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“Se errar no tango continue dangando”
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RESUMO

Avaliacao de marcadores microssatélites MRJPs em colonias de Apis mellifera
africanizadas selecionadas para a produgdo de geleia real

No presente estudo, foi avaliado a variabilidade genética dos locus Mrjp3, Mrjp5
e Mrjp8 de A. mellifera africanizadas, selecionadas para producdo de geleia real e a
fixacdo destes alelos durante o processo de reproducao selecionada. As nutrizes foram
coletadas de sete colonias matrizes que estdo sendo selecionadas desde 2006, para a
producdo de geleia real. O DNA genomico foi extraido de 20 operarias nutrizes, de cada
matriz analisada foi quantificado e amplificado, totalizando 140 individuos. Os trés
l6cus analisados foram polimorficos e produziram um total de 16 alelos, e o nimero de
alelos efetivos para o locus Mrjp3, foi de 3,81; sendo identificados também quatro
novos alelos para o locus Mrjp5. A heterozigosidade média observada foi de 0,4905
indicando um elevado grau de variabilidade genética para os locus analisados. Os
elevados valores de Fis para os l6cus Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8 (0,4096; 0,1102 e 0,2847,
respectivamente) indicam excesso de homozigotos. Os valores de heterozigosidade e de
Fis mostram que a variabilidade genética das rainhas estd diminuindo para os locus
analisados, havendo excesso de homozigotos, mas o elevado nimero de zangdes ndo
genotipados que fecundam as rainhas dificulta a producao de gendtipos homozigotos
para o locus Mrjp3. Sera necessario realizar acasalamentos pelo método de inseminacdo
instrumental de rainhas com zangdes genotipados, para aumentar a eficiéncia do

programa de melhoramento de abelhas A. mellifera africanizadas.

Palavras-chave: extracdo, DNA, variabilidade, alelos.



ABSTRACT

Evaluation of microsatellite markers MRJPs in colonies of Africanized Apis mellifera

selected for the production of royal jelly

In this study, the genetic variability of loci Mrjp3, Mrjp5 and Mrjp8 in
Africanized A. mellifera selected for royal jelly production and the alleles fixation
during the process of selective breeding were evaluated. The nurse worker bees were
collected from seven matrix colonies that have been selected since 2006 for royal jelly
production. Genomic DNA was extracted from 20 nursing honeybees from each
analyzed matrix and was quantified and amplified, totaling 140 individuals. The three
analyzed loci were polymorphic and produced a total of 16 alleles, and the effective
number of alleles for the locus Mrjp3 was 3.81; also, four new alleles were identified
for the locus Mrjp5. The average observed heterozygosity was 0.4905 indicating a high
degree of genetic variability of the loci analyzed. The high values of Fis for Mrjp3,
Mrjp5 and Mrjp8 (0.4096; 0.1102; 0.2847, respectively) indicate a excess of
homozygotes. The values of heterozygosity and Fis show that the genetic variability of
the queens decreased for the loci analyzed, with an excess of homozygotes, but the
large number of drones not genotyped that fertilize the queens jeopardize the production
of homozygous genotypes for the locus Mrjp3. It will be necessary to conduct matings
of queens using instrumental insemination with known genotype drones to increase the

efficiency of Africanized 4. mellifera bees improvement programs.

Key words: extraction; DNA; variability; alleles



1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade as abelhas tém sido valorizadas pelos seus produtos e
observadas pelo seu comportamento, gerando grande admiragdo. Os primeiros registros
de abelhas foram encontrados em pinturas de cavernas e manuscritos de livros
cientificos. Estes insetos pertencem a ordem Hymenoptera, superfamilia Apoidea,
dividida em oito familias com cerca de 20.000 espécies, das quais aproximadamente
3.000 podem ser encontradas no Brasil (Nogueira-Couto e Couto, 2006). Estudos
realizados por Toledo et al. (2003) mostraram que das seis familias de abelhas que
ocorrem no Brasil, foram encontradas cinco delas na regido de Maringad (Andrenidae,
Anthophoridae, Apidae, Halictidae e Megachilidae).

A abelha Apis mellifera L. (1758) ¢ considerada o inseto mais estudado no mundo,
por possuir relevante fungdo ecologica em todo o ecossistema, sendo que em ambientes
naturais, desempenha papel importante na manutencdo das comunidades de plantas e
animais. Por serem eficientes polinizadoras de diversas espécies de angiospermas, que
por sua vez, sao responsaveis pela producdo de alimentos utilizados por aves e
mamiferos (Jansen, 1980; Free, 1993), garantem a sobrevivéncia de boa parte da
humanidade, sendo que, em torno de 15% (McGregor, 1976) e 15-35% (Greenleaf e
Kremen, 2006) dessa dieta depende efetivamente das atividades das abelhas, e a Apis
mellifera tem se tornado fundamental na condu¢do de muitas culturas agricolas como a
soja (Chiari et al., 2005; 2008), e de acordo com estudos realizados por Greenleaf e
Kremen (2006) e Chambo et al. (2009), sua interacdo comportamental com abelhas
nativas aumenta sua eficiéncia de polinizagdo em hibrido de girassol (Helianthus
annuus). Sendo assim, com a realizagdo e o sucesso da polinizagdo cruzada, as abelhas
auxiliam no aumento da produ¢do de frutos e sementes de diversos vegetais de interesse

agroflorestal, além de proporcionar a exploracdo comercial de seus produtos, sendo eles



o mel, geleia real, pélen, cera e a propolis, o que evidencia a potencialidade das abelhas
e a interdependéncia existente entre seres humanos e esses insetos.

Os produtos apicolas, principalmente o mel e geleia real tém sido utilizados pelo
homem desde a antiguidade, como complemento alimentar.

A geleia real ¢ composta a partir da mistura de secrecdes das glandulas
hipofaringeanas e mandibulares, localizadas na cabeca das operarias de A. mellifera.
Sua secre¢do ¢ promovida pela ingestao do pdlen com adi¢dao de solugdes regurgitadas
do papo das operarias nutrizes, no periodo entre o quinto e o 15° dia de vida, contendo
principalmente acucares (Haydak, 1970; Rembold et al., 1974; Knecht e Kaatz, 1990;
Chen e Chen, 1995; Schmitzova et al., 1998; Albert et al., 1999; Nogueira-Couto e
Couto, 2006). E um produto apicola reconhecido mundialmente por sua complexa
composi¢do, contendo elementos minerais, proteinas, aminoacidos, esteroides, fenois,
carboidratos, vitaminas, lipidios, além de outras substancias desconhecidas (Garcia-
Amoedo e Almeida-Muradian, 2007).

A geleia real possui de 9 a 15% do seu peso total em proteinas e, nos ultimos
anos, varios estudos tém identificado e caracterizado essas proteinas. Dentre estas,
destacam-se as hidrossoluveis, como as proteinas principais da geleia real (Major Royal
Jelly Proteins — MRJPs).

Estas proteinas representam 82% do total das proteinas hidrossoluveis e cerca
de 90% do total de proteinas da geleia real (Schmitzova et al., 1998), consistindo de
cinco membros principais: MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4 ¢ MRJPS5 (Ohashi et al.,
1997; Schmitzova et al., 1998; Simuth, 2001), com massa molecular relativa de 49 a
87kDa (Scarselli et al., 2005). Segundo Albert e Klaudiny (2004) e Santos et al. (2005)
existem também outras trés MRJPs (MRJP6, MRJP7 ¢ MRJP8) em bibliotecas de
cDNA de cérebro de 4. mellifera e na secre¢ao da glandula hipofaringeal. Segundo
Klaudiny et al. (1994), Schmitzova et al. (1998), Albert et al. (1999) e Drapeau et al.
(2006), nove 16cus de Mrjps (MrjpsI — Mrjps 9) e um polipeptideo incompleto (mrjp-y)
foram identificados, e posteriormente Albert e Klaudiny (2007) relataram uma funcao
nao-nutricional para a MRJP9, consistindo de uma proteina ancestral as demais, bem
como um possivel fator imunosintetizante encontrado no veneno das abelhas.

O maior produtor e exportador de geleia real ¢ a China, responsavel por
aproximadamente 60% da produ¢do mundial, seguida pela Coreia, Taiwan e Japao
(Rosmilah et al., 2008). Esta elevada producao ¢ decorrente de gradativas selecdes de A.

mellifera produtoras de geleia real e do manejo efetuado. Segundo Harbo e Rinderer
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(2005), a selegdao de abelhas com genoétipos superiores envolve o uso de técnicas de
substituicdo de rainhas melhoradas, insemina¢do instrumental e selecdo assistida por
marcadores moleculares. Contudo, na literatura ha poucos dados disponiveis associando
marcadores moleculares a producao de geleia real.

