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RESUMO GERAL

Os ramos evolutivos dentro dos quais as subespécies de Apis mellifera sao
classificadas estdo originalmente distribuidos nos continentes africano (ramos A e
Y), europeu (ramos M e C) e asiatico (ramo O). Essa distribuicdo vem sendo
progressivamente alterada devido as introdug¢des de subespécies em varias outras
regides do mundo, ocasionadas principalmente por atividades apicolas. Dessa
forma, a genética de populagdes vem ganhando um amplo campo de estudos
relacionados as mudangas na composigao das populagdes ja estabelecidas e das
recém introduzidas. A introducao das abelhas africanas no continente americano,
que resultou no processo conhecido como africanizacdo, se tornou um dos
eventos mais estudados, dentre aqueles relacionados as introdugdes de Apis
mellifera.

Uma das primeiras abordagens nos estudos que envolvem introducdes de
subespécies € a caracterizagdo das diferentes linhagens que contribuem para a
formacdo das populacdes. Nesse sentido, sdo descritos neste trabalho os
diferentes padrdes de restricao obtidos a partir de um fragmento da regiao 16S do
DNA mitocondrial que, em relagdo as metodologias utilizadas até entédo, permitem
uma melhor diferenciagdo das subespécies pertencentes aos ramos evolutivos A,
Me C.

No sentido de caracterizar a composi¢ao racial da abelha hibrida resultante
da africanizagcdo do continente americano, a necessidade de identificar a
contribuicdo de ragas européias e africanas para as populacdes africanizadas que
se expandiram a partir da década de 50 levou ao desenvolvimento de diversas
ferramentas adequadas para tal fim. Portanto, sdo apresentados os resultados
obtidos com o polimorfismo gerado pela enzima Dra | em fragmento da regiao
intergénica tRNA®-COIl que contribuirdo para o entendimento da estrutura
genética das populagdes de abelhas africanizadas do Brasil. Dos 11 mito6tipos
observados, trés ndo haviam sido descritos em analises prévias e apresentam

padrdes similares a alguns encontrados na Peninsula Ibérica. Os padrbes mais



Vi

freqlientes foram os africanos A1 e A4, provavelmente introduzidos no Brasil via
Apis mellifera scutellata em 1956. Embora os padrdes analisados neste trabalho
tenham se mostrado mais informativos em relagcdo aos anteriormente utilizados
nas populagdes africanizadas, a distribuicdo do padrao A1 evidencia a importancia
de se utilizar regides mitocondriais ainda mais polimérficas, cujos resultados,
aliados a outros marcadores, trardo maiores esclarecimentos a respeito da

estrutura genética das populagdes de abelhas africanizadas das Américas.
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ABSTRACT

The Apis mellifera subspecies are classified into evolutionary branches originally
distributed in the African (branches A and Y), European (branches C and M) and
Asian (branch O) continents. This distribution has been changing due to the
subspecies introductions to other countries, mainly occurred by beekeeping
activities. Therefore, population genetics studies on the already established and
newly introduced populations have increased. The introduction of the African
honeybee in American continent, known as Africanization, became one of the most
studied events related to Apis mellifera introductions.

The characterization of different lineages that contribute to hybrid
populations is the first approach of the studies related to subspecies introductions.
In this way, we describe the restriction patterns obtained from a 16S region
fragment of the mitochondrial DNA. These patterns enables the differentiation
among races from the three evolutionary branches using only one region of the
mitochondrial genome, without the requirement of amplification of other regions.

The determination of the racial composition of the hybrid product of
Africanization in America led to the development of diverse tools suitable for it,
including mtDNA analysis. We present here the results obtained with the
polymorphism produced by Dra | endonuclease in a fragment of the tRNA™®-COIl
intergenic region. These results contribute to the understanding of the genetic
structure of Africanized populations from Brazil. From 11 mitotypes observed, three
have not been described in previous analysis and present similar patterns to some
found at Iberian Peninsula. The most frequent patterns were the African A1 and
A4, probably introduced in Brazil by Apis mellifera scutellata in 1956. Although the
patterns analyzed in this work are more informative than the ones used until now in
Africanized populations, the distribution of A1 pattern evidences the importance of
using other mitochondrial regions to identify its origin. Working with these regions
and other markers, it will be possible to clarify the genetic structure of Africanized

honeybees of the Americas.
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1. Introducgao Geral

1.1. Origem e Evolucgao de Apis mellifera

Evidéncias fésseis sdo escassas, mas as abelhas provavelmente evoluiram
juntamente as fanerdgamas no periodo Cretaceo (cerca de 146 a 74 milhdes de
anos atras). Alguns autores, como Gauld e Bolton (1996), sugerem que regides de
clima tropical, como a Africa, seriam os possiveis locais de origem do género Apis.
Porém, os primeiros registros fosseis do género foram descobertos na Alemanha e
datam do Eoceno, ou seja, por volta de 50 milhdes de anos atras. De acordo com
Milner (1996), esse fato pode ser explicado por registros que apontam um clima
tropical para a Europa naquela época, e conforme o clima se tornava frio, as
abelhas, que ainda nao teriam desenvolvido o controle da temperatura do ninho,
migraram para regides tropicais.

Dois atributos foram essenciais para a evolugao e biologia das abelhas: o
comportamento de agrupar-se e a habilidade de controlar a temperatura do ninho.
Estas caracteristicas permitiram a regulagdo da temperatura interna da colbnia
independentemente da temperatura externa. Dessa forma, o género Apis foi capaz
de colonizar uma ampla variedade de ambientes, desde os tropicais até os
temperados. A subfamilia Meliponinae, por exemplo, que ndo apresenta essa
capacidade de regulacdo da temperatura do ninho, esta restrita as regides
tropicais (Milner, 1996).

A grande capacidade de Apis mellifera colonizar diferentes ambientes, da
mesma forma que as demais espécies do género Apis, levou essa abelha a
enfrentar muitas condi¢gdes ecoldgicas diferentes. Este fato, associado ao
isolamento geografico de algumas populagdes, permitiu a evolugao de numerosas
subespécies adaptadas aos seus ambientes especificos.

Em 1978, Ruttner et al. agruparam as diferentes subespécies de A.
mellifera por meio da analise multivariada de caracteres morfométricos e estes

grupos foram entdo denominados de ramos ou linhagens evolutivas.
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Atualmente sdo reconhecidos cinco ramos evolutivos que agrupam as 26
subespécies de A. mellifera descritas. A seguir sao apresentados os ramos
juntamente com a distribui¢cao original de cada um deles.

1) Ramo A: Caracteristico das subespécies africanas A. m. adansonii, A. m.
capensis, A. m. intermissa, A. m. lamarckii, A. m. litorea, A. m. major, A. m.
monticola, A. m. sahariensis, A. m. scutellata, A. m. siciliana e A. m. unicolor.

2) Ramo M: Caracteristico das seguintes subespécies localizadas na Europa
Ocidental: A. m. iberiensis e A. m. mellifera.

3) Ramo C: Compreende as subespécies A. m. carnica, A. m. cecropia, A. m.
macedonica, A. m. ligustica e A. m. sicula, que ocupam o leste europeu e norte do
Mediterraneo.

4) Ramo O: Agrupa as subespécies do Oriente Médio A. m. adami, A. m.
anatoliaca, A. m. armeniaca, A. m. caucasica, A. m. cypria, A. m. meda e A. m.
Syriaca.

5) Ramo Y: Este ramo compreende apenas a subespécie A. m. yemenitica,

localizada na regido africana da Etiopia.

A distribuigdo original dos ramos evolutivos de Apis mellifera tem sido
progressivamente alterada devido as sucessivas introdugbes realizadas por
apicultores, de forma que, atualmente, as abelhas pertencentes as diferentes
linhagens podem ser encontradas em varias partes do mundo. De acordo com
Schneider et al. (2004), o transporte em larga escala de populag¢des de A. mellifera
deu inicio a uma “mistura” de linhagens anteriormente distribuidas de forma
alopatrica. Dessa forma, vém se tornando comum ao longo dos anos as
investigagdes que visam diferenciar as linhagens de abelhas envolvidas nas
introducdes, a fim de compreender as mudangas na composigdo genética das
populacbdes residentes e introduzidas, como resultado do transporte para
diferentes areas.

Estudos dessa natureza foram realizados com as populacbdes da ilha de

Guadalupe, onde enxames europeus introduzidos ha trés séculos originaram uma
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populacao relativamente uniforme, mas, de acordo com as frequéncias de trés
alelos de um loco MDH, recentes importagcbes da subespécie ligustica tém
aumentado a variabilidade genética na regido (Cornuet, 1979).

Oldroyd et al. (1995), estudaram processos de hibridizagao entre mellifera e
ligustica na Tasmania (Australia), introduzidas respectivamente em 1831 e 1884, e
observaram que o fluxo génico entre as subespécies ocorria na costa, mas era
restrito nas regides montanhosas mais frias, onde populagdes ferais de mellifera
eram predominantes, provavelmente devido ao fitness reduzido dos hibridos
mellifera/ligustica nas regides frias.

Nas ilhas Baleares, foram observados haplétipos pertencentes a linhagem
M, resultado de importacbes de rainhas da Peninsula Ibérica, o que demonstra
substituicées de rainhas nativas (De la Rua et al., 2001).

No entanto, o impacto mais marcante resultante da introducéo de diferentes
subespécies de Apis mellifera em uma area ocorreu nas Américas e sera discutido

no topico a seguir.

1.2. O Processo de Africanizagao

O processo de expansao das abelhas africanas Apis mellifera scutellata
pelo continente americano é denominado de Africanizagao e teve inicio no Brasil
em 1956. De acordo com Kerr (1967), estas abelhas foram trazidas da Africa
(regido de Tanganica e Africa do Sul) ao Brasil pelo préprio autor com o objetivo
de realizar o melhoramento e posterior distribuicdo de rainhas selecionadas aos
apicultores. O objetivo era aumentar a produgédo nacional de mel, uma vez que
dados da literatura internacional apontavam a subespécie A. m. scutellata como
grande produtora (Gongalves, 1998).

