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RESUMO

NOGUEIRA, Juliano. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de 2009.
Variabilidade genética de Melipona capixaba MOURE & CAMARGO,
1994 (Hymenoptera: Apidae), espécie ameagada de extingao:
subsidios para sua conservagao. Orientadora: Mara Garcia Tavares. Co-
orientadores: Lucio Antonio de Oliveira Campos e Tania Maria Fernandes
Salomao.

Melipona capixaba é uma espécie de abelha ameacgada de extingao,
endémica do Estado do Espirito Santo, mais especificamente restrita a
formagdes florestais, em areas montanhosas, de regides proximas ao
municipio de Domingos Martins (Regidao Serrana). O presente estudo teve
como finalidade estimar a variabilidade genética de colénias de M. capixaba.
Para tanto, foram utilizadas amostras de 95 colénias da espécie, oriundas de
oito municipios capixabas. As amostras tiveram seu DNA extraido e submetido
a amplificacao e o produto da PCR foi avaliado por meio de eletroforese em gel
de agarose (1,5%). Um conjunto de dez primers de ISSR foi utilizado nas
analises o que resultou em um total de 118 bandas, das quais 61,02% foram
polimorficas. A diversidade genética de Nei (1973) e o indice de Shannon para
a espécie foram estimados em 0,19 e 0,29, respectivamente. A matriz de
distancia genética apresentou baixas distancias genéticas entre as colbnias
das 23 localidades amostradas e n&o houve relacdo entre as distancias
geograficas e genéticas. As analises de agrupamento (UPGMA), bem como as
projecbes tridimensionais mostraram a existéncia de estruturagdo genética,
porém esta ndo tem relagdo com as distancias geograficas. A AMOVA
demonstrou que a maior parte da variabilidade € devida as variagdes existentes
dentro das proéprias localidades. Utilizando o software STRUCTURE, as
colonias foram organizadas em quatro grupos e 25 subgrupos, diferindo das
analises anteriores, o que possibilitou uma melhor separacdo das amostras.
Esta divisdo em grupos e subgrupos pode servir de ponto de partida para as

estratégias de manejo e conservacgéao.
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ABSTRACT

NOGUEIRA, Juliano. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March of 2009.
Genetic variability of Melipona capixaba MOURE & CAMARGO, 1994
(Hymenoptera: Apidae), threatened of extinction species: subsidies
for your conservation. Adviser: Mara Garcia Tavares. Co-advisers: Lucio
Antonio of Oliveira Campos and Tania Maria Fernandes Salomao.

Melipona capixaba is a type of threatened of extinction bee, endemic of
Espirito Santo State, more specifically restricted to forest formations, in
mountainous areas, in moutainous areas, nearby the municipal district of
Domingos Martins (Mountainous area). The present study had as purpose to
esteem the genetic variability of colonies of M. capixaba. For this, samples of 95
colonies of the species were used, originated from eight municipal capixabas
districts. The samples had their DNA extracted and submitted to the
amplification and the product of PCR was examined by eletroforesis in agarose
gel (1,5%). A group of ten primers of ISSR was used in the analyses what
resulted in a total of 118 bands, from which 61,02% were polymorphics. Nei's
genetic diversity (1973) and the index of Shannon for the species were
evaluated in 0,19 and 0,29, respectively. The matrix of genetic distance
presented low genetic distances among the colonies of the 23 selected places
and there was not relationship among the geographical and genetic distances.
The grouping analyses (UPGMA), as well as the three-dimensional projections
showed the existence of genetic structuring, however this one doesn't have
relationship with the geographical distances. AMOVA demonstrated that most of
the variability is owed to the existent variations inside the places. Using the
software STRUCTURE, the colonies were organized in four groups and 25
subdivisions, differing of the previous analyses, that made possible a better
separation of the samples. This division in groups and subgrupos can serve as

starting point for the handling strategies and conservation.



1. INTRODUGCAO

1.1. As abelhas sem ferrao

Das mais de 115.000 espécies da ordem Hymenoptera conhecidas (La
SALLE & GAULD, 1993), o maior grupo é o Aculeata, que inclui as vespas,
abelhas e formigas. Estima-se que existam mais de quatro mil géneros e 16 mil
espécies de abelhas distribuidas nas diferentes regides do mundo
(MICHENER, 2004).

