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RESUMO

Sequenciamento dos genes Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8 de abelhas A. mellifera Africanizadas

No presente estudo, foi realizado o sequenciamento de alelos dos locos Mrjp3, Mrjp5 e
Mrjp8 de A. mellifera Africanizadas, selecionadas para a produgdo de geleia real. O
DNA genbmico foi extraido de 20 operarias nutrizes provenientes de sete colmeias
produtoras de geleia real do programa de melhoramento de abelhas para producdo de
geleia real da UEM, totalizando 140 amostras. Os locos microssatélites Mrjp3, Mrjp5 e
Mrjp8 foram amplificados utilizando primers especificos. Os trés locos produziram um
total de 16 alelos, e foram sequenciados 10 alelos em homozigose. O loco Mrjp3 teve
sequenciados os alelos C, D, E, F e G, o Mrjp5 os alelos D, E e F e o Mrjp8 os alelos C
e D. Todos os alelos sequenciados e alinhados, apresentaram alta similaridade com
aqueles ja descritos anteriormente. Os alelos da Mrjp3 que apresentam associagdo com
a producdo de geleia real estdo sendo mantidos nas matrizes analisadas, este loco tem
grande potencial para ser considerado um marcador molecular para producéo de geleia
real em A. mellifera Africanizada. Os alelos C, D e E da Mrjp5 também estéo sendo
selecionados, contudo sua associagdo com a producédo de geleia real precisa ser melhor
analisada. A MRJP8 ndo tem papel direto na producéo de geleia real, sua expressao tem
sido detectada na glandula de veneno, assim, seus alelos ndo estdo sendo selecionados.
A manutencdo das matrizes com os alelos selecionados das MRJP3 e MRJP5 deve ser
realizada por meio de um programa de fecundagdo instrumental com anélise da
producdo de geleia real das rainhas descendentes e dos marcadores moleculares

selecionados.

Palavras-chaves: melhoramento genético, producédo de geleia real, selecdo de rainhas,
polimorfismo.
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ABSTRACT

Sequencing of the MRJP3, MRJP5 and MRJP8 genes from Africanized Apis mellifera

In the present study was performed the allele sequencing of the Mrjp3, Mrjp5 and mjp8
loci from Africanized A. mellifera selected to produce royal jelly. The genomic DNA
was extracted from 20 nurse bees obtained from 7 hives producing royal jelly of the
UEM’s genetic bees improvement for royal jelly production, totaling 140 samples. The
Mrjp3, Mrjp5 and Mrjp8 microsatellite loci were amplified using specific primers. The
three loci produced a total of 16 alleles, of which 10 homozygous alleles were
sequenced. The mrp3 locus had the C, D, E, F, G sequenced, the Mrjp5 had the D, E, F
alleles sequenced and the Mrjp8 had the C and D alleles sequenced. All the sequenced
and aligned alleles showed high similarity with the ones previously described. The
Mrjp3 alleles that show association with the royal jelly production are being kept in the
analyzed matrixes, as the locus has great potential to be considered a molecular marker
of the royal jelly production in Africanized A. mellifera. The C, D and E alleles from
Mrjp5 are also being selected, although their association with the production of royal
jelly needs to be analyzed. The MRJP8 has no direct role in the royal jelly production
its expression is being detected in the poison glandule and so, its alleles are not being
selected. The maintenance of the matrixes carrying the selected alleles of MRJP3 and
MRJP5 must be performed using an instrumental insemination program along with the
analysis of the royal jelly production in the descending queens and of the selected

molecular markers.

Key words: genetic improvement, royal jelly production, selection of queen,

polymorphism.



1. INTRODUCAO

1.1. Apis mellifera Africanizada

A abelha A. mellifera L. pertence & ordem Hymenoptera, superfamilia Apoidea,
dividida em oito familias e composta aproximadamente de 20 mil espécies, das quais
aproximadamente 3 mil espécies podem ser encontradas no Brasil (Nogueira-Couto e
Couto, 2006).

O enxame apresenta trés tipos de membros: rainha, zangbes e operérias, que
apresentam diferengas morfoldgicas e fisioldgicas. A rainha reina sobre o enxame e é
uma extraordinaria maquina de botar ovos, sendo capaz de p6r milhares de ovos num s
dia e elimina poderosos feromdnios que sdo sinais quimicos que controlam muitos dos
comportamentos das operérias. As operarias executam diversas tarefas no enxame, para
manter a colmeia em funcionamento. Os zangdes cumprem a importante fungdo de
fecundar a rainha, e depois morrem (Winston, 2003).

A espécie colonizou uma vasta area num periodo relativamente curto.
Caracteristicas essenciais como o controle da temperatura do ninho, resisténcia a
doencas e o comportamento de agrupar-se conferem aos individuos dessa espécie a
capacidade de ocuparem desde regifes semidesérticas até zonas temperadas (Ruttner,
1988).

A abelha A. mellifera possui grande variedade de comportamentos que S&o
dependentes da sua origem e da subespécie a que pertencem (Arias e Sheppard, 1996).
Em relacdo a origem acredita-se que a A. mellifera se separou da Apis cerana na regido
da Asia Central ou a Oeste daquele continente, expandindo-se em seguida para Europa e
Africa (Sheppard e Meixner, 2003). Porém, dados baseados em Single Nucleotide
polymorphism (SNP) sugerem que a A. mellifera originou na Africa, ocorrendo duas
expansdes para a Europa e Asia (Whitfield et al., 2006).

A extensdo natural de ocupagdo de A. mellifera abrange desde o Norte da Europa
até o Sul da Africa e das ilhas britanicas aos montes Urais, Ird e Peninsula Arabica
(Ruttner, 1988). Com tal variedade de habitats, condicBes climéticas e de flora ndo é

surpreendente encontrar subespécies de abelhas, cada uma com caracteristicas distintas
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e adaptadas a cada regido, conhecidas como “ragas geograficas” (Arias e Sheppard,
1996; Winston, 2003).

Desde os tempos da pré-historia, 0 homem explora os recursos das abelhas
meliferas. Os registros mais antigos sdo as pinturas rupestres datadas de
aproximadamente 6 mil anos encontradas na Caverna das Aranhas, em Valéncia —
Espanha (Figura 1) e em outros lugares no mundo. Se analisarmos toda existéncia da

humanidade, podemos observar o quanto esse inseto foi e ainda € importante.

Figura 1. Pintura rupestre da retirada de mel de um
enxame na Caverna das Aranhas, em Valéncia -
Espanha, realizada em torno de 6000 a.C. e encontrada
em 1924 (Extraido de Crane, 1992).

As primeiras introdugbes na América do Sul ocorreram com 0s imigrantes
espanhois e portugueses, que introduziram colmeias de A. mellifera mellifera e A.
mellifera iberiensis (Nogueira-Neto, 1972). Para o Brasil, foram trazidas da Europa
diferentes subespécies de A. mellifera e introduzidas pelos jesuitas, imigrantes europeus
e pesquisadores, a partir de 1800, visando maior producdo de mel (Nogueira-Couto e
Couto, 2006), porém essas abelhas ndo eram adaptadas as condi¢Bes ecoldgicas e

climéticas do pais (Sheppard et al., 1991).
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Com a tentativa de melhorar a apicultura brasileira, que até entdo ndo era muito
bem sucedida, em 1956, o geneticista Warwick Estevam Kerr, a pedido do governo
brasileiro, trouxe da Africa rainhas de A. mellifera scutellata com o proposito de iniciar
um programa de sele¢do onde os hibridos possuissem a mansidao das abelhas europeias
e a produtividade das africanas e, posteriormente, a distribuicdo de rainhas aos
apicultores para aumentar a producéo nacional de mel (Kerr, 1967; Gongalves, 1974).

Das 133 rainhas importadas da Tanzania e Africa do Sul, somente 33 rainhas
sobreviveram e formaram o estoque genético inicial, que foi mantido em quarentena no
Horto de Camacud, em Rio Claro-SP, até que no ano de 1957, 26 enxames de A.
mellifera scutellata escaparam acidentalmente (Kerr, 1967).

Nesse mesmo ano, ocorreu 0 primeiro cruzamento entre as abelhas africanas (A.
mellifera scutellata) e as espécies europeias (A. mellifera ligustica, A. mellifera
mellifera, A. mellifera carnica e A. mellifera caucasica) existentes no Brasil, dando
origem aos hibridos que sob acéo da selecdo natural nos cruzamentos, originou uma
abelha com caracteristicas proprias, a abelha A. mellifera Africanizada (Kerr e Bueno,
1970; Winston, 2003).

Embora esse hibrido possua caracteristicas proprias, se assemelha muito com a
subespécie A. mellifera scutellata, entre algumas caracteristicas estdo o répido
desenvolvimento e adaptacéo, rusticidade, prolificidade, alta capacidade de produgéo de
mel e propolis, maior capacidade de identificacdo de fontes de alimento, eficientes
polinizadores e resistente a doencgas (Benson, 1985).

O processo de africanizacdo ocorreu de forma extraordinariamente répida, pelas
condi¢des ambientais que se assemelham com o seu local de origem, e de sua alta
capacidade de reproducéo que resultaram na quase completa colonizagdo das Ameéricas
pelas abelhas Africanizadas em menos de 50 anos (De Jong, 1996), como podemos

observar na Figura 2.
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Figura 2. Mapa mostrando a expansao das abelhas Africanizadas ao longo do
continente. As linhas indicam os anos que os enxames foram detectados na
regido (Extraido de Moritz et al., 2005).

A chegada em 1957 das abelhas Africanizadas no continente Americano,
inicialmente ndo foi muito aceita pela falta de conhecimento de sua biologia, formas de
manejos, a grande defensividade da coldnia e de enxameacdo. Porém, essa visdo foi se
modificando pela alta produtividade de mel dessas abelhas (Garcia e Nogueira-Couto,
2005), contudo, como ainda ndo tinham sido desenvolvidas novas formas de manejo
muitos apicultores abandonaram a atividade (Gongalves, 1992; De Jong, 1996).

O surgimento das abelhas Africanizadas no Brasil e suas consequéncias na vida dos
apicultores, comerciantes e pesquisadores foram considerados como marco divisorio na
histéria da apicultura (Nogueira-Couto e Couto, 2006).

Por essas mudangas, foi necessaria a realizacdo de novos estudos sobre a biologia,
comportamento e melhoramento das abelhas Africanizadas para suprir as necessidades
da apicultura nacional, dessa maneira o apicultor teve que se adaptar a essas novas

abelhas (Gongalves, 1992; De Jong, 1996). A partir dai, a apicultura brasileira tem se
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destacado como uma atividade em expansdo, sendo um agronegdcio em
desenvolvimento permitindo que 0 nosso pais seja conhecido como exportador e
produtor de mel orgénico, propolis e geleia real (Queiroz et al., 2001).

A China contém aproximadamente 60% da producdo mundial de geleia real,
seguido por, Coreia, Taiwan e Japdo (Rosmilah et al., 2008). Esta alta producéo €
consequéncia das selecdes de abelhas A. mellifera, que envolve a substituicdo de rainhas
melhoradas, inseminagéo instrumental e sele¢do assistida por marcadores moleculares
(Harbo e Rinderer, 2005).

1.2. Geleia real

A geleia real é secretada pelas glandulas mandibulares e hipofaringeanas
localizadas na cabega das abelhas A. mellifera. Essa secre¢do é promovida pela ingestéo
de polen com adicéo das regurgitagdes do papo das operérias, contendo principalmente
acucares (Schmitzova et al., 1998; Albert et al., 1999a; Nogueira-Couto e Couto, 2006).
Essas glandulas tém o seu desenvolvimento completo aproximadamente entre o quinto e
14° dias de idade, secretando proteinas essenciais que € um dos produtos mais
importantes da colmeia, pois faz parte da alimentagdo de todas as larvas em
desenvolvimento e da rainha, nesse periodo as operarias sdo conhecidas como nutrizes
(Schmitzova et al., 1998; Garcia-Amoeda e Almeida-Muradian, 2002; Koshio e
Almeida-Muradian, 2003; Toledo e Mouro, 2005).