A andlise de 10 locus microssatélites entre abelhas A. mellifera italianas nativas,
chinesa-italiana e selecionadas para produgdo de geleia real foi realizado por Chen et al.
(2005). Nesse estudo, foram analisados sete alelos de seis locus relacionados com a
producdo de geleia real entre abelhas italianas nativas, chinesa-italianas e altamente
produtoras de geleia real. Esses autores observaram uma variagao de frequéncia de sete
alelos de seis locus (159 pb do A29; 100 pb e 104 pb do A24; 110 pb do A7; 126 pb do
A43; 221 pb do Al4 e 221 pb do A113) entre as abelhas italianas nativas, chinesa-
italianas e altamente produtoras de geleia real. Esses resultados foram confirmados com
testes “pairwise”, indicando que esses alelos tém potencial para serem utilizados como
marcadores moleculares para produ¢do de geleia real. Utilizando marcadores
microssatélites para os locus Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp 8§ em abelhas A. mellifera
africanizadas produtoras de geleia real, Baitala et al. (2010) mostraram que os alelos C,

D e E do 16cus Mrjp3 estdo associados com a produgdo de geleia real.

1.1. O processo de africanizacio e a dispersao da Apis mellifera africanizada

Com o processo da expansao territorial europeia e a colonizagdo das novas terras
descobertas, as abelhas que antigamente ocupavam apenas o Velho Mundo foram
introduzidas em locais onde nao se tinham registros de existéncia. Os primeiros ninhos
de A. mellifera encontrados nas Américas datam do século XVII, no ano de 1621
(Crane, 1990). Citado por Nogueira Neto (1972), quem introduziu a 4. mellifera no
Brasil foi o Padre Antonio Carneiro Aureliano com a colaboragao secundaria de Paulo
Barbosa e Sebastido Clodovil de Siqueira e Mello em margo de 1839, proveniente do
Porto de Portugal. Até esta data ndo ha relatos de abelhas com ferrdo no Brasil, apenas
as nativas sem ferrdo, ou abelhas indigenas, tais como: mandagaia (Melipona
quadrifasciata Lepeletier), tiuba (Melipona compressipes), jatai (Tetragonisca
angustula L.), guarupu (Melipona bicolor bicolor), urucu (Melipona scutellaris L.),
dentre outras (Kerr, 1967).

Em 1845, os colonizadores alemdes trouxeram consigo A. m. mellifera da

Alemanha, introduzindo-as no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, dando inicio



a apicultura racional brasileira. Entre 1870 e 1880, Hannemann e Schenck, Hanewn e
Brunnet trouxeram as primeiras 4. m. ligustica para o Sul do Brasil.

Estas abelhas foram introduzidas no Brasil, para ser utilizada a cera branca na
confecc¢do de velas para fins religiosos, visto que a cera produzida pelas abelhas nativas,
sem ferrdo, possui cor marrom, por ser uma mistura de cera e resina, entre outros
produtos (Francoy, 2007).

Sendo assim, destacam-se as quatro principais subespécies europeias
introduzidas em terras brasileiras: a alema A. m. mellifera, a italiana A. m. ligustica, a
eslovena 4. m. carnica e arussa A. m. caucasica (Oliveira e Cunha, 2005).

Em meados de 1950, a producdo apicola nacional era muito baixa (cerca de 4 a 6
mil toneladas/ano), a maioria dos equipamentos apicolas era importada (centrifugas,
tanques, decantadores, estampadoras de cera, desoperculadoras etc.) e o associativismo
era praticamente inexistente (De Paula, 2008).

Em 1955, havia um enorme descontentamento com a baixa produtividade de mel
das A. mellifera no Brasil, que ndo era condizente com o tamanho do pais e com suas
caracteristicas tropicais, propicias a exploragdo da apicultura. Tal situagdo chamou a
atencdo de algumas autoridades brasileiras (Kerr, 1967). Na ocasido, a Argentina
apresentava grande destaque internacional, sendo considerada como um dos cinco
maiores produtores mundiais de mel, ao passo que o Brasil ndo figurava nem entre os
primeiros vinte paises produtores de mel. Assim, por causa do interesse do Governo
brasileiro em mudar a situagdo da apicultura brasileira, o Prof. Dr. Warwick Estevam
Kerr dirigiu-se a Africa, trazendo e introduzido em 1956, as abelhas africanas A. m.
scutellata (anteriormente conhecidas como A. m. adansoni, nome cientifico usado até
aproximadamente 1975, quando o Prof. F. Ruttner propds a mudanca para 4. m.
scutellata), encerrando-se, com a introdu¢do dessa nova abelha, a primeira fase da
apicultura brasileira (Gongalves, 2006).

De todas as rainhas que foram trazidas para o Brasil, 48 sobreviveram, sendo
que destas, 26 eram consideradas as mais produtivas (Kerr, 1957; Rinderer et al., 1993).
Destas, 35 colonias foram transportadas para uma floresta de Eucalipto no Horto de
Camacua, nas proximidades de Rio Claro-SP, para realizacdo de testes e cada uma das
colonias teve sua entrada protegida por uma tela excludente de rainhas (Kerr, 1957).
Posteriormente, um apicultor visitante retirou as telas excludentes de rainha e quando se
tomou conhecimento dos fatos, enxames de 26 colonias haviam abandonado o local,

estabelecendo-se como colonias selvagens (Kerr, 1967). Iniciou-se entdo uma rapida



expansdo das abelhas A. m. scutellata por todo o Brasil realizando um intercruzamento
com as varias subespécies europeias aqui existentes originando um descendente poli-
hibrido, denominado abelha africanizada, tendo predominancia das caracteristicas das
abelhas africanas (Kerr, 1957; Gongalves, 2006).

Embora esses hibridos tenham caracteristicas proprias, eles se assemelham
muito com a subespécie africana (De Jong, 1996). Entre algumas das caracteristicas
predominantemente africanas se destacam a alta capacidade de defesa e adaptacdo a
novos ambientes, elevada capacidade de reproducao com ciclo de vida mais curto, que
permite um aumento populacional e consequente aumento de producdo (Gongalves,
1985).

No Brasil, a abelha africanizada apresentou desempenho superior as abelhas
europeias presentes no continente. Além da alta capacidade de produgdo, essa nova
abelha apresentou importantes caracteristicas como rapida adaptagdo, desenvolvimento
populacional, rusticidade, resisténcia a doengas, prolificidade, eficiéncia na polinizacdo
e maior capacidade de identificagdo de fonte de alimento (Gongalves, 1974; Benson,
1985). Por causa destas novas formas de adaptacdo e expansdo, a abelha africanizada
rapidamente se espalhou pelas Américas (Fig. 1), colonizando inicialmente o Brasil,
seguindo por quase toda a América do Sul, exceto as regides abaixo do paralelo 35° na
Argentina, onde o limite foi provavelmente imposto pelas baixas temperaturas de
inverno encontradas nesta regido (Kerr e Vencovsky, 1982; Sheppard et al., 1999). Ao
Oeste, sua expansao foi limitada pela presenca da Cordilheira dos Andes, que impediu a
passagem dos enxames em razdo das baixas temperaturas. Graga as Cordilheiras, o
Chile ¢ o unico pais da América do Sul que ndo apresenta abelhas africanizadas em seu
territorio até os dias de hoje (Del Lama et al., 2004). A América Central foi rapidamente
colonizada, mesmo com as tentativas frustradas de se criar barreiras que impedissem o
avanco dos enxames na regido do Panaméd (Boreham e Roubik, 1987). Atualmente,
ocupam grande parte ou totalidade dos Estados do Texas, Califérnia, Arizona, Novo

Meéxico e Nevada, no Sul dos Estados Unidos (Alice Pinto et al., 2007).
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Figura 1: Mapa da migracdo de abelhas africanizadas: de Sao Paulo, Brasil,
para os Estados Unidos, realizada em menos de 35 anos (linhas vermelhas
indicam os pontos mais distantes de deteccdo nos anos indicados). Os
insetos chegaram ao extremo sul do Texas, em 15 de outubro de 1990, e
foram vistos no Arizona em 1993 fonte: Rinderer et al., 1993.

Durante muitos anos foram destacadas as caracteristicas negativas destas
abelhas, provocando o abandono ou reducgdo drastica da atividade pelos apicultores, que
muito pouco ou quase nada sabiam sobre seus habitos, morfologia e comportamento,
resultando na falta de técnicas de manejo adequados. Esta visdo negativa diminuiu
dando destaque para a produtividade dessas abelhas (Gongalves, 1979; Garcia e
Nogueira-Couto, 2005).

O surgimento das abelhas africanizadas no Brasil e as suas consequéncias na

vida dos apicultores, comerciantes ¢ pesquisadores causaram uma grande modifica¢ao



no cendrio apicola brasileiro, sendo considerado como marco divisorio na histoéria da
apicultura brasileira (Nogueira-Couto e Couto, 2006).

Apo6s essas mudangas a apicultura estd em ampla expansdo, tendo destaque
como a atividade do agronegocio de maior desenvolvimento, permitindo que o Brasil
seja conhecido como produtor e exportador dos produtos apicolas (Faquinello, 2010).

Portanto, o crescimento exacerbado da apicultura nacional despertou o interesse
comercial para atividades especializadas como a producao de geleia real, que possui um
bom pre¢o de mercado e possibilidade de produgao ao longo do ano (Queiroz et al.,
2001), incentivando cada vez mais a pratica de manejo das abelhas A. mellifera
africanizadas pelos apicultores objetivando o consumo de seus subprodutos bem como a

valoriza¢ao no mercado nacional e internacional.