Em 1957 ocorreu o escape acidental de 26 rainhas que se encontravam em
quarentena em apiario proximo a Rio Claro (SP), iniciando as enxameacgdes
dessas rainhas e o cruzamento na natureza com as subespécies européias

residentes no continente desde a época da colonizagéo.
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Na América do Sul, as primeiras introdugdes ocorreram por meio dos
colonizadores espanhdis e portugueses, provavelmente com A. m. mellifera e A.
m. iberica. No Brasil, por volta do século XIX, imigrantes alemaes e italianos
comecgaram a introduzir A. m. mellifera e A. m. ligustica respectivamente. Mais
recentemente, atividades apicolas comerciais em toda a América tém importado A.
m. ligustica.

Portanto, a abelha resultante do cruzamento entre as subespécies
européias ja existentes com a africana € um polihibrido que, de acordo com
Gongalves (1998), por volta de 1974 recebeu a denominagéao “africanizada” devido
a dominancia das caracteristicas das abelhas africanas sobre as demais
européias.

Os enxames africanizados se expandiram pela América a uma velocidade
de cerca de 480 km/ano (Taylor, 1985), de forma que atualmente s&o encontrados
em grande parte do continente, incluindo varias areas dos EUA (Kunzmann et al.,
2002). A colonizacdo das Américas se deu, inclusive, com a substituicdo dos
enxames europeus preexistentes pela abelha africanizada. Alguns fatores, muitas
vezes combinados, s&o responsaveis por permitir essa expansao, bem como a
preservacao das caracteristicas africanas, seja nas colbnias ferais ou nas

mantidas em apiarios. A seguir, sdo descritos alguns desses fatores.

- Taxa de crescimento da coldénia e enxameagem: As colbnias africanas
apresentam uma taxa de crescimento mais acelerada quando comparadas
com as européias, que se deve a maior habilidade na coleta de pdlen e sua
rapida conversao as crias (Page et al., 2000). Com isso, a densidade das
colonias africanas é rapidamente aumentada, resultando na producdo de um
enxame com maior capacidade de dispersdo, que abandona as colbénias e da
inicio a enxameagem.

- Invasao das coldénias européias pelas africanas: Neste caso, enxames
africanos invadem colbnias européias, substituem as rainhas e causam a

completa perda da linhagem européia. O mecanismo pelo qual a substituicao
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ocorre permanece pouco entendido, porém, de acordo com Danka et al
(1992), fatores relacionados a feroménios dos enxames invasores, auséncia
de rainha nas colénias invadidas ou ainda uma colénia debilitada, podem estar
envolvidos.

- Linhagens africanas se sobrepéem durante a substituicdo de rainhas:
Quando abelhas africanas invadem uma nova area, as rainhas se acasalam
com zangdes africanos e europeus, resultando numa colénia com operarias de
origem africana e européia. Pelo fato das rainhas que emergem primeiro
eliminarem aquelas que ainda permanecem nas células, as de origem africana
possuem uma vantagem competitiva, ja que estas se desenvolvem mais
rapido e emergem antes das rainhas européias, possuindo mais
oportunidades de elimina-las (DeGrandi-Hoffman et al., 1998).

- Vantagens adaptativas da abelha africana em ambientes neotropicais:
Rinderer (1988) destaca que as abelhas africanas possuem vantagens em
relacdo as européias, tanto com relagdo a colonizagcdo quanto na capacidade
de sobreviver nos ambientes tropicais e subtropicais do continente americano.
O comportamento higiénico mais acentuado diante de doengas ou parasitas,
como o acaro Varroa jacobsoni (responsavel por atacar as crias), torna as
africanizadas mais tolerantes que a européias. Outras caracteristicas, como
um forrageamento mais eficiente nas areas tropicais, maior capacidade
defensiva diante de inimigos naturais ou a flexibilidade na escolha dos locais
de nidificagéo, contribuem para o estabelecimento bem sucedido desta abelha

na América.

Com relagdo aos impactos causados pela expansdo das abelhas
africanizadas pelo continente, temia-se inicialmente que a entrada dessas abelhas
em novas areas seria tanto perigosa para a populagdo devido a sua
agressividade, quanto desvantajosa para os apicultores e a industria de
polinizacdo. No comeco da década de 80, o Departamento de Agricultura dos EUA

estimava que, com a chegada dos enxames africanizados, haveria uma perda



Introducédo Geral 6

anual de 19 milhdées de dodlares em atividades agricolas que dependiam da
polinizagdo por abelhas, além de um prejuizo ainda maior para a apicultura
(McDowell, 1984).

Porém, é possivel que tais impactos sejam menores do que se imaginava
inicialmente (Schneider et al., 2004) pois a baixa taxa de dispersao das abelhas
africanizadas nos climas temperados americanos, juntamente com politicas de
controle por parte do governo, podem ter amenizado essas estimativas. Na
América do Sul, essas abelhas se mostraram superiores as européias na
polinizacdo de certas culturas, e, por apresentarem maior resisténcia a doencgas,
além de reduzida susceptibilidade a alguns pesticidas, tém sido incorporadas em
praticas agricolas.

No Brasil, desde a década de 60, grupos de pesquisa vém se
estabelecendo em programas de cruzamentos entre abelhas africanizadas e
européias com o objetivo de diluir os genes africanos, ja que essas abelhas sdo
caracterizadas por um acentuado comportamento defensivo. O objetivo inicial de
introduzir as abelhas africanas no Brasil, ou seja, o incremento na produgao
nacional de mel, foi alcangado, conforme constatado por Kerr (1967) com dados
que apontavam as abelhas africanas produzindo duas vezes mais que as italianas
e quatro vezes mais que as alemas. Em 2001, o pais produziu em torno de 22 mil
toneladas de mel, destacando-se em sexto lugar na produgdo mundial.
(www.cnptia.embrapa.br/sistemasdeproducédo). O uso das abelhas africanizadas
na apicultura comercial vem sendo cada vez mais frequente, havendo inclusive
apicultores no Brasil e outros paises americanos que preferem estas abelhas
devido a sua alta produtividade (Gongalves, 1998).

Apis mellifera scutellata € um excelente modelo animal para estudos de
fatores que influenciam o estabelecimento bem sucedido de espécies em novos
ambientes (Schneider et al., 2004). A colonizagdo da maior parte do hemisfério
ocidental em menos de 50 anos por uma uUnica subespécie € uma das mais

rapidas e espetaculares invasdes biolégicas conhecidas.
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Dessa forma, a expansao da abelha africanizada por novos ambientes e
seu cruzamento com as demais subespécies tém possibilitado a realizacdo de
varios estudos que visam diferenciar entre as subespécies, investigar o grau de
hibridizagdo entre as abelhas européias existentes e as africanas introduzidas
posteriormente, bem como os mecanismos envolvidos no estabelecimento dessas

novas populagdes.

1.3. Estudos populacionais realizados com as subespécies de Apis mellifera

Varios trabalhos tém relatado estudos populacionais realizados com as
subespécies de Apis mellifera em praticamente todos os continentes. Em tais
analises, destaca-se a utilizacdo de morfometria, alozimas, polimorfismos do DNA
nuclear e os padrdes do DNA mitocondrial. A seguir, serdo relatados alguns
trabalhos que se utilizaram desses marcadores para analisar populacbes de A.
mellifera e o seu emprego nas questées que envolvem as abelhas africanizadas

das Américas.

1.3.1. Morfometria

As subespécies de abelhas tém sido diferenciadas por meio de analises
morfométricas desde o inicio do século XX (Ruttner, 1988). Alpatov (1929, 1948)
introduziu medidas biométricas de partes do corpo das abelhas, como cor e
venacgao das asas, dando inicio as primeiras classificagdes.

Em 1978, Ruttner et al. utilizaram dados de morfometria para sugerir que A.
mellifera evoluiu em trés principais ramos ou linhagens evolutivas (M, C e A),
classificando as subespécies descritas até entdo dentro desses ramos.
Atualmente, aproximadamente 40 caracteres morfométricos das abelhas podem
ser utilizados em analises multivariadas. A utilizacdo desses caracteres € possivel
devido aos padrdes de variagdo morfoldégica encontrados em A. mellifera,

resultado da ampla distribuigdo geografica dessa abelha (Ruttner, 1988).
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De acordo com Diniz-Filho (1994), os valores médios da asa anterior, por
exemplo, podem ser utilizados na diferenciagdo dos grupos de A. mellifera e na
estimativa de variagdo entre populacdes, pois esta caracteristica apresenta
elevada herdabilidade e esta altamente relacionada a gradientes morfologicos.

Abelhas africanizadas da América do Sul foram estudadas por Buco et al.
(1987) utilizando 25 caracteres morfologicos. Os autores constataram que essas
abelhas apresentavam tanto origem da linhagem parental européia quanto da
africana.

Colbnias africanizadas do Meéxico foram analisadas por meio de trés
métodos morfométricos (Guzman-Novoa et al., 1994). De acordo com os autores,
os métodos discriminam corretamente as amostras africanas e européias,
indicando que menos de 45% dos hibridos eram africanizados.

Lobo (1995) utilizou dados de morfometria das asas em seus estudos com
abelhas africanizadas da Costa Rica e observou uma origem predominantemente
africana em todas as localidades. O autor comparou a populagao africanizada da
Costa Rica com grupos de referéncia, como abelhas européias, africanizadas do
Brasil e européias existentes na Costa Rica antes do processo de africanizagcdo. O
comprimento e a largura das asas das abelhas costarriquenhas foram, em média,
menores quando comparadas com as européias, sendo mais similares ao padrao
africanizado utilizado como referéncia.

Dados obtidos com medidas da asa anterior e posterior de populagdes de
abelhas africanizadas do Brasil demonstraram uma grande semelhanga dessas
abelhas com as africanas. Esta semelhanga aumenta nas abelhas que ocupam as

regides mais préoximas ao Equador (Rotta, 1999).
1.3.2. Alozimas
Numerosos estudos tém sido realizados empregando-se alozimas para

estimar niveis de variabilidade genética em populacdes, além de ajudar a resolver

controvérsias taxondmicas e identificar taxa desconhecidos (Alfenas, 1998). Em A.
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mellifera, alguns locos polimérficos, como MDH1, PGM, HK1, EST-3 e ADH,
apresentam os maiores niveis de polimorfismo, sendo muito utilizados em estudos
de parentesco entre grupos de populagdes dessa espécie (Lobo, 1995).

