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“Os fracos julgam e desistem, enquanto os fortes
compreendem e tém esperanca.

N&o somos perfeitos. Decepcdes, frustracdes e perdas sempre
aconteceréo.

Mas Deus é o artesdo do espirito e da alma humana. Ndo ha o
que temer.

Depois da mais longa noite, surgird o mais belo amanhecer.”

(Augusto Cury)

A Deus dedico este trabalho!



SERA QUE VALE A PENA?

Esta foi a frase da semana. Dos ultimos dias e dos dias que virdo.

Entre nossos encontros, soa agora a despedida.

Primeiro encontro, um desconhecido.

Conquista. Novos amigos. Novos horizontes.

Novo despertar no amanhecer de nossas vidas.

Daqui para frente. Um gosto de despedida. Gosto na boca, a saliva da vida.

Chegamos ca, vislumbrado com o que estava por vir.

Seré que vale a pena?

Inicialmente, sem duavidas. Vale tudo. Serei eu. Farei. Conquistarei. Serei 0
melhor. Darei o melhor de mim. E o que eu quero. E o que eu posso fazer

por mim.

Sera que vale a pena?

O que antes ndo existia. Agora ha davidas.

Duvida do que esta por vir. Davida da nova conquista.

N&o era o0 que estimava ser o inconquistavel? O desejavel?

Agora ha davidas?

Sera que vale a pena?

Noites longas, mal dormidas. Sonhos. Pesadelos. Sopas de letras. Letras c4,
letras 4. Dores de cabeca... de barriga... nas pernas... nos ombros... no
peito... no corpo.

Sera que vale a pena?

NGs compramos em espécie ou ndo. Neste caso... € 0 preco do que se quis.
Pagamos pelo o que se quer deste ponto em diante.

O passo maior sera dado agora.

Fui o que pude ser. Fiz. Conquistei. Tentei ser o melhor. Dei o melhor de
mim.

Valeu tudo. E o que eu pude fazer por mim.
Seré que vale a pena?



Tenho o gosto da saliva da vida. Gosto de despedida. Gosto da saudade.
Saudades das noites longas... das risadas... dos choros... das dores... dos
meus amigos que deixarei no cercado do meu coracéo.

Latifandio da saudade.

Seré que vale a pena?

Ainda h& duvidas?

O gosto de despedida impregnado nos labios, na lingua, na boca.
A saudade nascente aperta meu peito, rasga minhas entranhas.
Sentirei saudades dos meus amigos.

Valeu a pena.

Maria Ignéz Castrillon
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RESUMO

SILVA, Rejane Bezerra, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2007. Variabilidade genética de Melipona quadrifasciata
(Hymenoptera: Apidae, Meliponina) no Estado de Minas Gerais —
Brasil. Orientadora: Mara Garcia Tavares. Co-orientadores: Lucio Antonio
de Oliveira Campos e Tania Maria Fernandes Salomé&o.

A espécie Melipona quadrifasciata Lep. (mandacaia) € uma abelha
sem ferrdo que se distribui ao longo da costa brasileira, desde a Paraiba até
0 Rio Grande do Sul. Esta espécie, juntamente com outras espécies de
meliponineos, apresenta um importante papel na polinizacdo das arvores
nativas do Brasil. Entretanto, tem sido observado que muitas espécies de
meliponineos tém sofrido uma grande reducdo populacional causada,
principalmente, pela fragmentacdo ambiental. Com o objetivo de verificar
como a fragmentacdo florestal afeta a variabilidade genética de algumas
colénias de Melipona quadrifasciata foram analisados doze locos
microssatélites em 22 coldnias coletadas em diversos fragmentos do estado
de Minas Gerais. Os resultados obtidos demonstraram uma baixa
variabilidade genética (P=16,67%) entre as colbnias analisadas. Dos doze
locos microssatélites analisados, apenas dois foram polimorficos. O valor
médio da heterozigosidade observada foi de 0,046. N&o foi possivel verificar
uma relagao entre o tamanho dos fragmentos amostrados e a variabilidade
genética (numero de alelos detectados) das diferentes colbnias. A distancia
genética média entre as colbnias foi de 0,05. Nao foi possivel agrupar as
colonias de acordo com a localidade de origem das mesmas. Houve apenas
a formacdo de dois grupos, cada qual contendo colbnias de diferentes
localidades. Assim, analises futuras, envolvendo um maior numero de
colénias bem como “primers” microssatélites especificos para M.
quadrifasciata, deverdo ser realizadas para verificar como a fragmentacéo

ambiental afeta a variabilidade genética desta espécie.



ABSTRACT

SILVA, Rejane Bezerra, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2007. Genetic variability of Melipona quadrifasciata (Hymenoptera:
Apidae, Meliponina) in the State of Minas Gerais - Brazil. Adviser: Mara
Garcia Tavares. Co-advisers: Lucio Antonio de Oliveira Campos and Tania
Maria Fernandes Saloméo.

The stingless bee Melipona quadrifasciata Lep. (mandacaia) is
distributed along the Brazilian coast, from Paraiba to Rio Grande do Sul. This
species presents an important role in the pollination of the Brazilian native
trees. However, many stingless bee species are being drastically reduced
due to deforestation. Thus, in order to verify how deforestation affects the
genetic variability of M. quadrisfasciata, 22 colonies collected in several
fragments of Minas Gerais state were analyzed with twelve microsatellite loci.
Results demonstrated a low genetic variability (P=16,67%) in the analyzed
colonies. Only two, out of the twelve loci analyzed were polymorphic. The
mean observed heterozygosity was of 0,046. It was not possible to verify a
relationship between the size of the fragments sampled and the genetic
variability (number of detected alleles) of different colonies. The mean
genetic distance among the colonies was of 0.05. Although it was not
possible to group colonies according to their geographic origin, colonies
clustered into two groups, each one containing colonies of different localities.
Thus, future analyses involving a larger number of colonies as well as
microsatellite "primers" specific for M. quadrifasciata, should be necessary to

demonstrate how deforestation affects the genetic variability of this species.



l. INTRODUCAO

[.1. Importancia e caracterizagao das abelhas sem ferrao

Segundo Kerr et al. (2001), um tergo da produgdo mundial de
alimento depende da visita de animais as flores, sendo que 38% da
polinizacao das plantas floriferas é realizada pelas abelhas.

As abelhas s&o os agentes polinizadores mais adaptados a visita
das flores das angiospermas. Essa relacdo baseia-se em um sistema de
dependéncia reciproca, onde as plantas fornecem o alimento para as
abelhas, principalmente pdlen e néctar, e em troca recebem os beneficios da
transferéncia de polen (Kevan e Baker, 1983; Proctor et al., 1996).

Entretanto, a importancia das abelhas para as plantas vai além da
transferéncia de poélen de uma flor para outra, pois, por serem vetores muito
ativos, elas promovem o cruzamento entre plantas que estdo separadas por
grandes distancias, assegurando a manutencdo do ciclo de reprodugao
sexuada das plantas e, consequentemente, a disponibilidade de alimento
para outros animais. Assim, a extincdo de uma espécie de abelha podera
levar a extingdo de uma ou mais espécies de plantas por ela polinizadas,
bem como de animais que dependem dessas plantas para se alimentarem
(Campos, 1998).

As abelhas indigenas sem ferrdo sao reconhecidas como o principal
grupo de polinizadores, das arvores nativas, no Brasil. Essas abelhas
pertencem a familia Apidae e a subtribo Meliponina (Silveira et al., 2002) e,
por apresentarem o ferrdo atrofiado, sdo incapazes de ferroar (Kerr e Lelo,
1962). Esta subtribo compreende 55 géneros e mais de 340 espécies, as
quais se distribuem nas regides tropicais do mundo, assim como nas regides
subtropicais da América do Sul, América Central, Africa india, Malasia e
Australia (Camargo e Pedro, 1992). No Brasil, o género Melipona apresenta
grande numero de espécies e apresenta grande diversificagcdo na bacia
amazénica (Silveira et al., 2002).