1.2. Composicio e importancia da geleia real

A geleia real ¢ um produto das secrecdes das glandulas hipofaringeanas e
mandibulares, localizadas na cabeca das abelhas operarias (Haydak, 1970), e um dos
mais valorizados produtos apicolas, sendo produzida por operarias de 5 a 15 dias de
idade, denominadas nutrizes.

Para as abelhas, a geleia real tem trés aplicacdes: alimentacdo das larvas de
operarias de até 90 horas apds eclosdo; alimentagdo da rainha durante toda sua vida
(Wang, 1965); e alimentagdo durante toda a fase larval de zangoes (Haydak, 1970).

As glandulas hipofaringeanas possuem completo desenvolvimento entre o 5° e o
15° dia de vida das operéarias, e secretam proteinas essenciais (Rembold et al., 1974;
Takenaka e Kaatz, 1987; Brown, 1989; Garcia et al., 1989; Schmitzova et al., 1998).

A quantidade e atividade de sintese de proteinas dessas glandulas variam de
acordo com a idade da operaria, possuindo maior periodo ativo entre o 10° ao 14° dias
(Takenaka e Kaatz, 1987; Crailsheim e Stolberg, 1989; Huang e Otis, 1989; Knecht e
Kaatz, 1990; Naiem et al., 1999). Apos esse periodo sua mobilidade e volume
decrescem rapidamente passando a secretar enzimas como a invertase, periodo este em
que as abelhas tornam-se campeiras (Huang e Otis, 1989).

As secregoes que compdem a geleia real possuem caracteristicas distintas, sendo
que, a glandula mandibular secreta um componente branco leitoso e a glandula
hipofaringeana produz uma secre¢do de coloragdo clara e rica em proteinas (Haydak,

1970; Beetsma, 1979). De modo geral, a geleia real pode ser descrita como um creme



branco-amarelado de aspecto leitoso, fortemente acido, altamente nitrogenado e com
odor e sabor caracteristicos (Chen e Chen, 1995; Melliou ¢ Chinou, 2005; Liu et al.,
2008). Possui ainda, densidade de aproximadamente 1,1 g/cm’ (Lercker et al., 1992) ¢ é
parcialmente solivel em agua, sua viscosidade varia de acordo com a idade e também
conteudo de agua.

A flexibilidade das glandulas hipofaringeanas, bem como a produ¢do de geleia
real mostra que fatores nutricionais ambientais internos como densidade populacional,
presenca de cria, desempenho de tarefas na coldnia, e fatores externos a colénia como
forrageamento, interagdes bioldgicas e fatores genéticos como a variabilidade
influenciam diretamente no desempenho e desenvolvimento de suas atividades
(Simpson et al., 1968; Free, 1980; Silva de Moraes e Cruz-Landim, 1984; Robinson,
1995; Pernal e Currie, 2000; Deseyn e Billen, 2005; Suwannapong et al., 2007;
Wegener et al.,, 2009; Sereia et al., 2010), bem como varidveis climaticas como
temperatura, umidade relativa e pressdo de vapor (Garcia e Nogueira-Couto, 2005;
Toledo et al., 2010).

Estudos realizados por Garcia e Nogueira-Couto (2005) compararam a
producdo de geleia real entre abelhas africanizadas, italianas e descendentes, associada a
fatores ambientais. Os resultados indicaram diferengas entre o periodo de producdo e
aceitacdo das larvas transferidas, sendo o melhor periodo de producdo entre fevereiro e
mar¢o em Jaboticabal, Estado de Sao Paulo. Contudo, Mouro e Toledo (2004),
estudando a produgdo de geleia real em abelhas africanizadas e céarnicas, observaram
que as africanizadas, quando selecionadas para a producdo de geleia real, mostraram-se
mais eficientes.

Na constituigdo quimica da geleia real sdo encontrados varios compostos como
agua (50-65%), proteinas (12-18%), carboidratos (15%), lipidios (3-6%, principalmente
o 10-hidroxi-2-decenoico), sais minerais (1,5%, como o ferro e célcio) e vitaminas
(principalmente tiamina, niacina, e riboflavina) (Schmitzova et al., 1998; Albert et al.,
1999; Schonleben et al., 2007; Viuda-Martos et al., 2008). DeGroot (1953) estudou as
exigéncias de aminoacidos das abelhas. Ele verificou que as abelhas exigem para sua
nutricdo os mesmos dez aminoacidos que sdo essenciais para os mamiferos, em niveis
que vao de 1,0 a 4,5% de proteina digerivel, sendo 3,0% arginina, 2,5% fenilalanina,
1,5% histidina, 4,0% isoleucina, 4,5% leucina, 3,0% lisina, 1,5% metionina, 3,0%

treonina, 1,0% triptofano e 4,0% valina.



O triptofano ¢ um aminoécido essencial precursor bioquimico de substancias
fisiologicamente importantes, como a serotonina, a melatonina e a niacina. Zhang et al.
(2009), determinaram o contetido de triptofano livre e total de amostras de polen e
geleia real, ndo observando triptofano na forma livre na geleia real, e a quantidade total
foi de 1,74 mg/g, niveis menores do que os do polen, cujo teor total atingiu 2,69 mg/g.
Outros aminoacidos foram quantificados por Liming et al. (2009), que encontraram uma
média de aminoacidos livres na geleia real fresca de 9,21 mg/g, com a prolina em maior
concentracao (5,19 mg/g). Quanto ao conteudo total de aminoacidos na geleia real, a
média observada foi de 111,27 mg/g.

Quanto aos componentes lipidicos da geleia real, estudos tém demonstrado
predominancia de acidos graxos livres contendo de 8-12 carbonos que sao normalmente
dicarboxilicos ou hidroxilicos, e de particular interesse ¢ o acido (E)-10-hidroxi-2-
decendico (10-HDA), que ¢ um acido graxo especifico da geleia real (Krell, 1996). A
sua concentragdo pode ser considerada como um indicador de qualidade ou frescor de
geleia real adicionada em produtos. Além do Brasil, apenas quatro paises: Australia,
Coreia, Japao e Tailandia especificam a presenca deste adcido como pré-requisito de
autenticidade da propria geleia real ou da sua adi¢do em produtos (Koshio e Almeida-
Muradian, 2003).

Em todo o mundo, dentre os produtos das abelhas, a geleia real est4 relacionada
com longevidade, vida saudavel e cura de muitas doengas, sendo utilizada como
alimento ou cosmético por mais de 30 anos (Brown, 1989; Chen e Chen, 1995; Miinsted
e Georgi, 2003). Muitos estudos tém sido realizados, ndo s6 em funcdo de seu papel na
alimentacdo das abelhas, mas também por varias propriedades nutritivas. Estudos
terapéuticos tém mostrado atuacdo da geleia real como: antioxidante, antifingico,
antifadiga, inibidor de células cancerigenas, arteriosclerose, redutor do colesterol, da
anemia, ativacdo das fungdes cerebrais, regeneracdo dos tecidos e efeitos contra
importantes bactérias: Escherichia coli, Salmonella sp, Proteus sp, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus (Yatsunami e Echigo, 1985, Kamakura et al., 2001). Além disso,
apresenta efeito no aumento da resisténcia do organismo, combatendo o cansago fisico e
mental, fertilidade, entre outros (Miinsted e Georgi, 2003).

A geleia real pode ser obtida com relativa facilidade e sua produgdo pode ser
estendida o ano todo, sendo uma excelente opgao para os apicultores nos periodos ente
floradas e em regides canavieiras onde o mel produzido possui caracteristicas

organolépticas com pouca aceitacdo comercial (Garcia et al., 2000; Queiroz et al., 2001;
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Nogueira-Couto e Couto, 2006). Apesar do Brasil apresentar condi¢des favoraveis a
producdo apicola, os produtores ainda possuem niveis variados de tecnologia e
experiéncia pratica (Levy et al., 1993), sendo que a profissionalizagdo dos apicultores
para a aplicagdo de técnicas adequadas as abelhas africanizadas levard ao crescimento e
a expansdo da apicultura brasileira tornando-a competitiva para esta atividade (Sereia et

al., 2010), gerando apoio e incentivo para a produ¢do comercial do produto.

1.3. Produc¢io comercial da geleia real

A producdo comercial de geleia real possui um elevado custo tanto para as
abelhas como para o produtor, porque este produto nao ¢ estocado pelas operarias em
sua colmeia e sua producdo depende efetivamente da alimentagdo larval. Com isso, em
seu habitat natural, a geleia real ¢ produzida pelas operarias nutrizes em maior
quantidade quando ocorre a substitui¢do de rainhas ou quando as colonias se preparam
para a realizacdo da exameagem reprodutiva, visando a produgdo de novas rainhas
(Haydak, 1970; Garcia et al., 1989; Garcia e Nogueira-Couto, 2005; Nogueira-Couto e
Couto, 2006).