Varios autores destacam os locos MDH1 e HK1 na diferenciacdo de
populagcdes européias e africanizadas (Lobo et al., 1989; Del Lama et al., 1988,
1990, 2004; Rotta, 1999). Tal fato de deve as diferentes frequéncias para trés
alelos de MDH1 apresentadas pelas trés principais subespécies envolvidas no
processo de africanizagédo, A. m. scutellata, A. m. mellifera e A. m. ligustica. A. m.

mellifera exibe altas freqliéncias do alelo Mdh1%°

, enquanto as africanas possuem
o alelo Mdh1'® praticamente fixado e A. m. ligustica apresenta grandes
proporgdes de Mdh1% (Sheppard e Berlocher, 1984; Badino et al., 1984) . Com

100
1

relacdo HK1, Del Lama et al. (1988) demonstraram que o alelo Hk esta

187 & caracteristico das abelhas africanas.

presente nas abelhas européias e Hk

Resultados obtidos com amostras de abelhas africanizadas da América do
Sul e Central demonstram uma grande contribuicdo das abelhas africanas na
formacao das populagdes africanizadas, com uma composigao de genes europeus
cuja frequéncia varia de acordo com a regido geografica (Lobo et al., 1989; Del
Lama et al. 1990; Lobo e Krieger, 1992; Rotta, 1999; Diniz et al.,, 2003). Os
trabalhos apontam a predominancia de genes africanos e, com relacdo aos
europeus, a maioria da contribuicdo se deve aos pertencentes a Apis mellifera

mellifera.
1.3.3. Polimorfismos do DNA nuclear

Muitas seqUéncias do genoma nuclear constituem uma fonte rica de
marcadores genéticos devido ao alto grau de variabilidade que possuem. Dessa
forma, esses marcadores vém proporcionando avangos nos estudos de genética
de populagdes, além de muitos genes nucleares serem utilizados para inferéncias

filogenéticas (Arias e Infante-Malachias, 2001).
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Além dos polimorfismos gerados pelos tamanhos dos fragmentos de
restricdo (RFLP) do DNA nuclear, os microsatélites também sao considerados
efetivos em avaliagbes de variabilidade genética. Estes ultimos marcadores
constituem sequéncias curtas de nucleotideos, repetidas em tandem e bastante
variaveis (Parker et al., 1998). Os marcadores nucleares constituem bons
indicadores da composi¢cdo genética das abelhas e, de acordo com McMichael e
Hall (1996), comparando-se com a variabilidade morfométrica e bioquimica
(alozimas), sdo mais abundantes e nao requerem expressdo génica para sua
deteccao.

Estudos empregando RFLPs e microsatélites tém sido desenvolvidos no
sentido de elucidar a composicdao genética das populagdes de abelhas
africanizadas das américas. Contribuindo para isso, marcadores caracteristicos de
abelhas européias e africanas vém sendo identificados (Hall, 1986, 1990;
McMichael e Hall, 1996; Hall e McMichael, 2001).

Nas colbnias ferais americanas africanizadas, os marcadores nucleares
caracteristicos de abelhas do leste europeu (A. m. ligustica) foram observados
com baixas freqiéncias, indicando haver limitada introgressdo paternal de
colénias européias manejadas nas populagdes ferais africanizadas (Hall, 1990).
Entretanto, como as frequéncias de alelos africanos de outros locos foram
menores nas populacdes ferais americanas em relagao a populagdes sul africanas
(Hall, 1992; 1998), provavelmente estaria havendo maiores niveis de hibridizagao
africana-européia do que o observado no estudo anterior.

Uma introgressao paternal a partir de abelhas do oeste europeu (A. m.
mellifera) estaria ocorrendo nas populagdes africanizadas, uma vez que Hall e
McMichael (2001) demonstraram que embora os alelos do leste europeu
estivessem praticamente ausentes em relagcado aos africanizados, havia de 26 a
31% de freqliéncia dos alelos caracteristicos de A. m. mellifera.

De acordo com Suazo e Hall (2002) e Suazo et al. (2002), as frequéncias
dos alelos africanos nas populagbes da América Central e do Sul aumenta do

norte em diregdo ao sul, ou seja, das populagdes africanizadas jovens para
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aquelas estabelecidas a mais tempo. Estes autores também demonstraram
freqliéncias mais elevadas de alelos pertencentes a A. m. mellifera em relagao aos
de A. m. ligustica.

Clarke et al. (2002), utilizando dados de microsatélites, descreveram que a
maioria das colbnias mexicanas e venezuelanas por eles estudadas era hibrida

africana/A. m. mellifera.

1.3.4. Padroes do DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial apresenta algumas caracteristicas que tornam esta
molécula uma ferramenta bastante utilizada em estudos de filogenia, de relagdes
evolutivas entre espécies ou analises populacionais, como introdugdes de
populacdes e modos de dispersao.

Dentre as caracteristicas que tornam o DNA mitocondrial um marcador
atrativo estdo a heranga uniparental (geralmente materna e sem recombinagao),
as altas taxas evolutivas quando comparado ao genoma nuclear (provavelmente
devido a uma baixa eficiéncia do sistema de reparo na mitocéndria), a grande
quantidade, o que facilita seu isolamento, além de uma estrutura de organizagao
relativamente simples, constituindo-se de moléculas de fita dupla, compactas, com
um tamanho que em A. mellifera varia de 16 a 17 kb (Crozier e Crozier, 1993),
com poucas regides intergénicas e sem introns.

Dados obtidos por meio da analise do DNA mitocondrial tém trazido
importantes esclarecimentos para os estudos com A. mellifera, contribuindo, por
exemplo, para o entendimento da evolugdo de suas subespécies. Algumas
endonucleases utilizadas em regides especificas do DNA mitocondrial produzem
fragmentos capazes de distinguir entre as linhagens dessa espécie.

Crozier et al. (1991) relataram que a amplificagcdo de um fragmento do gene
citocromo b e sua digestdo com Bg/ |l era capaz de discriminar as abelhas da

linhagem africana (inclusive as africanizadas) das européias mellifera e ligustica.
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Amplificando trés fragmentos de diferentes regides (subunidade ribossomal 16S,
citocromo oxidase | e regiao intergénica COI-COIl) e digerindo-os com enzimas de
restricao especificas, Hall e Smith (1991) distinguiram diferentes padrdes, os quais
foram atribuidos aos ramos A, M e C.

Em 1993, Garnery et al. descreveram uma metodologia que requer a
digestéo do fragmento tRNA "®“- COIl com a endonuclease Dra |. Esta técnica se
tornou amplamente utilizada em trabalhos sobre biogeografia e introgressdes de
A. mellifera, seja na Europa (Garnery et al., 1995; Franck et al., 1998, 2000a;
Palmer et al., 2000), llhas Canarias (De la Rua et al.,, 1998, 2001, 2002), Africa
(Moritz et al., 1994; Hepburn et al., 2000; Franck et al., 2001) ou Oriente Médio
(Franck et al., 2000b). A ampla utilizacdo dessa metodologia se deve a
diferenciacdo de diversos haplétipos pertencentes aos ramos evolutivos, de
acordo com a distribuicdo geografica das subespécies. Dessa forma, segundo
Garnery et al. (1993), cada ramo evolutivo possui uma variante de comprimento
caracteristica para sequéncias denominadas de P, (ramo A), P (ramo M) ou
auséncia de P (ramo C). A combinagao das variantes P com até trés repeticbes de
sequéncias Q (PoQ, PoQQ, PoQQQ, PQ, PQQ, PQQQ e Q) é que caracteriza os
diferentes haplétipos dentro de cada ramo.

Os polimorfismos observados com os marcadores de DNA mitocondrial tém
se mostrado efetivos ndo somente nos estudos com populagdes africanas ou
européias, mas também nos trabalhos com as abelhas africanizadas do continente
americano.

De acordo com Smith et al. (1989), 97% das colénias de abelhas
africanizadas do Brasil, Venezuela, Honduras e México foram classificadas como
possuindo DNA mitocondrial africano. Hall e Muralidharan (1989) e Hall e Smith
(1991), sugerem, por meio de resultados obtidos com Bgl/ Il (citb), uma origem via
A. m. scutellata para as abelhas africanizadas, tendo os enxames africanos

migrado com suas linhagens maternas intactas.
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Sheppard et al. (1991), estudando abelhas coletadas no estado de Sao
Paulo, descreveram que o mtDNA possuia forte influéncia da subespécie
scutellata.

Na Costa Rica, Lobo (1995) estudou a composi¢cao genética de populagdes
de A. mellifera, analisando os sitios de restricdo para Eco Rl (16S) e Hinc Il (COl).
O autor verificou que os padrées do DNA mitocondrial ndo indicavam origem
européia das abelhas, dados que contrastavam com os alelos caracteristicos de
populacdes européias, observados com o marcador bioquimico MDH.

Colbnias provenientes do México e Honduras apresentaram mtDNA
africano, porém com uma frequéncia de 26 a 31% de alelos de DNA nuclear
europeu (Hall e McMichael, 2001). Segundo os autores, estes resultados sugerem
que as rainhas descendentes das africanas introduzidas no Brasil se acasalaram
com zangdes europeus, permitindo a incorporacdo de marcadores neutros que
tém sido mantidos na populagao africanizada em expanséo.

No Brasil, as abelhas africanizadas analisadas por Rotta (1999)
apresentaram padrées predominantemente africanos, de acordo com os
fragmentos originados pela endonuclease Bgl Il para o loco citb, a despeito dos
resultados obtidos com as alozimas que indicaram uma freqténcia de mais de
20% de alelos europeus nas abelhas brasileiras de certas areas.

A utilizagéo dos padrdes gerados para o fragmento da regido tRNA '~ COIl
tem sido observada em trabalhos realizados n&do somente com subespécies da
Europa, Africa ou Oriente Médio, como também tém contribuido com os estudos
que envolvem o processo de africanizacdo na América.

Amostras de abelhas africanizadas da Costa Rica (Segura, 2000),
Venezuela (Clarke et al., 2001) e México (Clarke et al., 2001; Franck et al., 2001)
apresentaram uma predominancia dos padroes A1 e A4 para a regidao tRNA leu_
COIll. Tais padrées sao caracteristicos de populagdes de abelhas africanas.
Padrdes caracteristicos das subespécies européias ou mesmo outros padrbes

africanos foram encontrados em frequéncias reduzidas nesses paises.
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Embora mitétipos africanos sejam predominantes nas populagdes
africanizadas, Diniz et al. (2003) relataram a presenga de um padrao denominado
“portugués” quando analisaram col6nias provenientes do Brasil e Uruguai. Tal
denominacao se deve ao fato de haver evidéncias que apontam Portugal como
possivel origem desse padrédo. Da mesma forma, Sheppard et al. (1991) ja haviam
descrito o mesmo padrao em amostras de abelhas da Argentina.

