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RESUMO

BORGES, Andreia Arantes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo
de 2007. Variabilidade genética de Partamona helleri Friese, 1900
(Hymenoptera, Apidae). Orientadora: Mara Garcia Tavares. Co-
orientadores: Lucio Antonio Oliveira Campos e Tania Maria Fernandes
Saloméo.

A variabilidade genética de 66 colbnias de Partamona helleri
coletadas em cinco localidades do Estado de Minas Gerais foi estimada
utilizando dez locos microssatélites. Baixos niveis de polimorfismos foram
detectados, obtendo-se 40% de locos polimérficos e 1,5 alelos/loco. A
heterozigosidade média esperada para todas as colonias analisadas foi
0,180 e a heterozigosidade média observada foi de 0,107. As subpopulacdes
analisadas apresentaram forte estruturacdo, com significativa diferenciacéo
genética (Fst = 0,552). A andlise de variancia molecular (AMOVA) revelou
que 81,23% da variabilidade genética total € explicada pela variacdo
existente entre as populagcdes, o que confirma a forte estruturacéo
detectada. A analise de agrupamento de todas as colénias em conjunto, ndo
revelou a formacdo de grupos correspondentes a origem geografica das
mesmas. Porém, ao agrupar as colbnias por localidade, verificou-se que a
populacdo de Vigosa mostrou-se mais geneticamente diferente das demais,
e que as populacdes de Sdo Miguel do Anta, Teixeiras e Porto Firme
mostraram-se geneticamente mais proximas daquela coletada em Rio
Vermelho, do que da populacédo de Vicosa, apesar de ser geograficamente
mais distante. Estudos mais detalhados, analisando um maior nimero de
colénias e utilizando “primers” microssatélites especificos para P. helleri,
devem ser realizados a fim de fornecerem dados mais conclusivos sobre a

variabilidade genética destas abelhas.
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ABSTRACT

BORGES, Andreia Arantes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March
of 2007. Genetic variability of Partamona helleri Friese, 1900
(Hymenoptera, Apidae). Adviser: Mara Garcia Tavares. Co-Advisers:
Lucio Antonio Oliveira Campos and Tania Maria Fernandes Salomao.

The genetic variability of 66 colonies of Partamona helleri collected in
five locations of Minas Gerais state was estimated using ten microsatellites
loci. Low levels of polymorphism were detected, getting 40% of polymorphic
loci and 1,5 alleles/locus. The expected average heterozygosity for all the
analyzed colonies was 0.180 and the observed average heterozygosity was
0.107. The analyzed subpopulations were well structured, with significant
genetic variation (Fst = 0.552). The analysis of molecular variance (AMOVA)
revealed that 81.23% of the total genetic variability is explained by variation
among populations, what confirms the structure observed. The grouping
analysis of the colonies, did not reveal the formation of groups corresponding
to their geographic origin. However, when grouping colonies according to
localities, it was verified that the population of Vicosa was more genetically
different from the others, and that populations of Sdo Miguel do Anta,
Teixeiras and Porto Firme were closer to that collected in Rio Vermelho, than
to population of Vigosa, although Rio Vermelho was geographically more
distant. More detailed studies, analyzing a larger number of colonies and
using microsatellites “primers” specific for P. helleri, must be carried out in
order to supply more conclusive information about the genetic variability of

these bees.
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1- INTRODUCAO

1.1. Importancia das abelhas

A polinizacdo, processo vital para a sobrevivéncia e multiplicagéo de
muitas espécies vegetais, tem como agentes principais os insetos devido a
sua eficiéncia e disponibilidade na natureza. Muitos grupos de insetos séo
conhecidos como polinizadores, mas as abelhas constituem, provavelmente,
0 grupo mais importante em namero e diversidade (Bawa et al., 1985).

As abelhas constituem o principal grupo de polinizadores de plantas
floriferas em diversos ecossistemas (Bawa, 1990; Neff e Simpson, 1993),
além de ter amplamente reconhecida a sua acdo na perpetuacdo de
espécies silvestres contribuindo assim para a manutencdo do equilibrio
ecolégico (La Salle e Gauld, 1993).

Elas formam o grupo mais importante de visitantes florais, pois sao
inteiramente dependentes das flores para a obtencdo de recursos
alimentares, podendo nao ter se originado antes do aparecimento das
Angiospermas. Eriksson e Bremer (1992) verificaram que a taxa de
diversificacdo é significativamente superior nos vegetais cujas familias séo
polinizadas por animais e sugerem que a fidelidade dos polinizadores,
especialmente as abelhas, foi o fator mais importante na diversificagdo das
Angiospermas.

No cerrado, segundo Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger (1988),
75% das espécies vegetais estudadas eram polinizadas priméaria ou
secundariamente pelas abelhas. Nos campos rupestres, de um total de 130
espécies de plantas estudadas, 82 (63%) apresentaram caracteristicas
melitofilas, sendo primaria ou secundariamente dependentes das abelhas
para a polinizacao (Faria, 1994).

A importancia das abelhas para as plantas ndo se resume ao
transporte de graos de polen de uma flor para outra, mas, também ao fato de
serem vetores bastante ativos e que, muitas vezes, promovem o cruzamento
entre plantas separadas por grandes distancias, o que garante a
manutengcdo do ciclo de reproducdo sexuada das plantas e,
consequentemente, a disponibilidade de alimento para outros animais. Por



isso, a extincdo de uma espécie de abelha pode levar a um processo de
extingdo em cadeia, envolvendo a(s) planta(s) que ela poliniza assim como
0s animais que dependem dessa(s) planta(s) para se alimentarem (Campos,
1998).

Entre as abelhas sociais brasileiras, as pertencentes a subtribo
Meliponina, popularmente chamadas de “abelhas indigenas sem ferrdo”, séo
as mais conhecidas e consideradas importantes polinizadores das arvores
nativas. Este grupo de abelhas exibe ampla distribuicdo pelo mundo, sendo
encontradas nas regifes tropicais e subtropicais do hemisfério sul, nas
Américas do Sul e Central, Asia, llhas do Pacifico, Australia, Nova Guiné e
Africa (Camargo e Pedro, 1992).

Algumas espécies desta subtribo sdo essenciais para a polinizagdo
de grande parte da flora da floresta Atlantica e conforme o ecossistema, elas
polinizam de 40 a 90% das arvores nativas (Kerr et al., 1996). Portanto, elas
atuam na manutencdo da biodiversidade e funcionamento de comunidades,
além de proporcionarem retorno econémico aos meliponicultores devido a

extracdo de saboroso e nutritivo mel produzido pelas mesmas.

1.2. O género Partamona e os estudos desenvolvidos com Partamona

helleri.

Partamona Schwarz (1939) é um género pertencente a subtribo
Meliponina que compreende 33 espécies, exclusivamente neotropicais, com
ampla distribuicdo geografica, sendo encontradas do sul do Brasil ao sul do
México (Pedro e Camargo, 2003). Especificamente, a espécie Partamona
helleri, objeto de estudo do presente trabalho, tem sido encontrada do
nordeste de Santa Catarina até a regido de Salvador na Babhia,
acompanhando a mata atlantica, e a oeste chega até o vale do S&o
Francisco em Minas Gerais, na regido dos cerrados.

Segundo Pedro e Camargo (2003) as abelhas deste género ocorrem
em matas, cerrado, caatinga, regides montanhosas como as cordilheiras

andinas e centro-americanas, podendo ser encontradas em altitudes



maiores que 2.000 m. Os autores verificaram que existem espécies
adaptadas a ambientes antrépicos que utilizam uma ampla variedade de
substratos para nidificacdo, podendo ser frequentemente observadas em
vasos de plantas e frestas de paredes. Porém ha espécies que sao
termitofilas obrigatérias.

A populagdo nos ninhos de Partamona varia de 1000 a 3000
individuos adultos (Michener, 1946 apud Pedro e Camargo, 2003). Esta
grande abundancia de numero de individuos e de colbnias, em muitas
regides, facilita o desenvolvimento de pesquisas sobre a biologia e genética
destas abelhas. Porém, elas apresentam comportamento agressivo de
defesa atacando o potencial invasor com mordidas, enroscando-se nos
cabelos e entrando nos ouvidos de quem se aproxima da entrada do ninho.