Entre os diversos grupos de abelhas, a tribo Meliponini, abelhas
indigenas sem ferrdo, caracteriza-se pela presenca de ferrdo vestigial e,
portanto, ineficiente para a defesa. A explicagao para a perda do ferrao neste
grupo de abelhas, provavelmente, esta relacionada ao fato de a coldnia néo
ficar exposta quando as abelhas enxameiam, e a construgdo dos ninhos
ocorrer, geralmente, em lugares bem protegidos (ALONSO, 2001).

Estudos relativos ao comportamento dos meliponineos demonstram que
estas abelhas sdo capazes de defender suas colbnias fechando a entrada do
ninho quando sao atacadas por outros insetos e, mesmo possuindo ferrao
atrofiado, podem atacar os invasores com as mandibulas, enrolando-se nos
pelos, envolvendo-os com geopropolis ou penetrando em orificios dos inimigos
de maior porte (NOGUEIRA NETO, 1997).

Os meliponineos sao todos eussociais. Eles formam grandes coldnias,
compreendendo de 500 a 4.000 adultos no caso da Melipona, ou de 300 a
80.000 no caso da Trigona e géneros relacionados (MICHENER, 1979). Estas
abelhas encontram-se amplamente distribuidas pelas regides tropicais do
planeta (WILLIE, 1979). Ao sul, sua distribuicdo chega até 35°S na Australia e
América do Sul e até 28°S na Africa (MICHENER, 2000). Ao norte, o limite de
sua distribuicdo alcanca o tropico de Cancer. Cerca de 400 espécies,
englobando aproximadamente 50 géneros (VELTHUIS, 1997) foram descritas.
No entanto, esse numero pode estar sendo subestimado devido ao grande
numero de espécies cripticas (MICHENER, 2000). A maior abundéncia e
diversidade dessas abelhas ocorre nos neotrépicos. Nessas areas, a tribo
Meliponini esta representada por cerca de 30 géneros e aproximadamente 300
espécies (WILLIE, 1979; CAMARGO e PEDRO, 1992).
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O género Melipona é o maior em numero de espécies, cerca de 70
(SILVEIRA et al., 2002), apresenta uma distribuicdo geografica exclusivamente
neotropical, abrangendo desde a Argentina até o México (KERR, 1969;
MICHENER, 1979, 1990). No Brasil, o limite ao sul estd no estado do Rio
Grande do Sul, nas proximidades da fronteira com o Uruguai (NOGUEIRA-
NETO, 1997).

A espécie Melipona capixaba (Figura 1) foi descrita por Moure e
Camargo (1995) no Estado do Espirito Santo. Apresenta operarias robustas, de
tamanho relativamente grande, comprimento total aproximado de 10,8 mm,
cabecga e toérax predominantemente castanho-escuros, mesonoto negro muito
liso e brilhante e tergos negros e brilhantes. Localmente ela € conhecida como
‘pé-de-pau”, em referéncia ao fato de os ninhos serem muitas vezes
construidos na base do tronco de arvores, ou também como “urugu-negra”. As
primeiras observagdes de campo sugeriram que as coldnias seriam originarias
da regido amazobnica e que teriam sido transportadas para o estado do Espirito
Santo. Porém, em visitas a apicultores do Espirito Santo, ficou confirmada a
existéncia de colbnias nativas desta nova Melipona (MELO, 1996). Pela forma
da genitalia, especialmente pelas valvas curtas, M. capixaba nitidamente
pertence ao grupo fasciata. Distingue-se facilmente das espécies deste grupo,
exceto de M. boliviana, pelo tegumento do mesonoto muito liso e brilhante. De
M. scutellaris, a espécie mais proxima geograficamente, separa-se nao so pelo
tegumento do mesonoto liso e brilhante (em scutellaris mate e micro-rugoso),
mas também pela pilosidade fusca do mesonoto e pelas faixas pré-marginais
dos tergos metassomaticos quase nulas; em scutellaris, a pilosidade do
mesonoto é fulvo-arruivada, as faixas pré-marginais dos tergos séo largas,
brancas e contrastantes. Entretanto, a presenca de desenhos amarelos no
clipeo e paroculares inferiores em M. scutellaris e M. capixaba sugere uma
relacdo de espécies irmas, sendo, pela estrutura da genitdlia, praticamente
idénticas. (MOURE & CAMARGO, 1994)

A descoberta recente dessa espécie de meliponineo no sudeste
brasileiro foi surpreendente pelo fato de ser uma regido que tem sido estudada
ha bastante tempo e por se tratar de uma abelha relativamente grande. Na
verdade, a distribuicdo muito limitada desta espécie parece ser a responsavel

pelo atraso em sua descoberta. Esta espécie parece ser restrita a formagdes
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florestais, em areas montanhosas, de regides préximas ao municipio de
Domingos Martins — ES (MELO, 1996), atualmente presente no Livro Vermelho
da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo, do Ministério do Meio Ambiente
(2008). A Melipona capixaba possui status de espécie ameagada de extingdo e
esta classificada na categoria “vulneravel”.