Amostras de colbnias africanizadas da Argentina também apresentaram
resultados com a regido tRNA "~ COIl que levaram Sheppard et al. (1999) a
concluir que mais de 25% do DNA mitocondrial africanizado daquele pais possuia
origem diferente de A. m. scutellata.

Analisando amostras brasileiras e uruguaias, Ferreira (2002) sugeriu que
seria possivel esclarecer a verdadeira origem das abelhas africanizadas por meio
da regido tRNA "*“- COIl. A autora se baseou nos polimorfismos gerados pela
enzima Dra | para inferir uma possivel origem diferente de A. m. scutellata para as

abelhas africanizadas.
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2. Justificativa e Objetivos

De acordo com o exposto na introdugao desse trabalho, a despeito dos
resultados obtidos a respeito do processo de africanizacao utilizando as diferentes
abordagens metodoldgicas, € possivel verificar que alguns pontos ainda exigem

maior atencéo:

1. Pelo fato de que os padrées Bgl |l diferenciam somente entre a linhagem
européia e africana, uma possivel origem mais diversa das col6nias africanizadas
nao pode ser detectada com este marcador. Portanto, os resultados obtidos por
meio de Bgl Il ndo contribuiram para a caracterizagdo de possiveis linhagens
diferentes na formagéo das populagdes africanizadas. Polimorfismos gerados por
outras regides do DNA mitocondrial de abelhas africanizadas da América sugerem
uma heranga mitocondrial mais diversa para essas populagdes. Portanto, a
analise dos padrdes gerados por Dra | na regido tRNA "*“- COIl podem auxiliar no
esclarecimento da origem mitocondrial das abelhas africanizadas, devido ao
grande numero de padrdes relacionados as diferentes subespécies pertencentes

aos ramos A, M e C envolvidos no processo de africanizacao.

2. Resultados gerados pelos polimorfismos nucleares (morfometria,
alozimas e DNA nuclear) apontam uma significativa contribuicido de genes
europeus na formagdo das populagdes africanizadas. Por outro lado, o DNA
mitocondrial dessas populacbées tem se mostrado composto quase que
exclusivamente da linhagem africana. Portanto, essa assimetria que
aparentemente existe entre os marcadores nucleares e mitocondriais merece ser
confirmada a partir dos resultados obtidos de um marcador mitocondrial mais

informativo.

Dessa forma, o trabalho entitulado “Estrutura genética das populagdes de

abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) do Brasil determinada por meio do
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polimorfismo da regido tRNA™-COIl do DNA mitocondrial” tem como objetivo
apresentar os padrées mitocondriais obtidos com a endonuclease Dra | na regiao
intergénica tRNA"®"-COIIl de amostras do Brasil e Uruguai. Sera discutida a relacdo
desses padrdes com a origem européia ou africana das populagbes de Apis
mellifera das Américas € o quanto esses padrbes sao informativos para a
compreensao dos processos que levaram a formagdo dessas populagdes. A
contribuicdo desse marcador para o entendimento da provavel assimetria entre os
resultados obtidos com marcadores nucleares e mitocondriais também ¢é

abordada.

Durante o desenvolvimento do trabalho proposto, foi possivel estabelecer o
uso de nova metodologia, tanto para os estudos das abelhas africanizadas das
Américas como para as demais introdu¢des ocorridas mundialmente. Portanto, o
trabalho “Padrées de PCR-RFLP da regido 16S do DNA mitocondrial diferenciam
ramos evolutivos de Apis mellifera” apresenta os resultados obtidos a partir desta
regidao mitocondrial, que permite identificacdo mais rapida, barata e segura das
subespécies pertencentes aos trés ramos evolutivos de A. mellifera mais
estudados (A, M e C).
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4.1. Resumo

Analises de padrdes de restricdo das regides do DNA mitocondrial podem ser
utilizadas para classificar as subespécies de Apis mellifera nos ramos evolutivos
M, C ou A, propostos por Ruttner et al. (1978) com dados de morfometria. Neste
trabalho, sdo descritos diferentes padrdes de restricio do mtDNA 16S para A. m.
mellifera, A. m. ligustica e A. m. scutellata. Embora distintos padrbes tenham sido
obtidos com Eco RI, Alu |, Hinc Il and Taq |, a diferenciacdo mais evidente entre os
trés hapldtipos foi obtida com Dra | e Vsp. Analises das sequiéncia nucleotidica do
fragmento do gene 16S revelou 10 sitios de substituicdo de base (1,35%) entre as
trés subespécies, além de duas insergcdes em A. m. scutellata. A identificagao
molecular de subespécies de origem européia tem se baseado no padrao de
restricdo do gene mitocondrial CO | com a enzima Hinc Il. Entretanto, foram
observados alguns resultados inconsistentes na utilizagdo deste método,

confirmando a relevancia da nova metodologia descrita neste trabalho.
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4.2. Introdugao

De acordo com evidéncias filogeograficas e morfométricas, Ruttner et al.
(1978) agruparam as subespécies de Apis mellifera em trés linhagens ou ramos
evolutivos: M (Europa Ocidental), C (leste europeu) e A (Africa). A distribuicdo
original dos ramos tem sido progressivamente alterada devido as sucessivas
introdugdes realizadas por apicultores, de forma que, atualmente, as abelhas
pertencentes a essas linhagens podem ser encontradas em varias partes do
mundo. O transporte em larga escala de populagbes de A. mellifera deu inicio a
uma “mistura” de linhagens. A compreensao das mudangas na composi¢ao
genética das populagdes residentes, como resultado de introdugbes em diferentes
areas geograficas, requer o uso de ferramentas que diferenciam as varias
linhagens de A. mellifera.

A composigao genética de populagdes introduzidas tem sido investigada ao
longo dos ultimos 25 anos. Estudos desta natureza foram realizados com as
populacdes da ilha de Guadalupe (Cornuet, 1979), da Argentina (Sheppard et al.,
1991), da Tasmania, na Australia (Oldroyd et al.,1995), nas ilhas Baleares (de la
Rua et al., 2001), Yucatan, no México (Clarke et al., 2001), sul do Brasil e Uruguai
(Diniz et al., 2003), Peru (Quezada-Euan et al., 2003) e Chile (Del Lama et al.,
2004), entre outros. O exemplo mais marcante resultante da introducdo de
diferentes subespécies de Apis mellifera em uma area ocorreu ha America do Sul.
O evento chave deste processo ocorreu na década de 50, quando a subespécie
africana A. m. scutellata foi introduzida no Brasil com o objetivo de melhorar a
produgdo de mel no pais (Kerr, 1967). Apos o escape de algumas rainhas
africanas em 1957 de um apiario onde se encontravam em quarentena, rainhas
africanas iniciaram um processo de intercruzamento com subespécies européias
residentes, iniciando assim o processo de africanizacdo das abelhas sul-
americanas e, posteriormente, da América Central e do Norte. Atualmente,
abelhas Africanizadas sao encontradas em grande parte do continente americano,

inclusive em varias areas dos EUA. Por esta razio, varios estudos de genética de
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populagcbes tém sido realizados para investigar o grau de hibridizagdo entre
abelhas européias e africanas em diferentes regides (Lobo et al., 1989; Rinderer et
al., 1991; Sheppard et al., 1991; Hall e McMichael, 2001).

A necessidade de caracterizar geneticamente as populacdes e identificar a
origem materna das col6nias levou ao desenvolvimento de métodos capazes de
realizar tal caracterizacdo. Dentre os métodos propostos, os marcadores
mitocondriais tém sido bastante utilizados, pois tém se mostrado efetivos na
diferenciacdo de populagdes envolvidas em processos de hibridizacdo (Hall e
Smith, 1991; Garnery et al., 1993).

A metodologia mais utilizada atualmente na identificagdo da origem materna
das col6nias que constituem as populagdes africanizadas consiste na amplificagcao
do gene para citocromo B (citB), seguida da restricao com Bgl/ Il. Este teste
determina o padrdo europeu (mellifera ou ligustica/carnica) caso um sitio de
restricdo esteja presente ou o padrdo Africano (scutellata) na auséncia deste sitio
(Crozier et al., 1991). Na presenga do padrao europeu, o protocolo segue com a
amplificacédo dos genes CO | e Ls rRNA e a digestdo com Hinc Il e Eco R,
respectivamente (Hall e Smith, 1991). O sitio Hinc Il para COI caracteriza o
haplétipo mellifera, caracteristico das populacdes da Europa Ocidental, enquanto
o sitio Eco RI para Ls rRNA constitui o padrao das populagdes do leste europeu
(ligustica, carnica e caucasica).

Embora os atuais métodos permitam a distingdo entre estas subespécies,
fica evidente as vantagens de novos protocolos que minimizem o tempo e os
custos para se obter tal diferenciagdo. Neste trabalho, nés descrevemos os
padrbes de amplificagcdo e restricdo da regido 16S do DNA mitocondrial em
amostras de Apis mellifera mellifera, Apis mellifera ligustica e abelhas
Africanizadas (Apis mellifera scutellata). Foi observada a ocorréncia de ligeiras
diferencas na mobilidade eletroforética do fragmento amplificado em cada
subespécie. Estas diferengcas podem ser mais facilmente visualizadas com o uso
de diferentes endonucleases, produzindo padrées de restricdo distintos entre

estas subespécies. Portanto, a analise da regido do gene 16S possibilita a
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identificacdo entre racas dos trés ramos evolutivos propostos por Ruttner et al.
(1978) empregando uma unica regido do genoma mitocondrial, eliminando a
necessidade de amplificagcdo de outras regides. Analises comparativas entre o
método aqui proposto e os procedimentos anteriores (Crozier et al., 1991; Hall e
Smith, 1991) demonstraram que o novo método evita certas inconsisténcias que o

anterior parece produzir para abelhas dos ramos C e M.
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4.3. Material e Métodos

4.3.1. Amostras e Extracao de DNA

Foi amostrado um total de 290 colénias, sendo 39 de A. m. mellifera, 86 de
A. m. ligustica e 165 de abelhas africanizadas (AHB). Uma operaria foi analisada
para cada colbnia e as localidades de coleta estdo descritas na Tabela I. As
abelhas, coletadas de coldnias ferais ou apidrios, foram mantidas a —20° C. O
DNA total foi extraido do térax de cada individuo, de acordo com o método fenol-

cloroférmio descrito por Sheppard e McPheron (1991).

