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RESUMO

As abelhas melíferas são insetos polinizadores fundamentais para os ecossistemas

e  relevantes  economicamente.  Através  do  seu  manejo  relativamente  simples  e

barato,  a  exploração  de  seus  produtos,  principalmente  o  mel,  torna  a  atividade

apícola bastante rentável para o produtor rural. A redução das populações de Apis

mellifera tem sido registrada em inúmeros países. Grande parte dos relatos tem sido

associados ao fenômeno chamado Colony Collapse Disorder (CCD), um somatório

de  condições  adversas  que  inclui  patógenos,  parasitos  e  doses  sub-letais  de

agroquímicos,  culminando  com  o  abandono  das  colmeias.  No  Brasil,  a  CCD  é

menos  observada  e  os  relatos  de  perdas  de  colônias  no  país  tem  sido  mais

associados ao envenenamento acidental. Contudo, é preciso evidenciar a presença

de tais patógenos e parasitos nas colmeias brasileiras. Um dos fatores relacionados

ao desaparecimento das abelhas é  o ectoparasito  Varroa destructor.  O parasito,

além de ser vetor de patógenos, como bactérias e vírus, é um ácaro que também

suga  a  hemolinfa  de  larvas  e  abelhas  adultas,  afetando  seu  desenvolvimento  e

diminuindo o tempo de vida. Em razão disso, o ácaro citado é considerado uma

ameaça  à  apicultura  mundial.  Dessa  forma,  identificar  os  diferentes  haplótipos,

diretamente relacionados com o vigor reprodutivo da espécie de uma determinada

região,  é  fundamental  para  a  implementação  de  programas  de  controle.  Dentro

deste contexto, este trabalho teve como objetivo estabelecer, dentro do Grupo de

Pesquisa APIPAMPA, o método para a identificação do haplótipo J de V. destructor.

Para tal, foi realizada a clonagem e o sequenciamento parcial de um fragmento de

458  pb  do  gene  mitocondrial  Citocromo  C  Oxidase  subunidade  I  (co-I)  de  V.

destructor.  O fragmento  foi  amplificado por  PCR,  utilizando os  primers  COXF [5

´GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T)TATCAAC3´]  e  COXR  [5

´GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T)AATAGCAAATAC3´],  purificado  e  clonado.

Posteriormente  à  clonagem  e  transformação,  o  fragmento  foi  sequenciado.  A

sequência  obtida  foi  depositada  no  banco  de  dados  do  National  Center  for

Biotechnology Information (NCBI) sob número de acesso KX458253. Os resultados

do sequenciamento possibilitaram a confirmação da identidade do haplótipo J de V.

destructor  comparando  o  alinhamento  da  sequência  nucleotídica  obtida  com

sequências  já  publicadas por  outros  autores.  Os  dados  alcançados  no  presente

trabalho  permitem aos  próximos  pesquisadores  utilizarem um método  adequado



para  identificação  do  haplótipo  J  de  V.  destructor  nos laboratórios  do  Grupo de

Pesquisa APIPAMPA com uma maior precisão, possibilitando o acompanhamento da

flutuação deste haplótipo em apiários infestados.

Palavras-chave:  abelhas,  Apis  mellifera,  caracterização,  infestação,  sanidade

apícola.



ABSTRACT

Honey  bees  are  fundamental  pollinator  insects  ecosystems  and  economically

relevant. Through its relatively simple and inexpensive handling, the exploitation of its

products,  mainly honey,  makes beekeeping quite profitable for the rural  producer.

Reduction of populations of  Apis mellifera  has been registered in many countries.

Most  of  the  reports  have  been  associated  with  the  phenomenon  called  Colony

Collapse  Disorder  (CCD),  a  sum  of  adverse  conditions  including  pathogens,

parasites and sub-lethal doses of agrochemicals, culminating in the abandonment of

hives.  In Brazil, CCD is less observed and the reports of losses of colonies in the

country  have  been  more  associated  with  accidental  poisoning.  However,  is

necessary evidence the presence of such pathogens and parasites in Brazilian hives.

One  of  factors  related  to  the  disappearance  of  bees  is  the  Varroa  destructor

ectoparasite. The parasite, besides being a vector of pathogens, such as bacteria

and  viruses,  also  sucks  the  hemolymph  of  adult  bees  and  larvae,  affecting  its

development and shortening life span. Because of this, the cited mite is considered a

threat to worldwide beekeeping. In this way, identification of the different haplotypes,

directly  related  to  the  reproductive  vigor  of  species,  from  a  given  region  is

fundamental  for  implementation  of  control  programs.  