Portanto, a producdo de geleia real ¢ realizada por estimulos das coldnias
destinadas ao processo de producdo de rainhas, além das condi¢des em que ocorrem
naturalmente. Inicialmente, o processo para a obtengao de geleia real necessita de mao
de obra especializada, sendo necessario dedicar mais tempo a sua producdo do que
normalmente ¢ necessario para a produc¢do de outros produtos apicolas como, o mel
(Harbo e Rinderer, 2005).

Para a produgdao comercial, o processo ¢ feito em colonias especiais,
denominadas de recria e de mini recria, € em laboratorio € realizada a transferéncia de
larvas jovens (menos de 24 horas de idade e maximo de 48 horas), dos favos das
determinadas colonias de producdo para as cupulas (realeiras artificiais) que podem ser
de cera (natural), plastico ou acrilico (artificiais) (Garcia et al., 2000; Mouro e Toledo,
2004; Garcia e Nogueira-Couto, 2005; Nogueira-Couto ¢ Couto, 2006). O cuidado com
as larvas ¢ fundamental, a desidratagdo e o transporte errado podem ocasionar a morte
das mesmas, levando a perdas de producdo. A quantidade de geleia real obtida por
cupula varia conforme o tempo que a ctpula ¢ deixada dentro da colonia. Segundo Levy
et al. (1993), Barbosa e Martinho (1994) e Queiroz et al. (2001) as maiores producdes

de geleia real de abelhas Apis mellifera sao encontradas em coletas efetuadas de 44 a 64
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horas apds a transferéncia das larvas. Garcia e Nogueira-Couto (2005), trabalhando com
abelhas africanizadas, relatam que a extracdo da geleia real pode ser realizada em torno
de 69 horas ap0s a transferéncia das larvas, porém, as maiores produgdes de geleia real
sao obtidas 72 horas apds o processo da transferéncia (Garcia et al., 1989).

Por ser considerado o maior produtor de geleia real, a China, desde 1980,
trabalha na sele¢do de linhagens de coldonias de abelhas Apis mellifera produtoras de
geleia real, assim obtiveram um aumento na producao anual de 2 kg, em 1980, para 10
kg, em 2003. Para tanto, utilizam técnicas de substitui¢do da rainha, melhoradas de
geracdo a geragdo por acasalamento isolado, inseminagdo instrumental e biologia
molecular. Nos dias de hoje, o resultado desses esfor¢os vem destacando a China como
sendo responsavel por 60% da produgdao mundial, garantindo o posto de maior produtor,
oferecendo produgdo anual de 2.000 toneladas, produ¢do média de 8 kg por colonia/ano
ou 300g a cada trés dias de coleta (Jianke et al., 2003; Jianke e Aiping, 2005; Sabatini et
al., 2009).

Apesar do Brasil apresentar as condi¢des favoraveis a produgdo apicola, os
produtores ainda possuem niveis variados de tecnologia e experiéncia pratica, obtendo
diferentes niveis produtivos (Levy et al., 1993). Alguns trabalhos relatam uma grande
variacdao na producdo de geleia real para abelhas Apis mellifera africanizadas de 188 a
234 mg/cupula ou 1,68 a 3,96 mg/coleta (Queiroz et al., 2001; Mouro e Toledo, 2004;
Garcia e Nogueira-Couto, 2005; Toledo e Mouro, 2005; Faquinello et al. 2011 — no
prelo).

O melhoramento genético em qualquer populagdo tem como objetivo o
aumento das frequéncias dos genes desejaveis dos 16cus de importancia econdomica por
meio da selecdo (Bergmann, 2001). Desta forma, o melhoramento genético das abelhas
tem como objetivo aumentar a frequéncia do nimero de colonias que produzem acima
da média da geragdo a partir da qual foi feita a selecdo, visando linhagens que
apresentem determinadas caracteristicas de interesse econdmico ao apicultor (Kerr,
1972).

A selecdo ¢ baseada na avaliagdo genética, que depende da estimagdo dos
componentes de (co) variancia e dos parametros genéticos para identificagdo das
abelhas geneticamente superiores (Faquinello et al., 2011 — no prelo). A selecdo de
abelhas com gendtipos superiores envolve o uso de técnicas de substituigdo de rainhas
melhoradas, insemina¢do instrumental e sele¢do assistida por marcadores moleculares

(Harbo e Rinderer, 2005).
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A rainha ¢ a peca chave no melhoramento, ¢ a Unica fémea fértil, responsavel
por toda postura, e suas qualidades herdaveis, estdo intimamente relacionadas com as
atividades da colonia (Faquinello et al., 2011— no prelo). Assim, para o apicultor
interessa ter todas as suas colonias encabecadas por rainhas jovens e com caracteristicas
desejaveis, que possam ser transmitidas a sua prole, como longevidade, capacidade de
postura de 2.000 a 3.000 ovos por dia, cria homogénea e resisténcia a doengas (Alber,
1965; Cobey, 2003; Jianke et al., 2004). Todas essas caracteristicas da rainha sdo de
fundamental importancia para manter o potencial de producdo da coldnia, e podem ser
obtidas pela selecdo de linhagens apropriadas para a exploracdo intensiva de mel,

polinizagdo, propolis e geleia real (Kerr,1972).

1.4. Do genoma a Familia das proteinas principais da geleia real (MRJPs)

O genoma ¢ o conjunto de genes de uma espécie, ou seja, todo o conjunto de
DNA que ele carrega em suas células (Deloukas et al.,, 1998). A sequéncia de
nucleotideos destes genes determina a informagdo genética, a ser transcrita para um
mRNA e traduzidas em proteinas que irdo realmente desempenhar as fungdes celulares
que mantém os organismos vivos (Hahn, 1998; Ban et al., 1999). As proteinas sdo
polimeros de aminoacidos que podem agir como enzimas, anticorpos, hormdnios,
componentes estruturais, receptores celulares, dentre outros. Todas as proteinas sdao
resultados da expressdo génica em uma célula, isto €, o processo de transcricdo do gene
produzindo uma molécula de RNA mensageiro e o processo de tradugdo da informagao
génica contida na sequéncia de ribonucleotideos deste RNA em uma sequéncia de
aminoacidos que ira constituir uma cadeia polipeptidica que passard por modificacdes
pos traducionais formando a proteina (Ban et al., 1999).

Os estudos de sequenciamento do genoma, iniciados nos anos 1990,
desenvolveram-se rapidamente e atualmente encontram-se disponiveis as sequéncias
completas de genes de diferentes organismos, como plantas, animais e até mesmo o
genoma humano (Silva e Silva et al., 2007). O genoma de A. mellifera foi sequenciado
pela importancia dessas abelhas como polinizadoras e como modelo de estudos do
comportamento social. O sequenciamento completo foi publicado em outubro de 2006,
pelo consorcio internacional de sequenciamento do genoma da abelha (The Honey Bee
Genome Sequencing Consortium, 2006). Com a disponibilidade do genoma

sequenciado se tem agora, condicdes de realizar abordagens de bioinformatica
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comparativa para se identificar fendmenos exclusivos das abelhas, tanto nos niveis da
gendmica como da protedmica (Teixeira et al., 2007).

O termo protedmica foi inicialmente introduzido em 1995 e foi definido como
sendo as proteinas expressas em um genoma ou tecido (Wilkins et al., 1997). Enquanto
0 genoma representa a soma de todos os genes de um individuo, o proteoma nao ¢ uma
caracteristica fixa de um organismo, podendo se modificar dependendo das condicdes e
estimulos em que determinado organismo estd exposto. O proteoma altera com o estado
de desenvolvimento do tecido ou mesmo sob as condi¢des nas quais o individuo se
encontra (Di Ciero e Bellato, 2002), sendo um conjunto de ferramentas que permite
visualizar alteracdes das proteinas, e que veio para esclarecer melhor os mecanismos
bioquimicos e fisioldgicos ao nivel molecular (Dutt e Lee, 2000).

A protedmica visa o estudo da estrutura, fungdo e o controle dos sistemas
biologicos pela andlise das varias propriedades das proteinas, incluindo também os
estudos da sequéncia (identidade), abundancia, atividade e estruturas das proteinas
expressas por uma cé€lula, assim como as modificagdes e interagdes sofridas pelas
proteinas (Williams e Hochstrasser, 1997). Com as informacdes advindas dos estudos
protedmicos, pode-se analisar qualquer fendmeno que implique modificagdes no
contetdo proteico de uma célula ou tecido; afinal, o proteoma é o equivalente ao
genoma decodificado, tendo todas as proteinas expressas pela célula detentora deste
genoma. Neste sentido, a abelha A. mellifera, entre os himendpteros, tem sido alvo de
estudos com abordagem protedmica (Teixeira et al., 2007), destacando as proteinas
MRJPs como foco de estudo e questionamento.

No desenvolvimento larval de Apis mellifera, a disponibilidade de nitrogénio
pode ser critica para o rdpido crescimento de larvas jovens, bem como para o
desenvolvimento da rainha (Drapeau et al., 2006), sendo que algumas regides das
MRIJPs podem ser concentradas em aminoacidos ricos em nitrogénio, garantindo
elevados niveis estocados de nitrogénio, levantando hipdteses de que as MRJPs tém um
importante papel na nutricao das abelhas (Schmitzova et al., 1998).

