Revista Brasileira de Entomologia 46(4): 591-595

31.X11.2002

Heterozigosidade e assimetria do numero de himulos em
operarias adultas de Apis mellifera (Hymenoptera, Apidae)
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ABSTRACT. Heterozygosity and hammuli number asymmetry in adult workers of Apis mellifera (Hymenoptera, Apidae).
Relationship between individual heterozygosity at particular loci (Mdh-1, Hk-1 ou Pgm-1) or average heterozygosity of
the colony and asymmetry of the hammuli number of right and left wings was verified on adult workers of five Africanized
and five European colonies of Apis mellifera. Our results demonstrated the importance of statistical tests to verify the type
of asymmetry of the character studied and they did not validate the assumption that uni or multiloci heterozygosity has a

positive effect on developmental stability.
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INTRODUCAO

Homeostasia do desenvolvimento (HD) ¢ definida como a
capacidade do organismo em resistir a distirbios genéticos e
ambientais, durante o seu desenvolvimento, via mecanismos
“tamponantes”, para produzir um fenotipo pré-determinado
dentro da variagdo normal de expressdo (WADDINGTON 1942;
LernER 1954). Ela é constituida de dois componentes:
canalizacdo e estabilidade do desenvolvimento (ED). A
canalizacdo € o mecanismo pelo qual a variagao do fenotipo é
limitada a uma ou poucas formas, sob um conjunto de condi¢oes
genéticas e ambientais, reduzindo o efeito destas sobre o
desenvolvimento. Se a canalizagdo ndo atuar apropriadamente,
o organismo estara suficientemente vulneravel para divergir
para uma trajetoria diversa da original. A estabilidade do
desenvolvimento assegurara, entdo, esta canaliza¢do na
ocorréncia de “acidentes”, reduzindo a influéncia de
perturbagdes genéticas ou ambientais sobre o
desenvolvimento.

Nos organismos que possuem simetria bilateral, ocorre uma
correlacdo das caracteristicas pares entre os lados do individuo.
Estas caracteristicas estdo sob o controle de mecanismos
genéticos e de ambiente idénticos e, por esta razdo, devem
exibir total semelhanca bilateralmente, a ndo ser que alguma
perturbagéo prejudique a canalizagdo. Como tais disturbios sdo
casuais ¢ a expressdo média das caracteristicas é simétrica,

ocorre uma distribui¢do normal dos pontos de assimetria ao
redor de zero. A assimetria de um individuo serve, portanto,
como uma medida do quanto ele conseguiu tamponar seu
desenvolvimento contra condigdes estressantes. Esta auséncia
ou alteracdo de uma ou mais caracteristicas em um dos lados
foi designada de assimetria flutuante, AF, e, por estar
inversamente correlacionada a HD, freqlientemente ela ¢é
utilizada para se estimar a estabilidade do desenvolvimento
(VAN VALEN 1962).

Outros tipos de assimetria ocorrem na natureza e sao
consideradas formas de assimetrias adaptativas ou direcionais.
A assimetria direcional ocorre quando existe a tendéncia de
que a caracteristica se desenvolva mais de um lado do que do
outro do plano de simetria (VAN VALEN 1962). A anti-simetria
ocorre quando uma caracteristica ¢ maior em um lado do que
do outro, mas nio ha a tendéncia de que um determinado lado
seja sempre 0 maior na populagdo. Em certos casos, a assimetria
direcional (GranAM ef al. 1993; MoLLER 1994) e a anti-simetria
(MckenziE & CLARKE 1988; LEARY & ALLENDORF 1989) podem
ser utilizados como estimadores de HD.

A base genética da homeostasia do desenvolvimento tem
sido atribuida a coadaptagio gendmica e/ou a heterozigosidade.
A coadaptacdo gendmica é resultante do balango das
combina¢des alélicas dentro e entre os diferentes
cromossomos, estabilizado durante a historia evolutiva do
organismo via selegdo natural (MaTtHER 1953; THoDAY 1955;
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Tabela I. Média, varidncia e amplitude de variacdo do numero de hdmulos das asas direita (dir), esquerda (esq) e da diferenga entre elas (d — e), em

colonias de abelhas Africanizadas e Européias.