4.3.2. Amplificagdo por PCR e Digestdo com Endonucleases

As regides do DNA mitocondrial amplificadas e seus respectivos primers
(Crozier et al., 1991; Hall & Smith, 1991) foram: 485 pb do gene citocromo b (Cit b)
(F: 5 — TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAAATATC -3 e R: 5 — ATT ACA CCT
CCT AAT TTA TTA GGA AT - 3’), 1044 pb do gene citocromo oxidase | (COI) (F:
5-TTA AGATCC CCAGGATCATG -3 e R: 5- TGC AAATAC TGC ACC TAT
TG — 3’) e parte do gene 16S compreendido entre os primers F: 5 — TTT TGT
ACCTTT TGT ATCAGG GTTG -3 e R: 5 - CTA TAG GGT CTT ATC GTC CC
— 3’. A PCR foi realizada num volume total de 25ul, contendo tampao de reagao
10x, 250uM de cada dNTP, 2,5mM de MgCl,, 1uM dos primers F e R, 1ul de DNA,
1 U de Taq Polymerase (Promega) e 16ul de agua esterilizada. A amplificagcédo por
PCR para Cit b e 16S foi realizada da seguinte forma: 90° C por 1 min, 54° C por
45s e 62° C por 2 min. A reacgdes para COl foram submetidas a uma denaturacéo
inicial de 3 min a 94° C seguida por 3 ciclos de 94° C por 1 min, 50° C por 2 min,
72° C por 3 min; 35 ciclos de 94° C por 1 min seguido por 2 min a 50° C, 1,5 min a
72° C e uma extensdo final de 5 min a 72° C. Depois da amplificagéo, 2 pl dos
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em géis de poliacrilamida 8% e

2 ul foram digeridos com as seguintes enzimas de
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Tabela I. Numero de colbnias de Apis mellifera e seus respectivos paises de
coleta. As subespécies foram determinadas de acordo com os padrées do mtDNA.

N: numero de colbnias e n: numero de localidades amostradas.

Pais N (n) Padrbes Observados
mellifera ligustica africano
Brasil 60 (31) 60
Chile 36 (27) 17 19
Colémbia 82 (24) 23 59
Espanha 5 (5) 3 2
EUA 13 (1) 13
Italia 46 (3) 18 27 1
Uruguai 48 (6) 1 4 43

Total 290 (97) 39 86 165
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restricdo: Eco RI, Alu |, Hinc Il, Taq |, Vsp | e Dra | para o fragmento 16S; Bgl Il
para Cit b e Hinc Il para COI. As reacdes de digestao foram mantidas a 37° C por
4h (exceto para Tagq | que necessita de 60° C por 4h). Os fragmentos de restrigao
foram separados em géis de poliacrilamida 10%.

Andlises de restricdo das regides mitocondriais citocromo b (citb) e COI
foram realizadas para a caracterizagdo molecular comparativa das amostras de
abelhas. Portanto, esta caracterizacdo prévia se deu como um controle para o
padrao da linhagem africana (auséncia do sitio Bg/ Il na regido cit b) e para a
diferenciacdo dentro das subespécies européias (apenas A. m. mellifera possui o
sitio Hinc Il na regiao COl).

Uma digestdo dupla foi feita com as enzimas de restricdo Eco Rl e Vsp |
para as subespécies de A. mellifera a fim de se obter uma diferenciacdo mais

acentuada entre as trés linhagens evolutivas.

4.3.3. Clonagem e Sequenciamento do DNA

Fragmentos de PCR da regido 16S, representando os trés padrdoes de
restricdo obtidos, foram clonados utilizando o kit de clonagem T-Easy (Promega) e
utilizados para transformar células competentes DH-5a de E. coli. Os clones
positivos foram selecionados e os vetores recombinantes recuperados e
sequenciados de acordo com protocolos sugeridos pela Applied Biosystem
(www.appliedbiosystems.com). O sequenciador automatico ABI-3100 (Applied
Biosystems) foi utilizado para sequienciar as amostras. Dois clones de cada
padrao foram sequenciados a partir de ambas as diregcbes. Os dados de
sequéncia foram analisados por alinhamento multiplo com o auxilio do programa

Multalin (www.toulouse.inra.fr/multalin).
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4.4. Resultados

As duas subespécies européias e a africanizada apresentaram diferentes
padrbes de restricdo para a regiao 16S. Os padrdes de Eco R, Alu |, Hinc ll, Taq |,
Vsp | e Dra | foram caracteristicos para cada subespécie e para as africanizadas.
(Figura 1). Entre os 290 individuos analisados, n&o observou-se variagao para os
padrdes de amplificacao e restricdo dentro de cada subespécie.

O tamanho total do fragmento amplificado variou de acordo com a origem
do mtDNA, sendo de 740 pb em A. m. ligustica e A. m. mellifera e 742 em A. m.
scutellata.

Comparagdes por alinhamento multiplo das seqtiéncias de DNA revelaram
substituicbes nucleotidicas em 10 sitios (1,35%), sendo oito transi¢des (1 A&G e
7 CoT) e duas transversdes (1 AT e 1 CoA) (Figura 2). Além disso, A. m.
scutellata apresentou duas insergdes (T e A) nas posicoes 390 e 391,
respectivamente.

Algumas substituigdes de base ou insergbes ocorreram em sitios de
restricdo. O sitio Vsp | na posicao 391 foi perdido em A. m. scutellata, devido as
duas insercoes. Foi observado também a perda de um sitio Dra | na posicao 477
de A. m. ligustica, ocasionado por uma substituigao.

A origem racial identificada por Vsp |, Dra | e Eco Rl (regido 16S) foi
comparada com aquela que se utiliza dos padrdes de Bg/ Il (Cit b) e Hinc 1l (COl).
Para a maioria das amostras, as duas abordagens moleculares estavam de
acordo. Entretanto, algumas excegbes foram observadas com o sitio Hinc Il no
gene COIl. Por exemplo, duas colénias (que corresponde a 5,55%) do Chile foram
identificadas como mellifera de acordo com Hinc 1l (COl), mas apresentaram
padréo ligustica por Vsp |, Dra | e Eco RI (16S). Um resultado discordante também
foi obtido em 13% (ou seja, seis colénias) das amostras italianas. Além disso, uma
colénia da Italia (C5) foi tipada com o padréo africano de acordo com Vsp |, Dral e
Eco RI (16S) e Bgl Il (Cit b), mas o padrao Hinc Il (COl) foi caracteristico de

mellifera (ver tabela Il).
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Figura 1. Padrdes de amplificagéo e restricdo do fragmento da regido 16S do DNA
mitocondrial de Apis mellifera em géis de poliacrilamida 10% corados com prata. As
enzimas de restricdo utilizadas e seus respectivos padrdes estdo indicados acima. L:
A. m. ligustica, M: A. m. mellifera e S: A. m. scutellata. A: Linhas 10 e 11correspondem
aos marcadores de peso molecular de 50pb e 25 pb respectivamente. Linhas 18, 19 e
20 representam os fragmentos amplificados. B: Padrdes de restricdo obtidos com Dra |
para o fragmento da regiéo 16S.
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13770 13811 13961 13990 14018 14025 14159 14182 14190 14352 14383 14405
A. m. ligustica™ T A A C C C A C T C T C
A. m. ligustica . . . . . T G . . . . :
A. m. mellifera C T G A . T . T C T C T
A. m. scutellata C } G ) T T T C ) ) T

Figura 2. Sitios de variacdo do fragmento 16S. Os numeros correspondem as posi¢cdes nucleotidicas de A. m. ligustica
(*) publicada por Crozier e Crozier (1993). As posi¢cdes 14025 e 14159 representam diferengas entre as seqiiéncias
descritas neste trabalho e as de Crozier e Crozier (1993). Os pontos indicam identidade nucleotidica. As abelhas
africanizadas (padréao scutellata) apresentaram duas inser¢des nas posicoes 14097 e 14098 (respectivamente 390 e
391 no fragmento de 742 pb).
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Tabela Il. Padroes discordantes observados nos diferentes marcadores utilizados

na identificacdo das subespécies.

Pais Colbnia

CitB COl 16S

Bgl ll Hinc Vsp | Dral Eco RI
Italia C5 A M A A A
Italia M3 NA NM M M M
Italia MA NA M L L L
Italia MD2 NA NM M M M
Italia MD7 NA M L L L
Italia MD10 NA M L L L
Chile Coyhaique M L
Chile Olmoé M L L

A: padrao africano;
NA: ndo africano;
M: padréo mellifera;
NM: ndo mellifera;

L: padrao ligustica
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A digestdo dupla com as enzimas de restrigdo Eco Rl e Vsp | para as
subespécies de A. mellifera permitiram uma diferenciagdo mais acentuada entre

os trés ramos evolutivos (Figura 3).
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Figura 3. Padrdes de digestdo dupla obtidos com Eco Rl e Vsp | no
fragmento da regidao 16S do DNA mitocondrial de Apis mellifera. L: A.
m. ligustica;, M: A. m. mellifera e S: A. m. scutellata.
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4.5. Discussao

A amplificacdo por PCR do fragmento do gene 16S e a subsequente
digestdo com algumas enzimas de restricdo revelaram padrdes caracteristicos
para as subespécies A. m. mellifera, A. m. ligustica e A. m. scutellata. Como nao
foi observado nenhuma variacdo dentro das subespécies, podemos inferir que
esses padrdes estdo fixados e que, dessa forma, este protocolo permite uma
distingao rapida, barata e segura entre os haplétipos das linhagens M, C e A.

As metodologias utilizadas até entdo, além de seguirem protocolos mais
longos, s&o baseadas em resultados que apresentam padrbes de
presenga/auséncia de sitios de restricdo para as endonucleases, o que
eventualmente pode levar a resultados do tipo “falso negativo”. O padrao COI/ para
Hinc Il, por exemplo, apresentou resultados discordantes daqueles obtidos com
Bgl 1l (Cit B) e Vsp | e Dra | (16S), indicando que esse marcador pode produzir
possiveis erros na identificagdo da origem materna das coldnias. Por outro lado,
as seis enzimas utilizadas para digestdo do fragmento 16S confirmaram os
padrdes caracteristicos de cada subespécie.