Os genes das mrjps codificam um grupo de proteinas que apresentam uma
origem evolutiva comum com as proteinas Yellow da Drosophila melanogaster (Albert
et al., 1999). O genoma da Drosophila codifica pelo menos sete membros da familia
Yellow (Maleszka e Kucharski, 2000), cujos locus estdo envolvidos na pigmentacao
larval (Walter et al., 1991), ao contrario das mrjps que possuem fun¢do nutricional das

larvas.
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Os genes que codificam para as proteinas principais da geleia real comegaram a
ser identificados nos estudos de Klaudiny et al. (1994) e Albert et al. (1996). Apds esses
estudos pioneiros, varios trabalhos foram publicados com o objetivo de identificar e
caracterizar novos genes codificadores das proteinas MRJPs (Schmitzova et al.,1998;
Albert et al., 1999; Albert e Klaudiny, 2004). Estudos realizados por Santos et al.,
(2005) verificaram em fracdo sobrenadante da secre¢do da glandula hipofaringeana de
operarias nutrizes de A. mellifera, 34 proteinas, sendo que 27 pertencem a familia das
MRIJPs. Viarias isoformas das MRIJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4 ¢ MRIJP5 foram
identificadas neste estudo, como também a presen¢a das MRJP6, MRJP7 e MRJPS.

Sendo a MRJP1 a glicoproteina dominante da geleia real, representa 48% do
total de proteinas soluveis (Simuth et al., 2004), bem como a MRJP3, que existe em
cinco isoformas e juntamente com as MRJP2 e MRJPS5 sdo consideradas as reservas
bioldgicas de nitrogénio para o rapido desenvolvimento das abelhas (Majtan et al.,
2006).

Por analises de PCR (Polymerase Chain Reation) ¢ de sequenciamento de DNA
foram observados que os diferentes alelos dos genes que codificam as proteinas MRJP3
e MRJP5 diferem em extensdo como resultado de um nimero varidvel de unidades
basicas repetidas em uma regido desses genes (Albert et al., 1999). Os autores
atribuiram que o polimorfismo destas proteinas ¢ consequéncia da presenca de uma
regido com numero variado de sequéncias repetitivas em tandem (VNTR- Variable
Number of Tandem Repeats). Investigagdes nas diferencas moleculares em quatro tipos
de MRJP3 e em dois tipos de MRJP5 mostraram que o polimorfismo dessas proteinas
esta ligado com a variabilidade de tamanho da sequéncia VNTR, que ¢ determinada
geneticamente, em ambas as regides repetitivas entre abelhas na mesma coldnia
(Schmitzova et al., 1998).

Portanto, pode-se observar que as MRJPs sdo bem caracterizadas em A.
mellifera (Albert et al., 1996; 1999; Schmitzova et al., 1998; Albert e Klaudiny, 2004;
Drapeau et al., 2006). No entanto, dados na literatura sobre o uso das MRJPs como
marcadores moleculares em estudos de estrutura genética de populagdes e como
marcadores de selecdo associados ao melhoramento da produgdo de geleia real ainda

sdo escassos (Baitala, 2007).
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Avaliagdao de marcadores microssatélites MRJPs em colonias de Apis mellifera

africanizadas selecionadas para a producgdo de geleia real

Resumo

A identificacdo de marcadores moleculares, em especial as proteinas principais da
geleia real (MRIJPs), para abelhas melhores produtoras contribui com o
desenvolvimento de novas estratégias de programas de melhoramento para producdo de
geleia real. Nesse estudo, foi avaliada a variabilidade genética dos 16cus Mrjp3, Mrjp5 e
Mrjp8 de A. mellifera africanizadas selecionadas para producdo de geleia real e a
fixacdo dos alelos durante o processo de reprodugdo selecionada. Os trés locos
analisados foram polimorficos e produziram um total de 16 alelos, tendo sido
identificados quatro novos alelos para o locus Mrjp5. O numero de alelos efetivos para
o locus Mrjp3 foi de 3,81 alelos. A heterozigosidade média observada foi de 0,4905
indicando um elevado grau de variabilidade genética para os locus analisados. Os
elevados valores de Fis para os locus Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8 (0,4096; 0,1102 e 0,2847
respectivamente) indicam excesso de homozigotos. A selecdo de rainhas A. mellifera
africanizadas para producdo de geleia real estd mantendo os alelos mrjp3 C, D ¢ E,
apesar do alelo C ter ocorrido com baixa frequéncia. Os valores de heterozigosidade e
de Fis mostram que a variabilidade genética das rainhas estd diminuindo para os locus
analisados, havendo excesso de homozigotos, mas o grande numero de zangdes que
fecundam as rainhas dificulta a producao de gendtipos homozigotos para o locus Mrjp3.
Sera necessario realizar acasalamentos pelo método de inseminag@o instrumental com
genoétipos conhecidos dos zangdes, para aumentar a eficiéncia do programa de
melhoramento de abelhas 4. mellifera africanizadas e contribuir com a qualidade e

eficiéncia de apidrios comerciais produtores de geleia real.

Palavras-chave: proteinas principais da geleia real/ Mrjp3/melhoramento genético/

polimorfismo



Evaluation of microsatellite markers MRJPs in colonies of Africanized Apis mellifera

selected for the production of royal jelly

Abstract

The identification of molecular markers, especially the major proteins of royal jelly
(MRJPs) for bee producing better contributes to the development of new strategies for
breeding programs to produce royal jelly. In this study the genetic variability of loci
Mrjp3, Mrjp5 and Mrjp8 africanized A. Mellifera selected for royal jelly production and
the fixation of alleles during the process of selective breeding were evaluated. The three
analyzed loci were polymorphic and produced a total of 16 alleles, having been
identified four new alleles for Mrpj5. The number of effective alleles for the Mrjp3
locus was 3.81 alleles. The average observed heterozygosity was 0.4905 indicating a
high degree of genetic variability of the loci analyzed. The high values of Fis for Mrjp3,
Mrjp5 and Mrjp8 (0.4096; 0.1102; 0.2847, respectively) indicate an excess of
homozygotes. The selection of queens of Africanized A. mellifera for royal jelly the
production is maintaining the Mrjp3 C, D and E alleles, although the C allele occurred
with low frequency. The Mrjp5 locus is also being selected. The heterozygosity and Fig
values show that the genetic variability of the queens is decreasing for the analyzed loci,
with the occurrence of excess of homozygotes, but the large number of drones that
fertilize the queens jeopardize the production of homozygous genotypes for MRJP3. It
will be necessary to conduct matings using instrumental insemination with known
genotype of drones to increase the efficiency of Africanized A. mellifera bees
improvement programs and contribute to quality and efficiency of royal jelly

commercial production in apiaries.

Key words: major royal jelly proteins; MRJP3; genetic improvement; polymorphisms



1. Introducao

A geleia real ¢ uma secre¢do cremosa, sintetizada e secretada pelas glandulas
mandibulares e hipofaringeanas, localizadas na cabega das abelhas operarias nutrizes
entre o quinto e o 15° dia de vida (Haydak, 1970; Knecht e Kaatz, 1990; Schmitzova et
al., 1998).

De modo geral, a geleia real apresenta aspecto leitoso, fortemente acido,
altamente nitrogenado e com odor e sabor caracteristico (Chen e Chen, 1995; Melliou e
Chinou, 2005; Liu et al., 2008). Possui densidade de aproximadamente 1,1 g/cm3
(Lercker et al., 1992) e ¢ parcialmente soluvel em dgua, sua viscosidade varia de acordo
com a idade e também conteido de 4gua. E um produto apicola amplamente
reconhecido pela sua composi¢do complexa contendo varios elementos minerais,
proteinas, aminoacidos, esteroides, fendis, carboidratos, vitaminas, lipidios, além de
outras substancias desconhecidas (Garcia-Amoedo ¢ Almeida-Muradian, 2007).

Para as abelhas a geleia real ¢ uma fonte natural de aminoéacidos essenciais,
lipidios, vitaminas, acetilcolina e outros nutrientes (Schmitzova et al., 1998), além de
possuir destacada importancia no seu processo de reprodugdo e desenvolvimento. Toda
larva fémea com menos de trés dias de idade pode se desenvolver como operaria ou
rainha, dependendo da alimentacdo fornecida pelas abelhas nutrizes. Apos o periodo de
trés dias somente larvas escolhidas pelas operarias a se tornarem rainhas recebem a
geleia real como fonte exclusiva de alimentacao (Winston, 1992; Drapeau et al., 2006).

Dentre os diversos produtos das abelhas, a geleia real tem sido alvo de inimeros
estudos, ndo s6 em fungdo de seu papel na alimentacdo das abelhas, mas também por
varias outras propriedades. De forma geral, os efeitos terapéuticos da geleia real tém
mostrado atuagdo como acdo antibidtica, antifungica, anti-inflamatéria, atuagdo no
aumento da resisténcia do organismo, atua também na regeneragao dos tecidos, além de
reduzir os niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos e atividade anti-hipertensiva
(Yatsunami e Echigo, 1985; Oka et al., 2001; Matsui et al., 2002; Koshio e Almeida-
Muradian, 2003; Miinsted e Georgi, 2003; Kohno et al., 2004).