Um taxon esta vulneravel quando a melhor das evidéncias disponiveis
indica que ele se enquadra em qualquer um dos seguintes critérios (A a E),
devendo, pois, ser considerado um taxon que enfrenta alto risco de extingao na

natureza:

A. Reducdo no tamanho da populagdo baseada em qualquer dos
seguintes critérios:
1. Uma reducao no tamanho da populagdao observada, estimada, inferida ou
suspeita de 250% durante os ultimos 10 anos ou trés geragdes, qualquer que
seja o mais longo, onde as causas da redugao sejam claramente reversiveis e
entendidas e cessadas, baseada (e especificada) em: a) observagao direta; b)
um indice de abundéancia apropriado para o taxon; c) um declinio na area de
ocupacao, na extensao de ocorréncia e/ou na qualidade do habitat; d) niveis
reais ou potenciais de exploragao; e) efeitos de taxons introduzidos, hibridagao,
patdgenos, competidores ou parasitas.
2. Uma reducdo no tamanho da populacdo observada, estimada, inferida ou
suspeita de 230% durante os proximos 10 anos ou trés geragdes, qualquer que
seja 0 mais longo, onde as causas da redugdo podem nao ter cessado ou
podem ndo ser entendidas ou podem n&o ser reversiveis, baseada (e
especificada) em qualquer um itens (a) a (e) de A1 acima.
3. Uma reducado no tamanho da populacdo de =30%, projetada ou suspeita
para os proximos 10 anos ou trés geragdes, qualquer que seja o mais longo,
baseada (e especificada) em qualquer um itens (b) a (e) de 12 (acima).
4. Uma redugao no tamanho da populagao observada, inferida, estimada ou
suspeita de 230% durante 10 anos ou trés geragdes, qualquer que seja 0 mais
longo (até um maximo de 100 anos no futuro), onde o periodo de tempo deve
incluir tanto o passado como o futuro, e onde a redu¢ao ou suas causas podem
nao ter cessado ou podem nao ser entendidas ou podem nao ser reversiveis,

baseada (e especificada) em qualquer dos itens (a) a (e) de A1 acima.
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B. Distribuicdo geografica na forma de B1 (extensao de ocorréncia) ou
B2 (area de ocupacgao) ou ambas:
1. Extensédo de ocorréncia estimada em menos de 20.000 km? e estimativas
indicando, pelo menos, dois itens de a-c:
a) Severamente fragmentada ou conhecida em n&o mais que dez localidades;
b) Declinio continuo observado, inferido ou projetado em: i) extensdo de
ocorréncia; ii) area de ocupacéo; iii) area, extensédo e/ou qualidade do habitat;
iv) numero de localidades ou subpopulagdes; v) numero de individuos
maduros; c) Flutuagdes extremas em: extensdo de ocorréncia; area de
ocupacgao; numero de localidades ou subpopulagbes e numero de individuos
maduros;
2. Area de ocupacdo estimada em menos de 2.000 km? e estimativas que
indiquem, pelo menos, dois itens de a-c:
a) Severamente fragmentada ou conhecido em n&o mais que dez localidades.
b) Declinio continuo observado, inferido ou projetado em: i) extensdo de
ocorréncia; ii) area de ocupacgéo; iii) area, extensado e/ou qualidade do habitat;
iv) numero de localidades ou subpopulagdes; v) numero de individuos
maduros;
c) Flutuacdes extremas em extenséo de ocorréncia; area de ocupagao; numero

de localidades ou subpopulacdées e numero de individuos maduros.

C. Tamanho da populagcdo estimado em menos de 10.000 individuos
maduros e:
1. Um declinio continuo estimado em pelo menos 10% no periodo de cinco
anos ou de duas geragdes, qualquer que seja 0 mais longo (até um maximo de
100 anos no futuro); ou
2. Um declinio continuo observado, projetado ou inferido no numero de
individuos maduros e pelo menos um dos seguintes:
a) Estrutura da populagdo numa das formas seguintes:
i) estima-se que nenhuma subpopulagdo contém mais de 1.000 individuos
maduros; ou
ii) todos os individuos maduros estdo em uma unica subpopulagéo.

b) Flutuacbes extremas no numero de individuos maduros.