Melipona quadrifasciata Lep. (mandagaia) distribui-se ao longo da costa

brasileira, desde a Paraiba até o Rio Grande do Sul (Moure e Kerr, 1950),



sendo conhecidas duas subespécies: Melipona quadrifasciata anthidioides
Lep. e M. quadrifasciata quadrifasciata Lep.

Melipona quadrifasciata anthidioides apresenta bandas tergais
amarelas interrompidas em operarias e machos, enquanto que em M.
quadrifasciata quadrifasciata essas bandas sdo continuas. A primeira € uma
subespécie de regides com temperaturas mais elevadas (Melo e Campos,
1987), sendo encontrada em Minas Gerais e Rio de Janeiro. Ja a
subespécie M. quadrifasciata quadrifasciata ocorre principalmente em
regides de altitudes mais elevadas e frias, como Sul de S&do Paulo, Parana e
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. No entanto, ja foi verificado na regiao
norte do estado de Minas Gerais, habitando regides baixas e quentes,
populagdes de M. quadrifasciata com um padrdo de bandas igual ao de M.
quadrifasciata quadrifasciata (Melo e Campos, 1987).

Alguns trabalhos tém sido realizados com o objetivo de detectar
diferengcas moleculares entre as subespécies de M. quadrifasciata Lep.
Waldschmidt et al. (2000), por exemplo, utilizando PCR-RAPD, encontraram
um marcador de DNA que estava presente em M. (. quadrifasciata e
ausente em M. g. anthidioides. Entretanto, esse marcador estava ausente
em individuos coletados no norte do Estado de Minas Gerais, os quais
apresentavam um padrdo de bandas similar ao de M. q. quadrifasciata.
Moretto e Arias (2005), utiizando RFLP, identificaram trés enzimas com
padrées de restricdo diferentes, no DNA mitocondrial, entre as duas
subespécies. Estes resultados demonstram a importancia de estudos

moleculares para confirmar o status taxonédmico dessas subespécies.

I.2 Meliponineos X Fragmentacdao florestal

Apesar de sua importdncia ecoldgica, muitas espécies de
meliponineos tém tido seu numero grandemente reduzido. A destruicao dos
ambientes naturais € apontada como a principal causa dessa reducao
populacional. Sendo um grupo isolado e muito especializado, esses insetos
dependem das caracteristicas climaticas e floristicas de suas regides de

origem. Dentre os fatores que contribuem para a destruicdo ambiental



destacam-se os desmatamentos, uso indiscriminado de agrotoxicos e a agao
predatéria de meleiros, que derrubam arvores para coletar o mel e
abandonam o ninho no chao (Kerr et al., 1999).

Os desmatamentos isolam areas que pertenciam anteriormente a
ecossistemas continuos, formando ilhas florestais. A diminuigao de areas de
florestas, em geral, resulta na redugdo do tamanho das populagdes que
vivem e dependem desses habitats. A intensidade desses efeitos esta
relacionada, principalmente, ao tamanho dos fragmentos remanescentes, a
distancia entre eles e as condigdes em que se encontravam quando isolados
(Viana e Melo, 1987).

Segundo Aidar (1996), os desmatamentos, que ocorrem
principalmente com a expansio da pecuaria, exploracido de madeira, carvao
e as queimadas indiscriminadas, além de eliminar varias espécies vegetais,
ocasiona a reducdo da diversidade de insetos, promovendo um rapido
decréscimo na disponibilidade de recursos naturais. O que afeta em
particular os meliponineos, que utilizam os ocos de arvores para nidificarem.

No estado de Minas Gerais, as populagdes de abelhas tém sido
intensamente afetadas pelos desmatamentos. Algumas formacgdes vegetais
do estado foram drasticamente reduzidas, como é o caso da mata Atlantica.
Os fragmentos remanescentes, geralmente, muito pequenos, né&o
apresentam condi¢des de suportar um grande numero de espécies com alto
numero populacional (Viana e Melo, 1987).

Esta estratificacdo e descontinuidade da mata tém como
consequéncias, dentre outras, o exterminio de colénias de meliponineos e a
diminuicdo do fluxo génico entre colénias de diferentes regides. Esta
diminuicao no fluxo génico ocorre porque as distancias que separam estas
coldénias umas das outras impedem a migragao de machos e rainhas virgens
para acasalamento (Aidar, 1996).

Brown e Albrecht (2001) investigaram a quantidade de espécies
abelhas do género Melipona em areas com variados graus de
desmatamentos na Amazlnia, sugerindo que estas abelhas podem ser
utilizadas como bioindicadores. Esta alta sensibilidade é devida, entre outros

fatores, a presenca de um abdémen desenvolvido nas rainhas fisogastricas,



0 que as impossibilita de voar. Assim, as col6nias ndo conseguem fugir de
areas com alguma perturbagao, como desmatamentos ou queimadas.

Silveira et al. (2002) citam que muitas espécies de Melipona
dependem das condi¢gdes ambientais locais para sua sobrevivéncia. De
acordo com esses autores, M. bicolor, M. marginata, M. quadrifasciata e M.
rufiventris, que eram amplamente distribuidas na extensa regido coberta
pela mata Atlantica, atualmente, tém sua ocorréncia limitada aos fragmentos
remanescentes desta mata, localizados na extensa faixa situada entre a
cadeia do Espinhaco e os estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia.
Dessas espécies, M. marginata e M. rufiventris, parecem ser as mais
exigentes com relagdo ao tamanho e/ou qualidade desses fragmentos, nao
ocorrendo a ndo ser nos maiores, mais antigos e menos perturbados. M.
marginata, registrada na cidade de Belo Horizonte no inicio do século 20,
parece estar completamente extinta nos remanescentes florestais do
municipio e regides limitrofes, embora nestas mesmas areas ainda sejam
encontradas M. bicolor e M. quadrifasciata, com relativa frequéncia.

Devido a destruicido de seus habitats e a exploragao predatéria do
seu mel, M. rufiventris foi incluida na lista das espécies ameagadas de
extinggdo da fauna de Minas Gerais e M. bicolor e M. marginata sao
consideradas presumivelmente ameacadas no Estado (Campos, 1998). A
dependéncia da floresta no caso dessas espécies € explicada em parte, pela
necessidade de arvores de porte relativamente grande, onde sao
encontrados ocos que essas abelhas utilizam para nidificarem.

Assim, a fragmentacéo florestal tem levado a uma redugédo das
populacdes de muitas espécies de meliponineos o que, consequentemente,
contribui para a perda da variabilidade genética destas populagoes.

A perda da variabilidade genética esta associada a redugao do
tamanho populacional, uma vez que, em populagdes pequenas, a
segregacao aleatdria dos genes e a reproducao desigual entre os individuos,
promovem mudangas nas frequéncias alélicas (Lande e Barrowclough,
1987) podendo levar a fixagdo e/ou perda de alelos (Futuyma, 1992). Assim,
a variabilidade genética é diretamente proporcional ao tamanho efetivo da
populagado, ou seja, a quantidade de individuos que através da reprodugéao

contribuem para a proxima geracao (Beiguelman, 1994).



A endogamia (cruzamento entre individuos aparentados) e a deriva
genética (mudangas aleatorias nas frequéncias génicas entre geragdes) sao
fatores que também contribuem para a diminuicdo da variabilidade genética
em pequenas populagcbes. A endogamia colabora para o aumento da
similaridade genética entre individuos de uma mesma populacéo,
contribuindo para elevar a proporgao de locos homozigotos (Hartl, 1987). O
aumento da homozigose favorece a expressdao de alelos recessivos
deletérios e diminui o valor adaptativo de locos co-dominantes, o que pode
levar a uma diminuicdo da capacidade adaptativa dos individuos as
flutuacbes ambientais provocadas por fatores bidticos e abidticos.

