO

H26
H27
H28
H29
H30 . . . . .
H31 . . . . T

H32 . . . . .

H33 . . . T . T

H34 . . . . . . . .
H3s . . . . . . . G

1N I O O PO O PO N O

T
T
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TABELA 8: Sitios mutacionais polimérficos em COIl de Apis mellifera que resultaram em
substituicdo de aminoacidos na cadeia polipeptidica correspondente. A tabela indica ainda
se a substituicdo resulta em alteracéo de propriedades fisicoquimicas na molécula.

Posigcao Substituicao Propriedade
9 N—>S Polar & neutro
60 | >V Apolar
70 F—+>L Apolar
71 M—>T Apolar = Polar neutro
94 A>T Apolar = Polar neutro
106 A>T Apolar - Polar neutro
134 F—>L Apolar
148 V > G Apolar
171 F>Y Apolar Polar - neutro
172 D>V Polar 4cido —» Apolar
232 G >R Apolar Polar & béasico

TABELA 9: Descricdo das 13 sequéncias de aminoacidos correspondentes aos 35
haplotipos de COI de Apis mellifera. A origem geografica das amostras onde estes
haplétipos foram caracterizados € também indicada. AF: Africa do Sul, QU: Quénia, PO:
Portugal, ES: Espanha, BR: Brasil, IT: Italia e CH: Chile.

Sequéncia Haplétipos Paises
Al H1 AF
A2 H2 AF
A3 H3, H10, H13, H14, H18, H30, | AF, QU, PO, ES

H32, H34. e BR
A4 H11, H27, H28, H29 AF e BR
A5 H12, H33 QU e BR
A6 H15 PO e ES
A7 H16 PO
A8 H17, H19, H20, H26 ES e CH
A9 H21, H22, H24 IT
A10 H23 IT
All H25 CH
Al2 H31 BR
Al13 H35 BR
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TABELA 10: Sitios de substituicdo de aminoacidos nas sequéncias de COI de A. mellifera.
Suas posi¢cdes em nosso fragmento, classes estruturais a que pertencem na sequéncia de
C. parallelus e paises onde foram encontradas estas variantes est&o indicados. AF: Africa
do Sul, QU: Quénia, PO: Portugal, ES: Espanha, BR: Brasil, IT: Itdlia e CH: Chile.
Marcacdes: Amarela = substituicdo de aminoacido apolar para polar neutro; vermelha =
polar acido para apolar; verde = apolar para polar basico. Aminoacidos sem marcacao
representam substituicbes de aminoacidos de mesma propriedade fisicoquimica. A cada
posicdo em nosso fragmento deve ser acrescido 40pb para se conseguir a posicdo do
mesmo na sequéncia de C. parallelus.

Sitio em A. mellifera Dominio Paises
9 El IT
134 12 AF
94 e 148 E2 e M5 BR
171 e @ E3 CH
60 M3 ESe CH
70 M3 PO, ES, ITe CH
232 13 POelT
71 M3 AF, QU e BR
106 E2 QU e BR
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5 DISCUSSAO

5.1 Fragmento amplificado e padrées observados

De acordo com a sequéncia do DNA mitocondrial de Apis mellifera ligustica
descrita por Crozier e Crozier (1993), sao esperados no fragmento COIl amplificado
trés sitios de corte para Bcl I, gerando 4 fragmentos de 462, 406, 146 e 30 pares de
bases. Para a nuclease Taq |, espera-se trés sitios de corte, gerando 4 fragmentos
com tamanhos de 516, 261, 244 e 23 pares de bases. Os padrbes Bcll 2 e Tagl B
estdo de acordo com esta descri¢do. Esse fato é corroborado por predi¢des de sitios
de corte feitas na sequéncia de Crozier e por observacéo direta dos padrbes obtidos
apos eletroforese. Uma de nossas amostras, originaria da Italia (haplétipo H23),

apresentou sequéncia idéntica a reportada por Crozier e Crozier (1993).