O fragmento 16S analisado neste trabalho demonstrou uma taxa de
substituicao de 1,35% para os 740/742 pb, um valor levemente mais baixo quando
comparado com 1,67% para 656/658 pb da regido que compreende o tRNA ILE e
parte do gene ND2 do mtDNA dessas mesmas subespécies (Arias & Sheppard,
1996). Como esperado, o fragmento 16S apresentou um alto conteudo de A + T.
De acordo com Whitfield e Cameron (1998), insetos em geral e particularmente
Hymenoptera, exibem um significativo conteuddo A+T, um resultado também
observado por Crozier e Crozier (1993), Cameron (1993) e Arias e Sheppard
(1996) para Apis mellifera. Neste trabalho, foram observadas 8 transigbes e 2
transversdes, como esperado para taxa intimamente relacionados. Outras regides
do mtDNA tém demonstrado altas taxas de transicdo em relacdo as transversodes.
Arias e Sheppard (1996) descreveram 9 transicdes para 1 transversdo na regiao
tRNA ILE — parte do gene ND2.
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As amostras da Galicia (Espanha), evidenciaram a coexisténcia de
haplétipos caracteristicos das linhagens M e A, resultado concordante com
estudos prévios (Smith et al., 1991; Franck et al., 1998). Estes autores apontam a
Espanha como uma possivel zona de contato secundario entre essas linhagens.
Dados obtidos com amostras da Italia continental evidenciaram ambos os
haplétipos mellifera e ligustica. O elevado numero de colbnias com padrédo
mellifera na ltalia parece, a primeira vista, contradizer a distribuigdo original das
subespécies. Entretanto, de acordo com Franck et al. (2000), as populac¢des de
abelhas italianas sdo compostas pelas linhagens M e C na maior parte do pais.
Estes mesmos autores relataram a auséncia do padrao A na ltalia continental mas
a sua presenca na Sicilia. Estes achados corroboram dados prévios das analises
filogenéticas de Arias e Sheppard (1996) de que as abelhas da subespécie A. m.
sicula da Sicilia pertencem ao ramo A.

A presenga de uma colénia com o padrdo A em nossas amostras da Italia
continental ndo conformam os resultados de Franck et al. (2000). E possivel que
esses autores ndo observaram este padrdao em suas amostras italianas devido a
metodologia por eles utilizada (sitio Hinc Il na regiao CO I).

A utilizagao das enzimas de restricao Vsp | e Dra | no fragmento amplificado
permitiu a melhor distincdo e consequente confirmacdo da origem das trés
subespécies em questédo (Figura 1). Tal fato se deve as insergdes ocorridas em
scutellata nas posi¢des 390/391 e a substituicdo na posicédo 477 de ligustica, que
ocasionaram as perdas dos sitios Vsp | e Dra |, respectivamente. As subespécies
mellifera e ligustica sao claramente distinguidas na digestdo com Vsp | devido a
diferenca na migracdo do fragmento de 129 pb. Quanto a diferenciacédo de
scutellata e mellifera na digestdo com Dra |, as inser¢gées na subespécie africana
dao origem a um fragmento de 102 pb, que no gel apresenta uma diferenca de
migracédo em relacdo ao fragmento de 100 pb de mellifera. Além disso, fica
evidente para as duas subespécies que os fragmentos de 116 pb migram em
posi¢cdes distintas, certamente devido as diferengas conformacionais originadas a

partir das substituicdes ocorridas nessa regiao.
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A realizacéo da digestdo dupla com Eco Rl e Vsp | torna ainda mais facil a
diferenciacdo entre os trés ramos evolutivos. Esta digestdo adicional € indicada
somente nos casos em que o laboratério nao dispde de sistemas para eletroforese
em gel de poliacrilamida capazes de permitir uma alta resolugdo. A raz&o da
digestao dupla se justifica pelo fato de que somente as abelhas de origem ligustica
apresentarao o sitio de restricdo para Eco RI, facilitando sua distincdo do padrao
mellifera, cuja diferenca produzida por Vsp | € menos pronunciada (ver Figura 3).

A presente caracterizagcdo de padrées do DNA mitocondrial distintos para
as subespécies A. m. mellifera, A. m. ligustica e A. m. scutellata foi obtida a partir
de um método mais rapido, barato e seguro. Analises subsequentes s&o
necessarias para que se possa determinar a utilidade da metodologia aqui
proposta na caracterizagdo da composigao racial de populacdes resultantes de

introdugdes de outras subespécies de Apis mellifera.
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5.1. Resumo

Polimorfismos gerados pela endonuclease Dra | na regido intergénica tRNA"®"
-COIll do DNA mitocondrial foram utilizados para o estudo da estrutura genética de
populagdes de abelhas africanizadas (Apis mellifera) provenientes do Brasil e
Uruguai. Estas populagdes apresentaram um total de 11 mitétipos, dos quais trés
ainda ndo haviam sido descritos (A28, A29 e A30). Os padrbes A29 e A30
apresentaram a sequéncia P4, caracteristica de padrbes observados na Peninsula
Ibérica e, mesmo em baixas frequéncias, tais mitétipos poderiam indicar vestigios
de introdugdes ibéricas no Brasil e Uruguai que ainda contribuem para a formagao
dos enxames sul-americanos. A maioria das colbnias estudadas apresentou os
padrdes A1 e A4, sendo que a freqliéncia de A1 aumenta em direcdo ao norte do
Brasil, da mesma forma que o observado em outros paises sul-americanos. A
origem mais provavel dos padrdes africanos A1 e A4 seria a introducédo de Apis
mellifera scutellata no Brasil em 1956, embora a distribuicdo de A1, cuja
frequéncia aumenta em diregdo ao norte, evidencia a importancia da utilizagao de
marcadores mitocondriais mais polimorficos para melhor esclarecer a estrutura

genética das populagdes de abelhas africanizadas.
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5.2. Introdugao

A partir de 1957 teve inicio no continente americano o processo de
hibridizacdo entre as abelhas africanas recém introduzidas e as européias
residentes desde o século XIX. Este processo, conhecido como Africanizagao,
estimulou uma série de investigacbes destinadas a caracterizar a origem européia
ou africana das abelhas, assim como as mudangas na composi¢cdo genética das
populacdes residentes e introduzidas (Schneider et al., 2004).

Evidéncias morfométricas e alozimicas sugerem a contribuicdo de alelos
europeus e africanos na composicdo das populacdes de abelhas Africanizadas
das Américas. De acordo com Lobo et al. (1989) e Del Lama et al. (1990), de 20 a
30% dos genes das populagdes africanizadas do Brasil, Uruguai e América
Central tém origem européia. Por outro lado, 97% das colbnias do Brasil,
Venezuela, Honduras e México analisadas por Smith et al. (1989) apresentaram
mtDNA caracteristico de Apis mellifera scutellata.

O DNA mitocondrial africano presente nas populagdes neotropicais poderia
incluir os padrdes iberiensis/intermissa introduzidos por colonizadores espanhois e
portugueses (Hall e Smith, 1991). Porém, com base nos resultados de 16S-Eco
RI, COI-Hincll e COI-COIll-Xbal, estes autores consideraram improvavel que uma
colénia identificada como padrao africano tivesse origem diferente de scutellata.
Da mesma forma, dados obtidos com citb-Bgl/ll também tém demonstrado que os
enxames Africanizados sdo compostos pelo padrdao scutellata (Hall e
Muralidharan, 1989).

O fato dos marcadores nucleares demonstrarem a presenga de genes
europeus nas populacdes Africanizadas poderia indicar a existéncia de assimetria
com os marcadores citoplasmaticos, uma vez que as analises mitocondriais tém
revelado a presenca quase exclusiva do padrao scutellata.

Dentre os marcadores mitocondriais, os fragmentos gerados pela enzima
de restricdo Dra | na regido COI-COIl tém permitido a distingdo de padrdes

caracteristicos das linhagens A, M, C e O de Apis mellifera em varias regides (De
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la Rua et al., 1998, Franck et al., 1998, Franck et al., 2001). Analisando a regiao
COI-COll de colbnias provenientes da Argentina, Sheppard et al. (1999) sugeriram
que o mMtDNA tido como africano possui origem intermissa, baseados na
observagao do padrao A1. Este fato demonstraria que as colénias Africanizadas
possuem uma heranga mitocondrial mais diversa em relacéo a introducao de Apis
mellifera scutellata no Brasil em 1956.

Dessa forma, sdo apresentados neste trabalho os resultados obtidos por
meio dos polimorfismos gerados com a regido tRNA®“-COIl de amostras
provenientes do Brasil e Uruguai. Tais resultados confirmam a existéncia de
assimetria entre os dados obtidos a partir de marcadores nucleares e
mitocondriais, além de contribuirem para a compreensado da estrutura genética
das populacdes africanizadas das Américas. Amostras provenientes de colbnias

da Espanha e Italia também foram incluidas nas analises como controle.
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5.3. Material e Métodos

5.3.1. Amostras e Extracdo de DNA

Foram analisadas populacdes de Apis mellifera do Brasil, Italia, Espanha e
Uruguai. A origem das colbnias em cada pais esta descrita na tabela I. As
amostras do Brasil representam um total de 508 coldnias, as quais provém de 31
localidades. Da ltalia, foram analisadas 36 col6nias da regido de Mildo. As quatro
colbénias da Espanha foram coletadas na regido da Galicia e as 50 uruguaias séo
provenientes de seis diferentes localidades daquele pais. Foi utilizada uma
operaria adulta por coldnia amostrada, sendo as abelhas conservadas a —20° C
até serem analisadas. O DNA total foi extraido do térax de cada individuo de

acordo com o método fenol-cloroférmio descrito por Sheppard e McPheron (1991).

5.3.2. Amplificagcédo por PCR e Digestdo com Endonuclease

A analise mitocondrial foi realizada por meio da amplificacdo por PCR da
regido intergénica tRNA®“-COIl, de acordo com Garnery et al(1992). Uma
aliquota do produto de PCR foi utilizada na analise eletroforética em géis de
poliacrilamida 6% corados com prata. Dois ul do DNA amplificado foi utilizado na
reagdo de digestdo com Dra | (Promega) e os fragmentos resultantes foram
visualizados em géis de poliacrilamida 12%. Os mitétipos foram determinados de

acordo com os padrdes descritos por Garnery et al. (1993).