Within this context, this work aimed to establish, within APIPAMPA Research Group,

the method for identification of  V. destructor J haplotype.  To this end, cloning and

partial sequencing of a 458 bp fragment of the mitochondrial gene Cytochrome C

Oxidase  subunit  I  (co-I)  from  V.  destructor was  performed.  The  fragment  was

amplified  by  PCR,  using  the  COXF  primers[5

´GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T)TATCAAC3´]  and  COXR  [5

´GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T)AATAGCAAATAC3´], purified and cloned. Subsequent

to cloning and transformation, the fragment was sequenced. Sequence obtained was

deposited  in  the  database  of  the  National  Center  for  Biotechnology  Information

(NCBI)  under  accession  number  KX458253.  Sequencing  results  enabled  the

confirmation of the identity of V. destructor J haplotype by comparing the alignment of

nucleotide sequence obtained with sequences already published by other authors.

The data  obtained  in  the  present  work  allow next  researchers  to  use  a  suitable

method  to  identify  the  V.  destructor J  haplotype  in  APIPAMPA Research  Group



laboratories with greater accuracy, allowing the monitoring of the fluctuation of this

haplotype in infested apiaries.

Key-words: bees, Apis mellifera, description, infestation, honey bee health.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Apicultura: Panorama Geral

A apicultura é a atividade humana que explora a forma de vida de abelhas da

espécie  Apis  mellifera.  A atividade  destaca-se  por  ser  uma  prática  geradora  de

baixos impactos ambientais e que contribui para polinização de plantas nativas e de

cultivares (PEROSA et al., 2004). Acredita-se que em torno de 73% das espécies

vegetais  cultivadas no mundo sejam polinizadas por  alguma espécie de abelhas

(FAO,  2004).  A maior  parte  das  plantas  agrícolas  e  espécies  vegetais  silvestres

necessitam da polinização por insetos para produzir sementes e frutos (FREITAS;

FONSECA, 2005). O desempenho dessa prática é capaz de causar efeitos positivos

na  população,  tanto  sociais  quanto  econômicos,  além  de  contribuir  para  a

manutenção  e  preservação  dos  ecossistemas  existentes.  O  Brasil  apresenta

características especiais de clima e flora que, aliadas às características genotípicas

e fenotípicas das abelhas melíferas presentes no país, criam um enorme potencial

para a atividade apícola (EMBRAPA, 2003).  Esta atividade tem provado ser uma

ótima possibilidade  para  o  acréscimo de renda do produtor  rural,  visto  que sua

realização, geralmente, não compete em recursos de produção com as ações que já

existem na área rural (INABA; PASIN, 1998).
Os principais produtos gerados a partir da atividade apícola são o mel, geleia

real, própolis, pólen, cera e apitoxina (EMBRAPA, 2002). O produto mais conhecido

e de mais simples extração e utilização é o mel  que,  além de exercer papel  na

alimentação,  também  é  utilizado  para  fins  farmacêuticos,  apresentando  grande

atividade antioxidante, em cosméticos e por ter ação terapêutica (FREITAS, 2004;

CRUZ et al., 2014). 
Atualmente, o Brasil ocupa a 8ª posição no ranking dos maiores exportadores

mundiais de mel (ABEMEL, 2016). O Rio Grande do Sul, é líder de produção entre

os estados da região, sendo autor de 5,99 das 38,47 mil toneladas produzidas em

todo Brasil (IBGE, 2014).
No  Brasil,  a  atividade  apícola  economicamente  contabilizada  trabalha

somente com abelhas da espécie A. mellifera que é criada em larga proporção (DE

JONG,  1996).  As  abelhas  encontradas  no  território  brasileiro  são  ditas

“africanizadas”, pois são um híbrido das abelhas européias (Apis mellifera mellifera,