O género Partamona vem sendo amplamente estudado em nivel
morfologico. Estes estudos demonstram que se trata de um grupo de
abelhas bastante uniformes com relacdo aos caracteres morfologicos.
Muitas espécies de Partamona sdo praticamente idénticas na aparéncia e,
assim, as espécies sdo reconhecidas principalmente pela combinacdo das
variacbes na coloracdo do integumento, cor da pilosidade e asas,
comprimento de cerdas do escapo, e a forma dos dentes da mandibula.
Para muitas espécies é necessario que se considere uma combinacao de
varios caracteres e, em muitos casos, informacdes sobre a procedéncia do
exemplar e dados sobre o substrato de nidificacdo, sdo bastante Uteis.

O fato de existirem poucos caracteres estruturais de importancia
taxonOGmica para este género, dificulta ainda mais a determinacéo do “status”
taxonémico de suas espécies (Pedro e Camargo, 2003). Estes autores
encontraram dificuldades para propor uma hipétese filogenética consistente
para o género Partamona, devido a escassez de caracteres morfoldgicos
passiveis de codificacdo e polarizagéo.

Estudos comportamentais e citogenéticos também ja foram realizados
com algumas espécies do género Partamona. Azevedo (1997), por exemplo,
realizou experimentos relacionados a atividade de véo de P. helleri, e,
posteriormente, analisaram os padrbes de aprovisionamento e postura nas
células de cria (POP) em P. helleri, P. aff. nigrior, P. mulata, P. ayilae e P.

vicina (Azevedo e Zucchi, 2000).



As espécies P. helleri (Costa et al., 1992; Brito et al.,1997), P. mulata,
P. vicina, P. ayilae, P. sp. n. (Brito-Ribon et al., 1999) e P. rustica (Martins et
al., 2005), foram caracterizadas citogeneticamente. Verificou-se que as
espécies P. helleri e P. rustica apresentavam individuos com cromossomos
supranumerarios, além dos 34 cromossomos do complemento normal. Brito
et al. (1997) encontraram de zero a trés destes cromossomos B, em
diferentes individuos de P. helleri, enquanto Tosta et al. (1998) encontraram
individuos com até quatro cromossomos B nesta espécie.

ApoOs a deteccdo dos cromossomos B em P. helleri iniciaram-se
estudos genéticos utilizando marcadores moleculares para se detectar os
fragmentos de DNA associados aos cromossomos B. Tosta (2001) e Tosta
et al. (2004) identificaram, isolaram, clonaram e sequenciaram parcialmente
um marcador RAPD associado a esses cromossomos e evidenciaram a
presenca de sequéncias especificas de DNA em individuos que carreavam
estes cromossomos.

Devido a inespecificidade e baixa repetibilidade dos marcadores
RAPD, Tosta (2005) desenvolveu um marcador SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region), a partir da sequéncia parcial do marcador
RAPD, a fim de obter um marcador mais fidedigno para a identificacdo dos
cromossomos B em P. helleri.

Tosta (2005) sugeriu, a partir da medida das asas anteriores de
individuos de P. helleri, com e sem cromossomos B, que estes ndo afetam o
“fitness” dos individuos que os carreiam.

Estudos relacionados com a analise da variabilidade genética
populacional desta espécie, entretanto sdo escassos. Recentemente, Brito
(2005) analisou as relacfes genéticas entre populacdes naturais de P. helleri
e P. mulata empregando a técnica de microssatélites. A andlise dos locos
microssatélites mostrou baixa variabilidade genética em ambas as espécies
e discreta estruturacdo entre as populacbes, ndo relacionada com a
distribuicdo geografica das mesmas. A autora propds que os resultados
obtidos possam ser decorrentes da fragmentacdo dos habitats pela rapida
degradacdo do cerrado e da Mata Atlantica, ou devido a presenca de alelos

nulos associados ao uso de “primers” heteroespecificos.



1.3. Variabilidade genética em abelhas.

Os himenopteros compreendem um dos maiores e mais diverso grupo
de insetos. Entretanto, tem se verificado que as espécies dessa ordem
apresentam baixa variabilidade genética quando comparado a outros insetos
(Berkelhamer, 1983; Graur, 1985; Packer e Owen, 1992; Packer et al. 1992).
Este baixo nivel de variabilidade genética tem sido explicado pelo sistema de
determinacdo do sexo, comportamento social e caracteristicas ecoldgicas
dos organismos pertencentes a esta ordem. Em muitos casos, pode-se
considerar que mais de um destes fatores podem estar envolvidos na baixa
variabilidade genética detectada (Graur, 1985; Owen, 1985; Boraschi e Del
Lama, 2004), como observado abaixo.

A haplodiploidia corresponde ao sistema de diferenciacdo sexual da
maioria dos Hymenoptera. Neste sistema, ovos fertilizados ddo origem a
fémeas (diploides) e ovos nédo fertilizados originam machos (hapldides).
Espera-se que organismos haplodipléides apresentem baixo polimorfismo
porque todos os locos dos machos hemizigotos estdo expostos a selecédo. A
haplodiploidia, entéo, estaria associada a diminuicdo do tamanho efetivo da
populacdo, aumento da taxa de fixagdo de alelos e prevencao da producéo
de polimorfismos estaveis. Porém, algumas espécies de Symphyta (sawflies)
exibem niveis de heterozigosidade similares aqueles dos insetos dipldides
(Sheppard e Heydon, 1986; Rosemeier e Packer, 1993; Boato e Battisti,
1996; Boraschi e Del Lama, 2004). Isto sugere que a haplodiploidia por si s6
ndo parece ser responsavel pelos baixos niveis de variabilidade genética
nos himenaopteros.

Similarmente, o comportamento social reduz o tamanho efetivo da
populacdo, fazendo com que poucos individuos sejam responsaveis pela
reproducao na colonia, elevando as taxas de endogamia (Lester e Selander,
1979; Berkelhamer, 1983). Graur (1985) avaliou o grau de socialidade de
diferentes espécies de himendpteros e verificou que a diversidade genética é
reduzida de acordo com o tamanho efetivo esperado, ou seja, espécies
eusociais avancadas apresentam menor variabilidade genética que espécies
solitéarias. Contudo, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre

himendpteros primitivamente eusociais e sociais avancados ou entre



primitivamente eusociais e solitarios.

A reducdo da variabilidade genética em organismos haplodiploides
também estd associada a producdo de machos dipléides (Packer e Owen,
2001; Zayed e Packer, 2001). Estes sao produzidos a partir de ovos
fertilizados que apresentam homozigose no loco de determinacdo sexual,
enquanto individuos heterozigotos nesse loco desenvolvem-se em fémeas e
individuos hemizigotos provenientes de ovos néo fertilizados desenvolvem-
se em machos hapléides (Cook e Crozier, 1995; Beye et al., 2003). Devido a
sua esterilidade ou inviabilidade (Stouthamer et al., 1992; Agoze et al.,
1994), a producdo de machos diploides é desvantajosa porque aumenta a
carga genética da colénia (Page, 1980; Ross et al., 1993). Em espécies
sociais, a presenca de machos diploides contribui para a reducédo
populacional, pois as operarias matam a rainha que esta produzindo estes
machos, o0 que pode levar a extincdo da colbénia (Plowright e Pallet, 1979;
Ross et al., 1987).

Outra possivel explicagdo para a baixa variabilidade genética nos
himendpteros esta relacionada com a estabilidade ambiental dentro da
colénia. De acordo com a hipétese variacdo-nicho descrita por Van Valen
(1965), h4 uma tendéncia ao aumento da heterozigosidade frente a
variagbes ambientais. Considerando que as colGnias de insetos sociais
funcionam como um microhabitat parcialmente tamponado, baixa
variabilidade é esperada para estas espécies.

Considerando que se trata de um grupo de insetos aparentemente
fragil com relacdo a degradagcdo ambiental, estudos sobre a variabilidade
genética das abelhas poderdo fornecer dados essenciais para o
conhecimento da estrutura populacional, do grau de parentesco entre
colonias e do fluxo génico entre populagdes, que sdo dados, sobremaneira,
importantes para o desenvolvimento de estratégias que visem a preservacao

deste importante grupo de insetos.



1.4. Uso de marcadores microssatélites em estudos genéticos com

abelhas.