Devido ao mecanismo genético de determinacdo do sexo em
Hymenoptera, os cruzamentos endogamicos levam ao surgimento de
individuos homozigotos no loco sexual, os quais se desenvolvem em
machos dipléides. Em Melipona, esses machos sao inviaveis, as vezes nem
chegam a nascer ou morrem logo depois de emergirem dos favos. O
aumento da proporcdo de machos dipldides na colbnia determina a
eliminagao da rainha pelas operarias. Estes fatores levam, primeiramente, a
reducao das populagdes das colbnias e, eventualmente, a sua extingao (Kerr
et al., 1996). A recuperagdo de uma populagdo que passou por um
determinado periodo de endogamia pode ser muito lenta ou ndo ocorrer, o
que pode levar a uma extingao da populagao por uma endogamia recorrente
(Unruh e Messing, 1993).

Kerr e Vencovsky (1982) verificaram que é necessaria a manutengao
de 44 colénias de uma mesma espécie de abelhas sem ferrdo, em uma area
de reprodugdo para manter a populagdo geneticamente estavel. Com um
numero menor de colbnias, a probabilidade de rainhas acasalarem-se com
machos que possuem alelos sexuais iguais a um dos seus é de 17,3%, o
que leva a producgao de 50% de machos dipléides (Kerr, 1987).

Por sua vez, a deriva genética causa a perda de alelos raros em
uma populagdo, contribuindo para a redugdo da variabilidade genética
intrapopulacional e, consequentemente, para fixacdo ao acaso de alelos
diferentes nas populacdes, o que resulta na diferenciacéo interpopulacional.
Em grandes populagdes ou em populagbes pequenas em que ha troca de

genes por meio da migracdo constante de individuos, os efeitos de deriva



genética sao irrelevantes, no entanto, em populagdes pequenas e isoladas,
sdo grandemente acentuados.

Em populagdes naturais, a perda da variabilidade genética pode ser
equilibrada pela introducdo de novos alelos, através de mutacdes e/ou
migracdo. Contudo, em um ambiente fragmentado, a reducdo do fluxo
génico entre as populagdes isoladas, juntamente com as reduzidas taxas de
mutagdo aumentam a perda da variabilidade genética.

No estado de Minas Gerais, é verificado que a fragmentagéo
florestal resultante do desmatamento tem provocado uma reducdo nas
populacdes de muitas espécies de meliponineos. Assim, estudos sobre a
estrutura genética das populagdes desses importantes polinizadores, séo de
grande relevancia, uma vez que podem fornecer dados importantes que
poderao ser usados para o desenvolvimento de programas que visam a sua

conservagao.

|.3. Marcadores moleculares microssatélites

Devido a impossibilidade de se estudar todos os alelos presentes em
uma populagdo, a busca de marcadores moleculares que produzam
estimativas da diversidade genética em uma populagdo € de grande
importéncia (Tregenza e Butlin, 1999). Entende-se por marcador molecular,
todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um
segmento especifico de DNA (correspondente a regides expressas ou nao

do genoma) (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

No campo das técnicas moleculares, varios métodos tém sido
utilizados para a investigacdo da variabilidade genética em populagdes
naturais, existindo atualmente grande quantidade de marcadores
moleculares (isoenzimas, RAPD, RFLP, ISSR, entre outros) que s&o

utilizados em varios tipos de estudos.

No inicio dos anos 1980, diferentes experimentos demonstraram que
0s genomas de eucariotos possuem varias classes de sequéncias repetitivas
(Hamada et al., 1982; Tautz e Renz, 1984). Algumas dessas sequéncias
foram chamadas de minissatélites ou microssatélites, de acordo com o

tamanho da sequéncia repetitiva. Os microssatélites sao sequéncias simples



(Litt e Luty, 1989), possuem de 1 a 6 nucleotideos de comprimento repetidos
em tandem, sao muito frequentes e estdo distribuidos ao acaso por todo o

genoma do individuo.

Esses marcadores moleculares apresentam varias caracteristicas
que os tornam uteis em estudos de paternidade, poliandria, filogeografia,
genética de populagbes, etc. Destaca-se o fato de serem caracteres
mendelianos, codominantes, seletivamente neutros (suas sequéncias s&o

nao-codificadoras) e altamente polimérficos.

Os microssatélites sao considerados uma regido “instavel” do
genoma, pois essas regides possuem uma taxa de mutagdo muito maior do
que outros locos no mesmo genoma (Eisen, 1999). Essa “instabilidade”
produz alelos polimorficos (Sia et al., 1997). Apesar de existirem diferentes
tipos de polimorfismos que podem ocorrer nos locos microssatélites, o mais
comum € a alteragdo no seu tamanho, devido a sequéncias com diferentes

numeros de elementos repetitivos (Eisen,1999).

Dois mecanismos séo sugeridos para explicar a elevada taxa de
mutacdo dos microssatélites (Strand et al., 1993). No “crossing-over
desigual”, a presenca das sequéncias repetitivas dificulta o pareamento
entre os cromossomos homologos, acarretando troca de fragmentos
cromossOmicos de tamanhos desiguais entre os mesmos e alterando o
numero original de repeticbes de cada cromossomo. Ja no “slippage”,
ocorre um “deslize” da DNA polimerase durante a replicacdo do DNA, o que

pode resultar no acréssimo ou na perda de repeticoes.

As regides microssatélites sdo amplificadas por meio de PCR
(“Reacéao da polimerase em cadeia”.), utilizando-se “primers” especificos que
flanqueiam essas regides. Os diferentes alelos de um mesmo loco sao

representados pelos fragmentos amplificados com tamanhos diferentes.

“Primers” microssatélites ja foram desenvolvidos para algumas
espécies de insetos, tais como abelhas (Estoup et al., 1993; Estoup et al.,
1994; Peters et al., 1998; Paxton et al., 1996; 1999b), vespas (Choudhary et
al.,1993; Hughes e Queller, 1993), formigas (Evans, 1993; Gertsch et al.,
1995), thrips (Chapman e Crespi, 1998). Estes “primers” tém possibilitado a



realizacdo de estudos sobre a poliandria, paternidade e genética de

populagdes (Paxton et al., 1999a; Peters et al.,1999; Paxton, 2000).

Choudhary et al. (1993) e Hughes e Queller (1993) verificaram que os
microssatélites sdo marcadores que apresentam altos niveis de
polimorfismo, até mesmo em insetos onde foi observado baixos niveis de
variabilidade utilizando-se outros marcadores, como as aloenzimas. Em um
estudo com a vespa Polistes annularis, por exemplo, seis locos
microssatélites apresentaram uma heterozigosidade de 0,62 ao passo que
33 aloenzimas apresentaram heterozigosidade de 0,035 (Hughes e Queller,
1993). Isso sugere que este tipo de marcador € uma poderosa ferramenta

que pode ser utilizada em estudos de genética de populagdes.

Os primeiros “primers” microssatélites para abelhas foram descritos
por Estoup et al. (1993) e, em 1995, estes “primers” comegaram a ser
utilizados para estudar a estrutura genética de populagbes destes
organismos (Estoup et al., 1995). A partir dai, varios estudos tém sido

realizados utilizando-se esse marcador molecular.

Marcadores microssatélites foram utilizados para analise de
associacgoes filogeograficas entre Bombus terrestris, presente no continente
europeu e B. canariensis e B. maderiensis presentes nas ilhas Canarias e
Madeira, respectivamente, as quais estao localizadas no continente africano
(Widmer et al., 1998). Os dados obtidos com essas analises possibilitaram
diferenciar B. canariensis de B. maderiensis, bem como verificar o grau de

similaridade entre as trés espécies.