D. Populagao muito pequena ou restrita, numa das seguintes formas:

1. Estimada em menos de 1.000 individuos maduros.

2. Populagdo com area de ocupagao (tipicamente menos de 20 km?) ou numero
de localidades (tipicamente cinco ou menos) de modo que ela esteja sujeita
aos efeitos de atividade humana ou eventos estocasticos em periodo de tempo
muito curto em futuro incerto e é portanto capaz de se tornar Criticamente em

Perigo ou até Extinta em um periodo curto de tempo.

E. Analise quantitativa mostrando que a probabilidade de extingdo na natureza

€ de, pelo menos, 10% em 100 anos.

A Melipona capixaba ou urugu-negra, assim como as demais abelhas da
subtribo Meliponini, € uma espécie social, cujas coldnias sao constituidas por
duas castas femininas (a rainha e as operarias) e pelos machos (zangoes).
Suas colbnias sao permanentes, coletando alimento em excesso durante
periodos de abundancia, e armazenando-o, na forma de mel e sabura (polen
processado), para consumo em periodos de escassez. Os ninhos séao
construidos em ocos de arvore e sao constituidos por potes (para
armazenamento de alimento), favos de cria (onde os ovos sdo postos e as
larvas se desenvolvem) e pelo involucro, um conjunto de laminas que prové
isolamento térmico a cria em desenvolvimento. Todas essas estruturas sao
construidas com cerume, uma mistura de cera produzida pelas abelhas com
resinas que coletam em plantas. O ninho € isolado do ambiente externo e de
porcdes nao utilizadas do oco onde foi construido pelo batume, que sao
paredes rigidas e porosas construidas com geopropolis (resinas vegetais
misturadas com barro). Diferentemente do que acontece na abelha melifera
(Apis mellifera, também chamada abelha europa, do reino ou africanizada), a
rainha da urugu-negra e de outros meliponineos, apds iniciar seu trabalho de
postura de ovos, nunca mais volta a voar e, por isto, suas colénias ndo podem
abandonar os ninhos em caso de falta de alimento, ataque de inimigos
naturais, incluindo predacdo pelo homem, ou devido a outras pressdes
ambientais. As colonias desta espécie sado populosas, com alguns milhares de
operarias. A espécie € criada em caixas rusticas por moradores locais, para

extragdo de mel. Ha informacgdes de que cada colbnia pode produzir mais de
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10 litros de mel por ano (Melo, 1996). Melipona capixaba ocorre apenas na
Mata Atléntica do Espirito Santo, sempre em altitudes elevadas (chegando a
mais de 1.000 m de altitude). Ela é morfologicamente muito semelhante a M.
scutellaris, uma espécie com distribuicdo na Mata Atlantica da regidao Nordeste,
incluindo as florestas imidas do interior da Bahia e de Pernambuco. E possivel
que elas sejam espécies-irmas. Ha evidéncias de hibridizagdo quando colbnias
das duas espécies sao mantidas juntas (NASCIMENTO et al., 2000).

O intenso desmatamento na regido € a principal fonte de ameacga,
impactando a espécie das seguintes formas: a) pela redugao e fragmentacao
das florestas, com o isolamento de populagdes pequenas; b) pela eliminagao
dos substratos para nidificagdo, o que impede a reprodugao das colbnias em
sua area de distribuicdo; e c) pela eliminagcdo das fontes de alimento para a
espécie, impedindo que colbnias remanescentes sobrevivam. Além disto, como
as demais espécies de seu género, a urugu-negra produz e armazena
quantidades razoaveis de mel que é muito apreciado pelos habitantes locais.
Isto a torna alvo da exploracdo predatéria, quando seus ninhos sédo abertos e
deixados, apds a extracdo do mel, expostos a acao das intempéries e de
inimigos naturais. Os ninhos sao, também, transferidos para caixas que séo
levadas para meliponarios, diminuindo as populagbes naturais nos
remanescentes florestais. Cabe ressaltar que, além dos problemas
normalmente associados a diminuicdo da variabilidade genética de pequenas
populagdes isoladas de outros organismos, as abelhas parecem sofrer, ainda,
de um problema especial. A redugdo da variabilidade genética de suas
populagdes leva ao aumento da taxa de homozigose em locos génicos
responsaveis pela determinacao do sexo dos individuos. Isto leva a que ovos
dipldides, que normalmente originam fémeas, produzam também machos. O
nascimento de machos dipldides faz com que as operarias eliminem a rainha, o
que pode levar ao enfraquecimento das colbnias e, eventualmente, a sua

morte.