A ocorréncia do padrdo compoésito 2B é frequentemente detectado em
amostras de todos os paises analisados, o que indica que ele possa ser considerado
o padrdo ancestral entre A. m. scutellata, A. m. iberiensis e A. m. ligustica e néo
especifico de A. m. ligustica, mesmo sendo aquele apresentado pela sequéncia de
A. m. ligustica (CROZIER e CROZIER, 1993).

O padrdo composito 2A se mostrou presente em varios padrdes associados
encontrados tanto em amostras de paises africanos como em amostras de paises
europeus. No entanto, ha apenas um unico padrdo associado presente no Brasil -
Al-2A, mostrando que aqui o padrdo compdsito 2A possivelmente tenha sido

introduzido com os enxames africanos.

Collet et al. (2006) encontraram em Portugal e na Espanha padrdes tipicos da
linhagem M, como esperado (fig. 5). Em Portugal as amostras com os padrdes M4,
M7 e M8 apresentaram também o padrdo 2B (como todas as amostras daquele
pais). Ja na Espanha, os padrdes M4, M6 e M8 aparecem juntamente com 0sS
padroes 1A, 2A e 2B. Esses resultados apontam mais uma vez para a presenca

Ubiqua dos padrdes 2A e 2B.

O padrao 2’, somente encontrado na Italia, ndo é distinguivel nos géis do

padrao 2, o que pode ser explicado pelo fato do gel de agarose nao ser efetivo em
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mostrar fragmentos menores ou iguais a 146pb e em diferenciar fragmentos com
pequenas diferencas de tamanho. Dessa maneira, os fragmentos menores dos dois
padrées ndo foram visualizados no gel e a diferenca de 8pb a mais no maior

fragmento do padrao 2’ nao foi detectada nos géis.

As demais diferencas eletroforéticas entre os padrbes se devem a diferencas
na posicdo e numero dos sitios de corte. Ndo foram observados padrbes que
possam ser explicados por diferencas nucleotidicas que afetam a conformacgéo da
molécula fazendo com que mesma posicdo e numero de sitios de corte similares
apresentem diferentes padrdes no gel, como observado por Ferreira et al. (2008)

para a regido mitocondrial citocromo b.

O padréao 2’ foi encontrado apenas em amostras da Italia, o padrdo D
somente na Espanha e os padrbes associados A28-3B, A30-2C, A1-3C, A30-3B e
A28-2B foram encontrados apenas no Brasil . No caso da Itdlia, esse fato pode ser
explicado pela grande diferenca entre seus haplétipos e os haplétipos do restante
dos paises analisados. O padréao 2’ € o que apresenta a menor diferenca em
comparacao ao padrao tido como ancestral; assim, pode-se inferir que este padréo
deve ter se originado na Europa e se manteve restrito a essa regido devido ao néo
remanejamento do mesmo para fins econdmicos, como aconteceu com o0s padrées

africanos.

O fato de encontrarmos um padréo restrito a Espanha ja era esperado, visto
gue dados alozimicos e mitocondriais apontam esse pais como sendo uma regiao
de contato secundario entre diferentes subespécies formando uma zona hibrida

intra-especifica entre linhagens africanas e oeste da Europa (SMITH et al, 1991).

Essa zona de hibridizagdo aumenta a variabilidade dentro da Espanha, cujas
amostras sdo da mesma subespécie daquelas encontradas em Portugal (A. m.
iberiensis). Isso explica o fato de que nossas amostras de Portugal apresentam
apenas o padrdo composito ancestral, enquanto as amostras da Espanha

apresentam a maior variabilidade entre eles.

Segundo Smith e Glenn (1995) o numero de alelos e sua alta frequéncia
relativa pode ser uma caracteristica unica de populacdes ibéricas. Isso foi verificado

em nossas amostras da Peninsula Ibérica que apresentam muito mais padrbes
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7

associados do que os paises africanos. Como o Brasil também €& uma area de
contato entre subespécies, o alto nimero de padrdes associados em nosso pais

pode ser explicado da mesma maneira.