Ao se estudar Platythyrea punctata, uma formiga telitoca, utilizando
marcadores microssatélites, Schilder et al. (1999) encontraram baixo indice
de heterozigosidade e pequeno numero de alelos, sendo comum individuos
que compartilhavam o mesmo gendétipo. Os autores ressaltam que isto pode
ser reflexo de seu tipo de reprodugédo, juntamente com efeitos do fundador e
gargalo genético pelos quais passaram as populagdes estudadas.

Marcadores microssatélites foram utilizados para estudar o
comportamento reprodutivo em rainhas da abelha Scaptotrigona postica. Os
gendtipos das operarias analisadas mostravam rainhas acasalando-se uma

Unica vez e, em outros casos, rainhas acasalando-se com até seis machos



diferentes, o que levou o autor a considerar que S. postica € uma abelha
poliandrica facultativa (Paxton, 2000).

Goodisman et al. (2001) utilizaram marcadores microssatélites no
estudo de quatro populagdes introduzidas da vespa Vespula germanica na
Australia. Eles observaram significante diferenciagcao alélica entre as
populagdes e diminuigdo da similaridade genética em uma mesma
populagdo com o aumento da distancia geografica entre as coldnias.

Palmer et al. (2002), utilizando marcadores microssatélites, estudaram
a freqUéncia de cruzamentos das rainhas e origem dos machos em algumas
espécies de abelhas sem ferrdo mexicanas e australianas. Os resultados
obtidos revelaram que todas as espécies analisadas eram monoandricas,
além de demonstrarem dominancia da rainha na produ¢ado dos machos.

Francisco (2002) utilizou “primers” heteroespecificos (construidos
para Scaptotrigona postica e Melipona bicolor) para analisar a diversidade
genética em populagdes de Plebeia remota, uma abelha sem ferrdo. Dos 25
“primers” testados, 12 puderam ser utilizados no calculo da heterozigose e
diferenciacao entre as populacgdes.

Estudos com Bombus hypnorum, utilizando-se marcadores
microssatélites, revelaram que as rainhas analisadas acasalaram-se uma
Unica vez e que, em todas as col6nias onde as operarias tinham papel
reprodutivo, a ovoposicdo das operarias ocorria paralelamente a ovoposi¢ao
da rainha. Entretanto, apesar dos altos niveis de reprodug¢ao das operarias,
a rainha mantinha o controle da razdo sexual (Brown et al., 2003).

Shao et al. (2004) encontraram significante diferenciagdo entre
populagdes de Bombus iginitus do continente e das ilhas asiaticas utilizando
esses marcadores. Os resultados encontrados sugeriram que um recente
gargalo populacional e o isolamento geografico foram as causas da
divergéncia apresentada por essas populagoes.

Lopes (2004) utilizou “primers” heteroespecificos (construidos para
Melipona bicolor) para analisar a estrutura genética de populagcdes de M.
mondury e M. rufiventris e obter a estimativa da variabilidade genética
dessas espécies. Filho (2006), também utilizando  “primers”
heteroespecificos (construidos para M. bicolor), estudou a estrutura genética

de populacdes de M. mondury no estado da Bahia. O alto valor encontrado



de Fst (0,4483) demonstrou uma alta estruturagdo entre as subpopulagbes
analisadas.

Oito “primers” microssatélites foram desenvolvidos para Ceratina
flavipes com o objetivo de obter informagbes sobre a sociabilidade e o
sistema de acasalamento das abelhas do género Ceratina. Esses “primers”
também demonstraram ser uma ferramenta util para analise genética de
espécies congenéricas (do mesmo género) como C. okinawana (Azuma et
al., 2005).

A maior dificuldade no uso de marcadores microssatélites € a
construcao dos “primers”, sendo necessario uma biblioteca gendmica.
Entretanto, como visto em trabalhos anteriores, € possivel a utilizacdo de
“‘primers” heteroespecificos para espécies relacionadas, o que torna a
técnica mais acessivel e menos dispendiosa.

Uma vez que nao existe “primers” microssatélites construidos
especificamente para M. quadrifasciata, no presente trabalho foram
utilizados “primers” construidos para M. bicolor (Peters et al., 1998), com o
objetivo de estudar a variabilidade genética de Melipona quadrifasciata no

estado de Minas Gerais.
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II. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivo geral verificar como o

processo de fragmentacdo florestal afeta a variabilidade genética de

col6nias de Melipona quadrifasciata no Estado de Minas Gerais.

Objetivos especificos:

a) estimar, em algumas amostras de M. quadrifasciata, a variabilidade

genética intra e intercolonial,
b) analisar como as variagdes genéticas se posicionam entre colénias

de M. quadrifasciata coletadas em fragmentos de diferentes

tamanhos.
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1. MATERIAL E METODOS
[ll. 1. Material genético

Foram amostradas operarias adultas de col6nias de M. quadrifasciata
provenientes de fragmentos florestais (mata Atlantica e cerrado) de seis
localidades de Minas Gerais: Materlandia, Rio Vermelho, Cristiano Otoni,
Resende Costa, Januaria e Guaraciaba (Tabela 1 e Figura 1). As abelhas
coletadas foram trazidas para o laboratério vivas ou fixadas em alcool
comum ou em nitrogénio liquido. No laboratério, estas abelhas foram
armazenadas a -80°C até o momento da extragdo do DNA.

As amostras de M. quadrifasciata coletadas na localidade de Januaria
apresentaram bandas amarelas tergais continuas semelhantes ao padrao
morfolégico de M. g. quadrifasciata que ocorre no sul do pais, e nao bandas
interrompidas como é caracteristico para a M. g. anthidioides que ocorre no
resto do estado de Minas Gerais.

Para a realizagdo das analises moleculares, foram utilizados 5
individuos de cada col6nia, sendo 11 coldnias de regides de mata e 11 de

regides de cerrado (Tabela 1).

Tabela 1: Localidade, bioma, area do fragmento e numero de
colénias de Melipona quadrifasciata amostradas.

Localidade Bioma Area do Numero de
fragmento (ha) colbnias
Materlandia Mata 80,82 1
Rio Vermelho 1 Mata 164,97 1
Rio Vermelho 2 Cerrado 53,91 1
Rio Vermelho 3 Mata 18,18 1
Cristiano Otoni 1 Cerrado 114,93 1
Cristiano Otoni 2 Mata 66,98 1
Cristiano Otoni 3 Mata 139,43 1
Cristiano Otoni 4 Mata 139,45 1
Cristiano Otoni 5 Mata 4212 1
Cristiano Otoni 6 Mata 10,26 1
Cristiano Otoni 7 Mata 2,61 1
Resende Costa Mata 5,04 1

12



Tabela 1: continuagao

Localidade Bioma Area do Numero de
fragmento (ha) colbnias
Januaria 1 Cerrado 433,48 1
Januaria 2 Cerrado 42,58 1
Januaria 3 Cerrado 42,58 1
Januaria 4 Cerrado 42,58 1
Januaria 5 Cerrado 42,58 1
Januaria 6 Cerrado 72,23 1
Januaria 7 Cerrado 154,35 1
Januaria 8 Cerrado 42,58 1
Januaria 9 Cerrado 17,37 1
Guaraciaba Mata 80,28 1
Total 22

Legenda:

® Pontos de Coleta
+J Brasil Capitais
[Limites de MG
~——MHidrografia - rios
BIOMA
Il Floresta Amazdnica
I \ata Atlantica
W cerrado

Caatinga

Pantanal Malogrossense

Campos Sulinos
W Corpos d Agua

16"0'0"S

17°0'0"S

19°0'0"S

Base Cartografica:

IBGE. 2003;
o Fundagio SOS Mata Allantica, 2000;
ESRI, 2001, GEOMINAS, 2001

Geoprocessamento:
André Hirsch
Departamento de Zoologia / ICB
Universidade Federal de Minas Gerais

Belo Hori agosto de 2008

Figura 1: Localizagdo geografica das seis localidades onde foram
coletadas amostras de M. quadrifasciata no estado de Minas
Gerais.
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[ll. 2. Extracdo de DNA gendomico

A extragcdo do DNA total das operarias foi realizada conforme o
protocolo recomendado por Waldschmidt et al. (1997). A cabeca e o
mesossoma de cada individuo foram macerados em gral de porcelana
contendo 1 ml de tampao de extracdo gelado constituido de: CTAB 2%
(Hexadecil Trimetil Brometo de Aménio); EDTA (Acido Tetraacético Diamina
Etileno) 20 mM (pH 8,0); NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM (pH 8,0) e 100 pg/mi
de protease. O macerado foi incubado a 65 °C por 30 min. A
desproteinizacao foi feita com 1 volume de cloroférmio por duas vezes. Apos
cada desproteinizagdo o macerado foi centrifugado a 13.000 rpm por 8 min
em centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415C). A precipitacdo do acido
nucléico foi feita com 1 volume de isopropanol seguida de incubagéo a 20°C
por 24 h. O material foi, entdo, submetido a centrifugacéo a 14.000 rpm por
30 min e o precipitado formado foi lavado duas vezes com etanol 70% e
seco a temperatura ambiente. O acido nucléico foi ressuspendido em 100 pl
de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0). Em seguida, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo
0,2 ug/ml de brometo de etidio, para quantificagdo e verificagcdo da

integridade e pureza do DNA extraido.

lll. 3. Amplificacdo das regides microssatélites

A amplificacdo do DNA extraido foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Peters et al. (1998), com modificagées. A mistura
de reacdo de 10 uL consistiu de: 0,1 mM de cada desoxirribonucleosideo
trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,5 uM de cada “primer”; 0,5
unidade de Tag polimerase, tamp&o 1X e 10 ng de DNA total. A mistura foi
incubada em termociclador modelo PTC — 100 (MJ Research). O programa
de amplificacéo consistiu de uma desnaturagao inicial a 94 °‘C por 3 minutos,
seguida de 40 ciclos de desnaturagao a 92° C por 30 segundos, anelamento

com temperatura especifica para cada “primer” por 1 minuto e elongacéao a
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72° C por 30 segundos. Ao final desses ciclos, foi feito um passo extra de
elongacéo a 72° C por 5 min.

Dos 25 pares de “primers” testados (Peters et al., 1998), 12
amplificaram bandas satisfatorias, sendo, por isso, utilizados no presente

trabalho.

[ll. 4. Visualizagao dos produtos PCR

Os produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida ndo desnaturante 8%, e visualizados através de
coloragdo com nitrato de prata 0,2%. A coloragao foi feita conforme o
seguinte protocolo: o gel foi fixado por 10 minutos em fixador 10% de etanol
absoluto e 0,5% de acido acético. Em seguida o gel foi colocado em solugao
de nitrato de prata 0,2% por 10 minutos. Apos esse tempo foi feita uma
lavagem em agua destilada por um minuto e o gel foi submetido a revelagao
em solugéo reveladora 3% NaOH e 0,6 % formol até o aparecimento das
bandas. O revelador foi descartado e foi adicionado o fixador para
interromper a revelagao. Todas as etapas foram feitas sob leve agitagdo. Em

seguida, os géis foram fotodocumentados para analises posteriores.

Ill. 5. Andlises estatisticas

O programa Popgene versao 1.32 (Yeh et al., 1999) foi utilizado
para calcular os seguintes estimadores de diversidade genética: frequéncia
alélica, porcentagem de locos poliméficos (P), numero médio de alelos por
locos (A) e heterozigosidades observada (H,) e esperada (He).

A distancia genética entre pares de coldnias foi calculada utilizando-
se a distancia genética de Nei (Nei, 1972). Em seguida, a matriz de distancia
genética foi submetida a uma analise de agrupamento, utilizando-se o
algoritmo UPGMA e a uma analise de escala multidimensional, pelo
algoritmo de Coordenadas Principais. Essas analises foram realizadas pelo
programa Statistica 5.0 (StatSoft, 1997) .

15



Com o intuito de verificar o grau de diferenciagcao genética entre as
colénias, estas foram reunidas em trés grupos, de acordo com a proximidade
das localidades: grupo 1: uma colénia de Materlandia e trés colonias de Rio
Vermelho; grupo 2: sete colbnias de Cristiano Otoni, uma colénia de
Resende Costa e uma de Guaraciaba; grupo 3: nove colbénias de Januaria, e
foi realizada uma analise de variancia molecular (AMOVA) (Arlequin versao
2.000) (Schneider et al., 2000).
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IV. RESULTADOS

Dos 25 pares de “primers” testados, 12 apresentaram resultados
satisfatérios, em termos de amplificagdo, para Melipona quadrifasciata apds
alteragdes nas temperaturas de anelamento (Tabela 2). Destes, apenas dois
(Mbi 232 e Mbi 305) foram polimorficos (P=16,67%), com uma média de 1,41
alelos/loco. Estes locos apresentaram 5 e 2 alelos, respectivamente, os
quais permitiram a identificagdo de 10 e 2 gendtipos (Tabela 3). Dos 10
gendtipos encontrados para o loco Mbi 232, sete eram compostos por dois
alelos distintos, o que demonstra a presenga de heterozigotos na populacéo.
Por outro lado, néo foi verificada a presenca de individuos heterozigotos
para o loco Mbi 305 e também n&o foi verificada a presenca de alelos
exclusivos em nenhuma das populagdes analisadas. Em uma das colbnias

de Rio Vermelho foi verificada a presenca de 5 alelos.

Tabela 2: Descricdo dos locos microssatélites utilizados, sequéncia dos
“primers”, repeticdo do microssatélite, *Ta: temperatura de
anelamento sugerida por Peters et al. (1998) e **Ta: temperatura
de anelamento utilizada nos experimentos.

Loco Sequéncia (5' — 3) Repeticdo *Ta (C° **Ta (C°)

Mbi28 TTTTATCGCTCCTATCCTCC (TCC)sACC(TCC)3 57,5 57,5
AATCCAACAGGACGGTGT

Mbi32 CTTTATCCGGTGCGTCGAA (GGA)4(GGAGAA)s 57,5 64
GAAGGCATTCCGGGTTGTT

Mbi33  ATCACCTAACTTGGCATCCC TTC(TCC),TCTTCC(TCT), 60 70
GATCAAGGGCCAAGAGGA (TCC)3

Mbi88 GCCGCCGTACGTTCTGA (GAAA),GGAAG(AAAGA), 57,5 64
GCGCTCGAGCAGCGTT (AAGGA),AAAGAAAC(GAG);,

Mbi103 CCCCCACAGTGTAACCAGAAAG (ATT)s 50 60
TTATGGTGATAAACGGCGAAG

Mbi219 GCAGCGAAAGACTAATTTACC (AAT), 57,5 60
GACGTTGGAATGGAAACTC

Mbi221 CATTTCGCCGCTCTCTATCT (AGA),TGGCT(AGA)s 60 62,5
CTTGAATCTTTTGACACAACGTCT

Mbi232 TTTTTCTCTTAAATTTTCTTCT (CTT)13 50 52
CTTACTCGACGACTTTATTT
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Tabela 2: continuagao

Mbi259 CGACGTTAACATTTCGCTA

CTGTTCGACTGTTCTCACTCT
Mbi278 GTTCGTGTTTCGTGGTGAAT
GTTGCGAGAACTCTGACGAT

Mbi305 GATCCGCTGCGCGAGAC
GGACGAGGCTGAGGCATG

Mbi522 CCCTGGACAAATACAAACGTA
GAACAATGCTCTTCTCCGAA

(AGG)(AGA)s(GGA),GAA

(GGA).