A atividade e a taxa de sintese de proteinas das glandulas hipofaringeanas variam
de acordo com a idade da operéria tendo maior atividade entre o décimo e 14° dias de
idade (Takenaka e Kaatz, 1987; Crailsheim e Stolberg, 1989; Huang e Otis, 1989;
Knecht e Kaatz, 1990; Naiem et al., 1999), quando o desenvolvimento das glandulas
podem ser influenciados por fatores internos da colonia como cria e densidade
populacional, e fatores externos como o forrageamento, permitindo as abelhas uma
adaptacdo rapida as necessidades da colbnia (Simpson et al., 1968; Brouwers, 1982;
Silva de Moraes e Cruz-Landim, 1984; Huang et al., 1989; Huang e Otis, 1989).

Apoés esse periodo, a atividade das glandulas diminui e o volume decresce
rapidamente, passando a secretar enzimas como a invertase, quando as abelhas se
tornam campeiras (Huang e Otis, 1989), sendo que essa transi¢do funcional e
morfoldgica é controlada pelo horménio juvenil (Rembold et al., 1974; Robinson, 1987,
Huang et al., 1994, 1998).
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As glandulas hipofaringeanas produzem uma secregdo de coloracgdo clara e rica em
proteinas de consisténcia aquosa, enquanto a glandula mandibular produz uma secrecéo
branca de consisténcia leitosa (Haydak, 1970; Beetsma, 1979).

A geleia real pode, entdo, ser descrita como uma substancia viscosa, de coloracéo
branco-amarelada, ou branco-acinzentada, levemente opalescente, de odor caracteristico
e pungente, porém ndo desagradavel ou ran¢oso (Garcia-Amoeda e Almeida-Muradian,
2002; Koshio e Almeida-Muradian, 2003).

Essa secrecdo glandular das abelhas é um produto amplamente reconhecido pela
sua composicdo complexa, contendo minerais, proteinas, aminodcidos, esteroides,
fendis, carboidratos, vitaminas, lipidios, acetilcolina e outras substancias desconhecidas
(Schmitzova et al., 1998; Garcia-Amoeda e Almeida-Muradian, 2007), sendo também
importante no processo de reprodugéo e desenvolvimento.

O desenvolvimento das trés castas das abelhas meliferas envolve a transi¢do por
quatro fases principais: ovo, larva, pupa e adulto. O processo de desenvolvimento da A.
mellifera Africanizada varia para cada casta, 0s ovos que se tornardo rainha demoram
15 dias para emergir, enquanto a operéria leva 20 dias para atingir a fase adulta e o
zangdo 24 dias (Kerr et al., 1972).

A determinacéo de castas pode ser expressa de forma simplificada, e 0s ovos néo-
fertilizados desenvolvem-se 0os machos, conhecidos como zangdes, enquanto 0S 0vVO0S
fertilizados originam operérias ou rainhas (Winston, 2003). Toda larva fémea com
menos de trés dias de idade pode se desenvolver como operaria ou rainha, dependendo
da quantidade e qualidade de alimento fornecido (Silva et al., 2005). Podemos observar

essas diferengas na Figura 3.
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N

Fertilizado Nao Fertilizado
Alimentagdo Alimentagio Alimentacao
Leve Pesada Leve

Geléia Real

Operiria

Zangio
Rainha

Figura 3: Diferenciacdo das castas de abelha A.
mellifera (Modificado de Winston, 2003)

Todas as larvas até o terceiro dia do estagio larval recebem como alimento a geleia
real, tornando-se alimento exclusivo da rainha ao longo de seu desenvolvimento,
garantindo-lhe fertilidade e maior longevidade (Schmitzova et al., 1998; Albert et al.,
1999a; Garcia-Amoeda e Almeida-Muradian, 2002, 2003, 2007, Winston, 2003;
Drapeau et al., 2006). Enquanto as larvas destinadas a se tornarem operarias e zangdes
recebem como alimento uma mistura de mel, pdlen e agua, conhecido, como “pédo de
abelha”. Durante o estagio larval as trés castas ganham enorme quantidade de peso, pela
grande quantidade de alimento fornecido e crescem bastante em tamanho (Winston,
2003).

As diferencas nutricionais que envolvem a quantidade e qualidade do alimento
oferecido atuam no sistema hormonal da larva definindo as caracteristicas morfologicas
e fisioldgicas entre operérias e rainhas (Kerr, 1997). Esta diferenciagdo depende dos
niveis de horménio juvenil durante o periodo sensitivo do desenvolvimento larval
(Asencot e Lensky, 1977; Wilde e Beetsma, 1982), esse estimulo nutricional impulsiona
uma resposta endocrina que é manifestada pela alta producdo de horménio juvenil em
larvas de rainhas quando comparadas com larvas de operarias (Hartfelder et al., 1993;
Hartfelder e Engels, 1998).

Em média, a vida da rainha dura cerca de um ano em clima tropical e realiza seu

voo nupcial em torno do quinto ao sétimo dias de vida, periodo que ocorre o
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acasalamento com diversos zangbes. Os machos sdo produzidos somente em
determinados periodos na colmeia, normalmente, no verdo, quando ha abundancia de
alimentos. A partir do acasalamento, a rainha fecundada realiza posturas diérias de até
2.500 ovos, dependendo da necessidade da colmeia e dos fatores ambientais, enquanto,
um grande nimero de fémeas estéreis, as operérias sdo responsaveis pela manutencdo
da colmeia (Nogueira-Couto e Couto, 2006).

Pela fertilidade e o longo periodo de vida das rainhas, que é atribuida a sua
alimentagdo exclusiva com geleia real, tem despertado 0 interesse das pessoas
acreditando-se que a geleia real produza efeitos similares em seres humanos. Alguns
efeitos benéficos foram atribuidos a ingestdo de geleia real, como eliminagdo do
cansaco fisico e mental, normalizacdo do apetite, ativacdo das funcbes cerebrais,
fortalecimento da energia vital, melhoria da visdo, aumento da resisténcia frente a
infecgdes virais e rejuvenescimento da pele (Koshio e Almeida-Muradian, 2003).

Em vérios testes bioldgicos realizados com animais, a geleia real reduz os niveis
plasméticos de colesterol e triglicérides, por terem acdo anti-inflamatéria (Koshio e
Almeida-Muradian, 2003). E sdo atribuidos ao seu uso outros beneficios, tais como
aumento de fertilidade, atividade antileucémica e contra tumores asciticos, atividade
antibiotica, e hipocolesterolemiante (Garcia-Amoeda e Almeida-Muradian, 2002). E o
componente responsavel pela acéo antibidtica da geleia real é o &cido-10-hidroxi-2-
decenoico (10-HDA), que é o principal componente da fragdo lipidica e é considerado
também o mais importante principio ativo da geleia real. A presenga do 10-HDA pode
ser considerada como um indicador de qualidade e de frescor da geleia real (Koshio e
Almeida-Muradian, 2003).

Por causa da atribuicdo dos efeitos terapéutico da geleia real, pela sua rica
composicdo quimica em vitaminas, &cidos organicos essenciais, elementos ativos
proteicos e hormdnios esteroides que proporcionam inimeros beneficios funcionais a
satde (Vantoor e Littlejohn, 1994), despertou o interesse dos consumidores em adquirir
este produto, 0o que torna esta atividade uma opcdo altamente atrativa (Vantoor e
Littlejohn, 1994). A geleia real é utilizada na composicéo de diversos produtos, como
cosmeéticos, suplementos alimentares e farmacos.

O Brasil esta entre os paises com potencial para obtencdo de grande quantidade de
produtos apicola, pelas caracteristicas climaticas favordveis, ampla e variada vegetacéo

silvestre (Sereia et al., 2010).
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1.3. Composicao proteica da geleia real: a familia de proteinas principais da
geleia real (MRJPs)

Na constituicdo quimica da geleia real encontram-se VvAarios compostos que
participam da atividade bioldgica como agua (60 a 70%), proteinas brutas (12 a 15%),
acucares (10 a 16%), lipideos (3 a 6%, principalmente o 10-HDA), minerais (2 a 3%,
ferro e o célcio) e vitaminas (principalmente tiamina, niacina e riboflavina) (Schmitzova
et al., 1998; Albert et al., 1999a; Bincoletto et al., 2005). As proteinas brutas da geleia
real representam cerca de 50% da sua matéria seca (Shen et al., 2007), entre essas
proteinas destacam-se as proteinas hidrossolUveis. As proteinas hidrossoliveis melhor
caracterizadas sdo denominadas de proteinas principais da geleia real, as MRJPs (Major
Royal Jelly Proteins) (Hanes e Simuth, 1992; Ohashi et al., 1997; Schmitzova et
al.,1998; Simuth, 2001).

A classificacdo das proteinas principais da geleia real (MRJPs) de A. mellifera, tem
sido relatada com base na sequéncia N-terminal de proteinas purificadas e sequéncias de
cDNA disponiveis na biblioteca de cDNA. A familia de proteinas principais da geleia
real (MRJPs) apresenta peso molecular de 49 a 87 kDA (Schmitzova et al., 1998;
Srisuparbh et al., 2003).

As MRJPs representam 82% do total das proteinas hidrossolUveis e cerca de 90%
do total de proteinas da geleia real (Schmitzova et al., 1998; Shen et al., 2007) Algumas
regides das MRJPs podem ser concentradas em aminodcidos ricos em nitrogénio (Shen
et al., 2007, Schonleben et al., 2007) dessa forma, altos niveis de nitrogénio estariam
estocados nas MRJPs.

A disponibilidade de nitrogénio nas MRJPs ¢é utilizada para a nutricdo das larvas e
para o desenvolvimento da rainha (Drapeau et al., 2006). Essas observagdes reforgam a
hipotese de que as MRJPs tém importante papel na nutricdo das abelhas descrito
anteriormente por Schmitzova et al. (1998).

Os genes das MRJPs codificam um grupo de proteinas que apresentam origem
evolutiva correlacionada com as proteinas Yellow de Drosophila melanogaster (Albert
et al., 1999a). O genoma da Drosophila codifica pelo menos sete membros da familia
Yellow (Maleszka e Kucharski, 2000), cujos locos estéo envolvidos na pigmentagéo das
larvas (Walter et al., 1991), enquanto as MRJPs estéo envolvidas na nutricdo das larvas.

Esses genes que codificam as MRJPs comegaram a ser identificados nos estudos de

Klaudiny et al. (1994) e Albert et al. (1996), apds esses estudos, vérios trabalhos foram
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publicados com o objetivo de identificar novos genes codificadores das MRJPs
(Schmitzova et al., 1998; Albert et al., 1999a, 1999b; Albert e Klaudiny, 2004).

Com as informagGes publicadas do sequenciamento do genoma completo de A.
mellifera (The Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 2006) criaram-se novas
perspectivas, desde a origem dessas abelhas & identificacdo de notaveis tragos sociais ao
nivel genético-molecular e a possibilidade de identificar novos genes que codificam as
MRJPs (Drapeau et al., 2006; Lobo, 2009).

Segundo, Schmitzova et al. (1998), Srisuparbh et al. (2003) e Drapeau et al. (2006)
foram identificadas nove proteinas das MRJPs de A. mellifera que sdo: MRJP1 (57
kDA), MRJP2 (49 kDA), MRIP3 (60-70 kDA), MRJP4 e MRJP5 (77-87 kDA),
MRJP6, MRJP8 e MRJP9, além de um polipeptidio incompleto, MRJPy, codificado por
um pseudogene. Os genes codificadores destas proteinas estdo localizados no
cromossomo 11.

Um dos primeiros estudos moleculares voltados para a obtengdo de marcadores de
DNA relacionados com a produgdo de geleia real foi realizado por Chen et al. (2005)
que identificaram sete alelos, amplificados por locos microssatélites, que podem ser
utilizados como marcadores de abelhas produtoras de grandes quantidades de geleia
real.

As MRJPs tém sido sugeridas por Vvarios pesquisadores como marcadores genéticos
em diferentes estudos de abelhas A. mellifera, especialmente em relacdo as MRJP3 e
MRJP5 pelas regides repetitivas em tandem (VNTR) encontradas nestes genes que
revela um elevado polimorfismo (Albert et al., 1999a, 1999b; Beye et al., 1998;
Schmitzov4 et al., 1998). Por anélises de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
foram verificados dez alelos de tamanhos distintos em amostras aleatérias de abelhas,
que detectou alta variabilidade do loco Mrjp3, consequéncia do polimorfismo de uma
regido com numero variavel de repeticOes, localizado na parte C-terminal da regido
codificadora. Esta alta variabilidade genética revela o potencial de se utilizar essa
proteina como marcador genético para estudos em abelhas A. mellifera (Albert et al.,
1999b).