Africanizadas Européias
col. Meédia Var. Amplitude col. Meédia Var. Amplitude
18 dir 20,838 2416 17-26 48 dir 20,686 2,508 16-25
esq 20,713 1,929 17-24 esq 20,314 2914 16-24
d-e 0,125 2,288 3-45 d-e 0,357 3,131 3-44
s/n dir 20,973 3,663 17-25 40 dir 20,284 2,570 17-24
esq 20,793 3,329 17-26 esq 20,597 2,820 16-24
d-e 0,180 2,367 4-+5 d-e 0,313 2,340 4-+4
61 dir 20,363 2,563 17-25 20 dir 20,689 2318 17-24
esq 20,363 2437 16-25 esq 20,508 2,754 17-25
d-e 0,000 2,785 4-+4 d-e 0,180 3,050 2-+4
39 dir 20,773 2,683 17-25 18 dir 21,406 2,404 18-26
esq 20,682 2,150 17-24 esq 21,172 2,716 16-24
d-e 0,091 2,336 4-+5 d-e 0,234 2,976 -4-+4
57 dir 20,375 3,149 17-25 42 dir 21,051 2,463 15-25
esq 20,163 2,604 17-25 esq 20,847 2304 18-25
d-e 0,202 2,939 -6-+4 d-e 0,203 2854 4-+4

DoszHansky 1970). Desta forma, a homeostasia do
desenvolvimento ¢ o resultado da ac¢do conjunta de genes
selecionados para interagir harmoniosamente, produzindo um
padrdo “organizado” de desenvolvimento.

Varios estudos tém evidenciado que a homeostasia ¢
positivamente afetada pela maior heterozigosidade. A maior
HD dos heterozigotos seria explicada em razdo da maior
eficiéncia bioquimica resultante da interacao de alelos diferentes
nestes individuos (LERNER 1954; SouLE 1979).

A relagdo entre heterozigosidade e assimetria em caracteres
de asas de operarias adultas de Apis mellifera (Latreille, 1804)
tem sido estudada em coldnias com diferentes graus de
endocruzamento, ploidia e hibridizacdo e resultados
discrepantes foram relatados (BRUCKNER 1976; CLARKE et al.
1992; SmitH et al. 1997). A heterozigose no loco Mdh-1 foi
positivamente associada & HD em caracteres de venagao das
asas de Apis mellifera (MittoN 1993; MEssIER & MITTON 1996),
embora tal associacdo ndo tenha sido confirmada em trabalho
posterior (CLARKE & OLDROYD 1996).

O presente trabalho foi conduzido com os seguintes
objetivos: 1) verificar se o “nimero de hAmulos” em asas de
Apis mellifera apresenta assimetria do tipo flutuante,
constituindo-se em método facil e seguro de estimar a
homeostasia do desenvolvimento; 2) estimar o efeito da homo/
heterozigose em locos enzimaticos especificos (Mdh-1, Hk-1,
Pgm-1) sobre a assimetria individual; 3) verificar a correlacdo
entre a heterozigosidade média da coldnia, estimada através de
marcadores bioquimicos (Mdh-1, Hk-1, Pgm-1, Est-1 ¢ Est-3),
e os niveis de assimetria da colonia para este carater.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas as asas de operarias adultas de Apis
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mellifera de cinco colonias Africanizadas mantidas no apidrio
do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (USP) e amostras de cinco colonias de abelhas
de origem Européia (doravante denominadas coldnias
Européias), provenientes da introdugdo neste mesmo apiario
de rainhas de Pullman (WA/USA) naturalmente fecundadas.

Analise morfométrica - Para a analise morfométrica, as
asas direita e esquerda de operarias adultas de cada coldnia
foram montadas entre laminas de vidro. A contagem do numero
de hamulos foi realizada sob microscopio estereoscopico.

Analise aloenzimatica - Para estimar as heterozigosidades
intra-loco ( Hi ) e média ( H ), extratos de torax de operarias
adultas foram analisados através de eletroforese horizontal em
gel de amido (DEL Lama et al. 1985, 1988, 1990; LoBo et al.
1989) para os seguintes sistemas aloenzimaticos: malato
desidrogenase (Mdh) nas amostras Européias e Africanizadas;
esterases (Est-1 e Est-3), fosfoglucomutase (Pgm) e
hexoquinase (Hk) nas amostras Africanizadas.