Apis mellifera ligustica, Apis mellifera caucasica e/ou  Apis mellifera carnica) com a

abelha africana (Apis mellifera scutellata) (EMBRAPA, 2003). Apesar de possuírem
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comportamento medianamente  agressivo  e  uma enorme facilidade de enxamear,

estes híbridos possuem alta produtividade de mel,  tolerância a doenças, elevado

comportamento higiênico e de  grooming (método em que o grupo ajuda a retirar

parasitos uns dos outros) e adapta-se a climas frios, exercendo o trabalho mesmo

que em baixas temperaturas, diferentemente das europeias, que tendem a hibernar

em períodos de frio (GRAMACHO; JESUS, 2009). 
Recentemente,  estudos  tem  apresentado  uma  queda  nas  populações  de

polinizadores domesticados e silvestres, com declínios registrados nos serviços de

polinização  e  no  número  de  espécies  de  polinizadores  em diversas  regiões  do

mundo  (POTTS  et  al.,  2010).  Dentre  as  mais  diversas  causas  deste

desaparecimento,  a  síndrome  chamada  Colony  Collapse  Disorder  (CCD)  ou

Distúrbio  do  Colapso  das  Colônias,  que  é  caracterizado  pelo  rápido

desaparecimento  de  abelhas  em  condições  bastante  específicas,  é  uma  das

responsáveis  (VANENGELSDORP et  al.,  2009).  Além  da  CCD,  a  incidência  de

pragas, patógenos e parasitos, exposição acidental a agrotóxicos e a destruição de

habitats,  com a consecutiva  redução de regiões de nidificação e forrageamento,

também são causas relevantes (POTTS et al., 2010).
As  abelhas  estão  vulneráveis  a  muitas  doenças  e  inimigos  naturais,  que

levam ao declínio da população, resultando na diminuição da produção, em perdas

econômicas e podem levar as colônias à morte (BOECKING; GENERSCH, 2008;

ROSENKRANZ;  AUMEIER;  ZIEGELMANN,  2010).  Um  dos  agentes  centrais  na

disseminação de patógenos e pivô central  da  CCD é o ácaro  Varroa destructor

(FONSECA, 2010). Este ácaro ectoparasito tem importante papel como vetor na rota

de transmissão de vírus (SUMPTER; MARTIN 2004). A acariose, mais conhecida

como varroatose, é uma doença que vem originando preocupação aos apicultores e

a  principal  ameaça  à  apicultura  mundial  (PEGORARO,  2003;  BOECKING;

GENERSCH, 2008; ROSENKRANZ; AUMEIER; ZIEGELMANN, 2010).

1.2. Varroa destructor

A criação de abelhas Apis mellifera pelo mundo, por causa principalmente da

produção de mel, favoreceu a disseminação rápida do ácaro Varroa spp., tornando-

se assim uma das principais pragas da apicultura no mundo (BOTTA; CARMENATE;

TORRE,  2004).  No  Brasil,  a  única  espécie  relatada é  Varroa destructor,  a  mais

dispersa pelo mundo e vetor de várias viroses (ANDERSON; TRUEMAN, 2000). Os
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danos causados por esses ácaros dependem muito do nível da infestação dentro da

colônia. Dentre os principais sintomas estão, a má-formação de vários órgãos e a

diminuição do peso de zangões e operárias, o que compromete a longevidade da

população da colônia (DUAY; DE JONGE; ENGELS, 2003).

O referido ácaro é um ectoparasito visível a olho nu (IFANTIDIS, 1988). Os

machos possuem coloração marrom clara e pernas brilhantes. O corpo mede de

0,75 a 0,98 mm de comprimento e de 0,70 a 0,88 mm de largura. As quelíceras do

macho não o permitem a sugar a hemolinfa das abelhas porque são alteradas para a

transferência de esperma (DELFINADO; BAKER, 1974). A vida do macho se limita

ao acasalamento, ou seja, o ácaro macho morre logo após a cópula, não afetando

diretamente, dessa forma, a sanidade da abelha (ENGLANG, 1971; DELFINADO;

BAKER, 1974; LANGHE; NATZKII, 1976; SHABANOV et al., 1978). 

As  fêmeas adultas  do ácaro  possuem coloração que varia  de  marrom ao

marrom escuro, medindo de 1,00 a 1,77 mm de comprimento e de 1,50 a 1,99 mm

de largura. As fêmeas mostram quatro pares de pernas adaptadas com ventosas

para  ajudar  na  fixação  ao  hospedeiro.  Nas  quelíceras  é  possível  observar  dois

dentes, utilizados para alimentação (ENGLANG, 1971; DELFINADO; BAKER, 1974).