Além, das crescentes descobertas sobre as MRJPs de A. mellifera e de propiciar o
interesse de identificar e caracterizar proteinas MRJPs em outras espécies do género
Apis (Srisuparbh et al., 2003), essas proteinas sdo bem caracterizadas em A. mellifera
(Albert et al., 1999a; 1999b; Schmitzova et al., 1998;, Albert e Klaudiny 2004;

Drapeau et al., 2006), bem como em outros géneros de abelhas (Srisuparbh et al., 2003).
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1.4. Melhoramento de abelhas africanizadas para producgdo de geleia real e

Marcadores Moleculares MRJPs

O Programa de Melhoramento Genético visa selecionar linhagens que apresentem
caracteristicas de interesse econdmico ao apicultor e usé-las como linhagens na préxima
geracdo, a fim de incrementar a producdo e aumentar a eficiéncia de producdo
(Rinderer, 2008).

Um primeiro método utilizado em populagdes que ndo sofreram nenhum
melhoramento € o de selecdo massal que em abelhas, resulta em bons ganhos iniciais,
principalmente em abelhas Africanizadas, gracas a sua grande variabilidade genética
(Manrique e Soares, 2002), sendo esta causada por fatores genéticos e ambientais
(Roberts e Mackensen, 1951). A producéo de geleia real pode ser afetada pelos genes
das abelhas e pelo ambiente interno e externo da colonia (Jianke et al., 2003)
envolvendo interacbes biolégicas e comportamentais intrinsecas as abelhas
(Suwannapong et al., 2007; Weneger et al., 2009).

Em janeiro de 2006, foi iniciado pelo grupo de pesquisa sobre abelhas da UEM o
Programa de Melhoramento Genético, visando ao aumento da producéo de geleia real
em abelhas Africanizadas. O programa atualmente tem 20 rainhas matrizes de abelhas
Africanizadas que se encontra na Fazenda Experimental de Iguatemi da Universidade
Estadual de Maringa (FEI/UEM), com gendtipos conhecidos assistido por marcadores
moleculares e com histérico de producéo.

A China segue ha mais de 25 anos com trabalhos de melhoramento genético
visando & producdo de geleia real em abelhas Apis mellifera, desde entdo a producéo
tem melhorado a cada ano, passando de 302 g de geleia real por colonia a cada trés dias
para 352 g apos dois anos de pesquisas (Xianmin et al., 2003).

A selecdo das rainhas é baseada na avaliacdo genética que depende da estimacéo
dos componentes de (co) variancia e dos pardmetros genéticos para identificagdo dos
animais geneticamente superiores, poréem este método nunca foi utilizado para a
producéo de geleia real (Faquinello et al., 2011).

Faquinello (2007) avaliou a producdo de geleia real em abelhas Africanizadas, por
meio de inferéncia Bayesiana, onde obteve uma alta estimativa de herdabilidade de 0,27
para porcentagem de aceitacdo, 0,10 para producdo de geleia real por colonia e de 0,55

por clpula.
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As anélises realizadas por Faquinello et al. (2011) mostraram que a correlacdo
genética indica que a selecdo de rainhas pode aumentar a producdo de geleia real por
colbnia, aceitacdo de larvas e producédo de geleia real por cupula, sendo que a produgdo
de geleia real sofre grande influéncia do ambiente.

A correlacdo genética permite a medida da direcdo da relacdo entre duas
caracteristicas possibilitando o uso de sele¢do indireta que, em alguns casos, permite
altos ganhos (Cruz, 2001). Um exemplo, segundo Faquinello (2007), seria a selecéo
para a caracteristica porcentagem de aceitacdo que promovera aumento na producao de
geleia real por colbnia e por cupula em abelhas Africanizadas, apresentando valores de
correlagdo genética de 0,38 e 0,75, respectivamente.

No caso da China, os programas de selecdo para geleia real ttm como base a
producdo de mel e outras caracteristicas desejiveis (Chen et al., 2002). Entretanto,
Azevedo (1996) verificou que a produgdo de mel beneficia, porém, ndo serve como
pardmetro para estimacdo da producdo de geleia real, sendo a estocagem de poélen o
fator importante para esta caracteristica.

As andlises de Baitala et al. (2010) realizadas por meio da Diferenca Esperada na
Progénie (DEP) representa a metade do valor genético do animal e indica a capacidade
de transmissdo genética. Os valores de DEP foram analisados em fungdo da frequéncia
dos alelos, em que os alelos C, D e E do loco Mrjp3 explicam 36,85% da variagdo da
DEP para a producdo de geleia real, sugerindo que para se aumentar a producdo de
geleia real esses alelos devem ser intensificados.

Segundo Parpinelli (2011), houve alteragdo dos alelos detectados nos locos da
Mrjp3, Mrjp5 neste estudo em relagéo aos alelos identificados por Baitala et al. (2010),
os alelos A e B do loco Mrjp3 ndo foi observado, j& o loco Mrjp5 pode-se observar
quatro novos alelos que foram denominados de H (650 pb), I (750 pb), J (780 pb) e K
(800 pb).

Os valores de heterozigosidade observados nos locos Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8
indicam elevado grau de diversidade genética e o indice de fixacdo (Fis) indica que as
colonias analisadas apresentam excesso de homozigose, em que os alelos D e E do loco
Mrjp3 apresentam as maiores frequéncias 0,3357 e 0,3107, mostrando que no processo
de selecdo de rainhas produtoras de geleia real esses alelos estdo sendo mantidos, e
apenas o alelo C teve uma frequéncia pequena 0,0321. Esses alelos sédo potencialmente

marcadores para a producdo de geleia real e, provavelmente, apresentam maior
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contribuicdo para a producdo de geleia real e estdo em selecdo, ja os alelos dos locos
Mrjp5 e Mrjp8 néo estdo sendo selecionados (Parpinelli, 2011).

Segundo, Baitala et al. (2010), o loco Mrjp3 e os respectivos alelos C, D e E
exercem influéncia no valor genético para producéo de geleia real, indicando que a
maior producdo de geleia real tem contribuicdo direta do produto desses alelos, isto foi
confirmado pelo estudo de Parpinelli (2011). Desta forma, uma estratégia para
intensificar a producéo de geleia real seria aumentar a frequéncia dos alelos C, D e E do
loco Mrjp3 nas colmeias produtoras de geleia real, mostrando que esse loco tem
potencial para ser usado como marcador molecular para sele¢éo de rainhas A. mellifera

Africanizadas para producdo de geleia real.
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Sequenciamento dos genes Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8 de abelhas Apis mellifera

Africanizadas

Resumo

O sequenciamento dos alelos que estédo sendo selecionados das Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8
de Apis mellifera Africanizada para a producéo de geleia real foi realizado e analisado
quanto & homologia e identidade com os bancos de dados biol6gicos para essas abelhas.
Os cinco alelos Mrjp3, trés alelos Mrjp5 e dois alelos Mrjp8 detectados apresentaram
alta identidade com alelos depositados no sistema GenBank. Os alelos da MRJP3 C, D e
E, estdo sendo mantidos no genoma das rainhas matriz e tem apresentado associagéo
com a producdo de geleia real. Os alelos Mrjp5 D, E e F também estdo sendo
selecionados, contudo, sua associagdo com a producdo de geleia real precisa ser
analisada. Os dois alelos da MRJP8 parecem n&o ter relagdo com a producdo de geleia
real, pois a expressdo dessa MRJP foi descrita na glandula de veneno. A manutencéo
das matrizes com os alelos selecionados das Mrjp3 e Mrjp5 deve ser realizada por meio
de um programa de fecundagéo instrumental com anélise da producdo de geleia real das

rainhas descendentes e dos marcadores moleculares selecionados.

Palavras-chaves: melhoramento genético/ marcador molecular /proteinas principais da

geleia real



Sequencing of the Mrjp3, Mrjp5 and Mrjp8 genes from Africanized Apis mellifera

Abstract

The sequencing of the Mrjp3, Mrjp5 and Mrjp8 alleles of Africanized Apis mellifera
that are being selected for royal jelly production has been performed and analyzed for
homology and identity with the biological database available for the bees. The five
mrjp3 alleles, the three mrjp5 alleles and the two mrjp8 alleles detected showed high
identity with alleles deposited in the GenBank database. The MRJP3 C, D and E alleles
are being kept in the matrixes queens’ genome and have showed association with the
royal jelly production. The mrjp5 D, E and F are also being selected but their
association with the royal jelly production needs to be studied. The two alleles of
MRJP8 appear not to have association with the royal jelly production, as the expression
of this MRJP was described in the poison glandule. The maintenance of the matrixes
carrying the selected alleles of MRJP3 and MRJP5 must be performed with using an
instrumental insemination programs combined with the analysis of the royal jelly of the

descending queens and of the selected molecular markers.

Key words: genetic improvement/ molecular marker/ Major royal jelly proteins



1. Introducéo

Dentre os diversos produtos das abelhas, a geleia real é alvo de inimeros
estudos, ndo somente em funcdo de seu papel na alimentacdo, mas também por suas
propriedades. Ao seu uso sdo atribuidos efeitos terapéuticos, tais como aumento de
fertilidade, atividade antileucémica e contra tumores asciticos, atividade antibi6tica,
hipocolesterolemiante, eliminacéo do cansago fisico e mental, normalizacdo do apetite,
ativacdo das funcdes cerebrais, fortalecimento da energia vital, melhoria da vis&o,
aumento da resisténcia frente a infeccdes virais, rejuvenescimento da pele e reducéo dos
niveis plasmaticos de colesterol e triglicérides (Garcia-Amoeda e Almeida-Muradian,
2002; Koshio e Almeida-Muradian, 2003).

A geleia real apresenta varias proteinas com peso molecular de 49 a 87 kDA
(Schmitzova et al., 1998; Srisuparbh et al., 2003) e representam cerca de 50% da
matéria seca (Shen et al., 2007), entre estas proteinas destacam-se as proteinas
hidrossolGveis. As proteinas hidrossolGveis melhor caracterizadas sdo denominadas de
principais proteinas da geleia real, as MRJPs (Major Royal Jelly Proteins) (Peixoto,
2006) que representam 82% do total das proteinas hidrossoliveis e cerca de 90% do
total de proteinas da geleia real (Schmitzova et al., 1998; Shen et al., 2007). As MRJPs
apresentam alta concentragdo de amino&cidos ricos em nitrogénio que reforca a hipotese
de que as MRJPs tém importante papel na nutricdo das abelhas (Schmitzova et al.,
1998, Drapeau et al., 2006, Shen et al., 2007, Schonleben et al., 2007).

Foram realizados vérios estudos para identificar, caracterizar e sequenciar as
MRJPs de A. mellifera (Klaudiny et al., 1994; Albert et al., 1996; 1999a; 1999b;
Schmitzova et al., 1998; Albert e Klaudiny, 2004). As MRJPs de A. mellifera também
séo identificadas e caracterizadas em outros géneros de Apis, como em A. cerana
(Srisuparbh et al., 2003).

Um dos primeiros estudos moleculares voltados para a obtengdo de marcadores
de DNA relacionados com a producdo de geleia real foi realizado por Chen et al.
(2005). Nesse estudo, foram analisados sete alelos de seis locos microssatélites
relacionados com a producdo de geleia real entre abelhas italianas nativas, chinesa-
italianas e altamente produtoras de geleia real, e esses autores observaram variagdo na
frequéncia dos alelos MRJPs sugerindo que ha potencial para serem utilizados como

marcadores moleculares para produgdo de geleia real.
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Utilizando marcadores microssatélites para os locos Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8 em
abelhas A. mellifera Africanizadas produtoras de geleia real, Baitala et al. (2010)
obtiveram elevado grau de variabilidade genética, indicando que esses locos podem ser
utilizados como eficientes marcadores genéticos para estudos de genética de populacdes
em abelhas Africanizadas.

Por meio de anélises de variancia o loco Mrjp3 obteve-se efeito significativo em
funcdo dos alelos C, D e E, indicando que esse loco exerce influéncia no valor genética
para producdo de geleia real e os mesmos explicam 36,85% da DEP (Diferenca
Esperada da Progénie), porém os locos Mrjp5 e Mrjp8 ndo apresentaram efeito
significativo, sugerindo que esses locos apresentam pouco efeito sobre o valor genético
para a producdo de geleia real (Baitala et al., 2010).