Analise estatistica - O niimero médio de hamulos das asas
direita e esquerda das abelhas Africanizadas foi comparado
com o numero médio apresentado pelas abelhas Européias
através de um teste t. Para tal analise, 80 operarias de cada uma
das cinco colonias Africanizadas e 59 operarias de cada uma
das cinco colonias Européias foram agrupadas.

Para verificar se a distribui¢do dos desvios da simetria
(d, - e diferia da normalidade e se o centro desta distribui¢do
era igual a zero, condi¢des que caracterizam a assimetria
flutuante, foram utilizados o teste de Kolmogorov— Smirnov e
o teste t, respectivamente.

Para a estimativa da assimetria de cada coldnia foi utilizada
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Tabela II. Valores de d (teste de Kolmogorov-Smirnov) e ¢ (teste t) para
verificagdo de normalidade e média zero, respectivamente, das distribui¢cdes
dos desvios do numero de hdmulos entre as asas direita e esquerda de
operarias adultas de colonias Africanizadas e Européias de Apis mellifera.

Africanizadas Européias
col. d t col. d t
18 dir 0,158* - 48 Dir 0,153 -
esq 0,182%* - Esq 0,144 -
d-e 0,195% 0,739 de 0,128 1,689
s/m dir 0,116 - 40 Dir 0,167* -
esq 0,123 - Esq 0,132 -
d-e 0,141* 0,971 d-e 0,166 -1,677
61 dir 0,170* - 20 Dir 0,150 -
esq 0,159% - Esq 0,170 -
d-e 0,150 0 d-e 0,193* 0,806
39 dir 0,136 - 18 Dir 0,150 -
esq 0,154* - Esq 0,151 -
d-e 0,183* 0,558 de 0,117 1,087
57 dir 0,161* - 42 Dir 0,199* -
esq 0,165* - Esq 0,172 -
d-e 0,114* 1,201 d-e 0,164 0,925

* significante ao nivel de 5%

a variancia das diferengas no nimero de hAmulos entre os lados
direito e esquerdo dos individuos analisados (var, ).

Para verificar o efeito da homo ou heterozigose no loco
Mdh-1 sobre a assimetria do numero de hdmulos nas colonias
Africanizadas e Européias foi realizado o teste de WooLr (1955).
Nesta analise, foram considerados simétricos os individuos
cuja diferenca entre os lados foi igual a zero, e assimétricos os
individuos cuja diferenca foi diferente de zero. O mesmo teste
foi aplicado para se investigar o efeito da homo/heterozigose
nos locos Hk-1 e Pgm-1 sobre a assimetria no nimero de
hamulos verificada nas colonias Africanizadas. Este teste ndo
pode ser estendido aos locos Est-1 e Est-3, em razdo de que
tais polimorfismos nao foram observados na maioria das
colonias Africanizadas estudadas.

RESULTADOS

Na comparagdo entre o nimero de hamulos das asas de
operarias adultas, as variancias encontradas nao diferiram de
forma significativa nas colonias Africanizadas e Européias (F =
0,842, p = 1,0 para asa direita; F = 0,917, p = 1,0 para asa
esquerda). O numero de himulos ndo foi significativamente
diferente entre as operarias de coldnias Africanizadas e
Européias (t=1,599, p=0,112 para asa direita; t=-1,385,p=
0,167 para asa esquerda). A média, a variancia, a amplitude de
variacdo do numero de hamulos nas asas direita ¢ esquerda e a
magnitude da diferenga entre as asas estdo apresentadas na
Tabelal.

Na Tabela II sdo ilustrados os valores de d estimados para
verificacdo de distribuicdo normal dos desvios para o nimero
de hamulos, e os valores de ¢, utilizados para verificar se a

distribuicdo de tais desvios apresentavam média zero. Entre as
cinco coldnias Africanizadas, apenas uma apresentou
distribuicdo normal, enquanto que em quatro das cinco
colonias Européias os desvios apresentaram distribuigao
normal. O centro da distribui¢do dos desvios ndo diferiu
significativamente de zero em todas as dez colonias analisadas.