O primeiro par de pernas é possuidor de órgãos sensoriais de tato e olfato, que

auxiliam na orientação do ectoparasito (BAIRAK, 1976).  Elas têm o ciclo de vida

caracterizado por duas fases: a forética, onde o ácaro se fixa sobre o corpo das

abelhas adultas, e a fase reprodutiva, que começa quando a fêmea adulta do ácaro

deixa  as  abelhas operárias  e os  zangões para  entrar  nas células  de crias  para

realizar a postura (IFANTIDIS, 1988).

O  ciclo  de  vida  tem  início  quando  o  ácaro  entra  na  célula  de  cria

imediatamente  após  abandonar  o  corpo  da  abelha  adulta  (BOOT et  al.,  1994),

quando  a  cria  encontra-se  no  último  estágio  larval  (DE  JONG,  1997).  O

acasalamento dos ácaros acontece quando as abelhas encontram-se no estágio de

pupa, ou seja, no interior das células de cria operculadas. Esse ciclo reprodutivo tem

duração de 7 a 8 dias e coincide com a fase na qual a abelha em desenvolvimento

permanece  no  interior  da  célula  do  favo,  passando  pelo  último  estágio  larval,

atravessando  o  período  de  pupa,  até  que  a  abelha  possa  concluir  seu

desenvolvimento (HARRIS et al., 2003), como pode ser observado na Figura 1.
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Figura  1.  Ciclo  de  vida  do  ácaro  Varroa  destructor.  Fonte:  Adaptado  de
http://coronaapicultores.blogspot.com.br/2014/03/biologia-reproductiva-de-la-varroa.html  Acesso:
05/10/2016.

A espécie Varroa destructor (ANDERSON; TREUMAN, 2000) foi descrita pela

primeira  vez  como  Varroa  jacobsoni  Oudemans  (1904)  a  partir  do  exame  de

exemplares encontrados em células contendo pupas de Apis cerana (DELFINADO;

BEKER, 1974; ANDERSON; TREUMAN, 2000) e foi incluída na família Varroidae, da

Ordem  Mesostigmata  (DELFINADO;  BAKER,  1974).  A  partir  de  estudos  da

variabilidade genética do DNA de  Varroa destructor  descobriu-se a existência de

diferentes tipos de haplótipos e genótipos do ácaro relacionados com sua virulência

(KRAUS; HUNT, 1995; ANDERSON; FUCHS, 1998; GUZMAN; RINDERER, 1999;

SOLIGNAC et al. 2003;2005; WARRIT et al. 2004). Fundamentados na variabilidade

no gene co-I (subunidade I do Citocromo C Oxidase) do DNA mitocondrial (mtDNA)

identificaram a existência dos haplótipos J (Japonês) e K (Coreano), nomeados de

acordo com o nome dos países asiáticos onde foram inicialmente detectados em
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Apis  cerana  (ANDERSON;  TREUMAN,  2000)  (Figura  2).  No  Brasil,  o  primeiro

haplótipo identificado foi o haplótipo J e posteriormente o haplótipo K, considerado

mais virulento por sua alta reprodutibilidade (GUERRA et al., 2010). 

Figura 2. Haplótipos de Varroa destructor. Em posição dorsal (a) e ventral (b). (1) Haplótipo J e (2)

Haplótipo K. Fonte: Adaptado de Anderson e Trueman, 2000.

A identificação dos haplótipos do ácaro pode ser feita com base nas enzimas

de restrição  XhoI e  SacI. Ambos os haplótipos apresentam sítio de clivagem para

enzima XhoI, mas apenas o haplótipo J tem clivagem pela enzima SacI. A enzima

XhoI cliva especificamente em 5’ C↓TCGAG 3’ e a enzima  SacI possui o sítio de

clivagem 5’ GAGCT↓C 3’. Para a confirmação da espécie é necessário a utilização

da enzima XhoI, pois a espécie V. jacobsoni não apresenta o sítio de clivagem para

essa enzima (ANDERSON; FUCHS, 1998).