CTT(CTC),CTTCTCTGCTTC
C (TCT)sCCTTCG(TCT),

(CAT)3(CAG)(CAT)(CCT)s
(TCT)CTT)2(CCT)(CTC)

(TGC)4,TGT(TGC)3

57,5

60

60

60

66

68

62,5

60,5

Tabela 3: Genotipos observados nos locos microssatélites polimorficos

detectados em M. quadrisfasciata.

Loco Localidades
Materlandia R.Vermelho C.Otoni R.Costa Januaria Guaraciaba

Mbi232 CD AC AC AA AB BB
BE AB AC AC BE

cC BB BB

CD BC BC

CE BE BE

CcC cC

CD CE

DE

Mbi305 BB AA AA AA AA
BB BB BB BB BB
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As Figuras 2 e 3 mostram alguns dos gendtipos encontrados para os

locos analisados.

100

Figura 2: Padrao eletroforético em gel de poliacrilamida 8%
mostrando alguns dos gendtipos do loco Mbi 522
verificados em Melipona quadrifasciata. M: marcador
de peso molecular (em pares de bases).
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Figura 3: Padrao eletroforético em gel de poliacrilamida 8%
mostrando alguns dos gendtipos do loco Mbi 232
verificados em Melipona quadrifasciata. M: marcador
de peso molecular (em pares de bases).

A Tabela 4 evidencia a frequéncia alélica verificada para os locos
polimdrficos, em cada col6nia analisada. Os doze locos microssatélites
analisados mostraram baixos niveis de diversidade genética, conforme
revelado pela média dos valores da heterozigosidade observada (H, =
0,046) e esperada (H. = 0,086).
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Tabela 4: FreqUéncias alélicas e heterozigosidades observada (H,) e esperada (H.) para os locos
microssatélites polimorficos em cada coldnia analisada.

Colbnia Mbi 232 Mbi 305 Ho He
A B C D E A B
Materlandia - - 0,625 0,375 - - 1,000 0,062 0,044
Rio Vermelho1l - - 1,000 - - - 1,00 0,000 0,000
Rio Vermelho?2 0,125 0,250 0,250 0,125 0,250 0,800 0,200 0,083 0,104
Rio Vermelho3 - - 0,800 - 0,200 - 1,000 0,033 0,029
Cristiano Otonil 0,500 - 0,500 - - - 1,000 0,083 0,047
Cristiano Otoni2 - - 0,500 0,500 - - 1,000 0,083 0,046
Cristiano Otoni3 - 1,000 - - - - 1,000 0,000 0,000
Cristiano Otoni4 - 0,500 - - 0,500 - 1,000 0,083 0,047
Cristiano Otoni5 - 1,000 - - - - 1,000 0,000 0,000
Cristiano Otoni6 0,100 0,500 0,400 - - 0,200 0,800 0,083 0,083
Cristiano Otoni7 - - 1,000 - - - 1,000 0,000 0,000
Resende Costa 0,900 - 0,100 - - 0,600 0,400 0,016 0,061
Januarial - - 0,800 - 0,200 1,000 - 0,033 0,029
Januaria2 - - 0,200 0,300 0,500 0,200 0,800 0,083 0,087
Januaria3 - 0,200 - 0,300 0,500 0,400 0,600 0,083 0,101
Januéariad - 0,600 0,400 - - - 1,000 0,000 0,044
Januariab - - 1,000 - - 0,600 0,400 0,000 0,044
Januéariab 0,500 0,500 - - - - 1,000 0,083 0,046
Januaria7 - 0,500 - - 0,500 - 1,000 0,083 0,046
Januéaria8 0,300 0,200 0,500 - - 0,400 0,600 0,083 0,101
Januéaria9 - - 1,000 - - - 1,000 0,000 0,000
Guaraciaba - 0,700 - - 0,300 - 1,000 0,050 0,038
Média 0,046 0,086
(0,161) (0,219)

Entre parénteses sao apresentados os valores de desvio padrao.



A distancia genética variou de 0.003 a 0.090 para as colbnias
coletadas em Rio Vermelho, de 0.0 a 0.087 para aquelas coletadas em
Cristiano Otoni e de 0.007 a 0.147 para as colénias coletadas em Januaria.
Quando todas as colénias foram analisadas em conjunto, a distancia
genética média foi de 0,05 (0,000 a 0,147) (Tabela 5).

A andlise de agrupamento (Figura 4) e a analise de escala
multidimensional (Figura 5) demonstraram a formagdo de apenas dois
grupos. O primeiro agrupou uma coldnia proveniente de Rio Vermelho, duas
colonias de Januaria, e uma de Resende Costa, enquanto o segundo grupo
reuniu as demais coldnias. O valor do stress (S = 0,119, apds 13 iteracdes)
que avalia a relagéo entre a distancia genética e as distancias geradas pelo
grafico de escala multidimensional demonstrou boa adequag¢do dos grupos
formados pelo grafico e as distadncias genéticas, de acordo com a

classificagao proposta por Kruskal (1964).
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O©CONO AR, WN =

1

FkKk

0.012
0.075
0.009
0.018
0.001
0.067
0.046
0.067
0.023
0.012
0.089
0.100
0.023
0.045
0.024
0.044
0.046
0.046
0.027
0.012
0.049

*kkk

0.090
0.003
0.021
0.021
0.087
0.066
0.087
0.030
0.000
0.105
0.092
0.046
0.076
0.031
0.031
0.066
0.066
0.030
0.000
0.069

*kkk

0.077
0.075
0.075
0.090
0.069
0.090
0.041
0.090
0.038
0.021
0.041
0.023
0.070
0.036
0.075
0.069
0.023
0.090
0.072

*kkk

0.016
0.016
0.073
0.043
0.073
0.024
0.003
0.093
0.089
0.027
0.053
0.024
0.035
0.052
0.043
0.025
0.003
0.050

*kkk

0.022
0.066
0.044
0.066
0.022
0.021
0.046
0.108
0.034
0.055
0.027
0.054
0.022
0.044
0.018
0.021
0.048

Tk

0.066
0.044
0.066
0.027
0.021
0.089
0.108
0.020
0.040
0.027
0.054
0.044
0.044
0.031
0.021
0.048

*kkk

0.021
0.000
0.021
0.087
0.115
0.169
0.064
0.057
0.013
0.123
0.021
0.021
0.057
0.087
0.007

Fdkk

0.021
0.022
0.066
0.093
0.137
0.020
0.022
0.018
0.101
0.022
0.000
0.045
0.066
0.003

*kkk

0.021
0.087
0.115
0.169
0.064
0.057
0.013
0.123
0.021
0.021
0.057
0.087
0.007

10

*kkk

0.030
0.059
0.079
0.029
0.031
0.004
0.042
0.018
0.022
0.010
0.030
0.017

11

*kkk

0.105
0.092
0.046
0.076
0.031
0.031
0.066
0.066
0.030
0.000
0.069

12

Fekdk

0.075
0.068
0.059
0.090
0.073
0.051
0.093
0.029
0.105
0.097

13

*kkk

0.083
0.072
0.117
0.017
0.147
0.137
0.044
0.092
0.145

14

*kkk

0.007
0.037
0.059
0.043
0.020
0.029
0.046
0.033

15

*kKkK

0.044
0.067
0.045
0.022
0.032
0.076
0.031

16

*kkk

0.064
0.018
0.018
0.026
0.031
0.011

17

*kkk

0.101
0.101
0.020
0.031
0.105

18

*kKkk

0.022
0.031
0.066
0.016

*kkk

0.045
0.066
0.003

*kkk

0.030
0.045
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*kkk

0.069

*kkk

Tabela 5 — Matriz das distancias genéticas de Nei (1972), obtidas pela analise de 12 locos microssatélites, entre as 22 colbnias de

(44

Melipona quadrifasciata coletadas em Materlandia (1), Rio Vermelho (2 — 4), Cristiano Otoni (5 — 11), Resende Costa
(12), Januaria (13 — 21) e Guaraciaba (22).
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Figura 4: Dendrograma UPGMA ilustrando as distancias genéticas médias,

calculadas a partir de dados dos locos microssatélites analisados,
entre as colbnias de Melipona quadrifasciata.
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Figura 5: Grafico da escala multidimensional (MDS) para as distancias
genéticas entre as 22 coldnias de M. quadrifasciata analisadas,
construido com base nas frequéncias alélicas dos doze locos
microssatélites. S = 0,119, apds 13 iteragcdes. Materlandia (1),
Rio Vermelho (2 — 4), Cristiano Otoni (5 — 11), Resende Costa
(12), Januaria (13 — 21) e Guaraciaba (22).