Parpinelli (2011) observou nas anélises que os alelos C, D e E do loco Mrjp3
apresentaram as maiores frequéncias 0,3357 e 0,3107, respectivamente, mostrando que
0 processo de sele¢do de rainhas produtoras de geleia real estdo mantendo esses alelos e
apenas o alelo C que também tem potencial como marcador para producéo de geleia real
teve frequéncia pequena (0,0321) e, provavelmente, esses alelos sdo os que apresentam
maior contribuicéo para a producéo de geleia real.

Os valores de heterozigosidade meédia observada por Parpinelli (2011) foi de
0,4905 para o0s locos Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8 quando comparados com Baitala et al.
(2010) que obtiveram heterozigosidade média observada de 0,5827, pode-se observar
que o valor de heterozigosidade foi menor do que no estudo inicial do processo de
selecdo de abelhas A. mellifera Africanizadas produtoras de geleia real da UEM.
Segundo, Parpinelli (2011), a selecdo para a MRJPs e a producdo de geleia real esta
levando a homozigose desses locos, em especial a MRJP3 que apresentou o menor valor
de heterozigosidade observada, 0,4286.

O sistema de produgéo de geleia real utilizado, sendo ele recria ou minirecria,
pode fornecer diferentes respostas ambientais internas as colénias em razdo de
caracteristica proprias.

Faquinello et al. (2011) analisaram os parametros genéticos de producdo de
geleia real para A. mellifera Africanizadas. Os autores observaram correlacfes genéticas
positivas entre a producéo de geleia real por coldnia e por cupula de 0,29, para aceitagéo
de larvas e producéo de geleia real por col6nia de 0,42. Estes resultados de correlagdo
genética indicam que a selecdo para aumentar a producdo de geleia real por col6nia

aumentara a aceitagdo de larvas e a producéo de geleia real por clpula.
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A selecdo de rainhas A. mellifera Africanizadas por melhores produtoras de
geleia real, a analise de pardmetros genéticos e dos marcadores moleculares MRJP3,
MRJP5 e MRJP8 foi realizada por Faquinello et al. (2011), Baitala et al. (2010) e
Parpinelli (2011). Pela importancia dos marcadores moleculares no sentido de facilitar e
agilizar a identificacdo de rainhas e zangdes para o melhoramento da produgdo de geleia
real, este estudo foi desenvolvido com o objetivo de sequenciar os alelos da familia da
MRJP3, MRJP5 e MRJP8 detectados anteriormente por Baitala et al. (2010) e Parpinelli
(2011).

2. Material e Métodos

2.1. Material bioldgico

Para este estudo, foram utilizadas operérias nutrizes de A. mellifera
Africanizadas provenientes do Apiério Central da Fazenda Experimental Iguatemi da
Universidade Estadual de Maringd (FEI/UEM), pertencentes ao Programa de
Melhoramento Genético de abelhas A. mellifera Africanizadas para producéo de geleia
real.

As operérias nutrizes foram coletadas de sete colmeias matrizes melhores
produtoras de geleia real. De cada colmeia foram coletadas 20 nutrizes, que foram
selecionadas por meio de coloragdo/idade e coletadas dos favos, totalizando 140
amostras.

Essas abelhas foram sacrificadas, armazenadas em frascos fechados,

identificados com a matriz de origem e congeladas a -20°C.

2.2. Extracéo e quantificagdo do DNA gendmico

O método para extracdo do DNA total, descrito por Bardacki e Skibinski (1994),
foi adaptado para ser utilizado para A. mellifera. O térax foi macerado em 400 uL do
tampaéo de lise (50 mM de Tris-HCI pH 8,0; 50 mM de EDTA pH 8,0; 100 mM de NaCl
e 1 % de SDS) e 10 pL de proteinase K (5 pg/ul). As amostras foram mantidas a 55°C
durante 4 horas. A purificagio do DNA foi realizada com solucdo de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A
precipitacdo dos acidos nucleicos foi feita usando acetato de sédio (3M) e etanol
absoluto gelado na propor¢do de 0,25:2,5 em relagdo ao volume recuperado,

permanecendo incubado a —20°C overnight. O DNA precipitado foi separado por
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centrifugacdo a 10.300 xg por 10 min. O DNA foi ressuspendido em tampéo TE (Tris
10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e tratado com 3 pLL de RNAse (10 ug/mL).

A integridade e a quantificacdo do DNA foram avaliadas em gel de agarose
0,8% com tamp&o TAE 1X (Tris, Acido acético, EDTA, pH 8,0). A quantidade de DNA
presente em cada amostra foi estimada por meio de comparagdo com concentragdes
conhecidas e graduadas de DNA-padréo (phago 1). Os géis foram corados com banho
de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e as bandas de DNA visualizadas sob luz ultravioleta.

A imagem foi capturada pelo sistema L-P1X HE molecular imaging.

2.3. Amplificacdo por PCR

As reacdes por PCR foram realizadas utilizando primers especificos sintetizados
para amplificar os locos da Mrjp3 (Albert et al., 1999b), Mrjp5 (Albert et al., 1999a) e
Mrjp8 (Klaudiny et al., 1994): Mrjp3 (forward: ATG TAATTT TGA AGA ATG AAC
TTG; reverse: TGT AGA TGA CTT AAT GAG AAA CAC); Mrjp5 (forward: AGA
CTC TTC AAA CGG TCG TTG C; reverse: CTG TAA TTT CAT ACT TAA AGC
CAT) e Mrjp8 (forward: TTG CGA AGT GAA TGG ATC; reverse: TTATTT TTG
GCA ACC ACT TCG).

Em um volume de reagéo de 20 pL foi utilizado tampéo Tris-KCI 1X (tris-HCI
20 mM ph 8,4 e KCI 50 mM), 0,5 uM de cada primer, 0,1 mM de cada dNTP (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), uma unidade de Tag Platinum DNA Polimerase (Invitrogen,
Brasil). Para a otimizagdo das amplificacGes foram utilizadas concentragdes especificas
de MgCl; e do DNA molde em relagéo ao primer utilizado.

Para os primers MRJP3, MRJP5 e MRJP8 foram utilizadas as concentragdes de
1,7; 1,5 e 3,0 mmol de MgCl, e a concentracdo do DNA molde empregada para o
primer MRJP3 foi de 10 ng/pL e para os primers MRJP5 e MRJP8 foi de 20 ng/uL
(Tab. I).

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um termociclador Techne TC-
512 e as condicdes de amplificagOes para os primers MRJP3 e MRJP5 foram baseadas
na metodologia descrita por Albert e Schmitz (2002). A amplificagdo comegou com
uma desnaturacéo inicial de 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 30s a 54°C e 1 min
a 72°C, sendo completada com uma extenséo final de 10 mina 72°C.

As reacOes de amplificagdo do primer MRJP8 foram baseadas na metodologia

descrita por Albert e Klaudiny (2004). O processo iniciava com uma desnaturacédo em
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94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 50s a 94°C, 50s a 50°C e 100s a 72°C com uma
extensdo final de 10 min a 72°C.

Os produtos das amplificagdes foram separados em gel de agarose 2% preparado
com tampdo TBE 0,5X (44,5 mM Tris; 44,5 mM acido bérico e 1 mM EDTA). Para o
preparo deste gel foi utilizado 50% de agarose comum e 50% de agarose MetaPhor
(Cambrex Bio Science Rockland, Inc.). A separacdo foi realizada a 60V por 5h. Os géis
foram corados com banho de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e as bandas de DNA
amplificadas foram visualizadas sob luz ultravioleta. A imagem foi capturada pelo
sistema L-PIX HE molecular imaging. Para estimar o tamanho dos alelos amplificados

foi utilizado o marcador de peso molecular de 100 pares de bases (Invitrogen, Brasil).

2.4. Analise dos dados
As andlises dos dados moleculares envolveram a interpretacdo das bandas de
DNA gendmico obtidas, e posterior sequenciamento dos alelos selecionados.

Foram escolhidos dez alelos em homozigose para o sequenciamento.

2.5. Amplificacdo por PCR para sequenciamento

As reagdes por PCR foram realizadas utilizando amostras em homozigose e
primers especificos sintetizados para amplificar os locos da Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8. Para
0 volume de reacéo de 20 pL foi empregado tampédo 10X High Fidelity PCR (600 mM
Tris-SO4 pH8,9 e 180 mM Ammonium Sulfate), 0,5 uM de cada primer, 0,1 mM de
cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), uma unidade de Taqg DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen, Brasil). Para a otimizagdo das reacdes de amplificacdes foram
utilizadas concentracdes especificas de MgCl, e do DNA molde em relagéo ao primer
utilizado. Para os primers MRJP3, MRJP5 e MRJP8 foram empregadas as
concentragdes de 1,7; 1,5 e 3,0 mmol/L de MgCl,, respectivamente, e a concentracdo do
DNA molde utilizada para o primer MRJP3 foi de 10 ng/pL e para os primers MRJP5 e
MRJP8 de 20 ng/pL (Tab. II).

As reacgOes de amplificagdes foram realizadas em um termociclador Techne TC-
512 e as condi¢Oes de amplificagdes foram as mesmas utilizadas anteriormente.

Os produtos das amplificagdes foram transferidos para tubos de 1,5 mL e
homogeneizados com PEG (20% Polietileno Glicol, 2,5 M NaCl e H;O) para a
realizagéo da purificagdo. Esse produto obtido pela homogeneizacéo foi mantido a 37°C

durante 15 min e centrifugado a 15.000 xg por 15 min, o sobrenadante foi descartado,
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foi adicionado etanol 80% e centrifugado a 15.000 xg por 4 min e o sobrenadante foi
descartado. O DNA foi ressuspendido em tampédo TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM,
pH8,0).

A integridade e quantificagdo do DNA foram avaliadas em gel de agarose 2%
com tampdo TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM acido bérico e 1 mM EDTA). Para o
preparo deste gel foram utilizados 50% de agarose comum e 50% de agarose MetaPhor
(Cambrex Bio Science Rockland, Inc.). A separagdo foi realizada a 60 Volts por 2h e a
quantidade de DNA presente em cada amostra foi estimada por meio de comparagao
com concentracBes conhecidas e graduadas de DNA-padrdo (phago X). Os géis foram
corados com banho de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e as bandas de DNA visualizadas
sob luz ultravioleta. A imagem foi capturada pelo sistema L-PIX HE molecular

imaging.

2.6. Reacéo de sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento, foi utilizado o DYEnamic ET Dye Terminator
Kit (Amersham-Ge) com 50-100 ng de DNA do produto do PCR purificado. Para um
volume de reagdo de 10 pL foi utilizado 4 pL de MIX (Amersham-Ge), 1 pL do primer
especifico e 5 pL de DNA produto do PCR purificado. As reacdes de amplificagdes do
sequenciamento foram realizadas em um termociclador Techne TC-512 e as condigdes
de amplificagGes para os primers MRJP3 e MRJP5 foram baseadas ao DYEnamic ET
Dye Terminator Kit (Amersham-Ge) e a temperatura de anelamento do primer baseado
na metodologia descrita por Albert e Schmitz (2002). O processo de amplificacéo foi
iniciado por uma desnaturagado inicial em 95°C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos de
15s a 50°C, 1 min a 54°C e com temperatura final de 4°C.

Para a amplificagdo do DNA utilizando o primer MRJP8, as condi¢des foram
baseadas ao DYEnamic ET Dye Terminator Kit (Amersham-Ge) e a temperatura de
anelamento do primer baseado na metodologia descrita por Albert e Klaudiny (2004). O
processo de amplificacdo foi iniciado por uma desnaturacéo inicial em 95°C por 30
segundos, seguido de 30 ciclos de 15s a 50°C, 1 min a 50°C e com temperatura final de
4°C.

A reacgdo de sequenciamento foi purificada e o0 sequenciamento foi realizado em

sequenciador automéatico Mega BACE 1000.
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2.7. Analise dos dados do sequenciamento

A anélise dos dados obtidos do sequenciamento foi realizada pelos alinhamentos
das sequéncias obtidas com os programas Phred (Ewing et al, 1998),
Phrap/Cross_match e Consed (Gordon et al., 1998) e o consenso gerado foi analisado
quanto a homologia e identidade com os bancos de dados bioldgicos GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando da ferramenta BLAST (Altshul et al., 1990)

e o alinhamento da sequéncia de nucleotideos foi realizado utilizando o programa
ClustalWw2 (Thompson et al., 1997).