Observou-se a predominância do haplótipo K nos apiários dos Estados do Rio

Grande  do  Sul,  São  Paulo  e  Santa  Catarina  (GARRIDO  et  al.,  2003).  A

predominância  foi  relatada  novamente  no  ano  de  2009  em  apiários  de  Santa

Catarina, ficando o haplótipo J restrito a colônias localizadas na Ilha de Fernando de

Noronha (PE) (STRAPAZZON et al., 2009). Em um estudo mais recente, realizado

nos  apiários  da  Mesorregião  Sudoeste  do  Rio  Grande  do  Sul,  foi  relatada  a

prevalência do haplótipo K parasitando abelhas em colmeias de todos os apiários



21

amostrados (cerca de 94,29% dos ácaros) e há evidências da existência de um novo

haplótipo (5,71%) (SALVADÉ, 2015). Os apiários da região sul e principalmente do

Rio Grande do Sul requerem um cuidado maior, já que o Estado é o maior produtor

de mel do Brasil, com uma alta produção de 5,99 mil toneladas (IBGE, 2014). A partir

dos  dados  relatados  acima,  se  torna  necessário  o  acompanhamento  e

caracterização do perfil genotípico dos ácaros. 
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar o método mais aceito  para identificação do haplótipo J de  V.

destructor.

2.2 . Objetivos específicos

 Clonar e sequenciar parcial do gene co-I de Varroa destructor haplótipo J;
 Depositar  a  sequência  no  banco  de  dados  do  NCBI  (National  Center  for

Biotechnology Information) para uso da comunidade científica;
 Padronizar a técnica de identificação do haplótipo J no Grupo de Pesquisa

APIPAMPA.
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtenção da amostra

A  amostra  de  Varroa  destructor  haplótipo  J  utilizada  neste  trabalho,

proveniente da Ilha de Fernando de Noronha – PE, foi fornecida pelo Prof. Dr. David

de Jong da Universidade de São Paulo. O DNA da amostra foi extraído utilizando o

kit  Pure  Link  Genomic  DNA Mini  Kit (Invitrogen,  EUA),  segundo  instruções  do

fabricante. A amostra foi devidamente armazenada e mantida refrigerada a -20°C até

a realização das análises.

3.2. Análise do haplótipo J

Para a análise do haplótipo J do ácaro  V. destructor, realizou-se reação de

PCR utilizando os primers para amplificação do gene mitocondrial citocromo oxidase

I  (co-I)  COXF  [5´GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T)TATCAAC3´]  e

COXR  [5´GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T)AATAGCAAATAC3´] descritos por Anderson;

Fuchs (1998).

Realizou-se a técnica de PCR com um volume final de 20 μL, utilizando 18 μL

de PCR Master  Mix (Ludwig Biotecnologia, Brasil), 6 pmol de cada primer, 48 ng de

DNA extraído e 0,8 μL de água ultrapura para o controle negativo.

As  reações  de  PCR  foram  realizadas  em  um  termociclador  Eppendorf

Mastercycler  (Eppendorf,  Alemanha)  com  as  seguintes  condições:  desnaturação

inicial a 94ºC por 5 min; 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 min, anelamento de

primers a 42°C por 1 min e 20 s e alongamento a 72ºC por 2 min; alongamento final

a 72ºC por 10 minutos.

Os  produtos  amplificados  foram  separados  por  eletroforese  em  gel  de

agarose a 1%, utilizando marcador de peso molecular adequado GeneRuler DNA

Ladder Mix 100 – 10.000 pb (Thermo Scientific, EUA), corados com GelRed Nucleic

Acid Gel Stain (Biotium, EUA), em tampão TBE 1X (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

A visualização do gel foi efetuada em um transluminador de luz ultravioleta L-PIX

LTB 20x20 HE (Loccus Biotecnologia, Brasil).

Após  a  comprovação  da  amplificação  do  fragmento  por  eletroforese,  o

amplicon da PCR foi  purificado do gel  com o Gel  DNA Purification  Kit  (MEBEP
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Bioscience, China) de acordo com as instruções do fabricante. O material purificado

foi visualizado em gel nas mesmas condições descritas acima.

3.3. Clonagem molecular e crescimento bacteriano

A clonagem foi realizada utilizando-se o Kit comercial TOPO® TA Cloning® Kit

(Invitrogen,  EUA),  alterando-se  a  reação  recomendada  pelo  fabricante,  onde  foi

usado metade da quantidade de vetor e da solução de sais e 6 μL de produto de

PCR purificado. 