A regido COI de Apis mellifera apresenta o maior nimero de NUMTs ja
documentados, apesar desse fendmeno geralmente ser mais comum para regioes
ndo génicas (BEHURA, 2007). As nossas analises ndo apontaram para a presenca
de NUMTs no fragmento amplificado. No entanto, dentre os 1044pb do fragmento,

ha uma regido nuclear que apresentou 713pb de correspondéncia, com GAPS.

5.2 Distribuicao geografica dos padroes

Os dados de Collet et al (2006) indicam que o padrédo COI-COIl Al teve sua
origem em A. m. scutella, mas indicam também que esse padrdo € encontrado em
populacdes ibéricas em pequenas proporcdes. As conclusbes desse estudo
apontam que: ...“o padrao A1 das col6nias americanas nao teria origem africana (via
scutellata) se tal mitétipo apresentado pelas coldnias localizadas mais ao sul do
continente fosse distinto do que se estabeleceu nas populacdes situadas em direcao

ao norte...”.

O padrao Al nos paises analisados (figs. 5 e 6) se mostram associados a 1A,
1B e 1D somente na Espanha e ndo aparece em nenhuma amostra do Chile. O
padrdo Al-2B aparece em todos 0s outros paises, exceto Uruguai, e € o Unico que
contém Al em Portugal, Coldmbia, Costa Rica e Honduras. No Uruguai s6 foi
encontrado A1-2A. Nos paises africanos encontramos Al associado a 2B, 2C e 3B.
Os paises com padrbes associados Al em propor¢des mais proximas sdo Brasil,

Argentina e a Venezuela, todas amostras africanizadas.

Assim, nao foi observada uma diferenciacdo do padrdo A1 em amostras do
norte e do sul do continente, ndo sendo possivel diferenciar a origem dos padrbes
Al das amostras do norte e sul. Nao foi observada distribuicdo clinal em nenhum

dos padrbes compdsitos.
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Collet et al. (2006) aponta que o padrédo Al tende a aumentar de frequéncia
para o norte do pais, enquanto que o padrdo A4 tende a aumentar em direcdo ao
sul. Dos padrdes associados contendo A4, somente A4-3B parece acompanhar esse
aumento, os demais sao encontrados em todo o territério. Os padroes A1-2A e Al-
3C gue sao encontrados apenas no Brasil ndo acompanham esse aumento para o
norte. A1-3C é encontrado em apenas uma amostra da cidade de Miranda (centro-
oeste do Brasil) e em mais nenhum pais analisado e A1-2A mostra um leve aumento

em direcdo ao sul no Brasil e é encontrado na Argentina, Uruguai e Venezuela.

Em nossas analises, verificamos que o maior numero de padrdes associados
€ encontrado nas cidades de Santa Maria, Eldorado do Sul e Sdo Joaquim, todas ao
sul do Brasil e sendo as mais frias do pais, além de Miranda, no pantanal do Mato
Grosso.

Em 1989, inicio do processo de africanizacdo no México, a maioria das
colonias desse pais parecia ter mtDNA europeu, mas exibiam baixos niveis de DNA
nuclear europeu. Isso mostra que elas comecaram a se tornar africanizadas atraves
do fluxo génico de zangdes europeus. Algumas colbnias ja comegavam a apresentar
um mtDNA africano, mostrando que elas seriam maioria ao longo do tempo devido a
varios fatores que fazem com que colbnias com mtDNA africano enxameiem mais
rapidamente. Nessa data, ha a auséncia de mtDNA europeu em coldnias manejadas
da Venezuela, ou seja, as amostras daquele pais ja haviam sido afetadas pelo
processo de africanizacdo (GLEN e MURALIDHARAN, 1989).