3. Resultados

A anélise de dados da sequéncia de nucleotideos do loco da Mrjp3 no GenBank,
realizada com o auxilio do BLAST (Altshul et al., 1990), revelou que a sequéncia do
alelo C (433 pb) apresenta 95% de identidade com A. mellifera major royal jelly protein
mMRNA, complete cds (GU434675.1); 95% com A. mellifera major royal jelly protein 3
(Mrjp3), mRNA (NM_001011601.1 - Drapeau et al., 2006); 94% com a A. m. carnica
major royal jelly protein 3 (Mrjp3) gene, complete cds (AY663104.1 - Albertova et al.,
2005) e 94% com PREDICTED: A. mellifera major royal jelly protein 3-like
(LOC727045), partial mRNA (XM_001122757.2) (Tab. 1l e Fig. 1).

A sequéncia dos nucleotideos do alelo D (454 pb) apresentaram 94% de
identidade com a A. m. carnica major Royal jelly protein 3 (Mrjp3) gene, complete cds
(AY663104.1 - Albertova et al., 2005) e 93% com PREDICTED: A. mellifera major
royal jelly protein 3-like (LOC727045), partial mMRNA (XM_001122757.2) (Tab. Ill e
Fig. 2). A sequéncia dos nucleotideos do alelo E (479 pb) apresentou 93% de identidade
com a A. m. carnica major Royal jelly protein 3 (Mrjp3) gene, complete cds
(AY663104.1 - Albertova et al., 2005) e 93% com PREDICTED: A. mellifera major
royal jelly protein 3-like (LOC727045), partial mRNA (XM_001122757.2)(Tab. Ill e
Fig. 3).

A sequéncia dos nucleotideos do alelo F (431 pb) apresentou 97% de identidade
PREDICTED: A. mellifera major royal jelly protein 3-like (LOC727045), partial mRNA
(XM_001122757.2) e 97% com A. m. carnica major royal jelly protein 3 (Mrjp3) gene,
complete cds (AY663104.1 - Albertové et al., 2005) (Tab. Il e Fig. 4).

A sequéncia dos nucleotideos do alelo G (456 pb) apresentou 99% de identidade

A. m. carnica major royal jelly protein 3 (Mrjp3) gene, complete cds (AY663104.1 -
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Albertova et al., 2005) e 97% com PREDICTED: A. mellifera major royal jelly protein
3-like (LOC727045), partial mMRNA (XM_001122757.2) (Tab. Il e Fig. 5).

A anélise de dados da sequéncia de nucleotideos do loco Mrjp5 do alelo D (554
pb) apresenta 81% de identidade A. cerana major royal jelly protein MRJP5 precursor
(MRJP5) mRNA, complete cds (AY532369.1) (Tab. 11l e Fig. 6).

A sequéncia dos nucleotideos do alelo E (657 pb) apresentou 81% de identidade
A. cerana major royal jelly protein MRJP5 precursor (MRJP5) mRNA, complete cds
(AY532369.1); 80% com A. mellifera MRJP5 mRNA, complete cds (GU339164.1);
80% com A. mellifera major royal jelly protein 5(Mrjp5), mRNA (NM_001011599.1 -
Albert et al., 1999b; Malecovd et al., 2003; Drapeau et al., 2006); 80% com A. mellifera
major royal jelly protein MRJP5 (MRJP5) mRNA, complete cds (AF004842.1 - Albert
et al., 1999b) (Tab. Il e Fig. 7).

A sequéncia dos nucleotideos do alelo F (387 pb) apresentou 87% de identidade
com A. mellifera MRIP5 mRNA, complete cds (GU339164.1); 87 % com A. mellifera
major royal jelly protein 5 (Mrjp5), mRNA (NM_001011599.1 - Albert et al., 1999b;
Malecova et al., 2003; Drapeau et al., 2006); 87% com A. mellifera major royal jelly
protein MRJP5 (MRJP5) mRNA, complete cds (AF004842.1 - Albert et al., 1999b)
(Tab. Il e Fig. 8).

A anélise de dados da sequéncia de nucleotideos do loco Mrjp8 do alelo C (290
pb) apresenta 95% de identidade com PREDICTED: A. mellifera carboxypeptidase B-
like (LOC726391), mRNA (XM_001122133.2) (Tab. Ill e Fig. 9). A sequéncia de
nucleotideos do alelo D (329 pb) apresentou 95% de identidade com PREDICTED: A.
mellifera carboxypeptidase B-like (LOC726391), mRNA (XM_001122133.2) (Tab. Ill e
Fig. 10).

4. Discussao

As MRJPs estdo intimamente relacionadas e partilham sequéncias homologas
com as proteinas yellow de Drosophila e outros insetos, juntamente com varias
proteinas bacterianas. Em Drosophila, a proteina yellow participa da melanizacdo da
cuticula e no comportamento de cortejo do macho (Albertova et al., 2005).

Em abelhas A. mellifera, as MRJPs sdo altamente expressas nas glandulas
hipofaringeanas e podem ser multifuncionais, desempenhando papel nutricional como
componente da geleia real que tem alta concentragdo de nitrogénio e rica em

aminodcidos podendo funcionar como depdsito biologicamente acessivel de nitrogénio,
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sendo que os altos niveis armazenados de nitrogénio nas MRJPs podem ser cruciais para
o0 rapido crescimento de larvas jovens e o desenvolvimento de rainhas férteis, além da
execucdo de fungBes adicionais em varios tecidos, incluindo o cérebro (Albertova et al.,
2005; Drapeau et al., 2006).

Baitala et al. (2010), por meio de andlises do loco da MRJP3 em A. mellifera
Africanizadas selecionadas para a producéo de geleia real, observaram que os alelos C,
D e E do loco Mrjp3 contribuem para o aumento da producgdo de geleia real. Parpinelli
(2011) wverificou que esses alelos estdo sendo mantidos nessas matrizes e suas
descendentes, nesse estudo foram detectados ainda os alelos F e G para a MRJP3.

No presente estudo foi observado que os alelos C, D, E, F e G do loco Mrjp3
apresentam alta porcentagem de identidade com os alelos das MRJP3 j& descritos.
Permitindo sugerir que estes alelos tém papel na qualidade ou quantidade da geleia real
produzida pelas abelhas. Sera necessario, portanto, realizar a inseminagdo instrumental
para a manutencdo desses alelos em rainhas melhores produtoras.

O alinhamento entre as sequéncias de consenso obtidas e as depositadas no
GenBank € um procedimento pelo qual potenciais homologias podem ser inferidas e
identificadas (Phillips et al., 2000; Page e Holmes, 2001). Uma pequena quantidade de
gaps (espacos) foi necessaria para alinhar as sequéncias completas das abelhas com o
grupo externo, demonstrando que as sequéncias sdo conservadas.

A alta similaridade entre os alelos Mrjp3, presentes nas abelhas analisadas e
aqueles descritos anteriormente, mostra que o loco Mrjp3 é conservado entre as
subespécies e espécies de Apis. Esses resultados sdo corroborados pelo estudo realizado
por Albertova et al. (2005). Esses autores verificaram que ha alta similaridade de
sequéncias e a mesma estrutura intron-éxon entre quatro espécies A. mellifera, A.
cerana, A. dorsata e A. florea.

No estudo realizado por Albertova et al. (2005), as analises por PCR
confirmaram a presenca de uma extensa regido repetitiva nos genes das espécies
estudadas. Esses autores sugeriram que provavelmente essa regido repetitiva apareceu
no inicio da evolucdo da familia dos genes Mrjps. O alongamento extremo da repeticéo
é especifico da Mrjp3, podendo diferir em até 115 aminoacidos de comprimento. Essas
diferengas de tamanho podem refletir as exigéncias nutricionais das diferentes espécies.
Utilizando como base o conteido de nitrogénio, 0s autores sugeriram que a presencga da

repeticdo ou aumenta a capacidade de armazenamento de nitrogénio, ou a proteina é a
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consequéncia da selecdo para um aumento na eficiéncia nutritiva dessas proteinas
(Albertové et al., 2005).

Utilizando eletroforese 2D, Li et al. (2008) detectaram apenas uma isoforma de
MRJP5 em duas linhagens analisadas de A. mellifera carnica e Santos et al. (2005)
detectaram trés isoformas em A. mellifera Africanizada. Nas abelhas analisadas no
presente estudo foram sequenciados trés alelos Mrjp5 D, E e F. Esses resultados
mostram que esse loco também possui grande polimorfismo.

A proteina MRJP5 possui um motivo tripeptideo repetitivo (Albert et al.,
1999b). Esses autores sugerem que as regifes repetitivas podem ter evoluido
independentemente por duas vezes na familia das MRJPs. O armazenamento de
nitrogénio acessivel € necessario para o rapido desenvolvimento das larvas, que é obtido
pela presenca dessas extensas regiOes repetitivas das MRJP2, MRJP3 e MRJP5,
compostas por aminoécidos ricos em nitrogénio (Albert et al., 1999b).

Os alelos C e D do loco Mrjp8 codificam para a carboxypeptidase de Apis
mellifera. A MRJP8 ndo é produzida nas glandulas hipofaringeanas (Santos et al.,
2005). Peiren et al. (2008) associaram a MRJP8 com a glandula de veneno e as
transcricdes das sequéncias obtidas nas glandulas de veneno correspondem as (99% de
idade) sequéncias obtidas a partir de bibliotecas de cDNA da cabega de abelhas nutrizes
(MRJP8, AY398690 — Albert e Klaudiny, 2004). Baitala et al. (2010) verificaram que o
loco Mrjp8 possui baixo efeito sobre o valor genético para a producéo de geleia real.

Drapeau et al. (2006), utilizando sequéncias dos genes Mrjps e yellow de insetos e
espécies microbianas, verificaram que as MRJPs formam um grupo monofilético
distinto que parece ter evoluido de um ancestral comum mais recente (inseto yellow-
like), esses achados corroboram a ideia de que esse ancestral comum recente € 0 gene
Yellow-e3. Resultados semelhantes foram obtidos em 2004 por Albert e Klaudiny que
propuseram ainda que a MRJP8 seria uma excecdo, pela divergéncia filogenética
detectada, provavelmente por ser esta a proteina mais antiga da familia MRJP.

Os resultados obtidos até agora permitem inferir que a MRJP8 ndo influencia
diretamente no aumento da producdo de geleia real, diferentemente da MRJP3, cujos
alelos podem ser usados como marcadores genéticos na populacdo para o aumento da
producdo de geleia real. Assim, ndo ha necessidade de considerar a MRJP8 como um
marcador molecular para a producéo de geleia real.

A selecéo de rainhas produtoras de geleia real pode estar promovendo a selecéo

reprodutiva dessas abelhas que pode alterar as caracteristicas genéticas de uma
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determinada populagdo que acaba sendo influenciada pelo processo de transmissdo
desses genes de geracdo em geracdo (Falconer, 1987). Porém, é importante manter um
grau de variabilidade genética, que resulta em maior potencial de resposta para o
melhoramento seletivo (Page e Kerr, 1991).

O programa de melhoramento genético das abelhas A. mellifera Africanizadas
produtoras de geleia real da UEM vem mantendo as matrizes e suas descendentes desde
2006 por meio de fecundagdo natural. Pelos estudos realizados por Baitala et al. (2010),
Faquinello et al. (2011) e Parpinelli (2011), foi mostrado que os alelos sequenciados no
presente estudo podem ser empregados como marcados moleculares para produgéo de
geleia real. Torna-se necessério, portanto, iniciar o processo de inseminagéo artificial
para melhor entendimento e emprego desses marcadores moleculares para a produgéo
de geleia real. A quantificacdo de geleia real produzida por essas matrizes, e a
estimativa da associagdo entre a producéo de geleia real e os alelos dos locos Mrjp3 e

Mrjp5 selecionados é outra prerrogativa importante para o programa de melhoramento.
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Legenda de tabelas

Tabela I. Condigdes da PCR para a amplificacdo dos locos das MRJPs de abelhas A.
mellifera Africanizadas. °C = temperatura; S = tempo (segundos)

Loco MgCl, DNA PCR
(mmol/L) (ng/uL) Desnaturacdo  Anelamento  Extensédo
°C S °C S °C S
Mrjp3 1,7 10,0 94 30 54 30 72 60
Mrjp5 15 20,0 94 30 54 30 72 60

Mrjp8 3,0 20,0 94 50 50 50 72 100
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Tabela 11. Condicdes da PCR para o sequenciamento dos locos das MRJPs de abelhas A.

mellifera Africanizadas. °C = temperatura; S = tempo (Segundos)

Loco MgCl, DNA PCR
(mmol/L) (ng/uL) Desnaturagdo ~ Anelamento  Extensédo
°C S °C S °C S
Mrjp3 1,7 10,0 95 30 54 30 60 60
Mrjp5 15 20,0 95 30 54 30 60 60

Mrjp8 3,0 20,0 95 30 50 50 60 60
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Tabela I11. Tamanho e identificagdo dos alelos das proteinas principais da geleia real de
A. mellifera Africanizadas sequenciados.