Atualmente um grande namero de metodologias esta disponivel para
a quantificacdo e estudo da diversidade genética. A aplicacdo de tecnologias
baseadas em marcadores moleculares permite a deteccédo da variabilidade
existente diretamente ao nivel do DNA, fornecendo dados suficientes para
discriminar a variacdo genética existente entre individuos e dentro de
populacdes (Kresovich et al., 1995). Marcadores microssatélites tém sido
amplamente utilizados nestes tipos de andlise (De La Rua et al., 2001;
Balloux e Lugon-Moulin, 2002; Blouin, 2003; De La Rua et al., 2003).

Microssatélites consistem em locos nucleares hipervaridveis, de
unidades compostas de 1 a 6 nucleotideos de comprimento, repetidas em
série. Eles sdo muito frequentes e estdo distribuidos ao acaso nos genomas
de eucariotos e de alguns procariotos (Field e Wills, 1998; Téth et al., 2000;
Bichara et al., 2000).

De acordo com Goldstein e Schlotterer (1999) eles podem ser
classificados como perfeitos quando a sequéncia de bases repetidas néo
apresenta nenhuma interrupcao (ATATATATAT); imperfeitos quando hd uma
ou mais bases diferentes na estrutura repetitiva (ATATCATATAT);
interrompidos quando ha um pequeno namero de pares de base diferentes
na estrutura repetitiva (ATATACCATATATCCATATAT) e compostos, quando
h&d dois ou mais microssatélites adjacentes com diferentes sequéncias
repetitivas (ATATATCAGCAGCAGCAG).

A principio, os microssatélites eram considerados marcadores

seletivamente neutros que ndo eram afetados por pressdes seletivas
(Hamada et al., 1982). Entretanto, fortes evidéncias demonstram que 0s
microssatélites podem atuar na regulacdo da expressdo génica, visto que
eles podem ser encontrados na regido upstream de promotores eucarioticos
(Biggin e Tjian, 1988; Gilmour et al., 1989; O’'Donnell et al., 1994). Morgante
et al. (2002) verificaram uma frequéncia significativamente elevada de
sequéncias repetitivas em ESTs e DNA gendémico nédo transcrito de cinco
espécies vegetais, sendo que a composicao das repeticdes variaram entre

as sequéncias gendmicas nao transcritas e aquelas transcritas.



Tendo em vista a expressao co-dominante e o multialelismo, os
microssatélites correspondem ao grupo de marcadores que possuem o mais
elevado conteddo de informagdo de polimorfismo por loco (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Em um mesmo loco microssatélite de uma populacéo
podem ser encontrados varios alelos que apresentam cada um diferentes
nameros de repeticbes. Os diferentes alelos séo caracterizados pelo seu
comprimento exato em pares de base obtidos apds amplificacdo individual
do DNA por meio de PCR utilizando-se um par de “primers” especificos (de
20 a 30 pares de bases) complementares a sequéncias Unicas que
flanqueiam o microssatélite. A amplificacdo ocorrera quando os dois
“primers” estiverem flanqueando um segmento de DNA em dire¢cao oposta e
distanciados de 100 a 300 pb, o que possibilitard a sintese desse segmento
pela Tag DNA polimerase (Ferreira e Grattapagllia, 1998).

O alto polimorfismo alélico detectado pelos microssatélites esta
associado ao fato destas sequéncias corresponderem a regides de
instabilidade no genoma, submetidas a mudangas mutacionais em taxas
superiores aquelas observadas em regides de DNA néo repetitivo (Sia et al.,
1997). As taxas de mutacdo nos locos microssatélites foram estimadas ser
da ordem de 10° a 102 (Dallas, 1992). Varios mecanismos tém sido
sugeridos para explicar esta elevada taxa de mutacdo incluindo erros
durante a recombinacdo, ocorréncia de crossing-over desigual e erro da
DNA polimerase durante a replicacdo (slippage) ou reparo (Henderson e
Petes, 1992; Strand et al., 1993; Sia et al., 1997, Sia et al., 2000).

Marcadores microssatélites jA foram desenvolvidos para diversos
insetos: abelhas (Hall, 1991; Estoup et al., 1993; Peters et al., 1998; Paxton
et al.,, 1996) vespas (Choudhary et al., 1993; Hughes e Queller, 1993) e
formigas (Evans, 1993; Gertsch et al., 1995), possibilitando a realizagao de
estudos sobre a poliandria, paternidade, utilizacdo de espermatozoéides e
genética de populacdes (Paxton et al., 1999; Peters et al., 1999; Paxton,
2000; De La Rua et al., 2001, 2003).

Em abelhas, o primeiro estudo utilizando microssatélites foi realizado
por Estoup et al. (1993), com a descricdo de alguns “primers” desenhados

para Apis mellifera e Bombus terrestris.



Verificando que o0s marcadores microssatélites consistiam em
poderosa ferramenta para a analise da variacdo genética, Rowe et al. (1997)
desenvolveram novos “primers” para Apis mellifera sendo que sete deles
eram polimorficos e destes, cinco apresentaram locos altamente polimorficos
com mais de cinco alelos cada.

Widmer et al. (1998) realizaram um estudo sobre a estrutura genética
e historia de colonizacdo de populagbes de Bombus terrestris presente no
continente europeu e de B. canariensis e B. maderiensis, presentes nas ilhas
Canarias e Madeira, respectivamente, utilizando nove locos microssatélites.
A variabilidade genética acessada pelos microssatélites permitiu distinguir as
populacdes da ilha Canéria e verificar que as populacdes da ilha Madeira
eram geneticamente mais similares as populacfes de B. terrestris.

“Primers” microssatélites também foram desenvolvidos para espécies
de abelhas sem ferrdo. Peters et al. (1998) descreveram 0s primeiros
“primers” microssatélites para um meliponineo: Melipona bicolor. De um total
de vinte e cinco locos analisados, 19 foram polimérficos. Os locos
microssatélites detectados para M. bicolor também foram identificados em
Melipona quadrifasciata, Tetragona clavipes e Scaptotrigona postica. Nota-
se que a construgcdo destes “primers” é, portanto, Gtil para a execugédo de
estudos genéticos de espécies relacionadas, ou até mesmo para géneros
diferentes.

Posteriormente, Paxton et al. (1999) desenvolveram “primers”
microssatélites para Scaptotrigona postica. Cinco dos seis “primers”
desenhados apresentaram produtos de amplificacdo satisfatérios, com o
namero de alelos variando de 5 a 10 alelos por loco. DNAs de outras
espécies de abelhas sem ferrdo foram amplificados com estes “primers” e
obteve-se produtos de amplificacdo satisfatorios permitindo a deteccdo do
loco microssatélite com auséncia de produtos de amplificacdo inespecificos,
embora um numero reduzido de alelos/loco (0 a 3) tenha sido detectado.

Os locos microssatélites descritos para S. postica foram utilizados
para verificar o tipo de reproducdo em rainhas desta abelha. Os dados
obtidos com os microssatélites foram utilizados para identificar os genétipos
da rainha das colbnias analisadas e dos machos coletados nas

congregacdes formadas em frente a entrada das colénias. Os gendtipos



encontrados foram entdo comparados com os genétipos das operarias. Os
resultados obtidos indicaram que as rainhas de S. postica sdo poliandricas
facultativas, pois se verificou genétipos de operarias consistentes com a
ocorréncia de acasalamentos de rainhas com até seis machos diferentes
(Paxton, 2000).

“Primers” microssatélites também foram desenvolvidos para Trigona
carbonaria auxiliando na classificagdo taxon6mica de espécies
proximamente relacionadas a esta abelha. Nove dos dez locos
microssatélites foram polimorficos apresentado heterozigosidade média de
0,481 e numero de alelos variando de 1 a 9 alelos por loco. Anélise genética
utilizando estes “primers” também foi estendida para outras espécies de
abelhas, revelando polimorfismos genéticos e menor niumero de alelos por
loco (Green et al., 2001).

Estudos sobre a frequéncia de cruzamentos das rainhas e origem dos
machos em espécies de abelha sem ferrdo tém sido desenvolvidos
utiizando os marcadores microssatélites. Green e Oldroyd (2002)
verificaram que as rainhas de Trigona carbonaria s&o monoandricas e que o
controle da razdo sexual permanece sobre o controle da rainha. Resultado
semelhante foi obtido por Palmer et al. (2002) ao se analisar algumas
espécies de abelha sem ferrdo mexicanas e australianas e por Brown et al.
(2003) analisando coldnias de Bombus hypnorum.