Da mesma forma como ocorreu no México, as nossas amostras da Costa
Rica e Honduras, que foram coletadas em estagios iniciais do processo de

africanizacao, apresentaram mtDNA mais similar aos de amostras européias.

Uma maior diversidade haplotipica é observada na Africa, se considerarmos a
guantidade de haplétipos diferentes encontrados em tdo poucas amostras
analisadas. Isso corrobora a hipétese de Ruttner et al. (1978) que aponta a Africa
como epicentro da evolucdo da espécie.

Amostras de mesma subespécie amostradas em diferentes paises (A. m.
iberiensis de Portugal e Espanha e A. m. scutellata da Africa do Sul e Quénia)

apresentam uma grande diferenca entre os padrdes compdsitos e associados
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observados. Isso pode ser explicado pela diferenciacdo Unica das amostras de cada
pais devido as condicbes diferentes que os organismos de cada pais experimentam

ou ainda um viés decorrente do baixo n amostral de cada subespécie.

5.3 Origem dos padroes encontrados no Brasil.

Considerando os padr6es compésitos encontrados no Brasil (1A, 2A, 2B, 2C,
3A, 3B e 3C), as trés principais subespécies que deram origem as abelhas
africanizadas e os paises em que tais suespécies se distribuem (Portugal e
Espanha; Africa do Sul e Quénia; Italia), é possivel, tentativamente, estabelecer as

relacdes entre eles e a possivel origem geografica dos mesmos.

Sendo assim, podemos ver que os padres compdésitos contendo o padréo
Tagl A parecem ter uma origem européia por serem encontrados em maior
guantidade em paises europeus, no Chile (ndo africanizado) e em alguns outros da
América. Da mesma forma, os padrdes compésitos contendo os padrées Taql B e C
parecem ter origem africana por serem encontrados mais comumente na Africa do
Sul, Quénia e em paises da América do Sul cujas populacdes de Apis mellifera sédo

fortemente africanizadas.

Quando consideramos os padrdes associados encontrados no Brasil (COI-
COll e COI), verificamos que a possivel origem dos padrdes Taql B e C passa ser
ser uma origem africana . As excecfes sdo aqueles que contém os padrdes
compoésitos 2B, que parecem ter uma influéncia tanto européia quanto africana, e 0s

padrées compdsitos encontrados apenas no Brasil.

No entanto, quando olhamos para a rede de haplétipos, o cenario muda.
Como o sequenciamento € uma técnica mais refinada, capaz de reconhecer todos
0s sitios mutacionais, verificamos que as indica¢cdes quanto a origem dos padrdes
apenas considerando os dados de restricdo ndo se sustentam. A origem européia
dos padrbes Tagl A e a origem africana dos padrbes Taqgl B e C (com excecédo de

2B) propostas podem néo ser real, mas uma limitagdo da técnica de PCR-RFLP que
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sé acessa polimorfismo no sitio de corte da endonuclease utilizada e ndo na

sequéncia completa do amplificado, como é o caso do sequenciamento.

Quando comparamos as relacdes entre os haplotipos encontrados no Brasil e
os haplétipos detectados em amostras européias e africanas podemos,
tentativamente, inferir a origem dos mesmos. Dos 17 padrdes associados
encontrados no Brasil, 11 foram sequenciados. A tabela 11 mostra as inferéncias
guanto a origem desses padrdes de acordo com a proximidade dos haploétipos na
rede cujas amostras os apresentaram. Vale ressaltar que os padrfes associados
que ndo foram sequenciados (A1l-2C, A1-3C, A29-2B, A28-2B, Al-2A e C1-2B)
correspondem a apenas 6,8% do total de amostras analisadas.

Considerando a arvore filogenética consenso apresentada, podemos verificar
gue os valores de bootstrap apresentados nos dizem que a regidao amplificada nao é
a mais indicada para acessar a origem dos padrdes; no entanto, pode constituir um
indicativo do grau de similaridade entre os haplétipos. Neste sentido, é possivel
observar a formacdo de clados separando amostras africanas/africanizadas

daquelas européias.