Pares de o
Mrjps | Alelo Bases Identiodade Identificacéo N° Acesso
(pb)
95% A. mellifera proteina GU434675.1
95% A. mellifera proteina 3 r1\|2/|_00101160
C 433 pb - - '
94% A. m. carnica proteina 3 | AY663104.1
A. mellifera proteina 3- | XM_00112275
0, —
% | like 7.2
94% A. m. carnica proteina 3 | AY663104.1
D 454 pb 93% A .mellifera proteina 3- | XM_00112275
. like 7.2
Mrjp3 93% A. mellifera proteina3 AY663104.1
E 479 pb 93% A. mellifera proteina 3- | XM_00112275
° |like 7.2
97% A. mellifera proteina 3- | XM_00112275
F 431 pb like 7.2
97% A. m. carnica proteina 3 | AY663104.1
99% A. m. carnica proteina 3 | AY663104.1
G 456 pb 97% A. mellifera proteina 3- | XM_00112275
° |like 7.2
A. cerana proteina
0,
D 554 pb 81% MRJIPS AY532369.1
A. cerana proteina
0,
81% MRIPS AY532369.1
80% A. mellifera MRJP5 GU3399164.1
E 657 pb 80% A. mellifera proteina5 gl QA—OMOMSQ
Mrjp5 A. mellifera proteina |
0 :
80% MRIP5 AF004842.1
87% A. mellifera MRJP5 GU339164.1
. . NM_00101159
0, —
= 387 pb 87% A. mellifera proteina 5 91
A. mellifera proteina
0,
87% MRJIP5 AF004842.1
A mellifera | XM_00112213
0, —
Mrjp8 c 290 pb 95% carboxypeptidase 3.2
A mellifera | XM_00112213
0, —
D 329 pb 95% carboxypeptidase

3.2




Legenda de figuras

A.m.protein
A.m.protein3
A.m.protein3-like
A.m.carnicaprotein3
MRJP3-C

A.m.protein
A.m.protein3
A.m.protein3-like
A.m.carnicaprotein3
MRJP3-C

A.m.protein
A.m.protein3
A.m.protein3-like
A.m.carnicaprotein3
MRJP3-C

A.m.protein
A.m.protein3
A.m.protein3-like
A.m.carnicaprotein3
MRJP3-C

A.m.protein
A.m.protein3
A.m.protein3-like
A.m.carnicaprotein3
MRJP3-C

A.m.protein
A.m.protein3
A.m.protein3-like
A.m.carnicaprotein3
MRJP3-C

A.m.protein
A.m.protein3
A.m.protein3-like
A.m.carnicaprotein3
MRJP3-C

A.m.protein
A.m.protein3
A.m.protein3-like
A.m.carnicaprotein3
MRJP3-C

---CRATCAGRATGCT
— ---CRATCAGRATGCT
CIGGCAATCAGARTGCTGGCAATCAGAATGCT
GGRAGATATCACARTCAGAARTGCTGGCAATCAGARATGCT
ATTATCATTTIGCCIGITTACCATTICCICTIGTITATCATICTIGTICTIGTITACCATTITIGCT

R L ok ok

GGCAATCAGAATGCTGACRATCA----GARTGCTGACARTCAGARTGCTARCARTCAGAR
GGCRATCAGAATGCTGACAATCA----GARTGCTGACARTCAGARTGCTARCARTCAGAR
GGCARTCAGARTGCTGACARTCA----GRATGTTGACRATCAGAATGCTAACAATCAGAR
GGCRAATCAGAATGCTGACAATCA----GARATGCTGACARTCAGARTGCTARCARTCAGAR
TGTTATCATITIGICTATTACCATITTIGCTIGTTATCATICTGITIGTTACCATTITIGIC

* ok ok ok ** * * k% * e *k kk K el %ene Wl W *

TGCTGATAARTCAGAATGCTAACAAACARRATGGTAATAGACARAATGATAACAGACAGAR
TGCTGATARTCAGAATGCTAACARACARRATGGTARTAGACAARRTGATARCAGACAGAR
TGCTGATAATCAGAATGCTAACRAARCARRATGGTAATAGACARAATGGTAACAGACAGAR
TGCTGATARTCAGAARTGCTAACARACARRRTGGTARTAGACAARATGATARCAGACAGAR

TGTTACCATTTIGCTIGITATCATICTIGTICTGTITACCATITIGCTIGITATCATICIGIC
*k * * *x * *hk kR kK * *k kK * *hk kk kk * *

TGATAACAAGCARRATGGTAACAGACAGARTGATARCARGCAARATGGTARCAGACAGAR
TGATAACARGCARRATGGTAACAGACAGARTGATAARCARGCAARRTGGTARCAGACAGAR
TGATAACAAGCARRATGGTAACAGACAGARTGATARCARGCAARRTGGTARCAGACAGAR
TGATAACAAGCARRATGGTAACAGACAGARTGATARCARGCAARRTGGTARCAGACAGAR
TGTITACCATTTTIGCTIGTITATCATICTGICIGTTACCATTITTIGCTIGTITATCATICIGIC

el Wk W% i Wh W% * % Nl NN W o WR % * %

TGATRACR-------- AGCARRAT------- GGTARCAGACRAARATGGTAACAA------
TGATAACA-------- AGCARAAT------- GGTAACAGACARRARTGGTAACAR-———---
TGATAACA-------- AGCARAAT---—--- GGTAACAGACAGAATGATAACARGCAARR
TGATAACA-------- AGCARRAAT------- GGTAACAGACAGAATGATAACARGCARRR

TGTTATCATTTIGICTATTACCATITIGITTIGTTAGCATICTGATTATCAGCATICTGAT

Wl Nk Wk * * ** e N * N o

--------- ACAGARTGATAARCARGCAARATGGTARCAGACAGAATGATAACRAGAGGAA
--------- ACAGAATGATARCAAGCAARATGGTAARCAGACAGAATGATAACRAGAGGRA
TAGTAACAGACAGAATGATAACRAGCARRATGGTAATAGACARAATGGTARCARACAGAR
TGGTAACAGACAGAATGATAACARAGCARRATGGTAACAGACARAATGGTARCARACAGAR
TGTTAGCATTCTGATTGTCAGCATICTGATIGTCAGCATICTGATIGCCAGCATICTIGAT

* kk kk * kk * * * * * * kk * kX * %
TGGTAACAGGCARAATGATAAT CAR
TGGTAACAGGCAAARTGATAAT-- ---CAR --
TGATAACAAGCAAARTGGTAATA-~———m==—~ GACAAAATGATAACAAGCARAATGGTA
TGATAACAAGCAAAATGATAATA--——-—===~ GACAAAATGATAACAAGCARAATGGTA
TGCCAGCATTCTGATTGCCAGTCTCTTCCGGTTGCCGAGCTGTT--CCTGCATTGTGATC
* W e * W % % * *

ACAGACAGAATGATAA -- 379
ACAGACAGAATGATAACARGAGGRATGGTAACAGGCAAAATGATAAT 417
ACTTCCCGGRAGGGA -- 433
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Figura 1. Alinhamento de sequéncias similares do alelo C do loco Mrjp3 utilizando o
programa ClustalW2 (EMBL-EBI) com: A. mellifera major royal jelly protein mRNA,
complete cds (GU434675.1); A. mellifera major royal jelly protein 3 (Mrjp3), mMRNA
(NM_001011601.1); A. mellifera carnica major royal jelly protein 3 (Mrjp3) gene,
complete cds (AY663104.1) e PREDICTED: A. mellifera major royal jelly protein 3-
like (LOCT727045), partial MRNA (XM_001122757.2). “*” = nucleotideos idénticos em
todas as sequéncias do alinhamento.
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Figura 2. Alinhamento de sequéncias similares do alelo D do loco Mrjp3 utilizando o
programa ClustalW2 (EMBL-EBI) com: A. mellifera carnica major Royal jelly protein
3 (Mrjp3) gene, complete cds (AY663104.1); PREDICTED: A. mellifera major royal
jelly protein 3-like (LOC727045), partial

-------- ATCAGAATGCTGG------CARTCR-GAATGCTGGCRATCAGAATGC-TG-A
-------- ATCAGAATGCTGG------CAARTCA-GAATGCTGGCAATCAGAATGC-TG-A
GCTGCTTCATTTARATGTICAGTCTACACATACATGATTATCTGATATCATTTITGCCIGTIA

* * ok ok ok * * % R N W * ok ok R el e B

CARTCAGARTGCTGACRATCAGAATGCTAACARTCAGARTGC-----~ TG---ATARICA
CRAATCAGARTGTITGACARTCAGAARTGCTARCARTCAGARTGC-—-—-- TG---ATARTCR
CCATTICCICITGTATCATICTGICTGITACCATITTGCTIGTATCATTTGICTATTACCA

L * * el el Sl ek Tl Wk * * * * * ol e R

GRAATGCTARCA--ARCARAATGGTAATAGACARRATGATAAC-AGACAGAATGATAACRA
GAATGCTAACA--ARACARARTGGTAATAGACARRAATGGTAAC-AGACAGAATGATAACRA
TITTGCTIGTATCATICIGTITGTITACCATITTIGICTAGTTACCATITIGCTIGTTATCAT

o kg ok * * *k k& * * o % * dk kk kk

GCRARATGGTARCAGACAGARTGATARCARGCARARTGGTARCAGACAGAATGATAACRA
GCRARATGGTARCAGACAGARTGATARCARGCARARTGGTARCAGACAGAATGATAACRA
TCTIGICTGITACCATTITIGCTITGTITATCATICTIGTICTGTTACCATITIGCTIGTTATCAT

* Ol e W * e Vel Wik * et e MW * Yol v W%

GCRARATGGTARCAGACAGAARTGATARCARGCARAATGGTARCAGACAGAAT-GATARCA
GCRARRTGGTARCAGACAGARTGATARCARGCARARTAGTARCAGACAGAAT-GATARCA
TCTIGICTIGITACCATTITGCTIGITATCATICTGTCTGTITACCATITIGCTITGITATCA

* *k kk kK * *k ek ok * * *k k¥ * % W e W

AGCRARR-TGGTAACAGACAARATGGTAACARACAGARATGATARCARGCAARRATGATART
AGCAARR-TGGTAATAGACAARATGGTAACARACAGAATGATARCARGCARARATGGTART
TICTIGICIGITATCATICTIGAC--TTATTACCATITTIGATIGTTAGCATICTGATTAT

* etk ek * e * o % ek sk ok ok ok ok e % W%

AGACARRATGATAA-CAAGCARAATGGT----- AACAGACAGAATGATAACRAGAGGARAT
AGACAARATGATAA-CAAGCARAATGGT----- AACAGACAGAATGATAACRAGAGGARAT
CAGCATTCTGATTGTICAAGCATTICTGATIGTCAAGCATICTGATIGTCRACATICTGATT

* % LR 2 o e kR dete e " el e sl Nes ook ok ok ok *

GGTARCAGGCARA-----. ATGATAATCARRATARTCA 415
GGTARCAGGCRRA-----. ATGAT---CAGAATARTCA 412
GCCAGCATTCTGATTIGTCATAATTCTICGATA-AGCCA 454

] * ko * * *k k¥ | g * *

MRNA  (XM_001122757.2).

nucleotideos idénticos em todas as sequéncias do alinhamento.
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-CAATCAGART-GCTGGCAATCAGARTGCTGGCRATCAGART -
------ AGAATG--CTGGCAATCAGART-GCTGGCARTCAGARTGCTGGCRAATCAGART -
AATTCAAGAATTGCTIGGCARTCAGAATTGCTGACARTCARRATGCTGACRATCAGARTT