Figura 1 — A e B: Melipona capixaba (Moura & Camargo, 1994) e C: ninho
de Melipona capixaba em um tronco de arvore. Fonte: Fotos de
Helder Resende.

1.2. A importancia das abelhas

As abelhas sao importantissimas para o homem e para o meio ambiente,
tanto pelos produtos de valor comercial fornecidos (mel, prépolis, cera e geléia
real) quanto pelo aumento da producdo de frutos e sementes de diversos
vegetais de interesse agroflorestal pela polinizagcdo. Um terco da produgao
agricola depende da polinizagao entomdfila, sendo as abelhas responsaveis
por 38% da polinizagao das plantas floriferas (KERR et al., 2001).

Heard (1999) identificou aproximadamente 90 espécies de plantas
cultivadas polinizadas pelas abelhas da tribo Meliponini. Além disso, nos
ecossistemas naturais, estas abelhas desempenham papel importante na
manutencdo das comunidades de plantas e animais, por serem eficientes
polinizadores de muitas espécies de angiospermas, que, por sua vez, Sao
responsaveis pela producdo de alimentos utilizados por aves e mamiferos
(JANZEN, 1980; WIESE, 1985; FREE, 1993).

Apesar da importancia das abelhas em diferentes ecossistemas, as

mudangas causadas por atividades antropicas tém promovido alteragbes nas
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condi¢des do seu habitat, comprometendo a diversidade devido a destrui¢ao de
locais usados para nidificagao, reducado na disponibilidade dos recursos tréficos
e eliminagdo de colénias naturais (O'TOOLE, 1993; KERR et al., 1996;
MATHESON et al.,1996).

Os meliponineos sdo muito frageis quando expostos a destruicdo de
seus habitats, pelo fato de a maioria das espécies nidificar em ocos de arvores
que vém sendo intensamente derrubadas. Estes insetos também sdo muito
suscetiveis a reducdo do tamanho populacional, no sentido de que processos
endogamicos podem levar a consequéncias danosas, como o aumento na
producao de machos dipléides (KERR et al., 1996).

De acordo com Brown & Albrecht (2001), os meliponineos apresentam
grande susceptibilidade aos desmatamentos. Estes autores investigaram a
quantidade de espécies do género Melipona em areas com variados graus de
desmatamentos na Amazobnia, sugerindo que estas abelhas podem ser
utilizadas como bioindicadores. A alta sensibilidade destes insetos & devida,
entre outros fatores, a presenca de um abdémen desenvolvido nas rainhas
fecundadas, impossibilitando-as de voar. Assim, as rainhas ndo conseguem
fugir de areas com alguma perturbagdo, como desmatamentos ou queimadas.
Além disso, o uso excessivo de defensivos agricolas também tem contribuido
para a extingdo de espécies em muitos locais, uma vez que estes produtos séo
letais para elas. Nas espécies que nidificam subterraneamente, soma-se a
destruicdo do solo pela aragem a preparagdo para ocupagao agricola e
atividade pecuaria. Finalmente, as abelhas sofrem com a intensa extragcao do
mel por meleiros (KERR et al., 2001; CASTRO, 2005). Neste processo, os
ninhos sao abandonados depois de o mel ter sido colhido e acabam sofrendo
ataques de formigas ou outros animais.

Segundo o Ipema — Instituto de Pesquisas da Mata Atlantica, o Espirito
Santo, estado de ocorréncia da M. capixaba, é prioridade mundial na
conservagao da biodiversidade, pois registra um dos maiores indices de
endemismo e de riqueza biologica do planeta. Algumas das plantas e animais
mais raros do mundo encontram abrigo na pequena area que sobrou da Mata
Atlantica (restam hoje apenas cerca de 7% da cobertura vegetal original). Um
quinto das espécies de animais e plantas do Espirito Santo estdo ameacgadas

de extingdo. A extingcdo das espécies reflete de forma irrefutavel o estado
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avancado de degradacdo ambiental no Espirito Santo e, consequentemente, a
queda da qualidade e quantidade de recursos essenciais a sobrevivéncia das

especies.