A geleia real contém varias proteinas com peso molecular que varia entre 47 ¢
80kDa (Hanes e Simuth, 1992), que constituem o grupo de proteinas principais da
geleia real (Major Royal Jelly Proteins - MRJIPs), que juntas constituem entre 82 e 90%
do total de proteinas da geleia. As MRJPs contém uma quantidade relativamente alta de
aminoacidos, caracteristica que suporta a hipdtese de que as MRJPs tém um importante

papel na nutri¢do das abelhas (Schmitzova et al., 1998).
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Virios estudos foram realizados para identificar, caracterizar e sequenciar as
MRIJPs em A. mellifera (Klaudiny et al., 1994; Albert et al., 1996; 1999a; 1999b;
Schmitzova et al., 1998; Albert e Klaudiny, 2004; Drapeau et al., 2006).

Foram identificadas nove proteinas da familia MRJP, sendo que cinco destas
proteinas (MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4 e MRJP5) representam aproximadamente
82% do conteudo total da geleia real, e cujos genes codificadores estdo localizados no
cromossomo 11 (Drapeau et al., 2006). Estudos de sequenciamento revelaram que os
genes que codificam as proteinas MRJP3 e MRJP5 contém regides de sequéncias
repetitivas hipervariaveis (VNTR, Variable Number of Tandem Repeats) com diferentes
tamanhos, sequéncias e localiza¢des, que podem resultar em alta variabilidade genética
e, portanto, podem ser usados para fazer genotipagens de individuos em diferentes
estudos envolvendo 4. mellifera (Schmitzova et al., 1998; Albert et al.,1999b).

Pelo método de andlise de microssatélite, Albert et al. (1999b) detectaram alta
variabilidade do locus Mrjp3 que ¢é consequéncia da presenca de uma regido com
numero variado de sequéncias repetitivas localizada na regido C-terminal da regido
codificadora da MRJP3. Esta grande variabilidade genética encontrada na MRIJP3,
devido a regido repetitiva, revela um grande potencial de utilizar essa proteina como
marcador genético para variados estudos em abelhas A. mellifera (Beye et al., 1998).

Apesar do grande ntimero de estudos relacionados com a familia MRJP de A.
mellifera, pouco se sabe do uso potencial desses marcadores moleculares em estudos de
genética de populagdes e como marcadores de selegdo associados a produgdo de geleia
real.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade
genética dos locus Mrjp3, Mrjp5 e Mrjp8 de A. mellifera africanizadas produtoras de
geleia real, para a identificacdo de marcador molecular associado com a producdo de
geleia real. Esses resultados contribuirdo com o incremento de novas estratégias para

aumentar a produgdo de geleia real em apidrios comerciais.
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2. Material e Métodos

2.1. Coleta das amostras biologicas

Para este estudo foram utilizadas operarias nutrizes de 4. mellifera africanizadas
provenientes do Apidrio Central da Fazenda Experimental Iguatemi da Universidade
Estadual de Maringa (FEI/UEM).

Em 2006, foram selecionadas 15 rainhas que apresentaram as maiores
producdes de geleia real. A partir dessas matrizes selecionadas, foram produzidas
rainhas filhas que s3o mantidas até a presente data, no Apiario Central (FEI/UEM).

As nutrizes foram coletadas de sete colonias matrizes, alojadas em colmeias do
tipo Langstroth, destinadas a producdo de geleia real. As rainhas dessas caixas foram
acasaladas naturalmente e avaliadas para a producao de geleia real, apresentando alta
producao.

De cada colonia foram coletadas 20 nutrizes, sendo que as mesmas foram
selecionadas por meio de coloragcdo/idade e coletadas dos favos. Essas abelhas foram
imediatamente sacrificadas, armazenadas em frascos fechados, devidamente

identificados, e congeladas a -20°C para as analises laboratoriais.

2.2. Extracao e quantificacdo do DNA genomico

O DNA gendmico foi extraido de 20 operarias nutrizes de cada matriz analisada,
totalizando 140 individuos.

O método para extragdo do DNA total, descrito por Bardakci e Skibinski (1994),
foi adaptado para ser utilizado para A. mellifera. O torax foi macerado em 400 uL do
tampao 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 uL de proteinase K (5 pg/uL). As amostras foram mantidas a 55°C
durante 4 horas. A purificagio do DNA foi realizada com solugdo de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A
precipitacdo dos acidos nucleicos foi feita usando acetato de sodio (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
centrifugagdo a 10.300 xg por 10 minutos. O DNA foi ressuspendido em tampao TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e tratado com 3 pL. de RNAse (10 pg/mL).

A integridade e quantificagdo do DNA foram avaliadas em gel de agarose 0,8%

com tampdo TAE 1X (Tris, Acido acético, EDTA, pH 8,0). A quantidade de DNA
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presente em cada amostra foi estimada por meio de comparagdo com concentragdes
conhecidas e graduadas de DNA-padrao (phago A). 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.

2.3. Amplificacdo de PCR

As reagoes de PCR foram realizadas usando primers especificos sintetizados
para amplificar as regides repetitivas do locus mrjp3 (Albert et al., 1999b) e mrjp5
(Albert et al., 1999a) e para amplificar o 16cus mrjp8 (Klaudiny et al., 1994): mrjp3
(forward: ATG TAA TTT TGA AGA ATG AAC TTG; reverse: TGT AGA TGA CTT
AAT GAG AAA CACQC); 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: TTA TTT TTG GCA ACC ACT TCG).

Em um volume de reagdo de 20 uL foi utilizado tampao Tris-KCl 1X (Tris-HCI
20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), 0,5 uM de cada primer, 0,1 mM de cada ANTP (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), uma unidade de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen). Para
otimizagdo das reagdes de amplificacdes foram adotadas concentragdes especificas de
MgCl, e do DNA molde em relacdo ao primer utilizado (Tab. I).

Dessa forma, para os primers MRJP3, MRJP5 e MRJP8 foram adotadas as
concentragoes de 1,7; 1,5; e 3,0 mmol/L de MgCl,, respectivamente. A concentracdo do
DNA molde adotada para o primer MRIJP3 foi de 10 ng/uL e para os primers MRJPS e
MRIJPS8 de 20 ng/pL.

As reacdes de amplificagcdo foram realizadas em um termociclador Techne TC-
512 e as condigdes de amplificacdes para os primers MRJIP3 e MRIJPS5 foram baseadas
na metodologia descrita por Albert e Schmitz (2002); o processo de amplificacao foi
iniciado por uma desnaturagdo inicial em 94°C por dois minutos, seguido de 30 ciclos
de 30s a 94°C, 30s a 54°C e 1 min a 72°C. A reacdo foi completada com uma extensao
final de 10 minutos a 72°C.

Para a amplificagdo do DNA utilizando o primer MRJPS, as condi¢cdes foram
baseadas na metodologia descrita por Albert e Klaudiny (2004); o processo de
amplificagdo foi iniciado por uma desnaturagdo em 94°C por cinco minutos, seguido de
35 ciclos de 50s a 94°C, 50s a 50°C e 100s a 72°C. A reagdo foi completada com uma

extensao final de 10 minutos a 72°C.
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Os produtos das amplificagdes foram separados em gel de agarose 2%,
preparado com tampao 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). A separacao foi realizada a 60 Volts por 5 horas. 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 base (Invitrogen).

2.4. Analise dos dados

As analises dos dados moleculares envolveram a interpretacdo das bandas de
DNA gendmico obtida, e a estatistica F (Fis, Fit e Fst), estatistica H de Nei (1973) e o
numero de alelos efetivos foram estimados com o programa POPGENE 1.31 (Yeh et al.,

1999).

3. Resultados

Os trés locus analisados, que codificam para as proteinas MRJP3, MRJPS e
MRJP8, foram polimdrficos num total de 16 alelos (Tab. II). O ntiimero de alelos
efetivos foi de 3,81 para a MRJP3; 3,13 para MRJP5 e 2,56 para MRJP8 com valor
médio de 3, 17 alelos.

Os valores obtidos pelo teste do y* sdo apresentados na Tabela III, e das sete
colonias analisadas, para o locus Mrjp3 todas apresentaram desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg; para o locus Mrjp5 cinco coldnias e para o 16cus Mrjp§ trés colonias.

Os valores da heterozigosidade, média observada nos trés locus analisados, foram
de 0,4905; indicando um elevado grau de diversidade genética para as amostras
analisadas (Tabela IV).

Os valores de Fis apresentados na Tabela V, indicam que as colonias analisadas
apresentam excesso de homozigotos.