Cameron et al. (2004) analisaram a estrutura genética de Trigona
collina utilizando oito locos microssatélites para se verificar a existéncia de
mecanismos comportamentais que minimizam a ocorréncia de endogamia
nesta espécie. Os autores verificaram que as col6nias encontradas dentro
de uma mesma area de agregacao nao eram geneticamente aparentadas e
gue os machos congregados na entrada de um ninho apresentavam
gendtipos distintos entre si, indicando que eles eram provenientes de
colbnias diferentes.

Azuma et al. (2005) desenvolveram oito “primers” microssatélites para
a abelha Ceratina flavipes com o intuito de se obter informagdes a respeito
da socialidade e sistema de cruzamentos das abelhas pertencentes ao
género Ceratina. A estimativa da heterozigosidade esperada variou de 0,21

a 0,87 e detectou-se a presenca de dois a oito alelos por loco. Verificou-se
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ainda que estes “primers” microssatélites podem ser utilizadas para analise
genética de C. okinawana e outras espécies congenéricas.

Apesar da grande aplicabilidade desta metodologia, a grande
limitacdo do seu uso esta no alto custo para se desenvolver “primers”
especificos. Entretanto, tem sido comum o uso de “primers” heterélogos que
correspondem a “primers” descritos para uma espécie e que podem ser
utilizados por outras espécies do mesmo género (Moore et al., 1991).

Francisco (2002) utilizou “primers” heter6logos (construidos para S.
postica e M. bicolor) para analisar a diversidade genética em populacdes da
abelha sem ferrdo Plebeia remota. Dos 25 “primers” testados, 12 produziram
resultados satisfatorios, podendo ser utilizados no célculo da heterozigose e
diferenciacao entre as populagdes analisadas.

A estrutura genética de populacbes de M. rufiventris e M. mondury
coletadas em diferentes localidades do Estado de Minas Gerais foi analisada
utilizando os “primers” desenvolvidos para M. bicolor. Verificou-se um baixo
nivel de variabilidade genética que pode ser decorrente da reducéo
populacional pela qual estas populacdes tém passado e altos valores de Fsr
(0.25), os quais revelam uma grande estruturacdo genética entre as
subpopulacdes destas espécies (Lopes, 2004).

Francisco et al. (2006) alertam para o uso de “primers” heterélogos,
visto que baixos niveis de polimorfismo foram detectados ao se analisar
populacdes de Partamona helleri, P. mulata e Plebeia remota utilizando
“primers” microssatélites descritos para Melipona bicolor e Scaptotrigona
postica. Estes autores verificaram menor diversidade alélica e
heterozigosidade nas populacdes analisadas comparado aos resultados
obtidos por Peters et al. (1998) e Paxton et al. (1999) em M. bicolor e S.
postica, respectivamente.

Pelos dados relatados, pode-se concluir que € grande a importancia o
uso dos marcadores microssatélites no estudo de diversos aspectos da

biologia de insetos da subtribo Meliponina.

11



2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi estimar o grau de
variabilidade genética de populacdes de P. helleri, coletadas em diferentes

localidades do Estado de Minas Gerais.

Os objetivos especificos foram:
a) Caracterizar os niveis de variacdo genética intra e inter colonial de

populacdes de Partamona helleri.

b) Fazer inferéncias sobre a dindmica populacional desta espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Material genético

A avaliacdo da variabilidade genética de populagbes de Partamona
helleri foi realizada a partir da coleta de operéarias adultas desta abelha em
diferentes localidades do Estado de Minas Gerais. As operarias foram
trazidas vivas ou preservadas em &alcool absoluto para as dependéncias do
Setor de Biofisica e Biologia Celular do Departamento de Biologia Geral da
Universidade Federal de Vigosa e identificadas pelo Prof® Lucio Antonio
Oliveira Campos (Universidade Federal de Vicosa/MG). Posteriormente, elas
foram armazenadas em Ultra-Freezer a -80°C até o momento das andlises
genéticas.

Um total de 66 coldnias coletadas nas cinco localidades foi utilizado
para a execucdao do presente trabalho. Destaca-se o fato de muitas
operérias terem sido coletadas em ninhos encontrados em areas
urbanizadas e relativamente proximas entre si. A distribuicdo geografica das
cinco localidades e a relagdo das colonias amostradas em cada localidade

sao apresentada na Figura 1 e Tabela 1, respectivamente.

co[5]

RS

Figura 1. Distribuicdo geografica das cinco localidades analisadas. SM: Sdo Miguel do
Anta, T: Teixeiras, PF: Porto Firme, V: Vicosa e RV: Rio Vermelho.
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Tabela 1. Cdédigos, coordenadas geograficas e nimero de coldnias de P. helleri
analisadas.

Latitude(S)/

Codigo Longitude (W) N Colbnias

S&o Miguel do Anta
ai o SEEZ
e EEE
M3 araoesy L
M4 araeer L
S arazsey L
ME o L

seresma SEESL
e SIEE
SMA0 a0l

SMAALeSMA2 W ourony 2

Teixeiras
T warsosg !
o SR

rars SEREL
TS warsiooy L

T7aTI0 ooy 4

TeT2 ooy 2

Rio Vermelho )

RV-1 e RV-2 vsv 183:%)%2%%: ,
o SERIE
RV wazorize
RS wazorie
VO assary L

e SRES
R \iﬁﬁ%‘é% 1

RVI0aRV-12 \ivogooy 3
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Tabela 1. Continuacéo.

Latitude(S)/

Cédigo Longitude (W) N° Coldnias

Porto Firme . ’

S

PR2aPF4 \arouony 3

PESAPFS i aroso0s 4

PF9aPF11 2050950 3
Vicosa . ’

Vi Garsmy L

V2o arsme L

Vo arsisor L

V4 s L

VS wemie

veevr  SEEIL

VBeVO ey 2

VA0 ey L

VALaV19 o 9

TOTAL 66

3.2 - Extracdo de DNA

A extracdo do DNA de cinco operérias adultas de cada col6nia de
Partamona helleri analisada foi realizada conforme protocolo recomendado
por Waldschmidt et al. (1997). Cada individuo foi macerado em um gral de
porcelana com nitrogénio liquido sendo em seguida adicionado 1 mL de
tampado de extracdo gelado constituido de: CTAB a 2% (hexadecil trimetil
brometo de aménio); EDTA (acido tetraacético diamina etileno) a 20 mM (pH
8,0); NaCl a 1,4 M; Tris-HCI a 100 mM (pH 8,0) e 100 ug/mL protease. O
macerado foi incubado a 65°C por 30 min. A desproteinizacédo foi feita com
um volume de cloroférmio. Apdés a desproteinizagdo o macerado foi
centrifugado a 13.000 rpm (Centrifuga Eppendorf 5415C) por 8 min. A
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precipitacdo do &cido nucléico foi feita com um volume de isopropanol
seguida de incubacdo a -20°C por 24 h. O material foi entdo submetido a
centrifugagcéo a 14.000 rpm por 30 min e o precipitado formado lavado trés
vezes com etanol 70% e seco a estufa por, aproximadamente, 10 minutos.
Posteriormente, o acido nucléico foi ressuspendido em 100 uL de TE
(Tris-HCI a 10 mM, pH 8,0; EDTA a 1mM pH 8,0). Em seguida as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) contendo 0,2
ug/mL de brometo de etidio para quantificar e verificar a integridade e

pureza do DNA extraido.

3.3 — Amplificagdo do DNA

O DNA extraido foi amplificado conforme metodologia descrita por
Brito (2005), com algumas modificacbes. A mistura de reacdo de 10 pL
consistiu de: 0,1 mM de cada desoxirribonucleosideos trifosfatado (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP); 2,5 uM de cada “primer’; 0,5 unidade de Taq
polimerase em tampé&o 1X e 10 ng de DNA total.

O programa de amplificacdo consistiu de uma desnaturacéo inicial a
94°C por 4 minutos, seguida de 30 a 40 ciclos de: desnaturacéo a 93°C por
40 segundos, pareamento com temperatura especifica para cada “primer”
por 50 segundos e elongacdo a 72°C por 40 segundos. Ao final destes
ciclos, um passo extra de elongacéo a 72° por 5 minutos foi efetuado.