Com isso, podemos inferir a origem dos padrdes encontrados no Brasil devido
a similaridade apresentada entre eles e os haplotipos encontrados em amostras da
Europa ou Africa, mas ndo podemos afirmar com certeza. Nenhum padrdo
apresentou uma origem inferida como sendo A. m. ligustica. Nenhum dos padrdes
tidos como tendo uma origem em A. m. scutellata (africana) foi encontrado em

paises europeus ou no Chile (ndo africanizado).

Outro ponto interessante € o fato da maioria dos haplétipos encontrados no
Brasil terem uma alta similaridade nucleotidica com os haplétipos encontrados em
amostras africanas, ainda que somente um hapl6tipo tenha sido encontrado em
amostras da Africa e do Brasil. Este fato inesperado pode ser resultado do bom
namero de amostras originarias do Brasil, mas do baixo numero de col6nias

amostradas da Africa.
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TABELA 11: Inferéncias acerca da origem dos padrdes associados encontrados no Brasil com as
subespécies envolvidas no processo de africanizacédo, de acordo com a rede de haplétipos.

Padrao associado Origem inferida
A4-2C, A26-2C, A4-3B, A. m. scutellata
A28-3B, A30-2C, A30-3B e A1-3A
A30-2B A . m. iberiensis
A26-2B, A1-2B e A4-2B A. m. iberiensis e A. m. scutellata

5.4 Mutagoes nucleotidicas e alteragoes protéicas nos haplétipos

Dentre o0s 46 sitios mutacionais responsaveis pelos 35 haplétipos
encontramos aqueles exclusivos de amostras européias e de paises néo-

africanizados ou de amostras africanas ou africanizadas.

Os haplétipos encontrados em amostras da Europa e do Chile sdo os mais
diferentes dos encontrados em amostras do Brasil; no entanto, o polimorfismo da
posicdo 691 € encontrado somente na Italia e no Brasil. Como a rede de haplétipos
parece indicar que nenhum haplétipo presente no Brasil teve origem a partir de Apis
m. ligustica e como esse polimorfismo esta presente nos haplétipos H23 (Italia) e
H28 (Brasil) que estdo distantes na rede, pode-se concluir que esta mutacéo surgiu
independentemente em amostras dos dois paises, como um exemplo de

homoplasia.

Os haplétipos presentes no Chile sdo tdo similares aos haploétipos
encontrados em amostras de Portugal e Espanha quanto aos encontrados em
amostras da lItalia, corroborando dados da literatura que apontam que as amostras

do Chile nao sao africanizadas.

Sete dentre os sitios mutacionais sdo encontrados somente em amostras da
Italia (posicdes 26, 27, 60, 162, 753, 813 e 987) sendo, portanto especificos de A. m.
ligustica. O fato desses sitios ndo serem encontrados em amostras do Brasil e da
guantidade de sitios especificos para A. m. ligustica evidencia mais uma vez a

grande diferenca entre as amostras da Italia e as dos demais paises.
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Os sitios mutacionais 694 e 765 sao encontrados, respectivamente, em
amostras de Portugal e Itdlia e em amostras da Africa do Sul e Italia, ndo sendo
especificas para qualquer pais ou subespécie. Os haplétipos que apresentam esses
sitios mutacionais se mostram distantes na rede; este fato nos diz que essas

mutacdes sdo exemplos de homoplasias.

Um sitio mutacional é encontrado apenas em amostras da Espanha (posicao
177), trés deles somente em amostras do Chile (512, 515 e 975) e quatro deles
somente em amostras do Brasil (280, 443, 993 e 1011). Possivelmente, trata-se de

mutacdes especificas de populacdes que se diferenciaram em diferentes ambientes.