Para  transformação  por  eletroporação  utilizou-se  as  bactérias

eletrocompetentes  Escherichia  coli  DH5α  (Invitrogen,  EUA),  eletroporadas  no

eletroporador  Gene Pulser  X-Cell™ (Bio-Rad,  EUA),  em uma cubeta de 0,2 mm

(Bio-Rad,  EUA)  no  programa  padrão  de  2,5  kV,  onde  adicionou-se  20  μL  de

bactérias eletrocompetentes e 3 μL de vetor TOPO® TA. Após a eletroporação, as

bactérias foram ressuspendidas em 1 mL de meio SOC (SAMBROOK; RUSSELL,

2001) e como controle negativo, eletroporou-se as bactérias sem adição de vetor.

Após,  as  células  foram  incubadas  a  37°C  com  agitação  de  250  RPM  por  1  h

(Shaker-Incubator AG-45, Agimaxx). 

A seleção das células transformadas foi  realizada em meio LB Ágar Miller

(Himedia, Índia), suplementado com 100 μg.mL-1 de ampicilina (EMS, Brasil) e as

placas foram incubadas a 37°C em estufa (MA 430 - Marconi, Brasil) por 16 h.

A clonagem foi confirmada através da técnica de PCR de colônia, descrita em

Sambrook e Russell  (2001)  e visualizado em gel  de agarose 1% nas condições

informadas previamente.

3.4. Extração do DNA plasmidial

Com  auxílio  de  um  palito  de  madeira  estéril,  retirou-se  uma  colônia  das

bactérias transformadas. A amostra foi inoculada em meio LB suplementado com 50

μg.mL-1 de  ampicilina  (EMS,  Brasil),  incubada em  shaker a  37°C por  16  h,  sob

agitação de 250 RPM. 

A extração do DNA plasmidial foi realizada através de lise alcalina, conforme o

protocolo descrito em Sambrook e Russell (2001). 
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A análise da extração de DNA plasmidial realizou-se através da técnica de

eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.5. Clivagem com as enzimas de restrição BamHI e EcoRV

Após a comprovação da amplificação do fragmento clonado do gene no vetor

pCR™2.1-TOPO® (Invitrogen,  EUA)  (Figura  3),  selecionou-se as  enzimas  BamHI

(Thermo Scientific, EUA) e EcoRV (Ludwig Biotecnologia, Brasil) para liberação do

inserto. A clivagem iniciou-se com a enzima de restrição BamHI, segundo instruções

do fabricante. Confirmada a clivagem, o DNA foi precipitado com acetato de sódio

3M, pH 5,5, ressupendido em tampão TE (100mM de Tris e 10mM de EDTA), pH 8

(SAMBROOK;  RUSSEL,  2001)  e  clivado  com  EcoRV,  conforme  instruções  do

fabricante. Os produtos da digestão foram analisados através de eletroforese em gel

de agarose 1%, nas condições descritas previamente.
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Figura 3. Mapa do vetor pCR™2.1-TOPO®. As enzimas destacadas foram as utilizadas na clivagem 

para a confirmação da clonagem. Fonte: 

<https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/topota_man.pdf > Acesso: 05/10/2016.

3.6. Sequenciamento e análise de dados

O DNA clonado foi  sequenciado utilizando o sequenciador ABI-Prism 3500

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA) com o kit Big Dye (Applied Biosystems,

EUA), pela empresa ACTGene Análises Moleculares LTDA (Brasil). Foram utilizados

primers para M13 (-20), fornecidos com o kit TOPO®, utilizado para clonagem. 

Os  dados resultantes  do  sequenciamento  foram analisados  com o pacote

Staden (STADEN et al., 2000), onde foi eliminada a sequência do vetor e obtida a

sequência  consenso.  A  sequência  consenso  foi  alinhada  com  as  sequências

disponíveis de V. destructor no banco de dados NCBI através da ferramenta BLAST

(ALTSCHUL et al., 1990). Com o software ClustalX (LARKIN et al., 2007), alinhou-se



27

a sequência consenso com duas sequências do haplótipo J (números de acesso

AF106897 e KX458253) e com duas sequências do haplótipo K (números de acesso

AF106899 e KX458254), visando confirmar o perfil do haplótipo J. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A amplificação  parcial  do  gene  mitocondrial  co-I  por  PCR  do  ácaro  V.

destructor  gerou  um  fragmento  de  aproximadamente  458  pb  (Figura  4).  Os

resultados foram semelhantes aos descritos por Anderson e Trueman (2000). Após

realizada a amplificação por PCR, o fragmento foi purificado, podendo-se observar

que o mesmo estava sem impurezas (amostra pura) para a realização da posterior

clonagem (Figura 5).