5.3.3. Clonagem e Sequenciamento do DNA

Fragmentos de PCR da regido intergénica tRNA®“-COIl, representando os
padrbes de restrigdo obtidos, foram clonados utilizando o kit de clonagem T-Easy
(Promega) e utilizados para transformar células competentes DH-5a de E. coli. Os

clones positivos foram selecionados e os vetores recombinantes recuperados e
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sequenciados de acordo com protocolos sugeridos pela Applied Biosystem
(www.appliedbiosystems.com). O sequenciador automatico ABI-3100 (Applied
Biosystems) foi utilizado para sequenciar as amostras. Dois clones de cada
padrao foram sequenciados a partir de ambas as diregcbes. Os dados de
sequéncia foram analisados por alinhamento multiplo com o auxilio do programa

Multalin (www.toulouse.inra.fr/multalin).
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5.4. Resultados

Dentre as 598 colbnias do Brasil, Italia, Espanha e Uruguai, 11 mitétipos
diferentes foram observados para a regigo intergénica tRNA™-COII, dos quais oito
ja descritos (Garnery et al., 1993; Franck et al., 2001) e trés nao relatados em
analises prévias, denominados A28, A29 e A30, seguindo a sequéncia dos
padrdes ja relatados (Figura 1 e Tabela |). Os mapas de restricdo com o
comprimento dos fragmentos estédo indicados na figura 2.

Os mitoétipos observados foram classificados por meio das sequéncias P
(Po, P1 ou P) e pelo numero de sequéncias Q (Figura 3). De acordo com as
sequéncias P e Q apresentadas por Franck et al. (2001) e Franck et al. (2000)
respectivamente, nossos padrdes seqlenciados foram caracterizados como
pertencendo as linhagens A (seis dos sete mitétipos) e M (um mitétipo observado).
Trés dos mitotipos da linhagem A ndo foram descritos em analises prévias. Estes
novos padrbes possuem trés (A28 e A29) e duas (A30) sequéncias Q, com
distintos padrdes de restricdo. O padrdao A28 apresenta a sequéncia Py que nao
possui delegdo, sendo caracteristico da maioria dos mitétipos da linhagem A. A
sequéncia P4 foi observada nos padrées A29 e A30. Esta seqliéncia, com uma
delecdo de 15 pb, caracteriza os mitétipos da linhagem A originarios da costa
africana do Atlantico e da Peninsula Ibérica (Franck et al., 2001).

A figura 4 apresenta a distribuicdo dos mitétipos tRNA®“-COII por pais. Os
principais padrdes observados no Brasil sdo os africanos A4 (68%) e A1 (25%). A
proporcao dos mitétipos A4 € maior nas populagcdes do centro e sul do Brasil
(sendo também o mais observado nas populagbes uruguaias), enquanto a
freqiéncia de A1 aumenta em diregdo ao norte. Nota-se que o mitétipo C1,
caracteristico de A. m. ligustica, esta presente em algumas populagdes do sul.
Nossos resultados ndo corroboram a afirmacdo de que, na América do Sul, o
mtDNA europeu que persiste € predominantemente de origem mellifera e nao

ligustica (Schneider et al., 2004), uma vez que nao foram observados padrdes
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pertencentes a subespécie mellifera nas colbnias brasileiras e apenas uma
amostra uruguaia apresentou o padrao M4.

Trés populagdes do Brasil e uma do Uruguai apresentaram um padrao que,
de acordo com os sitios de restricdo e suas sequéncias P (Figura 2), foram
classificados como A26, caracteristico da subespécie A. m. adansonii do sudoeste
africano.

Amostras da Galicia (Espanha) apresentaram os mitétipos M6
(caracteristico de populagdes francesas da subespécie mellifera e descrito apenas
em amostras do sul da Espanha (Franck et al., 1998, 2001)), M7 (o mais comum
nas populagdes espanholas) e A28, que corrobora dados prévios da literatura que
relatam varios mitétipos da linhagem A em populagdes ibéricas (Garnery et al.,
1993; Franck et al., 1998, 2001).

Populagbes do norte da Italia contém principalmente C1, mas também
foram detectados os padrées M3 e M7. O padrdao M7 foi também relatado em altas
proporgoes (12-91%) nas populagdes italianas analisadas por Franck et al. (2000),
demonstrando a presenca das duas linhagens altamente divergentes (mellifera e
ligustica) na Italia. Uma unica colénia com o padrao africano A4 foi observada na
Italia, corroborando os resultados obtidos anteriormente com a regiao 16S (Collet
et al., submetido). O haplétipo A4, descrito somente em populagdes da Sicilia
(Franck et al., 2000, 2001), ainda nao havia sido observado em amostras da ltalia

continental.
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Tabela I. Distribuicdo das populagcbes de Apis mellifera do Brasil, Uruguai, Espanha e Italia

com o numero de haplétipos mitocondriais observados.

Pais Localidade
A1 A29 A4 A30 AZ26 C1 A28 M4 M3 M6 M7
Brasil Aldeia Contao 5 3
Alegrete 1 7
Aracaju 5 4
Araripina 6 15 3
Belém 20
Blumenau 1 19 1 1
Boa Vista 7 6
Bom Jardim 6 8 1
Buquim 3 8
Conde 1 4
Corumba 7 10
Cuiaba 7 12 1
Curitiba 2 10
Florianopolis 1 17 2
Lagoa Vermelha 2 19
Luis Anténio 4 42
Manaus 3 1
Maringa 24 1
Miranda 16 10
Mossoré 7 1 2
Picos 11 1 6
P. do Araguaia 5 12 5
Recife 5 10
Salvador 3 3
Santa Maria 4 5 1
S. do Livramento 8
Sao Joaquim 1 22 2 2
Sao Luis 3 1 9 4 1
Tucano 9 7 2
Vigosa 5 1 14
Total 130 3 346 16 5 6 2
Uruguai Durazno 1 3 4 1
Mello 2 12
Montevidéo 4 1
Ombues de 2 1 3
Lavalle
Paysandu 1 3 1
Rocha 1 10
Total 4 1 34 5 1 4 1
Italia Meda 14 3 5
Pozzone 7 1 5
Convento 1

Espanha Galicia
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Figura 1. Padrdes de restricdo para a regido tRNA'-COIl (Dra 1) do DNA
mitocondrial de Apis mellifera em amostras do Brasil e Uruguai, revelados em gel
de poliacrilamida 12% corado com prata. Os padrdes estdo apresentados na
seguinte ordem de numeracao: 1: A4, 2: A1, 3: A30, 4: C1, 5: A26, 6: A29, 7: A28,
8: M3, 9: M4, 10: M6 e 11: M7.
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Figura 2. Mapas de restricdo (esquerda) e comprimento dos fragmentos em pares de base
(direita). Os padrdes A1, A4, M3, M4, M6, M7 e C1 estdo de acordo com Garnery et al. (1993) e
A26 de acordo com Franck et al. (2001). A28, A29 e A30 sao os novos padrdes A descritos neste
trabalho. Os sitios de restrigdo estao indicados por setas e a letra d indica delegdo na seqiiéncia
Po.
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Figura 3. Seqléncias P (P,, P ou P,) e Q (apresentadas como Q’, Q" e Q" de acordo com as
duplicagdes adicionais da sequéncia Q) da regido tRNAu-COIl. Inser¢cbes/delegbes estao
indicadas por tracos e os sitios de restricdo Dra | estdo sublinhados. Os pontos indicam identidade
nucleotidica.
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Trés populacdes do Brasil e uma do Uruguai apresentaram um padrao que,
de acordo com os sitios de restricdo e suas sequéncias P (Figura 2), foram
classificados como A26, caracteristico da subespécie A. m. adansonii do sudoeste
africano.

Amostras da Galicia (Espanha) apresentaram os mitétipos M6
(caracteristico de populagdes francesas da subespécie mellifera e descrito apenas
em amostras do sul da Espanha (Franck et al., 1998, 2001)), M7 (o mais comum
nas populagdes espanholas) e A28, que corrobora dados prévios da literatura que
relatam varios mitdtipos da linhagem A em populagdes ibéricas (Garnery et al.,
1993; Franck et al., 1998, 2001).

Populagcbes do norte da Italia contém principalmente C1, mas também
foram detectados os padrées M3 e M7. O padrao M7 foi também relatado em altas
proporcoes (12-91%) nas populagdes italianas analisadas por Franck et al. (2000),
demonstrando a presenga das duas linhagens altamente divergentes (mellifera e
ligustica) na ltalia. Uma unica colénia com o padrao africano A4 foi observada na
Italia, corroborando os resultados obtidos anteriormente com a regido 16S (Collet
et al., submetido). O haplétipo A4, descrito somente em populagdes da Sicilia
(Franck et al., 2000, 2001), ainda nao havia sido observado em amostras da Italia

continental.
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5.5. Discussao

O mitétipo A1 apresentou uma frequéncia crescente em relacdo ao padrao
A4 nas amostras brasileiras localizadas ao norte e nordeste do pais. Nas
populagdes africanizadas da Coldbmbia (Prada, 2004), Venezuela (Clarke et al.,
2001), Costa Rica (Segura, 2000) e México (Franck et al., 2001) também foi
observado o predominio de A1 e A4, sendo A1 mais frequente em todos os
paises, exceto na Venezuela onde ocorre um pequeno predominio de A4. O
incremento na freqtiéncia do padrao A1 do Brasil em direcdo ao norte da América
do Sul e Central, inclusive México, pode ter repetido na América o fenbmeno que
ocorreu no continente africano. De acordo com Franck et al. (2001) e Moritz et al.
(1994), o mitétipo A4 esta estabelecido principalmente nas populagdes da Africa
do Sul enquanto A1 apresentou um progressivo aumento de frequéncia em
direcdo ao norte da Africa. Considerando o transecto Brasil — México e o
continente africano em relacéo a latitude, observa-se uma possivel selecéo para o
padrao A4 nas regides localizadas mais ao sul de ambos os continentes, 0 mesmo
ocorrendo para A1 em direcdo ao norte.