Kk kkkkkkk hhkkk hkhkhkhhk kkkhhkkk Rhkkkkkhkkkk

GCTGACRAATCAGAART-GCTGACAATCAGAAT-GCTAACARTCAGAATGCTGATAATCAGA
GCTGACRATCAGAAT-GTTGACAATCAGAAT-GCTARCARTCAGAATGCTGATAATCAGA
GITGACRATCAGAATTGCTAACAATCAGAATTGCTAACARTCARRATGCTGATAATCAGA

* hkkkkkkkhkkkhkk k k hkkkhkhkhkkhkk hkkkhkkkhkhkk hkkkkkkhkkkkkkkhkok

ATGCTARC------- ARAACAARRTGG--TART---AGACARAAT-GATAACAGACA-GAR
ATGCTARC------- ARACRAAARTGG--TART---AGACARAAT-GGTAACAGACA-GAR
ATGCTAACCAARACCARARARRATTGGGTTAATTAGGARCARRATTGATARCAGACATGRA

o e e e ek ke ok el kR Wk ok ko hhkkkkkk * hkkhkkkkkk hkk

TGATAARCAAGCAARRTGGTAACAGACAGAATGATARCAAGCARRAT-GGTARCAGACAGA
TGATAARCAAGCAAARTGGTAACAGACAGAATGATARCARGCARRAT-GGTARCAGACAGA
TGATAACARGCAARATGGTAACAGACAGARTGATAACAAGCARARTTGGTAACAGACAGA

Rk ko k hk ko k k¥

ATGATARCRAGCRAARTGGTAACAGACAGAATGATARCAAGCAARRATGGTAACAGACAGA
ATGATAARCRAGCRAARTGGTAACAGACAGAATGATARCAAGCAARATAGTAACAGACAGA
ATGATAACRAGCRAARTGGTAACAGACAGAATGATARCAAGCAARRATGGTAACAGACAGA

Ik ko k ok k ok

ATGATAACARGCAARATGGTAACAGACARARTGGTAACAARCAGARTGATARCAAGCARA
ATGATAACARGCAARATGGTAATAGACARARTGGTAACRARCAGARTGATARCAAGCARR
ATGATARCRAGCRAARARTGGTAATAGACARAATGGTARCARRCAGARTGATAACAAGCARA

IRk hk ko h ok ok kkh ko k k&

ATGATARTAGACRARRTGATAACAAGCARAATGGTARCAGACAGARTGATAACRAGAGGA
ATGGTARTAGACRARRTGATAACAAGCARAATGGTARCAGACAGARTGATAACAAGAGGA
ATGGTAATAGACRARRTGATAACAAGCARAATGGTARCAGACAGARTGATAACRAGAGGA

hkk Kk kkkkkk kA k kR k kA ko ko ko k ok
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ATGGTAACAGGCRARRTGATAATCAAARTAATCAGARTGATAATARTCGARAATGATART 442
ATGGTAACAGGCRAARTGAT---CAGARTAATCAGARTGATAATARTCGARATGATART 449
ATGGTAACAGGCRAARTGATAATCAGARTAATCAGARTGATAATARTCGAAATGATART 479
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Figura 3. Alinhamento das sequéncias similares do alelo E do loco Mrjp3 utilizando o
programa Clustalw2 (EMBL-EBI) com: A. mellifera carnica major Royal jelly protein
3 (mrjp3) gene, complete cds (AY663104.1) e PREDICTED: A. mellifera major royal

jelly protein 3-like (LOC727045), partial

nucleotideos idénticos em todas as sequéncias do alinhamento.

mMRNA (XM_001122757.2). *“*”
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-TCGTTGCGGAAGATATCACA-ATCAGARTGCTGGCAATCAGAATGCTGGCARTCAGAAT
CRAATCAGARTGCTGGCAATCAGAAT
CCIGTTACCATTICCICITGITTATCATICIGICIGTTACCATTTITGCTIGTITATCATITT

% Wk ok k ok ook *

GCTGGCARTCAGAATGCT-GACRATCA----~ GARTG-TTGACARTCAGAATGCTRACARR
GCTGGCRATCAGAATGCT-GACRAATCA----- GARTG-CTGACARTCAGAATGCTAACAR
GICTATTACCATTITITGCTIGGTTATCATTICTGGTITGGTITACCATTTGGTCTATTACCAT

* e et W ko ok * ** * Sl % * * W

TCAGARTGCTGATAATCAGAATGCTARCARACARAATGGTAATAGACRARRTGGTARCAG
TCAGARTGCTGATAATCAGAATGCTARCARACARAATGGTAATAGACARRRTGATARCAG
TTTGCTIGTTATCATICTGICTGITACCATITTIGCTIGTITATCATICTIGTCIGTITACCAT

e * e o ¢ e Ve e e S et * * el et Wl

ACAGAATGATAACAAGCAAARTGGTAACAGACAGAATGATARCARGCARARATGGTAACAG
ACAGAATGATAACRAGCAARRATGGTAACAGACAGAATGATARCARGCARARATGGTAACAG
TTTGCTIGTITATCATICTGICTGITACCATITTIGCTIGTTATCATTICTIGTICTIGTITACCAT

* e el Wk * e Yo dee * el NN W * ey el Wk

ACAGAATGATAACRAGCRARATGGTAACAGACAGAATGATARCARGCARAATAGTAACAG
ACAGAATGATAACRAGCAARATGGTAACAGACAGAATGATARCARGCARARATGGTAACAG
TITGCTIGTTATCATICTGICTGITATCATITIGICTATTACCATITIGTTITIGTITAGCAT

¥ e e ek * dede el el * * L ] * ok kR

ACAGAATGATAACAAGCAAARTGGTAATAGACARRATGGTARCARACAGARTGATAACAR
ACAGAATGATAACAAGCAARATGGTAACAGACARRATGGTARCARACAGARTGATAACAR
TCTIGATTATCAGCATICTGATTGTCAGCATICTGATIGTCARCATTCTGATIGTCAGCAT

% NN % * ok * * k¥ ] * * o W% ok ke k % ke XN * kk

GCRAARRTGGTAATAGACARRATGATARCARGCARRAATGGTAACAGACAGARTGATARCRA
GCRAAARTGATAATAGACAARATGATARCARGCARAATGGTAACAGACAGARTGATAACRA
TCTGATTIGCCAGCATTC----TGATTGCCAGCATTICTGATTIGCCAGCATTCTGATIGIGA

* L * L * o gk % NhRh o % * * * o ko ok *

GAGGARTGGTAACAGG 427
GAGGARTGGTAACAGG 394
TATCTTCCGCRACGA- 431

* e dee

S8
25
60

111
78
120

171
138
180

231
198
240

291
258
300

351
318
360

411
378
416

55

Figura 4. Alinhamento das sequéncias similares do alelo F do loco Mrjp3 utilizando o

programa ClustalW2 (EMBL-EBI) com: PREDICTED: A. mellifera major royal jelly
protein 3-like (LOC727045), partial mMRNA (XM_001122757.2) e A. mellifera carnica

major royal jelly protein 3 (mrjp3) gene, complete cds (AY663104.1). “*” =
nucleotideos idénticos em todas as sequéncias do alinhamento.
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AATCAGAATGCTGGCA-TCAGARTGCTGGCARTCAGARTGCTGGCAATCAGAATGCTIGAC
--------------- A-TCAGARTGCTGGCAATCAGARTGCTGGCAATCAGARTGCTIGAC
AATCAGRATGCTGGCRATCAGAATGCTGGCRATCAGAATGCTGGCRATCAGAATGCTGAC

o kkkkkkkkkkkkk Rk kkkkkkhkk ko kkkk ok

AATCAGAATGCTGACAATCAGARTGCTARCARTCAGARTGCTGATAATCAGAATGCTAAC
AATCAGRATGCTGACRATCAGAATGCTAACAATCAGAATGCTGATAATCAGAATGCTARC
AATCAGAATGTTGACRATCAGAATGCTAACRATCAGAATGCTGATAATCAGAATGCTARC

Rk h ko k FA ARk Rk kAR Ak ko k ok ok k

ARACARAATGGTAATAGACARAATGATARCAGACAGAATGATARCRAGCARAATGGTARC
AARCARAATGGTAATAGACARARTGATARCAGACAGARTGATAACAAGCAARATGGTAAC
ARACARRATGGTARTAGACARAATGGTARCAGACAGAATGATARCRAGCARAATGGTARC

TRk k hk ko k &

AAACAGRATGATAACRAGCARAATGGTARCAGACAGGARTGATARCAAGCRRAARTGGTAR
AGACAGAATGATAACAAGCARARTGGTARCAGACAG-AATGATAACAAGCARARTGGTAR
AGACAGAATGATAACRAGCARAATGGTARCAGACAG-ARTGATARCAAGCRARARTGGTAR

* kkkkkkkkkkkkkkk ko k ko k ok ko ko ko k ok

CAGACAGAATGATAACAAGCARAATGGTARCAGACAGARTGATARCARGCAARATGGTAR
CAGACAGAATGATAACAAGCARRATGGTAACAGACAGAATGATAACAAGCARRATGGTAR
CAGACAGRATGATAACAAGCARARTAGTARCAGACAGARTGATARCARGCAARATGGTAR

IRk hkhhhkkkkhhkhkkkkkhhkkkkkkhhkkkkk ke *

CAGACARRATGGTAACAARCAGARTGATARCARGCARARTGATARTAGACRARATGATAR
CAGACARRATGGTAACARACAGAATGATAACARGCARRATGATAATAGACARRATGATAR
TAGACARRATGGTAACARACAGAATGATAACAAGCARRATGGTAATAGACARRATGATAR

TRk ko k hk ko k

CARGCARRATGGTAACAGACAGAATGATAACAAGAGGAATGGTAACAGGCARRATGATAR
CARGCARRATGGTAACAGACAGAATGATAACARGAGGAATGGTAACAGGCARRATGATAR
CARGCARRATGGTAACAGACAGAATGATAACAAGAGGAATGGTAACAGGCARRATGAT -~

TRk ke ko k&

TCARAATAATCAGAATGATARTAATCGAAATGATART 456
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59
44
60

119
104
120

179
164
180

239
223
239

299
283
299

359
343
359

419
403
417

56

-CAGARTAATCAGARTGATAARTAATCGAARTGATART 453

dk ko ko ko ko ko ko ko ko ko

A.m.protein3-like

Figura 5. Alinhamento das sequéncias similares do alelo G do loco Mrjp3 utilizando o
programa ClustalW2 (EMBL-EBI) com: A. mellifera carnica major royal jelly protein 3
(mrjp3) gene, complete cds (AY663104.1) e PREDICTED: A. mellifera major royal
jelly protein 3-like (LOC727045), partiall mRNA (XM_001122757.2). “*”
nucleotideos idénticos em todas as sequéncias do alinhamento.
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2 GG
* %ok

TGGATAGAATAGATAGGATGGATACGATGGATACGATGGATACAATGGATACAACGGATT
TGGATAGARTGGATAGGATGGATAGGATGGATAGGATGGATAGGATGGATA-—————-—~
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ACARTGGATTAGAATGGATAAGATGAATAGAATGGATAGGATGGATAGAATGGATACAGA
----------- GGATGGATAGGATGGATAGGATGGATAGGATGGATAGAATGGATA--GA
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GIGGATAGARTCGGATAACARTGAATAGAATCGGATAGATTGAATAGACATGGATAGGAT
ATGGATAGGAT GGATAGGAT

khkkkkkk ki e e e e de g ok ok

GGATACRAATGGATACAGAGTGGATACAGATGGATACAGATGGATAGAATGGARTTARGAR
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AATTGGGATTAARGARAATTGGGATARAGARATTGGGATCACCARATTGGGATCAGAAGAT

CIGGATCACARATCGARATTACGCAATCAAAATARRATCATARTTTCACAAGATCTGGAR
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Figura 6. Alinhamento das sequéncias similares do alelo D do loco Mrjp5 utilizando o
programa Clustalw2 (EMBL-EBI) com: A. cerana major royal jelly protein MRJP5
precursor (MRJP5) mRNA, complete cds (AY532369.1). “*” = nucleotideos idénticos
em todas as sequéncias do alinhamento.
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GATGGATAGGATGGATACAATGGATACAATGGATAGRATAG 41
GATGGATAGGATGGATACAATGGATACAATGGATAGAATAG 41
GATGGATAGGATGGATACAATGGATACAATGGATAGAATAG 41