Na Tabela VI, sdo apresentados os genotipos das rainhas e dos provaveis zangdes
que originaram as operarias analisadas. Houve grande contribui¢do dos zangdes para a
variabilidade genética detectada nos locus das MRIJPs analisadas, porque as rainhas

foram fecundadas por no minimo dois € no maximo cinco zangdes.
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4. Discussao

Baitala et al. (2010), analisando os locus Mrp3, Mrjp5 e Mrjp8 em Apis mellifera
africanizada selecionadas para a producao de geleia real observaram sete alelos para a
MRJP3 com 410 pb (4); 460 pb (B); 480 pb (C); 510 pb (D); 530 pb (£); 580 pb (F);
610 pb (G). O locus Mrjp5 apresentou seis alelos com tamanhos de 570 pb (4); 590 pb
(B); 610 pb (C); 620 pb (D); 680 pb (£); 720 pb (F).

No presente estudo, houve uma alteragdo de alelos detectados para as MRJP3 e
MRIJPS5. Pode ser observado que os alelos 4 e B da MRJP3 detectados anteriormente por
Baitala et al. (2010) ndo foram encontrados nas rainhas analisadas (Tab. II). Para a
MRIJP5 foram detectados os alelos D, E e F observados por Baitala et al. (2010) e
quatro novos alelos, denominados de H (650 pb), / (750 pb), J (780 pb) e K (800 pb).
Sera necessario realizar o sequenciamento desses alelos para comparagdo com bases de
dados para verificar se foram descritos anteriormente ou sdo alelos novos. Na Figura I,
observam-se os fragmentos amplificados para os trés 16cus analisados e seus respectivos
alelos.

A MRIJPS apresentou os mesmos alelos descritos por Baitala et al. (2010) (Tab.
II). Os alelos D e E do locus Mrjp3 apresentaram as maiores frequéncias 0,3357 e
0,3107 respectivamente (Tab. II), mostrando que no processo de selecdo de rainhas
produtoras de geleia real esses alelos estdo sendo mantidos, apenas o alelo C que
também tem potencial como marcador para producao de geleia real teve uma frequéncia
pequena (0,0321).

O namero de alelos efetivos para MRJP3 (3,81) mostra que os alelos que estdao
sendo selecionados para esse locus (C, D e E), provavelmente, sio aqueles que
apresentam maior contribui¢do para a producao de geleia real.

O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi testado como mostra a Tabela III.
Esses resultados indicam que o 16cus Mrjp3 esta sob sele¢do, ndo foi observado EHW
nas sete colOnias analisadas. O locus Mrjp5 e Mrjp8 provavelmente ndo estdo sendo
selecionados, pois foi obervado EHW nas colonias 3, 5 e 6 para a Mrjp5 e 2, 6 e 7 para
a Mrjp8 (Tab.III).

Tais resultados permitem inferir que a MRJP5 e a MRIJP8, provavelmente, nao
estdo sendo selecionadas, diferentemente da MRIJP3, que estd passando pelo processo
de selegao.

Sera importante em novos estudos continuar analisando os gendtipos das MRJP3

e MRJPS em conjunto com a producdo de geleia real. Sera importante ainda,
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desenvolver novas investigagdes em nivel de expressdo génica ou protedmica para
identificar o real papel dessas proteinas para a geleia real.

Os valores estimados de heterozigosidade observada indicam que ha alto grau de
polimorfismo para os trés 16cus analisados (Tab. V), enquanto que os valores de Fis
mostram que os trés locus estdo com excesso de homozigotos (Tab. V). Apenas os
alelos H, 1, J e K do loco Mrjp5 ndo apresentaram deficiéncia de heterozigotos, e o alelo
A do 16cus Mrjpé.

Os valores de heteozigosidade obtidos foram menores quando comparados com
os resultados de Baitala et al. (2010), em um estudo inicial do processo de selecdo de
abelhas 4. mellifera africanizadas produtoras de geleia real da UEM. No experimento
de Baitala et al. (2010), a heterozigosidade média observada foi de 0,5827 para a
MRJP3, MRJP5 ¢ MRJP8. No presente estudo, o valor médio de heterozigosidade
observada foi de 0,4905. Portanto, a selecdo para a MRJPs e a producgdo de geleia real
estd levando a homozigose desses 16cus, em especial a MRJP3 que apresentou o menor
valor de hetrozigosidade observada, 0,4286 (Tab. IV).

Outro estudo que avaliou os valores de heterozigosidade de abelhas meliferas sob
processo de sele¢do para produgdo de geleia real foi realizado por De la Rua et al.
(2001). Nesse caso a heterozigosidade média observada para oito 16cus microssatélites
de A. mellifera das Ilhas Canarias variaram de 0,312 a 0,432.

Os valores elevados de heterozigosidade podem ser explicados pelo numero de
zangdes que acasalaram com as rainhas selecionadas (Tab. VI). Nos acasalamentos
naturais as fémeas de A. mellifera podem copular com até 17 zangdes, aumentando a
sua variabilidade genética. Nas sete rainhas analisadas, no presente estudo, foram
identificados genes de dois a cinco provaveis zangdes por rainha (Tab. VI).

Mesmo ocorrendo os acasalamentos naturais as rainhas estdo sendo levadas a
homozigose, que pode ser verificado pelos valores elevados de Fis. A MRJP3
apresentou os maiores valores de Fis mostrando que o processo de seleg¢do estd fixando
os alelos de interesse para a producao de geleia real.

A selegdo reprodutiva altera as caracteristicas genéticas de uma determinada
populacdo que acaba sendo influenciada pelo processo de transmissdo desses genes de
geracdo em geragdo (Falconer, 1987). Além disso, ¢ importante manter um grau de
variabilidade genética, porque estes polimorfismos dentro de uma populagdo resultam
em maior potencial de resposta para o melhoramento seletivo, principalmente em

criagdes de animais para producdo (Page e Kerr, 1991).
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Finalmente, torna-se necessario iniciar o processo de fecundagdo instrumental, ou
seja, cada fémea ser fecundada com o sémen de apenas um zangdo. Essa metodologia ¢
importante porque os acasalamentos naturais promovem o aumento da variabilidade
genética, introduzindo novos alelos que ndo sao de interesse para o melhoramento. Os
resultados da heterozigosidade mostram essa interferéncia, como pode ser observado
nos altos valores detectados e que correspondem aos alelos introduzidos pelos zangdes
(Tab. VI).

A manutencao das matrizes de 4. mellifera africanizadas, melhores produtoras de
geleia real, permitirda o estabelecimento do programa de melhoramento genético,
possibilitando o fornecimento de rainhas para apiarios comerciais, melhorando e
valorizando a exploragao deste produto de alto valor comercial.

A selecdo de rainhas de A. mellifera africanizadas, melhores produtoras de geleia
real, estd mantendo os alelos C, D e E do loco Mrjp3, sendo que os alelos D e E desse
locus estdo em maior frequéncia nas rainhas analisadas. A inseminacdo instrumental
com um Unico zangdo ¢ necessaria para a obtencdo de rainhas homozigotas para os
alelos da MRJP3 de interesse e estabelecimento do programa de melhoramento de

abelhas 4. mellifera africanizadas para producdo de geleia real.

Referéncias

Albert S., Klaudiny J., Simuth J. (1996) Newly discovered features of the updated
sequence of royal jelly protein RJIP57-1, longer repetitive region on C-terminus and
homology to Drosophila melanogaster yellow protein, J. Apicult. Res. 35, 63—68.

Albert S., Bhattacharya D., Klaudiny J., Schmitzova J., Simuth J. (1999a) The family of
major royal jelly proteins and its evolution, J. Mol. Evol. 49, 290-297.

Albert S., Klaudiny J., Simuth J. (1999b) Molecular characterization of MRJP3, highly
polymorphic protein of honeybee (Apis mellifera) royal jelly, Insect Biochem.
Molec. 29, 427-434.

Albert S., Schmitz J. (2002) Characterization of major royal jelly protein-like DNA
sequences in Apis dorsata, J. Apicult. Res. 41, 75-85.

Albert S., Klaudiny J. (2004) The MRIJP/yellow protein family of Apis mellifera:
identification of new members in the EST library, J. Insect Physiol. 50, 51-59.

Baitala T.V., Faquinello P., Toledo V.A.A., Mangolin C.A., Martins E.N., Ruvolo-
Takasusuki M.C.C. (2010) Potential use of major royal jelly proteins (MRJPs) as

molecular markers for royal jelly production in Africanized honeybee colonies,
Apidologie 41, 160-168.



33

Bardakei F., Skibinski D.O. (1994) Application of the RAPD technique in tilapia fish:
species and subspecies identification, Heredity 73, 117-123.

Beye M., Neumann P., Schmitzova J., Klaudiny J., Albert S., Simuth J., Felder M.,
Moritz R.F.A. (1998) A simple non-radioactive DNA fingerprinting method for
identification of patrilines in honeybee colonies, Apidologie 29, 255-263.

Chen L.C., Chen S.Y. (1995) Changes in protein components and storage stability of
royal jelly under various conditions, Food Chem. 54, 195-200.

De La Rua P., Galian J., Serrano J., Moritz R.F.A. (2001) Genetic structure and
distinctness of Apis mellifera L. populations from the Canary Islands, Molec. Ecol.
10, 1733-1742.

Drapeau M.D., Albert S., Kucharski R., Prusko C., Maleszka R. (2006) Evolution of the
yellow/major royal jelly protein family and the emergence of social behavior in
honey bees, Genome Res. 16, 1385-1394.