O resultado da analise de variancia molecular (AMOVA) (Tabela 6)
demonstrou que 42,93% e 5542% da variagdo genética total estéo

distribuidas entre e dentro das colbnias, respectivamente.

Tabela 6: Analise de Variancia Molecular (AMOVA) realizada com base nos
locos microssatélites analisados.

Componentes d.f. Porcentagem de
de variancia variacao
Entre Grupos 2 1,64
Colonias/ 19 42,93
grupos

Dentro das 198 55,42
colénias

P < 0,00000 apés 1023 permutagoes.

24



V. DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente estudo demonstraram que as
coldénias de M. quadrifasciata analisadas sao caracterizadas por uma baixa
variabilidade genética com grau de polimorfismo (P=16,67%) e numero de
alelos/loco (A = 1,41), o que ndo era esperado, uma vez que esses
marcadores moleculares constituem uma classe altamente polimorfica
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Entretanto, na auséncia de “primers”
microssatélites construidos especificamente para M. quadrifasciata, foram
utilizados “primers” heteroespecificos construidos para M. bicolor o que pode
ter contribuido para o baixo nivel de polimorfismo detectado.

Segundo Callen et al. (1993), alelos nulos sdo um dos principais
fatores que leva a um baixo nivel de polimorfismo ou a um déficit de
heterozigotos e, a utilizagdo de “primers” heteroespecificos pode contribuir
para isso (Pépin et al., 1995). Normalmente, os alelos nulos surgem devido a
mutagbes dentro dos sitios de ligagdo dos “primers” impedindo a
amplificacdo de alelos. Como consequéncia, individuos heterozigotos que
possuam um alelo nulo serdo considerados erroneamente como
homozigotos, o que diminui a variabilidade genética observada do organismo
em analise.

A homoplasia de tamanho também é outro fator que pode levar a
uma reducao de polimorfismo. As homoplasias ocorrem quando diferentes
copias de um loco possuem o mesmo tamanho, porém, podem apresentar
sequéncias diferentes (Estoup et al., 2002). Assim, dois alelos (de um
mesmo loco), idénticos em estado (possuem o mesmo tamanho), mas que
apresentam sequéncias diferentes, podem ser considerados como um unico
alelo.

Peters et al. (1998), ao desenvolveram “primers” para Melipona
bicolor, ja haviam detectado que os niveis de polimorfismo para os locos
microssatélites amplificados com “primers” heteroespecificos sdo menores
do que quando se utilizam “primers” homoespecificos. Estes autores
também verificaram que, além da redugao do numero de locos polimorficos

em espécies congenéricas, ocorria a ndao amplificagdo de alguns locos. Em
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M. quadrifasciata, por exemplo, seis locos ndo amplificaram e apenas oito,
dos 19 “primers” polimorficos para M. bicolor, apresentaram polimorfismos.
Em T. clavipes e S. postica, a metade, aproximadamente, dos locos
amplificaram e, destes, apenas trés e quatro locos, respectivamente, foram
polimorficos. Resultados semelhantes foram verificados por Azuma et al.
(2005) ao desenvolverem oito “primers” microssatélites para a abelha
solitaria Ceratina flavipes, todos polimérficos. A efetividade desses “primers”
foi testada com outras trés espécies de Ceratina. Em C. okinawana apenas
um loco ndo amplificou e os e demais foram polimoérficos. Porém nas outras
duas espécies, C. japonica e C. iwati, apenas trés locos produziram
fragmentos do tamanho esperado, sendo apenas um deles polimorfico.
Francisco et al. (2006) também chegaram a mesma conclusdo, ao comparar
dados obtidos a partir de locos microssatélites de trés espécies de abelhas
sem ferrao (P. remota, P. mulata e P. helleri).

Porém, o valor do polimorfismo verificado em M. quadrifasciata,
pode ser considerado muito baixo, mesmo quando se compara com outros
trabalhos que também utilizaram “primers” heteroespecificos. Lopes (2004),
por exemplo, utilizando “primers” construidos para M. bicolor detectou, em
populacdes de M. rufiventris e M. mondury, polimorfismos de 33,33% e
22,2%, respectivamente.

A heterozigosidade média esperada estimada para M.
quadrifasciata também foi baixa em comparagao aquela verificada em outras
espécies de abelhas, com o uso de “primers” especificos (Estoup et al.,
1995; Widmer et al., 1998). Assim, o uso de “primers” desenhados
especificamente para M. quadrifasciata poderia confirmar se a baixa
variabilidade genética detectada nesta espécie é devido a: 1) problemas
técnicos, tais como presenca de alelos nulos, o uso de “primers”
heteroespecificos e homoplasias de tamanho, como mencionado
anteriormente; 2) caracteristicas proprias da espécie, tais como o sistema de
determinacgao sexual haplodipléide dos Hymenoptera ou o tamanho efetivo
das populagdes analisadas ou 3) degradagéo ambiental.

Segundo Graur (1985), o tamanho efetivo da populagéo pode ser o
principal fator determinante da baixa heterozigosidade encontrada nos

himenopteros, com a haplodiploidia, provavelmente, tendo apenas um
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pequeno efeito sobre a diversidade genética. A haplodiploidia leva a um
aumento da selegdo devido a expressdo hemizigota de alelos recessivos
deletérios em machos, aumentando a deriva genética devido ao reduzido
tamanho efetivo da populagado (Pamilo e Crozier, 1981). Segundo Lynch et
al. (1995), populagdes com tamanhos normais costumam apresentar um
grande numero de alelos deletérios em baixas frequéncias. Esses alelos,
quase sempre recessivos, sao mantidos em frequéncias reduzidas pela acéo
da selegdo natural sobre os homozigotos. Entretanto, em populac¢des
pequenas, a fixagcdo desses alelos impede a acao da selegao natural pela
falta de alternativa genética que possa ser selecionada. Assim, a perda da
variabilidade genética € inversamente proporcional ao tamanho efetivo da
populagdo, ou seja, ao numero de individuos que através da reprodugéo
participam na produgdo da proxima geragao (Beiguelman. 1994).

Carvalho-Zilse e Kerr (2006) utilizaram “primers” desenvolvidos para
M. bicolor para amplificar locos de operarias de M. scutellaris e, verificaram
que dos sete locos analisados cinco tiveram valores de heterozigosidade
menores quando comparados aos de M. bicolor. Tal resultado foi explicado
considerando-se que varias rainhas fisogastricas ativas podem estar
presentes, ao mesmo tempo, em uma col6nia de M. bicolor, 0 que aumenta
a variabilidade genética, quando comparada com M. scutellaris, onde a
poliginia nunca foi observada.