Quatro sitios sdo encontrados apenas em amostras de paises africanos
(posicdes 139, 402, 546 e 966) e dois sdo encontrados apenas em amostras de
Portugal e na Espanha (463 e 648). Esses polimorfismos parecem ser tipicos de A.

m. scutellata e de A. m. iberiensis, respectivamente.

Dois sitios (540 e 996) sdo encontrados em amostras de Portugal, da
Espanha, Italia, Chile e Brasil, sugerindo que sdo sitios mutacionais caracteristicos
de amostras européias, da mesma forma que o sitio polimorfico 178, somente

encontrado em amostras da Espanha e Chile.

O sitio mutacional 727 foi encontrado apenas em amostras da Africa do Sul,
Quénia e Brasil, enquanto muta¢cdes nas posi¢des 212, 642 e 741 foram obervadas
somente em amostras da Africa do Sul e Brasil e na posicdo 316 somente em
amostras do Quénia e Brasil. Estas evidéncias sugerem uma origem A. m. scutellata

para oS mesmaos.

J& os sitios mutacionais das demais posi¢cdes sdo encontrados em amostras

de todas as subespécies analisadas sendo, portanto polimorfismos ancestrais.

Levando em consideracdo as sequéncias de aminoacidos no fragmento
analisado, temos que o polimorfismo na posicdo do aminoacido 9 s6 é observado
em um haplétipo encontrado em amostras da Italia e o referente a posicao 134
somente em um haplétipo encontrado em amostras da Africa do Sul. Sendo,

portanto, exclusivos de A. m. ligustica e de A. m. scutellata respectivamente.
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Os referentes as posicdes 94 e 148 s6 foram visualizados em um haplétipo
cada, encontrados em amostras do Brasil O mesmo acontece com os polimorfismos
nas posicbes 171 e 172 que foram observados cada um em um haplotipo

encontrado em amostras do Chile, separadamente.

O polimorfismo na posicdo 71 foi observado em haplétipos encontrados em
amostras da Africa do Sul, Quénia e Brasil e 0 da posicdo 106 em hapldtipos
encontrados em amostras do Quénia e do Brasil indicando que esses sao
exclusivamente africanos e que foram introduzidos no Brasil com o processo de
africanizacdo. Outro dado que aponta para essa conclusdo € o fato dos
polimorfismos nessas posicdes serem encontrados em haplétipos que formam

clados na rede apresentada.

Os polimorfismos protéicos das posi¢cées 60 e 70 também sdo apresentados
por haplétipos europeus que formam um clado na rede apresentada mostrando a
relacdo entre a presenca desse polimorfismo e a relacdo de ancestralidade entre
eles. O polimorfismo protéico na posi¢cdo do aminoacido 232 é o Unico que parece
ser uma homoplasia, pois é encontrado no H23 (ltalia) e no H16 (Espanha) que se

mostram distantes na rede.

Isso mostra também que mesmo havendo muitas diferencas entre os padrées
compdsitos das amostras de A. m. scutellata provenientes da Africa do Sul e do
Quénia, as diferencas protéicas entre os haplétipos encontrados em amostras
desses paises ndo se mostram tdo pronunciadas como quando se olha para os
polimorfismos nucleotidicos. As diferencas quanto a sitios mutacionais entre as
amostras de A. m. iberiensis de Portugal e Espanha também se mostram
praticamente inexistentes quando consideradas as diferencas entre as cadeias de
aminoacidos. Assim, as diferencas nucleotidicas acumuladas em diferentes
populacdes dentro das subespécies analisadas pouco alteram a estrutura primaria

da proteina resultante.

Outro dado interessante merece ser ressaltado. Nas amostras de Portugal e
Espanha, os polimorfismos protéicos se encontram nas posi¢cdes 60, 70 e 232; em
amostras da Italia, nas posi¢cbes 9, 60, 70 e 232; em amostras do Chile, nas
posi¢cdes 60, 70, 171, 172 e 232. Como se pode notar, as substituicdes ocorrem no

inicio e ao final da sequéncia de aminoacidos analisada. Todos esses paises contém
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amostras de origem européia. J& na Africa do Sul, Quénia e no Brasil, os
polimorfismos se concentram mais ano centro da sequéncia, se estendendo da

posicdo 71 a posicao 148.