Para paises com colonizacao predominantemente espanhola, como México,
Venezuela e Costa Rica, uma pequena propor¢ao das coldénias com mitétipos A
deve ser descendente de populagdes do oeste europeu, uma vez que tais padrées
ja eram observados, mesmo que em baixas frequéncias (Clarke et al., 2001),
antes da chegada dos enxames africanizados. Além disso, pequenas proporgdes
de padrdes M (comuns na Espanha) ainda sdo observados em alguns paises,
como Costa Rica (Segura, 2000) e México (Franck et al., 2001; Clarke et al.,
2001). Porém, a maioria das colonias com padrao A tem origem nas abelhas
africanas introduzidas no Brasil na década de 50, devido ao grande aumento na
freqUéncia dos mitétipos A depois do processo de Africanizagao.

A origem dos padrbes A observados nas colbnias brasileiras seria
semelhante aquela descrita para os demais paises americanos, exceto pelo fato

de que o Brasil teve uma colonizagao essencialmente portuguesa, um dos fatores
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que explicaria a auséncia de mit6étipos M nas abelhas do Brasil, uma vez que
estudos realizados em Portugal relatam uma presenga reduzida desse padrédo em
relacdo a Espanha (Franck et al., 1998, 2001; Clarke et al., 2001). O fato de ainda
serem observados outros padrdes caracteristicos da Peninsula Ibérica (A29 e
A30), mesmo que em baixas frequéncias, sugere vestigios de uma introducao
Ibérica de padrées A durante a colonizagao do pais.

Diniz et al. (2003) observaram que algumas coldnias africanizadas do
Uruguai exibiam um novo padrdo europeu cuja origem seria Portugal. Estas
mesmas colénias foram aquelas que em nossos resultados apresentaram os
padroes A29 e A30, que possuem a sequéncia P4, descrita por Franck et al.
(2001) em varias colbnias portuguesas. No Brasil, este padrao “Portugués”
também foi encontrado em algumas regides (Del Lama MA, dados nao
publicados). Os relatos acima corroboram a indicacédo de que houve introducdes
ibéricas do padrao A na América.

No entanto, da mesma forma que para os outros paises americanos ja
mencionados, os resultados obtidos com a regido tRNA®-COIl indicam que a
maior contribuicdo para a formacao das populacdes africanizadas do Brasil se
deve a introducao de Apis mellifera scutellata ocorrida em 1956.

O padrao A1 observado nas populagcdes americanas € comum tanto na
subespécie scutellata do sul da Africa, quanto em intermissa do norte africano e
Peninsula Ibérica. Portanto, sua presenga na América poderia ter origem nas
introdugdes realizadas via Peninsula |Ibérica e ndo somente pela introdugcdo de
scutellata em 1956. A provavel origem sul-africana desse haplétipo € sustentada
pelas evidéncias ja discutidas neste trabalho, como os poucos padroes A
existentes no continente antes da expansao dos enxames africanizados, o grande
incremento desses padrdes apds o processo de africanizagcéo, além dos poucos
padrdes ibéricos e suas frequéncias bastante reduzidas, a despeito da
colonizagado portuguesa no Brasil. Por outro lado, o padrdo A1 das col6nias
americanas nao teria origem africana (via scutellata) se tal mit6tipo apresentado

pelas coldnias localizadas mais ao sul do continente fosse distinto do que se
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estabeleceu nas populagdes situadas em diregdo ao norte, até o México. Ou seja,
A1 poderia ter origem distinta de scutellata caso fosse evidenciado, por meio de
um novo marcador capaz de maior discriminagao entre os padrdes, que existe um
maior numero de haplétipos, dos quais alguns deles estariam relacionados com os
observados na Peninsula Ibérica.

Prada (2004) observou que na Colémbia, embora os resultados obtidos por
Dra | (tRNA®"-COII) indicassem A1 e A4 como os padrdes mais freqiientes nas
colénias daquele pais, as endonucleases Bcl |l e Tag | para a regiao COI
demonstraram 25 haplétipos diferentes nas populagdes africanizadas. A utilizagao
deste ou de um outro marcador mitocondrial pode contribuir para testar a hipotese
acima a respeito da origem diversa (sul da Africa ou Peninsula Ibérica) do padréo
A1 nas populacdes africanizadas.

Com relacédo aos resultados obtidos por Sheppard et al. (1999) na
Argentina, a presenca do padrdo A1 nesse pais pode ser resultante da chegada
dos enxames africanizados, com origem em A. m. scutellata (uma vez que A1 é
freqUientemente encontrado nessa subespécie), embora estes autores sugiram as
introdugdes ibéricas da subespécie intermissa como provavel origem da presencga
deste padrao. Da mesma forma que o observado para as colénias brasileiras e
uruguaias, a origem européia x africana de A1 na Argentina seria verificada com a
utilizacdo de um marcador com maior numero de haplétipos que diferenciasse as
subespécies, ja que os obtidos com a regido tRNA®-COII sdo caracteristicos mas
nao exclusivos das subespécies que os contém.

Embora tenham ocorrido introducdes de A. m. mellifera no Brasil, realizadas
por imigrantes alemaes durante o século XIX, nenhuma colénia apresentou
mitétipo M nas populagdes brasileiras africanizadas. Além disso, dentre as 50
coldnias analisadas no Uruguai, somente uma apresentou o mitétipo M4. Padrbes
caracteristicos da subespécie mellifera também nao foram constatados em
amostras da Colémbia (Prada, 2004) e da Venezuela (Clarke et al., 2001), embora
estes paises, assim como o Uruguai, tenham tido colonizagdo predominantemente

espanhola.
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A auséncia de padroes mellifera em regides onde se estabeleceram os
enxames Africanizados evidencia a substituicdo dos genes europeus pelos
africanos, provavelmente favorecida por fatores como o rapido crescimento das
colénias africanas quando comparadas com as européias, além do
comportamento reprodutivo da abelha africana que invade col6nias européias,
substituindo as rainhas residentes (Schneider et al., 2004) ou ainda a vantagem
seletiva das abelhas africanas tanto na superior habilidade em colonizar quanto de
sobreviver em ambientes neotropicais (Rinderer, 1988). No Chile, por exemplo,
onde os enxames africanizados ainda ndo se estabeleceram devido ao isolamento
geografico proporcionado pelos Andes, Souza (2002) descreve que A. m. mellifera
compde cerca de 41,5% do DNA mitocondrial das colénias daquele pais, sendo o
restante constituido por A. m. ligustica.

Os resultados obtidos com a regido tRNA®"-COIl indicam a presenca de
uma unica colénia mellifera no Uruguai e sua inexisténcia no Brasil, além do
reduzido numero de colénias com padrao ligustica nestes paises (menos de 2%
das 558 analisadas), de forma que cerca de 92% das colénias possuem mtDNA
caracteristico de A. m. scutellata. Marcadores nucleares apontam uma significativa
contribuicdo de genes europeus nas populagdes africanizadas das Américas, tanto
por meio de alozimas (Lobo et al., 1989; Del Lama et al., 1990) quanto por
polimorfismos do DNA nuclear (Suazo et al, 1998; Hall e McMichael, 2001).
Portanto, a assimetria existente entre os dados obtidos a partir de marcadores
nucleares e citoplasmaticos € confirmada pelos nossos resultados. De acordo com
Hall e McMichael (2001), apés a hibridizacdo das abelhas africanas com as
européias residentes, uma subsequente selecdo poderia eliminar a maioria dos
genes europeus, mas conservaria os que fossem neutros, como no caso de
alguns marcadores nucleares que permanecem sob certa frequéncia na
populagdo. Quanto aos marcadores mitocondriais, € possivel que estes ndo sejam
seletivamente neutros, de forma que mitétipos africanos sejam favorecidos nos

ambientes tropicais em relagéo aos europeus.
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Contudo, a distribuicdo do padrao A1 abre novas perspectivas na utilizacédo
de regides mitocondriais mais polimorficas que, aliadas a resultados obtidos de
marcadores nucleares, poderao esclarecer ainda mais a questdo da assimetria,
além de contribuir com maiores informagdes sobre a estrutura das populagdes de
abelhas africanizadas.
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6. Consideragoes Finais e Perspectivas

Com base nas discussdes realizadas a partir dos resultados obtidos nos

dois trabalhos apresentados, € possivel fazer as seguintes consideragdes finais:

A utilizacado da regido 16S apresenta maior seguranga na identificagdo das
subespécies pertencentes aos ramos evolutivos A, M e C, além da rapidez e
menor custo. Dessa forma, analises futuras de subespécies de Apis mellifera
utilizadas em introdugdes em outros paises poderado fazer uso do protocolo aqui

descrito na identificagcado das populacdes resultantes.

O emprego da endonuclease Dra | na regido tRNA®“-COIl foi proposto a fim
de que se pudesse contribuir com maiores informagdes sobre a formacado das
populacdes africanizadas. Dado o numero de haplétipos apresentados, este
marcador se mostrou mais informativo que o utilizado até entao (Bgl/ Il — citb) nos
estudos com Apis mellifera nas Américas e, dessa forma, evidencia a participagcao
de outras subespécies, além Apis mellifera scutellata, na formagao das
populacdes africanizadas. Embora tenha se mostrado de fato mais informativo que
Bgl Il, o marcador proposto continua a demonstrar a presenga de haplétipos de
possivel origem scutellata em cerca de 93% das colbnias do Brasil e Uruguai.

No entanto, os resultados obtidos com o padrdo A1 podem abrir novas
perspectivas com relagdo aos estudos sobre o processo de africanizagdo. Esses
resultados, aliados aos dados histéricos sobre a colonizacdo do Brasil e outros
paises americanos, evidenciam a importancia da utilizagdo de regides
mitocondriais que possam se mostrar ainda mais informativas, capazes de
identificar uma origem do haplétipo A1 a partir do norte da Africa — Espanha (Apis
mellifera iberica ou A. m. intermissa) contra uma origem a partir da Africa do Sul

(Apis mellifera scutellata).
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Além dos marcadores mitocondriais, alguns locos de microsatélites
apresentam consideravel variagao e diferenciacao interpopulacional, fato que os
torna ferramentas importantes nos estudos populacionais das abelhas
africanizadas. Dessa forma, a utilizagdo conjunta dos marcadores mitocondriais e
nucleares podera proporcionar valiosas informagbées para o completo
entendimento da estrutura genética das populag¢des de abelhas africanizadas das

Américas.