Figura 4. Visualização da amplificação parcial do gene  co-I.  Eletroforese em gel de agarose 1%.

Canaleta 1: padrão de peso molecular (GeneRuler™ 100-10.000 bp DNA Ladder, Thermo Scientific).

Canaleta 2: a amplificação demonstra que o gene co-I possui aproximadamente 458 pb. Canaleta 3:

controle negativo. Corante utilizado: GelRed™ (Biotium). Fonte: Autor (2016).

1       2               3       

500 pb

458 pb
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Figura 5. Purificação do fragmento amplificado do DNA de  V. destructor.  Eletroforese em gel  de

agarose  1%.  Canaleta  1:  padrão  de  peso  molecular  (GeneRuler™  100-10.000  bp  DNA Ladder,

Thermo Scientific).  Canaleta  2:  amostra  purificada.  Corante utilizado:  GelRed™ (Biotium).  Fonte:

Autor (2016).

A confirmação  da  clonagem  foi  realizada  através  da  técnica  de  PCR  de

colônia,  descrita  em Sambrook  e  Russell  (2001).  Assim como aconteceu  com a

amplificação por PCR da região do genoma mitocondrial co-I do ácaro V. destructor

(Figura  4),  ficou  evidente  o  resultado  positivo  (Figura  6).  Pode-se  observar  nas

canaletas 3 a 6, a presença de bandas com aproximadamente 458 pb confirmando a

amplificação do gene mitocondrial co-I presente no inserto adicionado ao plasmídeo

de clonagem.

1         2   

500 pb

478 pb
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Figura 6. Visualização da PCR de colônia. Eletroforese em gel de agarose 1%. Canaleta 1: padrão de

peso molecular (GeneRuler™ 100-10.000 bp DNA Ladder, Thermo Scientific); Canaleta 2: Controle

Positivo: DNA purificado; Canaleta 3 a 6: amplificação do gene co-I, em torno de 458 pb, em E. coli,

cada amostra é de uma colônia distinta; e Canaleta 7: Controle negativo. Corante utilizado: GelRed™

(Biotium) e como tampão: TBE 1X. Fonte: Autor (2016).

Os resultados a partir da clivagem do vetor plasmidial com BamHI e EcoRV

são  demonstrados  nas  Figuras  7  e  8.  O  produto  da  amplificação  foi  clivado

primeiramente com a enzima de restrição  BamHI, deixando o mesmo linearizado,

gerando  um fragmento  de  aproximadamente  4.389  pb,  confirmando  a  clivagem,

onde o inserto está aderido no vetor utilizado (Figura 7). Para acurácia procedeu-se

a clivagem com a enzima de restrição EcoRV, visando isolar somente o fragmento

desejado (inserto) para a confirmação da presença do mesmo, em torno de 631 pb,

o aumento do número de pares de base deve-se à presença de fragmentos do vetor

(Figura 8).

1        2         3       4        5         6       7

500 pb

458 pb
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Figura 7. Clivagem pela enzima de restrição BamHI. Eletroforese em gel de agarose 1%. Canaleta 1:

padrão de peso molecular (GeneRuler™ 100-10.000 bp DNA Ladder, Thermo Scientific). Canaletas 2,

4 e 6: vetor plasmidial TOPO® antes da clivagem com BamHI (3.931 pb); Canaletas 3, 5 e 7: vetor

clivado com  BamHI contendo o fragmento de  co-I.  Corante utilizado: GelRed™ (Biotium) e como

tampão TBE 1X. Fonte: O Autor (2016)

Figura 8. Clivagem pela enzima de restrição EcoRV. Eletroforese em gel de agarose 1%. Canaleta 1:

padrão de peso molecular (GeneRuler™ 100-10.000 bp DNA Ladder, Thermo Scientific). Canaletas 2,

4 e 6: vetor plasmidial TOPO® antes da clivagem com  EcoRV   (3,9kb); Canaletas 3, 5 e 7: vetor

clivado com EcoRV e o fragmento de co-I. Corante utilizado: GelRed™ (Biotium) e como tampão TBE

1X. Fonte: O Autor (2016).