O valor de heterozigosidade média destes locos, para M. scutellaris
também foi menor do que o verificado a partir de 10 locos microssatélites em
A. mellifera mellifera (Estoup et al., 1994). O que levou os autores a
sugerirem que, acasalamentos multiplos (poliandria) também tém
implicagdes na variabilidade genética dos himenodpteros, pois em A.
mellifera, a rainha pode cruzar com até 17 machos (Adms et al., 1977),
enquanto em M. scutellaris foi verificado que, em apenas 2% dos casos, a
rainha cruza com mais de 1 macho (Carvalho, 2001).

Estudos baseados em observagdes de zangdes proximos a coldnias
de T. angustula que possuiam rainhas virgens, também sugerem que as
rainhas dessa espécie acasalam-se mais de uma vez (Imperatriz-Fonseca et
al., 1998). Falcao e Contel (1991), analisando a segregacdo de marcadores

bioquimicos em operarias de Plebeia droryana, também sugerem a
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ocorréncia de poliandria ou poliginia nesta espécie, enquanto Paxton (2000)
sugere que as rainhas de Scaptotrigona postica sao poliandricas facultativas,
pois ele identificou casos de rainhas acasalando-se com até seis machos
diferentes. Neste sentido, a detecgao de cinco alelos em uma das col6nias
de Rio Vermelho, no presente estudo, pode ser um indicio de poliandria, ou
seja, de que a rainha pode ter se acasalado com mais de um macho.
Entretanto, uma unica colénia n&o € suficiente para afirmar se rainhas de M.
quadrifasciata podem se acasalar com mais de um macho. Outra
possibilidade para explicar este resultado seria a presenca de operarias de
outras col6nias que, entraram nesta col6nia, em busca de alimento (saque),
préximo do momento da coleta.

A destruicdo de habitats naturais representa uma explicagao
alternativa para os baixos niveis de variabilidade genéticas detectada em M.
quadrifasciata. De fato, atualmente, esta degradacéo tem provocado uma
diminuicdo nas populag¢des de abelhas em todo o mundo (Michener, 2000).
O desmatamento, um dos fatores que tem contribuido para isso, leva a uma
reducdo das areas de florestas e, concomitantemente, a uma diminuicdo das
populagcdes que vivem nesses habitats (Viana e Melo, 1987). Assim,
considerando-se que as colbnias analisadas no presente trabalho foram
coletadas em areas fragmentadas, pode-se sugerir um aumento da
endogamia e, consequente, redugao da diversidade genética devido a
reducao populacional que as mesmas sofreram.

Goropashnaya et al. (2001) também verificaram uma redugédo na
variabilidade de microssatélites em populagdes pequenas e geograficamente
isoladas de Formica cinerea. Esses autores sugeriram, entretanto, que a
reducao € mais evidente em relagdo ao numero de alelos por loco do que os
niveis de heterozigosidade. O reduzido tamanho efetivo da populagéo e a
ocorréncia de um gargalo populacional também foram citados como
possiveis razbes para os baixos niveis de polimorfismo encontrado na
formiga Diacamma indicum (Viginier et al., 2004).

No presente estudo, entretanto, ndo foi possivel verificar uma
relacdo entre o tamanho dos fragmentos amostrados e a variabilidade
genética (numeros de alelos detectados) das diferentes colénias. No maior

fragmento amostrado (433,48ha), por exemplo, foi detectada a presenca de
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apenas dois alelos para o loco Mbi 232 e apenas um alelo para o loco Mbi
305 na colbénia de “Januaria 17, enquanto que, na coldnia “Rio Vermelho 27,
coletada em um fragmento de apenas 53,91ha foi detectada a presenga de
cinco e dois alelos, nos locos Mbi 232 e 305, respectivamente.

Os baixos valores encontrados na matriz de distadncia genética
revelaram alta similaridade entre as colbnias analisadas. Estes resultados
indicam uma alta relagdo genética entre as mesmas e sugere que elas,
possivelmente, compartilharam um mesmo “pool” génico no passado. De um
modo geral, verifica-se que as colbnias que estdo em fragmentos mais
préximos apresentam maior similaridade genética do que coldnias que estao
em fragmentos mais distantes. Entretanto, algumas vezes, até mesmo
colénias muito distantes geograficamente apresentaram alta similaridade
genética, por exemplo, a colonia de “Rio Vermelho 3” e a colénia “Cristiano
Otoni 77, cujo valor de distancia genética foi apenas 0,0033.

O dendrograma (Figura 4) e a analise de escala multidimensional
(Figura 5) corroboram os resultados obtidos na analise da distancia genética,
demonstrando que nao foi possivel agrupar as colénias de acordo com a
localidade de origem das mesmas. Houve apenas a formagcdao de dois
grupos, cada qual contendo colbénias de diferentes localidades.

As analises realizadas, portanto, ndo permitiram a separagao das
colonias de Januaria, as quais possuem um padrdao morfoldégico semelhante
ao de Melipona gquadrifasciata quadrifasciata. O fato de nao terem sido
detectados alelos exclusivos, provavelmente reflexo do uso de “primers”
heteroespecificos, pode ter contribuido para o padrdo de agrupamento
verificado. Contudo, o loco Mbi 232 gerou um gendtipo (DE) que foi
verificado exclusivamente nas colénias de Januaria, demonstrando que
analises futuras, utilizando-se “primers” microssatélites especificos para esta
espécie, poderdo ser uteis na distingdo das duas subespécies, como ja
realizado através de marcadores RAPD (Waldschmidt et al., 2000) e PCR-
RFLP (Moretto e Arias, 2005).

Os resultados obtidos com a analise de varidancia molecular
(AMOVA) mostraram que a maior variacdo encontra-se dentro das coldnias,
0 que demonstra uma grande estruturagdo entre as mesmas. Esta

diferenciagdo genética, entre as col6nias, pode ter sido aumentada pela

29



fragmentacao ambiental, a qual isola colénias em pequenos fragmentos e
diminui o numero de ninhos encontrados em cada localidade. Isso reforca a
importancia de se preservar o maior numero possivel de colénias dessas
abelhas, se possivel em seus ambientes naturais.

Por outro lado, essa diferenciagdo também pode ser resultado dos
poucos locos polimoérficos encontrados, devido a utilizagdo de “primers”
heteroespecificos. Neste caso, devido a alta proporcdo de locos
monomoarficos, a detecgcao de um loco polimérfico em apenas uma coldnia,
ou a detecgcdo do mesmo loco (polimérfico) em coldnias geograficamente
distantes poderia separar e/ou agrupar coldnias, sem refletir a real relagao
genética entre as mesmas. Assim, fica evidente a importancia, para analises
futuras, do desenvolvimento de “primers” especificos para M. quadrifasciata,
bem como a necessidade de se aumentar o numero de colonias e o numero

de locos analisados.
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VI. CONCLUSOES GERAIS

e As colbnias analisadas foram caracterizadas por um baixo nivel de
variabilidade genética, que pode ser consequéncia de uma redugdo
populacional devido a fragmentagdo, ou devido ao uso de “primers”

heteroespecificos.

e Os locos microssatélites analisados ndo conseguiram separar as colénias
de M. quadrifasciata provenientes de Januaria (as quais apresentam um
padrdo de bandas semelhantes ao de Melipona quadrifasciata
quadrifasciata) das demais colbénias de M. quadrifasciata coletadas em

Minas Gerais.

e Os resultados obtidos com a analise de variancia molecular (AMOVA)
mostraram uma grande estruturagdo genética entre as colonias analisadas,
0 que deve ser levado em consideragdo no desenvolvimento de estratégias

que visam a conservacgao desta espécie.

e Andlises futuras, envolvendo um maior numero de coldnias, bem como
“primers” microssatélites especificos, deverao ser realizadas para verificar a
relacdo entre o tamanho dos fragmentos florestais e a variabilidade genética

de M. quadrifasciata.
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