Falconer, D.S. (1987) Introdugdo a genética quantitativa, Vigosa, UFV, Minas Gerais.

Garcia-Amoedo L.H., Almeida-Muradian L.B. (2007) Physicochemical composition of
pure and adulterated royal jelly, Quim. Nova 30, 257-259.

Hanes J., Simuth J. (1992) Identification and partial characterization of the major jelly
protein of the honeybee (Apis mellifera L.), J. Apicult. Res. 31, 22-26.

Haydak M.H. (1970) Honey bee nutrition, Annu. Rev. Entomol. 15, 143-156.

Knecht D., Kaatz H.H. (1990) Patterns of larval food production by hypopharyngeal
glands in adult worker honey bee, Apidologie 21, 457-468.

Koshio S., Almeida-Muradian L.B. (2003) Aplicagdo da CLAE para determinagdo
do 4cido 10 hidroxi-2-decenoico (10-HDA) em geléia real pura e adicionada a
mel brasileiro, Quim. Nova 25, 670-673.

Kohno K., Okamoto I., Sano O., Arai N., Iwaki K., Ikeda M., Kurimoto M. (2004)
Royal jelly inhibits the production of proinflammatory cytokines by activated
macrophages, Biosci. Biotechnol. Biochem. 68, 138-145.

Klaudiny J., Hanes J., Kulifajova J., Albert S., Simuth J. (1994) Molecular cloning of
two cDNAs from the head of the nurse honey bee (Apis mellifera L.) coding for
related proteins of royal jelly, J. Apicult. Res. 33, 105-111.

Lercker G., Caboni M.F., Vecchi M.A., Sabatini A.G., Nanetti A. (1992)
Caratterizzazione dei principali costituenti della gelatina reale, Apicoltura 8, 11-21.

Liu J.R., Yang Y.C., Shi L.S., Peng C.C. (2008) Antioxidant properties of royal jelly
associated with larval age and time of harvest, J. Agric. Food Chem. 56, 11447-
11452.



34

Matsui T., Ykiyoshi A., Doi S., Sugimoto H., Yamada H., Matsumoto K. (2002)
Gastrointestinal enzyme production of bioactive peptides from royal jelly protein and
their antihypertensive activity, J. Nutr. Biochem. 13, 80-86.

Melliou E., Chinou I. (2005) Chemistry and bioactivity of royal jelly from Greece, J.
Agric. Food Chem. 53, 8987-8992.

Miinsted K., Georgi R.V. (2003) Royal jelly — a miraculous product from the bee hive?,
Am. Bee J.143, 647-650.

Nei M. (1973) Analysis of gene diversity in subdivided populations, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 70, 3321-3323.

Oka H., Emori Y., Kobayashi N., Hayashi Y., Nomoto K. (2001) Supression of allergic
reactions by royal jelly in association with the restoration of macrophage function
and improvement of Th1/Th2 cells responses, Int. Imnmunopharmacol. 1, 521-532.

Page R.E., Kerr W.E. (1991) Honey bee genetics and breeding, in: Spivak M., Fletcher
D.J.C., Breed M,D, (Ed.), The "African" honey bee, Colorado: Westview Press,
pp-157-86.

Schmitzova J., Klaudiny J., Albert S., Schroder W., Schreckengost W., Hanes J., Judova
J., Simuth J. (1998) A family of major royal jelly proteins of the honeybee Apis
mellifera L., Cell. Mol. Life Sci. 54, 1020-1030.

Winston M.L. (1992) The biology and management of Africanized honey bees, Ann.
Rev. Entomol. 37, 173-193.

Yatsunami K., Echigo T. (1985) Antibacterial activity of royal jelly, Bull. Fac. Agric.
25, 13-22.

Yeh F.C., Boyle T.Y.Z.,, Xiyan J.M. (1999) POPGENE Version 1.31: Microsoft
Window-based freeware for population genetic analysis, University of Alberta and
Center for International Forestry Research.



35

Legenda de tabelas

Tabela I - Condi¢des da PCR para a amplificacdo dos 16cus das MRJPs de abelhas A.
mellifera africanizadas

Locus Mrjp3 Mrjp5 Mrjp8
MgCl, (mmol/L) 1,7 1,5 3,0
DNA (ng/pL) 10,0 20,0 20,0
Con(ll)l((;j(}){es da T(°C) Tempo T (°C) Tempo T (°C) Tempo
Desnaturacao 94 30s 94 30s 94 50s
Anelamento 54 30s 54 30s 50 50s

Extensao 72 1 min. 72 1 min. 72 100 s
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Tabela II — Locus das MRIJPs de A. mellifera africanizadas produtoras de geleia real
analisados mostrando o tamanho dos alelos em pares de bases (pb) e as frequéncias
alélicas (f) obtidas para as sete colonias avaliadas

Alelo Mrjp3 Mrjp5 Mrjp8
pb F Pb f PB f
A 410 * - 570 * - 360 * 0,0143
B 460 * - 590 * - 370 * 0,1786
C 480 * 0,0321 610 * - 390 * 0,5321
D 510 * 0,3357 620 * 0,2643 420 * 0,2750
E 530 * 0,3107 680 * 0,4393 - -
F 580 * 0,1786 720 * 0,2357 - -
G 610 * 0,1429 - - - -
H - - 650 0,0036 -
1 - - 750 0,0250 - -
J - - 780 0,0143 - -
K - - 800 0,0179 - -

*descritos por Baitala et al. (2010)
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Tabela III — Teste do qui-quadrado (xz) para verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg
dos locus analisados por colonia de 4. mellifera africanizadas. GL= graus de liberdade;

P = probabilidade

Coldnia Mrjp3 Mrjp5 Mrjp8
Y =22,41 Y =42,88 v =191
GL=1 GL=10 GL=3

Col. 1 P=0,000002 P= 0,000005 P=0,590386
Y =2592 v =530 Y =8,28
GL=6 GL=1 GL=3

Col. 2 P=0,000230 P=0,021285 P=0,040488
¥ =15,30 v =3,73 ' =2,95
GL=6 GL=3 GL=6

Col. 3 P=0,01801 P=0,291503 P=0,814983
' =12,31 v =18,99 Y =232
GL=3 GL=10 GL=3

Col. 4 P=0,006387 P=0,040307 P=0,507901
' =13,78 v =3,10 ¥ =0,43
GL=3 GL=6 GL=1

Col. 5 P=0,003207 P=0,795217 P=0,509893
¥ =12,00 v =185 Y =327
GL=3 GL=10 GL=1

Col. 6 P=0,007364 P=0,997351 P=0,070525
> =5,20 v =11,65 ¥ =3,52
GL=3 GL=3 GL=1

Col. 7 P=0,157724 P=0,0088686 P=0,060373

*p>0,05 — esta em equilibrio de Hardy-Weinberg
*p<0,05 — ndo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg



38

Tabela IV — Valores de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) por locus das
colonias de abelhas A. mellifera africanizadas analisadas

Locus (Ho) (He)
Mrjp3 0,4286 0,7285
Mrjp5 0,6071 0,6848
Mrjp8 0,4357 0,6113
Média 0,4905 0,6749

Desvio padrio 0,1011 0,0593




39

Tabela V — Indice de fixagdo (Fis) para os locus das MRIPs de 4. mellifera

africanizadas produtoras de geleia real analisadas

Alelo/l6cus Mrjp3 Mrjp5 Mrjp8
A - - -0,0145
B - - 0,3183
C 0,4260 - 0,1250
D 0,3274 0,1918 0,4805
E 0,6165 0,1155 -
F 0,5617 0,0484 -
G 0,0667 - -
H - -0,0036 -
1 - -0,0256 -
J - -0,0145 -
K - -0,0182 -
Total 0,4188 0,1077 0,2847
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Tabela VI — Genétipos das sete rainhas de 4. mellifera africanizadas produtoras de
geleia real analisadas e dos provaveis zangdes que participaram da fecundagao

Mrjp3 Mrjp5 Mrjp8
Colonia Rainha Zangao | Rainha Zangao | Rainha Zangao
Col. 1 DE D;E | DE D;E;K;I;J | CD A;C;D
Col. 2 DE E;F;,G | EF E;F | BC B;C;D
Col. 3 DE D;E;F;,G | DE D;E;F | BC A;B;C;D
Col. 4 CE C,E;G | DE D;E;F;I;J | BC B;C
Col. 5 EF D;E;F | DE D;E;F;I | BC B:C
Col. 6 DE C;D;E;F | DE D;E;F;H;J | CD C;.D
Col. 7 FG EF,G | EF D;E;F | CD C;D
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Legenda de figuras

Figura 1 — Perfil eletroferético dos locus das MRIJPs de abelhas Apis mellifera
africanizadas. (A) Fragmentos amplificados para o locus Mrjp3; (B) Fragmentos
amplificados para o loco Mrjp5; (C) Fragmentos amplificados para o 16cus Mrjp8. M=
Marcador de peso molecular de DNA (DNA Ladder-Invitrogen). As setas e as letras
indicam os alelos identificados para cada locus.
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