1      2      3     4     5      6     7      

3. 931 pb

4. 389 pb

1     2     3     4     5      6      7

3. 931 pb

4. 389 pb

631pb
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As  sequências  nucleotídicas  obtidas  a  partir  do  sequenciamento  foram

exatamente iguais à sequência anteriormente publicada por Anderson e Trueman

(2000) (AF106897). Também foi possível comparar com sequências do haplótipo K

(AF106899) e (KX458254), confirmando que a sequência apresentada no presente

trabalho refere-se ao haplótipo J (Figura 9). A sequência obtida do haplótipo J foi

depositada no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sob o número

de acesso KX458253.

Os géis da eletroforese podem ter sofrido algumas alterações, por isso parece

ter mais que 458 pb, mas por meio do sequenciamento pode-se confirmar o número

exato de pb.

Além  das  comprovações  expostas,  o  haplótipo  J  também  foi  confirmado

através da identificação dos sítios de clivagem de XhoI e SacI (SALVADÉ, 2015). A

sequência amplificada do haplótipo J apresenta sítio de clivagem 5’ C↓TCGAG 3’

para a enzima de restrição XhoI e sítio de clivagem 5’ GAGCT↓C 3’ para a enzima

de restrição SacI. Sabendo-se que os dois haplótipos podem ser identificados com

base nesses sítios de clivagem reconhecidos pelas enzimas de restrição  XhoI  e

SacI,  ambos os haplótipos apresentam sítio de clivagem para  XhoI  e somente o

haplótipo J possui  sítio de clivagem para  SacI  (ANDERSON; FUCHS, 1998).  Os

estudos realizados anteriormente por Salvadé (2015) corroboram com Anderson e

Fuchs (1998), mostrando que a enzima de restrição  XhoI  alcançou uma concreta

clivagem do fragmento  co-I  do haplótipo J e K, no entanto, apenas o haplótipo J

possui o sítio de clivagem para a enzima de restrição SacI. 

No  alinhamento  consegue-se  compreender  que  os  haplótipos,  além  de

possuírem  sítios  de  clivagem  específicos  já  descritos,  também  possuem  dois

polimorfismos de base única entre eles (Figura 9).
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Figura 9. Alinhamento da sequência nucleotídica obtida do haplótipo J de V. destructor (KX458253)

com a sequência publicada do haplótipo J (AF106897) e o haplótipo K (KX458254), (AF106899). Os

haplótipos  possuem sítios  específicos  para  clivagem:  ambos  têm sítio  de  clivagem para  XhoI  e

somente o haplótipo J possui sítio de clivagem para SacI. Entre os haplótipos há dois polimorfismos

de base única. Fonte: O Autor (2016).
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5. CONCLUSÕES

Conhecendo  a  extrema  importância  das  abelhas  tanto  na  natureza  como

grande polinizadora de inúmeras espécies, quanto por seu potencial econômico na

comercialização de produtos provenientes de seu modo de vida, se torna essencial o

investimento em pesquisa relacionada à sanidade apícola para que fique clara a

forma como acontece a relação parasito-inseto, atendendo a qualidade do produto

apícola. A apicultura no Brasil advém de uma única e exclusiva espécie de abelhas,

a  A. mellifera (DE JONG, 1996). Em vista disso, é de suma relevância o manejo

adequado  nos  apiários,  que  tem  início  no  entendimento  da  biologia  da  própria

abelha  e  de  seus  adversários  naturais,  englobando  a  maior  ameaça  atual  das

colmeias, o ácaro V. destructor. Dessa maneira, os métodos de controle de pragas e

doenças podem ser melhores planejados e executados, obtendo resultados positivos

e de sucesso no seu final.

O presente trabalho teve como seu principal objetivo, desenvolver um método

para identificação do haplótipo J de  V. destructor,  dentro do Grupo de Pesquisa

APIPAMPA, portanto, o objetivo correspondeu aos resultados esperados para este

estudo. A análise do gene co-I do DNA mitocondrial corroborou ser o haplótipo J de

V.  destructor,  a  clivagem  com  as  enzimas  de  restrição  BamHI  e  EcoRV,

demonstraram-se eficazes e isolaram o fragmento da sequência desejada do gene

mitocondrial  co-I.  Os resultados do sequenciamento confirmam as sequências já

existentes no banco de dados. Entende-se que a caracterização do haplótipo J, com

a  continuidade  da  clonagem,  clivagem  e  do  sequenciamento,  oportuniza  a

comunidade  acadêmica  e  aos  demais  pesquisadores  uma  ampla  facilidade  de

identificação do mesmo, podendo dessa forma contribuir para o acompanhamento,

manutenção e manejo dos apiários com infestações.
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