A selecdo dos “primers” microssatélites a serem utilizados no
presente trabalho foi realizada a partir da execugcdo de um teste para se
ajustar a temperatura de pareamento e o numero de ciclos adequados para
cada “primer” microssatélite. Foram testados 25 “primers” descritos para
Melipona bicolor (Peters et al., 1998). Na Tabela 2 encontram-se listados os
dez “primers” selecionados para a andlise genética das populacdes de P.
helleri que apresentaram padrao de amplificacdo que permitiu a detecgcao do
loco microssatélite com auséncia de produtos de amplificacdo inespecificos.

Os produtos das amplificacdes (3 pL) foram submetidos a eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida 8%. O tamanho dos fragmentos
amplificados foi estimado por comparagcdo com aquele fornecido pelo
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marcador de peso molecular (10 pb DNA Ladder, Invitrogen), o qual consiste
de fragmentos de DNA que variam de 10 a 330 pb, com multiplos de 10 pb.

A visualizag&o dos fragmentos obtidos via PCR foi realizada por meio
de coloracdo com nitrato de prata a 0,2%. Esta visualizacéo foi realizada a
partir da revelacdo dos géis por meio de um passo inicial de fixacdo em uma
solucdo de etanol absoluto a 10% e &cido acético a 0,5% por 10 minutos.
Decorrido este tempo a solucéo fixadora foi removida e armazenada para
ser reutilizada ao final do processo de revelagcédo dos géis. Posteriormente, o
gel foi submetido a imersdo em solucao de nitrato de prata a 0,2% por 10
minutos. Em seguida realizou-se uma lavagem em agua destilada por um
minuto e o gel foi exposto a uma solucédo reveladora que consistiu de NaOH
3% e formaldeido 0,6% até o aparecimento das bandas. Esta solucéo
reveladora foi entdo descartada e adicionou-se novamente a solucéo
fixadora a fim de interromper a revelacéo, impedindo assim o escurecimento
excessivo das bandas no gel o que poderia prejudicar a identificacdo dos
gendtipos moleculares obtidos. Todas estas etapas foram executadas sob

leve agitacao.

Tabela 2. “Primers” microssatélites descritos para M. bicolor e utilizados para a
amplificacdo de locos microssatélites de P. helleri. CF: comprimento do
fragmento esperado.

“Primers” Sequéncia (5° —» 3) Repeticéo CF (pb)

Mbi 11 F...CGTTCGTTCTTCCCAAT (AAC)sATC(GCC)s 152
R....GATCGAATTTAACCGGC

Mbi 28 F...TTTTATCGCTCCTATCCTCC (TCC)6ACC(TCC)s 108
R....AATCCAACAGGACGGTGT

Mbi 32 F...CTTTATCCGGTGCGTCGAA (GGA)4,(GGAGAA)s 154
R...GAAGGCATTCCGGGTTGTT

Mbi 33 F...ATCACCTAACTTGGCATCCC TTC(TCC),TCTTCC(TCT),(TCC), 140
R....GATCAAGGGCCAAGAGGA

i F....GTTTAATCGCCCAAAGAGGC
CTT)1CTC(CTT)sCCTo(CTT

Mbi 201 R....GTTGACGAGAAGGAGCACG (CTDuCTCCTNCCTS(CTT), 152

Mbi 215 F...AGAGACGAAAAGTGGCGG (TTC)s 92
R....GATAGCGGCGGAAGAGATT

Mbi 219 F...GCAGCGAAAGACTAATTTACC (AAT), 151
R....GACGTTGGAATGGAAACTC

Mbi 254 F...CAATCGTTGGAAGGGAAC (AAG)y 213
R....GGACCTATACCCAAGTCCAT

Mbi 278 F...GTTCGTGTTTCGTGGTGAAT CTT(CTC),CTTCTCTGCTTCC(TCT)sCCT 113
R....GTTGCCGAGAACTCTGACGAT TCGTCT

i F....CCCTGGACAAATACAAACGTA
TGC), TGT(TGC
Mbi 522 R....GAACAATGCTCTTCTCCGAA (TGO)TGT(TGC), 136
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3.4 - Anélises Estatisticas

Inicialmente, as andlises foram realizadas agrupando as col6nias de
acordo com as localidades em que foram coletadas: Sdo Miguel do Anta,
Teixeiras, Rio Vermelho, Porto Firme e Vigcosa. Posteriormente, procedeu-se
a analise de cada colbnia pertencente as cinco localidades de coleta, a fim
de estimar a variabilidade genética existente entre as colénias amostradas
em uma mesma localidade.

A diversidade genética dentro das populacdes foi estimada a partir do
calculo da frequéncia alélica que pode ser estimada a partir do nimero de
ocorréncia das diferentes classes genotipicas. Assim, denominando a
ocorréncia de homozigotos na populacdo de n;j e a ocorréncia de

heterozigotos de nj;, tem-se:

a
f(AI) =2n; + _12_1 Nj;
=1, j#

2N

Sendo a o numero de alelos presente no loco analisado e N o nimero total

de individuos da populacéo.

O numero médio de alelos por loco (Ny) foi calculado pela razéo entre

0 numero total de alelos (A) e o numero de locos analisados (L):

A porcentagem de locos polimoérficos (P) foi calculado como se segue:

P= (nimero de locos polimorficos)  x 100

(numero total de locos analisados)

O loco foi considerado polimorfico utilizando o critério de neste loco o

alelo mais comum apresentar frequéncia menor que 95%.
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As taxas de heterozigosidade esperada (Heg) e heterozigosidade

observada (Hp) foram calculadas a partir das frequéncias alélicas, ou seja:
a
Ho=1-2 p’
P

Onde p; corresponde a frequéncia dos genotipos homozigotos.
a

He=1-2 P/

-

Onde P; corresponde a frequéncia alélica estimada do i-ésimo alelo.

O contetdo médio de informagdo polimérfica (PIC) também foi
calculado para caracterizar a diversidade dentro das populacdes. Este valor
fornece uma estimativa do poder discriminatério do marcador por considerar
ndo somente o numero de alelos por loco, mas também a frequéncia relativa

desses alelos e é expresso por:

a a a
PIC=1- z pi2 -E Z pizpjz
i, j=1 (i)
A anadlise da diversidade genética entre as populacdes foi realizada a
partir da obtencdo da matriz entre pares de col6nias, utilizando como medida
de dissimilaridade a distancia euclidiana que é dada por:

diy :\/ JZ (Y= Yi)®

Sendo Yj; a observacéo no i-ésimo genotipo para a j-ésima localidade.

Posteriormente, procedeu-se a analise de agrupamento empregando
o método UPGMA (média aritmética ndo ponderada) para a obtencdo do
dendrograma. A projecao tridimensional das distancias no plano também foi
realizada para avaliar a dissimilaridade existente entre as populacdes
analisadas.

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populagbes
foi avaliada pela estatistica F (Wright, 1951; 1978). A diferenciacdo genética

das populacdes foi estimada a partir de trés coeficientes de fixacdo que
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segundo Nei (1977) podem ser definidos como razdes entre as estatisticas H

(definidas por Nei, 1973). Assim, tem-se que:

e Fr mede o desvio das frequiéncias genotipicas da populacao total em
relacéo ao equilibrio de Hardy-Weinberg

Fir= Hr—Ho
Ht

e Fst mede estes desvios entre as subpopulacdes

Fst= Hr—Hs
Hr

e Fis mede a fixacao ao nivel de individuos

Fis= Hs—Ho
Hs
Considerando-se que:

Ht: corresponde a diversidade genética (ou heterozigosidade) na populacao

total, dada por:

Hr=1- [(glgk Xilk)/S]2
I

Hs: corresponde a diversidade genética (ou heterozigosidade) esperada

entre subpopulagdes, dada por:

a

I§1|k2=lk X2ilk)

HSZ 1- (

a
i=1

Is

Ho: corresponde a diversidade genética (ou heterozigosidade) observada
dentro de subpopula¢des, dada por:
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sendo,

xj = freqUéncia de heterozigotos do loco | na populacéo i
Xik = freqUéncia do alelo k do loco | na populacgéo i
S = nimero de populagdes

| = nUmero de locos

A analise de variancia molecular (AMOVA — Excoffier et al., 1992)
também foi realizada para estimar a variabilidade genética entre e dentro
das populacdes, empregando um nivel hierarquico para a andlise de cada
colénia coletada em uma dada localidade e dois niveis hierarquicos para a
analise que continha as colénias agrupadas conforme a localidade de coleta.