A heterozigosidade para o loco Mdh-1 variou de 0,038 —
0,587 nas colonias Africanizadas e de 0,361 — 1,0 nas colonias
Européias. Nas abelhas Africanizadas, foram estimadas ainda
as heterozigosidades para os locos Hk-1, Pgm-1, Est-1 ¢ Est-3,
bem como a heterozigosidade média para esses locos (Tabela
IID).

Nao foi observada correlagio significativa entre a varidncia
dos desvios (d - e) e a heterozigosidade média das colonias
Africanizadas (r= -0,081, p=0,897).

Nao foi encontrada associagdo através do teste de Woolf
entre homo/heterozigose para o loco Mdh-1 e assimetria do
nimero de hamulos nas dez coldnias estudadas. Resultado
similar foi encontrado para os locos Hk-1 e Pgm-1 nas cinco
colonias Africanizadas analisadas (Tabela IV).

DISCUSSAO

O numero médio de hamulos nas asas de operarias adultas
das coldnias Africanizadas ou Européias ndo apresentou
diferenca significativa. Esta semelhanga no niimero de hdmulos
ndo foi compartilhada pelo tipo de assimetria encontrada nos
dois tipos de coldnias. Enquanto a colonia 61 (Africanizada) e
as colonias 18, 40,42 e 48 (Européias) apresentaram assimetria
flutuante (distribuicdo normal dos pontos de assimetria ao redor
de zero), as coldnias Africanizadas 18, 39,57 ¢ S/N e a colonia
20 (Européia) ndo apresentaram distribuicdo normal dos pontos
de assimetria, apesar do centro destas distribui¢des ndo diferir
significativamente de zero. Estas ultimas colonias ndo
apresentaram, portanto, assimetria flutuante no senso estrito.

Estes resultados parecem sugerir que em abelhas Européias,
a assimetria verificada no nimero de hamulos seja do tipo
flutuante, enquanto que nas colonias Africanizadas, os desvios
encontrados ndo apontam para este tipo de assimetria.
Entretanto, dados de operarias adultas de Apis mellifera obtidas
da regido de Coyhaique/Chile (de origem Européia)
demonstraram que apenas duas dentre quinze colonias
analisadas apresentavam assimetria flutuante para o nimero

Tabela ITI. Heterozigosidades intralocos e média ( H ) verificadas em
colonias Africanizadas e heterozigosidade intraloco de Mdh-1 em coldnias
Européias de Apis mellifera.

Africanizadas Européias
col. Mdh-1 Hk-1 Pgm-1 Est-1 Est-3 H col. Mdh-1
18 0313 0463 0,075 0,063 0,113 0205 48 1
s/m 0,482 0,536 0,116 0 0 0,227 40 0,448
61 0,038 0,525 0,063 0 0,025 0,130 20 0,361
39 0432 0296 0,568 0 0 0,259 18 0,422
57 0,587 0,558 0,164 0,019 0,048 0,275 42 0,525
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Tabela IV. Valores das significancias (sig; gl = 1) e das heterogeneidades
(het; gl = 4) observados nos testes de Woolf para verificagdo de associagdo
entre simetria do nimero de hdmulos e homo/heterozigose para os
diferentes locos enzimaticos.

Africanizadas Européias
sig het sig het
simetria x Mdh-1 0,024 6,142 0,239 3,195
Hk-1 0,080 5,199 - -
Pgm-1 0,121 1,202 - -

de hdmulos (GRUBER, dados nao publicados).

O efeito da heterozigosidade sobre a HD foi investigada
nas colonias Africanizadas através da correlagdo entre He a
assimetria mensurada através da variancia dos desvios
absolutos do numero de hamulos. A correlagdo ndo significativa
obtida indicou que a maior heterozigosidade ndo influencia
positivamente HD em Apis mellifera.

Nossos achados contrastam com os descritos por BRUKNER
(1976), que verificou maior assimetria em machos que nas
operarias, maior assimetria em operarias altamente endocruzadas
(homozigotas) que em operarias com baixos niveis de endogamia
para duas nervuras das asas e para o nimero de hamulos. No
entanto, CLARKE et al. (1992) ndo encontraram aumento
significativo da assimetria flutuante em operarias altamente
homozigotas para os caracteres utilizados por BRUKNER (1976)
e outros incluidos na andlise.