ATCTCCCACAATCCAACAAGATGAATAGGATGCATAGGATGAATAGAGTGAATAGAGIGA 60

ATAGGATGGATAGGATGGATAGAATAGATAGGATAGATAGGATGCA-TACARATGGATACA 100
ATAGGATGGATAGGATGGATAGAATAGATAGGATAGATAGGATGCA-TACAATGGATACA 100
ATAGGATGGATAGGATGGATAGAATAGATAGGATAGATAGGATGGA-TACAATGGATACA 100

ATAGAATGGATAGAATGGATAGAATAGATAGGATGGATAGGATGGACTACAATGGATAGA 120

ATGGATACAATGGATAGAACAGA-TAAGATGAGTAGC-ATGGATAGGA-TGGATAGAATG 157
ATGGATACAATGGATAGAACAGA-TAAGATGAGTAGC-ATGGATAGGA-TGGATAGAATG 157
ATGGATACAATGGATAGAACAGA-TAAGATGAGTAGC-ATGGATAGGA-TGGATAGAATG 157

ATAGARA TGGATAGGA-TGGATAGAATG 26
ATGGATAGAATGGATAGGATGGAATAGGATGGATAGAGATGGATAGGAATAGATAGGATG 180
wEEw W HEEHHEE KR K KEEEE KEK

GATAGGGTGGATAGGATGGATACAATGGATA-GAAC-AGATAAGATGAGTAGCATGGATA 215
GATAGGGTGGATAGGATGGATACAATGGATA-GAAC-AGATAAGATGAGTAGCATGGATA 215
GATAGGGTGGATAGGATGGATACAATGGATA-GAAC-AGATAAGATGAGTAGCATGGATA 215

GATAGGATGGATAGGATGGATA: GGATGGATA 57
GATACGATGGATACAATGGATACAATGGATACGAACTGGATARAATGAATAA-ATGAATA 239
HEEE K REEEEE REKEEEK wEw

GGATGGATAGAATGGATAGGGTGGATACA-ATGGATACAATGGATACAATGGATAGAATG 274
GGATGGATAGAATGGATAGGGTGGATACA-ATGGATACAATGGATACAATGGATAGAATG 274
GGATGGATAGAATGGATAGGGTGGATACA-ATGGATACAATGGATACAATGGATAGAATG 274

GGATGGATAGGATGGATAGG ATGGATAGGATG 89
GGATGGATAGAATGGATAGAATGGATAGGGATGGATACGATGGATACAACGGATARAATA 299
KRR KKK KK WK KRR KR * o mEEEE ww
GATAGGATGGATAGGATGGATAGAATGGATAGAATGGATAGGATGGATACAA-——————— 326
GATAGGATGGATAGGATGGATAGAATGGATAGAATGGATAGGATGGATACAA-~- 326
GATAGGATGGATAGGATGGATAGAATGGATAGAATGGATAGGATGGATACAA -~ 326

GATAGGATGGATAGAATGGATAGAATGGATAGGATGGATAGGATGGATATAA - ——————— 141
AATAACATGAATAGGATGGATAGAATGGATAGAATGGATACGGTGGATACAAGTGGATAC 359

B I T

---TGGATAGAACAGATAAGATGAGTAG-GATAG--ATAGAATGGATARRATAGATAGAR 380
---TGGATAGAACAGATAAGATGAGTAG-GATAG--ATAGAATGGATAARATAGATAGAR 380
---TGGATAGAACAGATAAGATGAGTAG-GATAG--ATAGAATGGATAGAATAGATAGAA 380

—---TGGATAGGACGAATAA. AA 159
AAGTGGATAARATGGATARAATGGATAGAGATGAGAATAGAATGGATARAATGGATARRR 419
wEE W wow o

TGGAT-AGGATGGATA----GGACAAATAGAATG-GATAGAAT--GAATAGGATGAATA- 431
TGGAT-AGGATGGATA----GGACAAATAGAATG-GATAGAAT--GAATAGGATGAATA- 431
TGGAT-AGGATGGATA----GGACAAATAGAATG-GATAGAAT--GAATAGGATGAATA- 431
TGGAT-AGGATGGATA----GGATGGATATAATG-GATAAGAT--GAATARAATGGATA- 210
TGGATCACAATGGATACAAAGGATAAAAAGAATAAGATNGAATACGAATGGGATANARRL 479

HHEEE K HEEEE R o *ow wwE REw ww mEEw o w o ox

CTGCGGAATTCGCCAAATTGCGGAATTCGCGAANTGCGGANTTCGCGNAACTGCGNAATT 539

TTCANAATCGCCGAATTTTGCAATTGCCGGAATATTGCCAATCCCCCACGCATCACGCCC 599

ACCACNGGAGNNGGNANACTTGCCGTGCCGRAAGAGGGGCCATTCACGACTGATTGCAR 657

Figura 7. Alinhamento das sequéncias similares do alelo E do loco Mrjp5 utilizando o
programa ClustalWw2 (EMBL-EBI) com: A. cerana major royal jelly protein MRJIP5
precursor (MRJP5) mRNA, complete cds (AY532369.1); A. mellifera MRIP5 mRNA,
complete cds (GU339164.1); A. mellifera major royal jelly protein 5(Mrjp5), mRNA
(NM_001011599.1) e A. mellifera major royal jelly protein MRJP5 (MRJP5) mRNA,
complete cds (AF004842.1). “*” = nucleotideos idénticos em todas as sequéncias do

alinhamento.
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TATGRAAARTGATGCATCTCCCACARTCCARCRAGA-TGARTAGGATGCATAGGATGARTA
TATGAARRTGATGCATCTICCCACRATCCAACAAGA-TGARTAGGATGCATAGGATGAATA
TATGAAARTGATGCATCTCCCACARTCCARCRAGA-TGARTAGGATGCATAGGATGARTA
TATGAARRTGATGCATCTCCCACRATCCARCAAGRATGARTAGGATGCATAGGATGARATA
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GAGTGARTAGAGTGAATAGAATGGATAGAAT-GGATAGAATAGATAGGATGGATAGGATIG
GAGIGARTAGAGTGAATAGAATGGATAGAAT-GGATAGAATAGATAGGATGGATAGGATG
GAGTGARTAGAGTGAATAGAATGGATAGAAT-GGATAGAATAGATAGGATGGATAGGATIG
GAGTGARTAGAGTGAATAGAATGGATAGAATTGGATAGARTAGATAGGATGGATAGGATG
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GATAGGATGGATACAATGGATACRATGG-ATAGAATAGA--TAGGAT-GGAT-AGGA--T
GATAGGATGGATACAATGGATACAATGG-ATAGAATAGA--TAGGAT-GGAT-AGGA--T
GATAGGATGGATACAATGGATACAATGG-ATAGAATAGA--TAGGAT-GGAT-AGGA--T
GATACGATGGATACAATGGATACAATGGGATAGARTGGGATTAGAATTGGATTAGGAATT
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GGA--TAGAA--TAGAT----AGGATAGA-TAGGATG-CATACARTGGATACARTGGATA
GGA--TAGAA--TAGAT----AGGATAGA-TAGGATG-CATACARTGGATACAATGGATA
GGA--TAGAA--TAGAT----AGGATAGA-TAGGATG-GATACARTGGATACARTGGATA
GGAATTAGAAATTGGARTTAGAGAATAGAATAGGATGAGATACGATGGATACGATGGATA

ok ok LR 2 % Wk dk kkkkk hkkkkkk Fhkk hkkhkhkkkk kkkkhkhkk

CARTGGATA-GAARCAGATAAGATGAGTAGCA-TGGATAGGATGGATAGARTGGATAGGGET
CARTGGATA-GAACAGATAAGATGAGTAGCA-TGGATAGGATGGATAGARTGGATAGGGT
CARTGGATA-GARCAGATAAGATGAGTAGCA-TGGATAGGATGGATAGARTGGATAGGET
CARTGGATACARATGGATAC-ATGAATAGCAATGGATAG-ATGARTAGAATGGATAGGAT

g ke ko ke ke ok ok * * ok ok Fhkkk hkkkk hhkkkkkk hhkk Fkkkkhkhkhkhkhkkkkk *

GGATAGGATGGATACAATGGATAGARACAGATAAGATGAGTAGCAT-GGATAGGATGGATA
GGATAGGATGGATACAATGGATAGAACAGATAAGATGAGTAGCAT-GGATAGGATGGATA
GGATAGGATGGATACAATGGATAGARACAGATAAGATGAGTAGCAT-GGATAGGATGGATA
GGATAGARTGGATACGATGGATAGAACAGATACARTGARTA-CATCGGATAAGATGAATA

Hhkkkkk hhkhkkkkkk hhkhkhhkhkkkkkhkkhkhkk Rl %ede St Weedederle Vel Y

GARTGGATAGGGTGGATACRATGGATACARTGGATACAATGGATA-- 383
GARATGGATAGGGTGGATACAATGGATACAATGGATACARTGGATA-- 383
GARTGGATAGGGTGGATACAATGGATACAATGGATACARTGGATA-- 383
GARTGGATAGA-TGGATACRATGGATAC--TGGATACAATGGATACA 401
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias similares do alelo F do loco Mrjp5 utilizando o
programa ClustalW2 (EMBL-EBI) com: A. mellifera MRJP5 mRNA, complete cds

(GU339164.1);

A. mellifera major

royal jelly protein 5 (MRJP5),

MRNA

(NM_001011599.1) e A. mellifera major royal jelly protein MRJP5 (MRJP5) mRNA,
complete cds (AF004842.1). “*” = nucleotideos idénticos em todas as sequéncias do

alinhamento.
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CAATGATGACGAARAGTTGAGTTTGCAGNCATAATARTARATTGCTGGAGRATTCAGACTG
------ TAARTTGCTGGAGRATTCAGACIG

e e e e e e e e e e e e e e e e ke e e e e ok ke ok

GATGATCTITGICCIGICGCGAATCCGGACGGGTACTGAGTTACAGTCTACACGATGCGAC
GATGATCTTG-CCIGTCGCGARTCCGGACGGGTAC-GAGT-ACAGTC-ACACGA-GCGAC

TRk hhkh hhhkhkkhkkkkk ko ko k ok k ko k ok Rk khkkk Rk kR

AGATTGTGGAGGAAGACGAGGAGCAATCACGAGGAGAATCAAGACGACAGTCTGGTACGA
AGATTGTGGAGGAAGACGAGGAGCAACCACGAGGAGAATCAAGACGACAGTC-GGTAC--
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CGATCCICGTTICGICCTTATITTITITITTIITAGARARTGGCTGAGTAGARCGATARAACGT
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias similares do alelo C do loco Mrjp8 utilizando o
programa ClustalW2 (EMBL-EBI) com: PREDICTED: A. mellifera carboxypeptidase
B-like (LOC726391), mRNA (XM_001122133.2). “*” = nucleotideos idénticos em
todas as sequéncias do alinhamento.
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GICAGCCAGCTTAGTCGAGARGAACTCGAGACTACGCTARACTTGCTGGAGAATTICAGAC
GICAGCCAG-TTAGTCGAGARGAACTCGAG-CTACGCTARR-TTGCTGGAGARTTCAGAC
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TGGGATGATCTITGICCTIGTCGCGARTCCGGACGGGTACGAGTACAGTCTACACGATGCGA

TGG-ATGATCTTG-CCIGTCGCGARTCCGGACGGGTACGAGTACAGTC-ACACGA-GCGA
I e

CAGATTGTIGGAGGAAGACGAGGAGCAATCACGAGGAGAATCAAGACGACAGTCGGTACGA

CAGATTGTIGGAGGAAGACGAGGAGCAACCACGAGGAGAATCARGACGACAGTCGGTAC--
B

CGATCCICGICGICCTATTTTTITTITITTITAGCAAAATGGTGAGTAGGAACGATTARAACG

TTAAACGTTAATTAAATTATATTITTICTICTCICTIGGCCTTAGGTITACACCGGATTACAG

AGCTTCCTITCAACTGIGTGGAACCTTACG 329
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias similares do alelo D do loco Mrjp8 utilizando o
programa ClustalW2 (EMBL-EBI) com: PREDICTED: A. mellifera carboxypeptidase
B-like (LOC726391), mRNA (XM_001122133.2). “*” = nucleotideos idénticos em
todas as sequéncias do alinhamento.
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