O programa Genes, versdo Windows (Cruz, 2007) foi utilizado para a
realizacdo de todas as andlises estatisticas.
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4. RESULTADOS

4.1 - Condicdes de amplificagéo

Dez “primers” microssatélites foram selecionados para as andlises
genéticas das populacdes a serem avaliadas no presente trabalho. A
selecdo foi realizada a partir da analise do padrao de amplificacdo obtido
com cada “primer”, apés a realizacao de testes de variacao de temperatura e
namero de ciclos. O numero de ciclos de amplificacdo foi determinado
baseando-se inicialmente naqueles utilizados por Peters et al. (1998) e Brito
(2005). Na Tabela 3 encontram-se as adaptacdes das condicbes de

amplificacéo realizadas.

Tabela 3. Condi¢cdes de amplificacdo dos locos microssatélites em P. helleri. Ta
(°C): temperatura de pareamento dos “primers”, N° ciclos: nimero de
ciclos executados para cada “primer”.

[o] [o] [o]
“Primers”  Ta' (°C)* N Ta® (°C)* N Ta® (°C)* N

Ciclos™ Ciclos®* Ciclos®
Mbi 11 55 40 55 30 55 40
Mbi 28 57,5 40 60 30 56,5 40
Mbi 32 57,5 40 65 30 65 30
Mbi 33 60 40 65 30 63,2 40
Mbi 201 60 40 65 30 63,2 30
Mbi 215 57,5 40 65 30 65 30
Mbi 219 57,5 40 - - 55 30
Mbi 254 55 40 - - 63,2 30
Mbi 278 60 40 65 30 60,6 40
Mbi 522 60 40 - - 55,3 30

* Ta' e N° Ciclos® — temperatura de pareamento e nimero de ciclos de amplificacéo
utilizados para M. bicolor (Peters et al., 1998);
Ta’e N° Ciclos? — temperatura de pareamento e nimero de ciclos de amplificagéo
utilizados para P. helleri (Brito, 2005);
Ta® e N° Ciclos® — temperatura de pareamento e nimero de ciclos de amplificacéo
utilizados no presente trabalho.
(-) - “primer” néo utilizado.
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4.2 - Andlise populacional

A diversidade alélica acessada nas 66 colbnias analisadas e

caracterizadas com os dez locos microssatélites selecionados, mostrou um

baixo nivel de polimorfismo genético. O niumero de alelos/loco variou de um

a trés, com um numero médio de 1,5 alelos/loco. Dos dez “primers”
utilizados, quatro (Mbi 32, Mbi 215, Mbi 254 e Mbi 278) foram polimorficos

em todas as colbnias analisadas, com excecdo daquelas amostradas em Rio

Vermelho e Porto Firme para as quais o loco Mbi 32 foi monomorfico (Tabela

4). Portanto, considerando-se o critério utilizado do loco ser polimorfico

quando o alelo mais comum apresentar freqiéncia menor que 95%,

verificou-se que a porcentagem de locos polimorficos foi de 40%. Apenas

nos locos Mbi 215 e Mbi 254 foram detectados genoétipos heterozigotos

(Figuras 2 e 3).

Tabela 4. Variabilidade genética estimada nas populagdes de P. helleri analisadas.

Sao Miguel - Rio Porto .
Locos Alelos do Anta Teixeiras vermelho Firme Vicosa
. A 0,276 0,138 0,368
Mbi 32
B 0,724 0,862 1,000 1,000 0,632
. 0,203 0,325 0,208 0,409 0,532
Mbi 215
B 0,797 0,675 0,792 0,591 0,468
0,732 0,758 0,383 0,629 0,500
Mbi 254 B 0,155 0,142 0,300 0,333 0,011
0,113 0,100 0,317 0,038 0,489
. A 0,283 0,603 0,467 0,727 0,095
Mbi 278
B 0,717 0,397 0,533 0,273 0,905
He 0,155 0,155 0,149 0,137 0,164
Ho 0,083 0,060 0,100 0,101 0,162
PIC 0,130 0,127 0,123 0,108 0,127
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Figura 2. Padrao eletroforético em gel de poliacrilamida a 8% apresentando alguns
dos gendtipos do loco Mbi 215 verificados em operarias de P. helleri
coletadas em Porto Firme. M - marcador molecular de 10 pb.
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Figura 3. Padréo eletroforético em gel de poliacrilamida a 8% apresentando alguns
dos genotipos do loco Mbi 254 verificados em operarias de P. helleri
coletadas em Porto Firme. M - marcador molecular de 10 pb.

Considerando-se todas as col6nias de P. helleri analisadas no
presente estudo, as heterozigosidades média esperada e observada foram
0,180 e 0,107, respectivamente. Considerando as colonias agrupadas de
acordo com as localidades em que foram coletadas, os valores de
heterozigosidade média observada (Ho) variaram de 0,060 a 0,162 para as
colénias coletadas em Teixeiras e Vicosa, respectivamente (Tabela 4 e
Figura 4).

O maior valor do contetdo médio de informacgado polimérfica (PIC),
calculado para estimar a informatividade de cada “primer”, foi verificado nas
colénias provenientes de Sdo Miguel do Anta (0,130), enquanto 0 menor
valor foi detectado nas colbnias coletadas em Porto Firme (0,108) (Tabela 4
e Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo das heterozigosidades média esperada (Hg) e observada
(Ho) e do conteaddo médio de informacdo polimérfica (PIC) nas
populacdes de P. helleri. SM: S&o Miguel do Anta, T: Teixeiras, RV: Rio
Vermelho, PF: Porto Firme e V: Vigosa.

Para estimar os valores da estatistica F de Wright considerou-se cada
colénia analisada como uma subpopulacdo. A avaliagdo desta estatistica
mostrou alto valor de Fsr (0,551) indicando que as subpopulagdes séo
geneticamente diferentes. O valor negativo de Fis (-0,363) na maioria das
subpopulacdes mostrou um excesso de heterozigotos em relacdo as
mesmas. Entretanto, verificou-se uma deficiéncia de heterozigotos em
relacdo a populagcédo total, de acordo com o valor positivo de Fi (0,388)
(Tabela 5).

Tabela 5. Estimativa da estatistica F de Wright e fluxo génico para as populacdes

de P. helleri.

Localidades Fis Fst Fir
Séao Miguel do Anta -0,243 0,554 0,446
Teixeiras 0,002 0,612 0,612
Rio Vermelho -0,678 0,544 0,235
Porto Firme -0,483 0,493 0,248
Vicosa -0,519 0,423 0,123
Populacéao total -0,363 0,551 0,388

25



A analise de agrupamento, utilizando o algoritmo UPGMA,
demonstrou que as colbnias coletadas em Vigosa sdo geneticamente mais
divergentes daquelas coletadas nas demais localidades estudadas (Figura
5). Contudo, ao se analisar as colonias amostradas individualmente, nao se
verificou a formacédo de grupos correspondentes a cada localidade estudada
(Figura 6).

Teixeiras

Porto Firme

Rio Vermelho

Sao Miguel do Anta

Vicosa

Figura 5. Dendrograma, obtido por UPGMA, ilustrando a distancia Euclidiana entre
as populacdes de P. helleri analisadas.
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Figura 6. Dendrograma, obtido por UPGMA, ilustrando a distancia Euclidiana entre as
66 colonias de P. helleri analisadas.



O grafico de projecao tridimensional da distancia no plano (Figura 7)
confirma a falta de correspondéncia entre as coldnias analisadas e as

localidades em que foram coletadas.

S&o Miguel do Anta
B Teixeiras
B Rio Vermelho
ol | [l Porto Firme
I Vicosa

Figura 7. Projecao tridimensional das distancias no plano para as 66 coldnias de P.
helleri analisadas. Distor¢do = 11,83%; Estresse = 16,55% e Correlacdo
entre as distancias originais e estimadas = 0,95.