Dos trés polimorfismos protéicos caracterizados em amostras de Portugal e
Espanha quando comparados a sequéncia consenso, podemos ver gue apenas um
possui substituicdo de aminoacido de categoria diferente (posicdo 232).
Considerando os polimorfismos visualizados em haplotipos encontrados em
amostras do Chile, verificamos que dos cinco, trés apresentam mudanca de
categoria (posices 171, 172 e 232). Dos haplétipos encontrados em amostras da
Itdlia, somente um dos trés polimorfismos mostra substituicdo por aminoacido de
categoria distinta (posicdo 232). Para as amostras da Africa do Sul e Quénia, vemos
que os trés polimorfismos presentes apresentam aminoacidos de prorpiedades
distintas (posicbes 71, 106 e 134). O mesmo acontecendo com 0S quatro

polimorfismos encontrados em amostras do Brasil (posi¢cées 71, 94, 106 e 148).

E de se notar que substituicbes por aminoacidos de categorias distintas
ocorrem somente de apolar para polar neutro em sequéncias de amostras da Africa
do Sul, Quénia e Brasil, mais similares a A. m. scutellata; de apolar para polar neutro
e de polar acido para apolar (um ao lado do outro da sequéncia) somente em uma
sequéncia obtida em amostra do Chile e de apolar para polar basico em uma
sequéncia obtida em uma amostra de Portugal e uma amostra da Italia (Tabela 12).
As demais substituicdes ocorridas sao por aminoacidos similares quanto a sua
hidrofobicidade.

Os polimorfismos que resultam em substituicAio de aminoacidos de
hidrofobicidade diversa e, portanto, constituindo mudancas mais significativas, se
encontram mais ao centro da sequéncia de aminoacidos obtidas e se concentram

mais em amostras da Africa do Sul, Quénia e Brasil.

E importante enfatizar que nem todos os haplétipos encontrados em amostras
da Africa, Europa ou do Brasil apresentam os padrdes polimorficos aqui apontados
como sendo especificos de cada uma das subespécies. O haplétipo H3, presente
em amostras da Africa do Sul e Brasil, além do haplétipo H14, presente em
amostras de Portugal, Espanha e Brasil e mais 12 haplotipos encontrados em

amostras dos trés continentes, apresentam a sequéncia consenso de aminoacidos.
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Essas mudancgas pontuais observadas entre as sequéncias de amino4cidos
séo encontradas em trés classes estruturais diferentes codificadas pela regido COI,
sendo trés loops externos (E1, E2 e E3), duas hélices transmembrana (M3 e M5) e
um loop interno (12), considerando as classes estruturais reportadas na sequéncia
de COI de Lunt et al. (1996). De acordo com esse autor, estes diferentes dominios
estruturais onde os polimorfismos ocorrem contidos nédo apresentam funcao

essencial para a proteina resultante.

O polimorfismo em 12 s6 € encontrado em amostras da Africa, parecendo ser
entdo especifico de A. m. scutellata. Os polimorfismos em M3 (sitio 71 de nossas
sequéncias) e E2 (sitio 106 de nossas sequéncias) aparecem tanto em amostras de
paises africanos como em amostras do Brasil, sendo considerados, portanto
polimorfismos originados na Africa e vindos para o Brasil durante o processo de

africanizacao.