Nao foram encontradas diferencas significativas no nivel
de assimetria entre individuos homo/heterozigotos para os
locos Mdh-1 (nas colonias Africanizadas e Européias) e Hk-1
e Pgm-1 (em colonias Africanizadas). Estes resultados indicam
que a homozigose ou heterozigose nestes locos ndo esta
associada ao nivel de assimetria para o numero de hamulos.

Analisando uma colonia de Apis mellifera, Mitton (1993)
verificou que individuos heterozigotos para Mdh-1
apresentavam maior assimetria flutuante para uma das cinco
nervuras estudadas. Em estudo subsequente, MESSIER &
MirToN (1996), analisando esta mesma nervura, verificaram
assimetria flutuante significativamente menor em operarias
heterozigotas do que nas operarias homozigotas para Mdh-1.
Resultados discordantes foram obtidos por CLARKE & OLDROYD
(1996) ao nao verificarem associacao entre assimetria flutuante
para cinco medidas de asas e para o nimero de hamulos e a
homo/heterozigose para o loco Mdh-1. Os autores reportaram
ainda que a analise dos dados originais de MitToN (1993) com
a mesma metodologia estatistica utilizada por eles, ndo
confirmava a associagdo encontrada por aquele autor.

Os resultados do presente trabalho ndo ap6iam, desta forma,
a hipdtese de que a heterozigosidade em locos especificos
(Mdh-1, Hk-1 ou Pgm-1) ou em multiplos locos
(heterozigosidade média) tem efeito positivo sobre a estabilidade
do desenvolvimento. No entanto, esta conclusdo deve ser
considerada com cuidado tendo em vista as seguintes
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ressalvas:

(1) apesar de diversos autores utilizarem a heterozigosidade
média estimada a partir de alguns locos como uma estimativa
da variagdo do genoma, incluindo aqueles que controlam a
estabilidade do desenvolvimento (SouLt 1979), este tipo de
analise deve ser considerada insuficiente para predizer a
heterozigosidade do genoma, mesmo considerando os genes
que podem estar em desequilibrio de ligacdo com os locos
estudados. A estimativa da heterozigosidade real dos
individuos e colonias requer a analise de um niimero muito
maior de tipos distintos de locos, o que dificulta e/ou inviabiliza
este tipo de abordagem;

(2) estudos de malato desidrogenase em abelhas ou de
lactato desidrogenase em peixes indicam que diferencas na HD
podem ser relacionadas a gendtipos especificos de um tnico
loco, devido a diferentes propriedades bioquimicas das
variantes produzidas por alelos destes locos (MiTToN 1993).
No entanto, segundo CLARKE & OLDROYD (1996), embora a
Mdh possa ter um papel importante no controle dos
mecanismos envolvidos na estabilidade do desenvolvimento,
diferengas bioquimicas ou fisioldgicas associadas as diferentes
aloenzimas ndo devem ser suficientes para afetar a eficiéncia
destes mecanismos.

Muitos autores tém considerado “a priori” como assimetria
flutuante quaisquer desvios observados em um carater bilateral.
Neste trabalho, das dez coldnias estudadas, cinco
apresentaram AF para o numero de hdmulos. Nossos achados
reafirmam, assim, a importancia da utilizagdo de testes
especificos para a verificacao do tipo de assimetria apresentado
pelo carater em estudo, corroborando indicacdo similar de
trabalhos prévios (CLARKE et al. 1992; CLARKE & OLDROYD 1996;
SmitH et al. 1997).

Os resultados aqui relatados ndo apdiam a hipotese de que
a heterozigosidade uni ou multilocal influencia positivamente
a homeostase do desenvolvimento. A utilizagdo de outros
caracteres bilaterais e estimativas de heterozigosidade baseadas
em um maior numero de locos génicos sdo necessarias para
que se possa confirmar em Apis mellifera a hipdtese de que
heterozigosidades mais elevadas estdo associadas a menores
niveis de assimetria.
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