A analise da variancia molecular (AMOVA) confirmou o alto grau de
subdivisdo das populacdes de P. helleri amostradas nas cinco localidades
(Tabela 7). Esta Tabela apresenta que 61,22% da variacdo genética total
explicada pela diversidade genética existente entre as colbnias coletadas
nas diferentes localidades, enquanto que 23,24% € devido a variagdes

existentes dentro das préprias col6nias.

Tabela 7. Analise da variancia molecular (AMOVA) nas 66 colénias de P. helleri
analisadas. GL: grau de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM:
quadrado médio e Estimativa: estimativa dos componentes de variancia.

Fonte de variacéo GL SQ oM Estimativa %
Localidades 4 35,538 8,884 0,103 15,54
Coldnia/Localidade 61 123,595 2,026 0,405 61,22
Dentro da Colbnia 264 40,600 0,154 0,154 23,24
TOTAL 329 199,733 0,607 0,662 100,0
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A partir deste resultado considerou-se importante conhecer o nivel de
variabilidade genética existente entre as colbnias coletadas em cada
localidade separadamente.

A variabilidade genética detectada nas colonias de cada localidade
esta representada na Figura 8. Os valores de heterozigosidade esperada
(Hg) variaram de 0,0 (SM-8) a 0,159 (V-10), enquanto que a
heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,0 (SM-8, T-9, RV-4, PF-11) a
0,20 (SM-12, RV-5, V-1, V-8, V-10, V-14, V-17 e V-18). O menor valor de
PIC foi detectado na colénia SM-8 (0,0), enquanto a colénia V-10 apresentou
o maior valor (0,128).

Na Figura 9 encontra-se a projecao tridimensional da distancia
genética entre as col6nias coletadas em cada localidade analisada. Verifica-
se que as coldnias SM-4 a 12 coletadas em pontos préximos em Sao Miguel
do Anta reuniram-se formando dois grupos distintos, enquanto que SM-1 a 3
reuniram-se em um outro grupo. Em Teixeiras, a colonia T-6 ficou isolada
das demais que se subdividiram formando dois grupos: no grupo 1 foram
incluidas as colonias T-7 a 10 e T-1 a 5, enquanto que no grupo 2
encontram-se outras duas colbnias (T-11 e 12).

Com relacado as abelhas coletadas em Rio Vermelho, observa-se uma
maior proximidade entre as coldénias RV-6 a 8 e RV-10 e 11. O mesmo é
observado entre as colénias RV-1 a 3, RV-4 e 5 e RV-12. Nota-se ainda, que
a colénia RV-9 encontra-se isolada das demais colonias.

Em Porto Firme verifica-se que a colénia PF-3 €& geneticamente
divergente de PF-2 e 4 que também foram coletadas em um local préximo a
PF-3. Similarmente, as colbnias PF-9 a 11 se reuniram em grupos distintos,
com PF-9 e 11 juntas em um mesmo grupo e PF-10 presente em outro
grupo, juntamente com PF-1.

Colbnias coletadas em um mesmo local em Vigcosa também nao se
reuniram em um mesmo grupo, como demonstrado pelas colonias que estédo
incluidas nos grupos 1 (V-1 e 2) e 2 (V-3 e 4), assim como as colbnias, V-11
a 19 que se encontram distribuidas nos grupos 1 (V-14 e 15) e 3 (V-11 a 13
e V-16 a 19).
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Figura 8. Distribuicdo das heterozigosidades esperada (Hg) e observada (Ho) e conteddo
médio de informacé&o polimérfica (PIC) das colbnias de P. helleri coletadas em Séo
Miguel do Anta (A), Teixeiras (B), Rio Vermelho (C), Porto Firme (D) e Vigosa (E).
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Figura 9. Projecdo tridimensional das distancias genéticas para as colonias de P. helleri
coletadas em Sdo Miguel do Anta (A), Teixeiras (B), Rio Vermelho (C), Porto
Firme (D) e Vigosa (E). D: distorgéo, E: estresse e r: correlacdo entre as distancias
originais e estimadas.
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A andlise da variancia molecular (AMOVA) realizada com as col6nias
coletadas em cada localidade revelou que, no minimo 64% da variacao
genética total é atribuida a variacdo existente entre as coldnias, conforme

mostrado na Tabela 8.

Tabela 8. Andlise da variancia molecular (AMOVA) das populagées de P. helleri
coletadas em cada localidade analisada. GL: grau de liberdade, SQ:
soma de quadrados, QM: quadrado médio e Estimativa: estimativa dos
componentes de variancia.

Fonte de variacéo GL SQ QM Estimativa %
Sado Miguel do Anta
Entre Colbnias 11 19,983 1,818 0,337 72,321
Dentro de Colbnias 48 6,200 0,129 0,129 27,678
TOTAL 59 26,183 0,444 0,466 100,0
Teixeiras
Entre Colbnias 11 26,200 2,382 0,429 64,808
Dentro de Colbnias 48 11,200 0,233 0,233 35,192
TOTAL 59 37,400 0,634 0,663 100,0

Rio Vermelho

Entre Colbnias 11 26,983 2,453 0,469 81,233
Dentro de Colbnias 48 5,200 0,108 0,108 18,766
TOTAL 59 32,183 0,545 0,577 100,0

Porto Firme
Entre Colbnias 10 17,818 1,782 0,338 78,813
Dentro de Colbnias 44 4,000 0,091 0,091 21,186
TOTAL 54 21,818 0,404 0,429 100,0

Vicosa

Entre Colbnias 18 37,073 2,059 0,371 64,372
Dentro de Colbnias 76 15,600 0,205 0,205 35,627
TOTAL 94 52,673 0,560 0,576 100,0

32



5. DISCUSSAO

Baixos niveis de variabilidade genética foram detectados nas
populacdes de P. helleri estudadas, o que pode estar relacionado com o
pequeno numero de locos microssatélites analisados. Segundo Nei e
Roychoudhury (1974) é aconselhavel utilizar, no minimo, 20 locos para
estimar a diversidade genética, pois diferentes locos apresentam niveis
distintos de heterozigosidade. No presente trabalho, entretanto, analisou-se
um menor numero de locos porque, de 25 “primers” microssatélites descritos
para M. bicolor testados, apenas 10 apresentaram produtos de amplificacéo
satisfatérios e destes, somente quatro foram polimérficos. Resultado
semelhante foi obtido por Brito (2005) e Francisco et al. (2006) ao analisar
populacdes de P. helleri coletadas em diferentes estados brasileiros.

Com relagdo ao numero médio de alelos por loco, os valores obtidos
novamente se assemelham com aqueles encontrados por Brito (2005) e
Francisco et al. (2006). A baixa diversidade alélica detectada pode estar
relacionada com o uso de “primers” heterélogos, visto que um maior nimero
de alelos pode ser identificado quando se emprega “primers”
homoespecificos. Tal fato pode ser confirmado a partir da andlise de
trabalhos de isolamento e caracterizacdo de locos microssatélites para
diferentes espécies de abelha e trabalhos que utilizam estes “primers” para a
analise de espécies proximamente relacionadas (Peters et al., 1998; Paxton
et al., 1999; Azuma et al., 2001, Green et al., 2001). Paxton et al. (1999), por
exemplo, desenvolveram cinco “primers” microssatélites para Scaptotrigona
postica e verificaram uma média de 6,6 alelos por loco para esta espécie. Ao
comparar este valor com aquele obtido em outras espécies de abelhas
pertencentes ao mesmo género, estes autores observaram uma reducao
significativa no numero médio de alelos por loco. A espécie Scaptotrigona
pectoralis apresentou uma média de 2,2 alelos/loco, enquanto que 1,8
alelos/loco foi verificado para Scaptotrigona tubida.

O loco Mbi 254 que corresponde a um microssatélite perfeito em M.
bicolor, foi 0 que apresentou o maior numero de alelos em P. helleri (3
alelos). Esta informacdo corrobora a proposta de que microssatélites

perfeitos apresentam mais alelos do que microssatélites interrompidos
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(Pépin et al., 1995). Acredita-se que a presenca de bases extras
interrompendo a estrutura repetitiva possa estabilizar as regides
microssatélites, reduzindo a ocorréncia de erros da DNA polimerase durante
a replicacdo ou reparo e, consequentemente, possam resultar em menores
niveis de polimorfismos (Pépin et al., 1995; Jin et al.,, 1996). Entretanto,
somente ap0ds analise de sequenciamento deste loco é que se pode certificar
gue ele também corresponde a um microssatélite perfeito em P. helleri.