Os polimorfismos em M3 (sitio 60 de nossas sequéncias) e 13 séo
encontrados em amostras da Espanha e do Chile e em amostras de Portugal e
Espanha, respectivamente, indicando que séo caracteristicos de A. m. iberiensis. Ja
o polimorfismo em M3 (sitio 70 de nossas sequéncias) € encontrado em amostras de
Portugal, Espanha, Italia e Chile, indicando uma origem européia para 0 mesmo,
mas ndo especifica de uma subespécie. Os polimorfismos em E2 e M5 séo
encontrados apenas em amostras do Brasil e em E3 somente em amostras do Chile.
Parecem ser exemplos de polimorfismos especificos de subespécies africanas e
europeéias, respectivamente, introduzidas em outros lugares que nao sua distribuicao
original. O haplétipo H23 foi apresentado por uma amostra da Italia e pela sequéncia
de Apis mellifera ligustica (CROZIER e CROZIER, 1993). Na rede de haplotipos
podemos observar que 0 mesmo se mostra a nove pontos mutacionais de um

haplétipo encontrado na Africa do Sul (H9) e distante das demais amostras da Italia.

Quando olhamos para os pontos mutacionais nucleotidicos e de aminoacidos
vemos que esse haplétipo € realmente bem diferente daqueles apresentados pelas
demais amostras da lItalia sequenciadas, mas, ainda assim, mais parecido com 0s
pontos mutacionais apresentados por haplotipos encontrados em amostras

européias do que africanas.



67

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Nossos dados mostraram que a simples associacdo de padrdes de restricdo
nao se constituiu em meio seguro para se inferir a origem das linhagens

mitocondriais em populac¢des africanizadas.

No entanto, foi possivel inferir a similaridade com A. m. iberiensis ou A. m.
scutellata de 11 dos 17 padrbes associados encontrados no Brasil. Ainda que a
arvore filogenética ndo separou os haplotipos europeus e africanos em ramos bem
definidos (bootstrap baixo), 0s nossos resultados apontam para uma origem em A.
m. scutellata para os padrdes associados A4-2C, A26-2C, A4-3B, A28-3B, A30-2C,
A30-3B e A1-3A, uma origem em A. m. iberiensis para A302B e uma origem dupla
para os padrdes associados A26-2B, A1-2B e A4-2B. O padrédo associado A4-2B é
tido como o padréo ancestral, assim como o haplétipo COIl 34 e sua correspondente
sequéncia de aminoacidos A3.

N&o foi detectado um padrdo de distribuicdo clinal norte/sul no Brasil na
regido COIl em amostras africanizadas como o observado para a regido intergéncia
COI-COIl. Nao foi possivel definir uma origem diferente de A. m. scutellata para os
padrées Al (COI-COIIl, COLLET et al, 2006) encontrados no Brasil.

Nossas amplificacbes mostraram-se livres de NUMTs, mesmo sendo a regiao

COl de Apis mellifera a regido com maior numero de NUMts documentada.

Diferencas especificas na sequéncia nucleotidica e de aminoacidos entre
amostras Africanas/africanizadas e amostras européias foram caracterizadas. No
entanto, essas mudancas nao parecem afetar a funcdo da proteina resultante, visto
que se encontram em dominios que ndo afetam diretamente a funcéo catalitica da

enzima.

Essas diferencas especificas entre amostras africanas e européias indicam
que talvez hajam também diferencas especificas dentre as diferentes subespécies
guando levado em consideracdo o gene COI como um todo. Desta forma, os dados
preliminares aqui obtidos justificam que estudos subsequentes sejam realizados em

toda a extensdo do gene em amostras do maior numero de subespécies, pois eles
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certamente revelardo eventos historicos especificos ocorridos durante a evolugao do

gene nesta espécie.
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Alinhamento entre as sequéncias dos 35 haplétipos de COI observados.
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APENDICE IlII: Alinhamento entre a sequéncia do gene COIl completo de
Chorthippus paralellus (publicada por LUNT et al, 1996) e as nossas 13 diferentes
sequéncias de aminoacidos. Estdo indicadas todas as classes estruturais
codificadas por essa regido e suas posi¢des relativas na sequéncia de acordo com
Lunt et al. (1996).
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