Nei (1987) discute que aumentando-se o numero de individuos
analisados, um maior numero de alelos pode ser identificado. Contudo, de
acordo com o tipo de reproducdo da maioria dos meliponineos, o mais
aconselhdvel seria aumentar o nimero de colénias por localidade. Isto
porque, considerando-se que a rainha tenha se acasalado com um anico
macho e que seja heterozigota para um determinado loco e o macho
apresente um alelo diferente do seu, poderdo ser detectados nesta coldnia,
no maximo, trés alelos para o0 loco microssatélite em analise. Em
contrapartida, operarias produzidas do acasalamento entre rainha
homozigota e macho com um alelo diferente da rainha apresentardo o
mesmo genotipo, evidenciando assim a existéncia de apenas dois alelos na
colénia. Portanto, verifica-se que o0 aumento no numero de individuos
amostrados para cada colénia ndo solucionard o problema do numero de
alelos detectados.

A otimizacdo do protocolo para separacdo dos fragmentos de
microssatélites seria outra alternativa para se detectar um maior nimero de
alelos. A separacao de alelos cujos tamanhos sejam diferentes em apenas
um ou dois nucleotideos é mais dificil de ser visualizada em géis nativos de
poliacrilamida, visto que estes apresentam menor poder de separacéo
guando comparados com géis desnaturantes de poliacrilamida (Bertini,
2004). Os géis desnaturantes permitem analisar os produtos de PCR de
acordo com suas sequéncias de pares de bases e nao a partir de diferencas
no tamanho dos produtos. Moléculas de DNA com o mesmo tamanho, mas
com seqUéncias de nucleotideos diferentes apresentam comportamento
eletroforético diferente quando expostas aos agentes desnaturantes (uréia e

formamida). A sequéncia de nucleotideos de um fragmento de DNA definira
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a posicdo em que o DNA de fita dupla ird desnaturar-se passando a fita
simples, interrompendo sua migracao no gel (Muyzer et al., 1993).

De forma geral, os himendpteros apresentam baixos niveis de
variabilidade genética (Packer e Owen, 1992). Contudo, a heterozigosidade
média observada nas populacbes de P. helleri revelou valores muito
menores do que aqueles encontrados em trabalhos com insetos
pertencentes a esta ordem utilizando marcadores microssatélites (Paxton et
al., 1996; Widmer et al., 1998; De La Rua et al., 2001, 2003). O baixo nivel
de heterozigosidade observada também pode ser decorrente dos poucos
locos microssatélites polimorficos obtidos no presente trabalho, pois dos dez
locos analisados, quatro foram polimérficos e destes, apenas em dois foram
detectados gendtipos heterozigotos.

Francisco et al. (2006) encontraram resultado semelhante ao analisar
populacdes de trés espécies de abelhas sem ferrdo utilizando “primers”
heterdlogos. Portanto, estes dados corroboram a proposta de Pépin et al.
(1995) de que o uso destes “primers” pode contribuir para a reducao da
deteccdo dos reais niveis de heterozigosidade das populacdes analisadas.
Além desta explicacdo, os autores ressaltam a possibilidade da ocorréncia
de alelos nulos que potencialmente podem resultar em erros de
genotipagem. A presenca destes alelos esta associada com falhas durante o
processo de amplificacdo, devido a alteracbes dos nucleotideos no sitio de
ligacdo dos “primers”, resultando em reducao ou perda completa do produto
de PCR (Paetkau e Strobeck,1995). De acordo com Callen et al. (1993),
alelos nulos e subdivisdo de populagbes s&o os principais fatores que
dificultam a deteccdo de heterozigotos, enquanto que endogamia e deriva
genética sado os fatores responsaveis pela reducao de heterozigotos em uma
populacao.

Brito (2005) sugere que a baixa variabilidade genética encontrada nas
populacdes de P. helleri coletadas em diferentes estados brasileiros esteja
relacionada com a presenca de alelos nulos e discute a importancia de se
confeccionar “primers” especificos para esta espécie. A autora ainda sugere
que a degradacdo das coberturas vegetais nas areas de endemismo desta

espécie pode estar afetando a estrutura genética das populacbes de P.
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helleri, porém isto parece improvavel, visto que esta abelha pode ser
encontrada em ambientes naturais e perturbados.

Os elevados valores de Fst encontrados para as colonias analisadas
indicam que as populacbes coletadas em cada localidade séo
geneticamente divergentes. Este resultado é coerente com aquele obtido por
Araljo et al. (2004) ao analisar as implicacbes espaciais da distancia
méxima de vbéo para algumas espécies de meliponineos. Os autores
verificaram que a distancia maxima de vbéo das abelhas esté relacionada ao
tamanho corporal, especialmente ao tamanho generalizado das asas.
Discute-se ainda que o tamanho corporal pode ser um fator limitante para a
capacidade de dispersdo das populacdes e atividade de enxameagem.
Dentre as espécies de meliponineos analisadas, P. cupira apresentou
distancia maxima de voo de 1710 m. Considerando-se que P. cupira e P.
helleri apresentam tamanho corporal semelhante, esta informacdo da
capacidade de voo pode ser estendida a P. helleri, o que justifica a alta
estruturacdo observada.

A analise de agrupamento demonstrou que as populacbes de Sao
Miguel do Anta, Teixeiras e Porto Firme sdo geneticamente mais préoximas
da populacdo de Rio Vermelho, do que da populacéo de Vigosa, apesar de
Rio Vermelho estar geograficamente mais afastado destas localidades do
que Vicosa.

De acordo com 0s gendtipos observados nestas colbnias, pode-se
considerar que todas as populacdes analisadas sejam similares, pois
compartilham alelos. Porém, conforme discutido acima seria improvavel que
abelhas da regido de Vicosa tenham se dispersado até a localidade de Rio
Vermelho e/ou vice-versa. Adicionalmente, considerando-se que as taxas de
mutacdo nos locos microssatélites sdo da ordem de 10° a 1072 (Dallas,
1992), pode-se supor que os alelos presentes em Rio Vermelho, tenham
surgido de modo independente, nesta localidade e, muito provavelmente,
nao representem os mesmos alelos encontrados nas outras localidades.
Assim, o sequenciamento dos locos microssatélites das colbnias coletadas
nas diferentes localidades confirmaria esta hipotese, evidenciado melhor a

relacdo entre as mesmas.
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A andlise da projecao tridimensional da distancia no plano confirmou
gue as colbnias néo se agruparam de acordo com a localidade na qual foram
coletadas e, mesmo quando se analisou as colbnias de cada localidade
separadamente, ainda assim néo se verificou um agrupamento, preferencial,
entre as col6nias presentes em um mesmo ponto de coleta. Porém, a
projecéo tridimensional apresentou valores de eficiéncia adequados, com
niveis de distorcdo e estresse inferiores a 20% e correlacdo entre as
distancias originais e estimadas superior a 0,95, o0 que demonstra que a
dispersao gréfica representa bem as distancias genéticas entre as colbnias.
Assim, este resultado sugere que rainhas virgens nao aparentadas podem
ter fundado seus ninhos, um préximo do outro, e que ndo necessariamente
0s ninhos existentes em um mesmo ponto de coleta, correspondam a
subdivisdes de um unico ninho.

Portanto, a partir dos dados obtidos, estudos mais detalhados,
envolvendo um maior numero de colénias e utlizando “primers”
homoespecificos devem ser realizados para que se possa obter dados mais

conclusivos a respeito da estrutura genética das populacdes de P. helleri.
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6. CONCLUSOES GERAIS

e Baixos niveis de variabilidade genética foram detectados nas
colbnias de P. helleri analisadas.

e Devido ao pequeno numero de locos polimérficos, ndo foi possivel
diferenciar as populagcdes coletadas nas cinco localidades

analisadas.

e Foi verificada uma forte estruturacdo genética entre as colbnias

analisadas.

e A analise de um maior numero de colbnias e a utilizacao de “primers”
homoespecificos poderéo fornecer dados mais conclusivos sobre a

estrutura genética das populacdes de P. helleri.
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