1.3. Marcadores Moleculares

Os primeiros trabalhos realizados sobre genética de populagdes eram
baseados em polimorfismos de caracteres morfoldégicos, com observacao da
segregacao de fendtipos. Posteriormente, as técnicas envolvendo os
marcadores moleculares ou marcadores de DNA foram tomando espaco nas
publicagdes sobre genética populacional. Isto ocorreu porque o DNA pode ser
extraido de qualquer organismo, mesmo preservado em condi¢cdes precarias
(DOWLING et al., 1996; PARKER et al., 1998).

Adicionalmente, com o desenvolvimento da reagdo em cadeia da enzima
polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR), que permite a amplificagcéo in
vitro de acidos nucléicos, foram resolvidos os problemas relacionados a
quantidade de DNA a ser utilizada nas reacdes em laboratério, o que favoreceu
a aplicacdo e disseminacdo das técnicas com marcadores moleculares
baseadas em PCR.

Existe um grande numero de técnicas para a detec¢gao de marcadores
moleculares, podendo ser empregadas em diversos estudos, tais como o
melhoramento genético de plantas, estudos de variabilidade genética em
populagdes controladas e naturais, analise filogenética, analise filogeografica e
teste de paternidade (NAGAOKA e OGIHARA, 1997; ARCADE et al.; 2000;
BUTCHER et al., 2000; KUMAR et al., 2001; RIZZA et al., 2007; LOPEZ-URIBE
et al., 2007).

A metodologia dos marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)
foi desenvolvida por Zietjiewicz et al. (1994). As amostras de DNA utilizadas
neste estudo foram extraidas de células sanguineas e de amostras de tecidos
de mamiferos de diversas ordens (Primatas, Scadentia, Chiroptera, Insetivora,
Lagomorpha), de Aves, Peixes e Répteis. As Plantas foram representadas por
soja, arroz, tomate e arabidopsis. Também foi utilizado amostras de DNA

bacteriano (Escherichia. coli). As amostras foram submetidas a amplificagcao
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utiizando-se os primers (CA)sRG, (CA)sRY, (CA);RTCY, BDB(CA);C,
DBDA(CA)7, VHVG(TG);T (R representa uma purina, Y uma pirimidina, B para
uma base n&o-A, D para ndo-C, H para ndo-G e V para n&o-T). A analise dos
produtos das amplificacdes revelou a consisténcia na diferenciacdo do padrao
de bandas apresentado por cada grupo amostrado, o que indicou sua
aplicabilidade em analises genéticas.

A técnica utiliza sequéncias microssatélites ou SSRs, as chamadas
Simple Sequence Repeats (sequéncias simples repetidas), como primers para
amplificagdo das regides entre as sequéncias microssatélites. Os
microssatélites sdo sequéncias pequenas de nucleotideos (1 a 6 bases)
repetidas em tandem. Essas sequéncias simples sdo bastante frequentes e
distribuidas ao acaso no genoma dos eucariotas.

A técnica de ISSR consiste na amplificacdo da regido que flanqueia a
regides microssatélites. Os primers ISSR sao sequéncias microssatélites que
possuem geralmente de 16 a 25 pb de comprimento ndo ancorados (GUPTA et
al., 1994) ou ancorados na extremidade 5’ ou 3’ por dois ou trés nucleotideos
(WOLFE, 2005). Por exemplo, os primers (CA)sRY e (CA)sRG, em que R é
uma purina e Y uma pirimidina, tém como alvo 0 mesmo numero de repeticdes
(oito repeticdes CA). No entanto, diferem no final, com um dinucleotideo
parcialmente degenerado. Esses segmentos nao repetidos no final do primer
podem variar, possuindo diferentes alvos de repeticoes CA, com diferentes
localizagbes no genoma (ZIETJIEWCZ et al., 1994).

O produto da reagdo de PCR-ISSR sado sequéncias de diferentes
tamanhos localizadas entre duas regides repetidas de microssatélite idénticas,
orientadas em dire¢des opostas. Assim, o marcador identificado pela técnica do
ISSR é considerado um marcador semiarbitrario.

A analise de ISSR é tecnicamente simples em comparagao com outros
tipos de marcadores. Os marcadores ISSR, entretanto, sdo dominantes,
fazendo com que ao se observar uma banda ISSR no gel, ndo seja possivel
distinguir se aquele segmento de DNA se originou a partir de uma ou de duas
copias da sequéncia amplificada. A metodologia de ISSR proporciona alta
reprodutibilidade dos resultados e detecta abundante polimorfismo em muitos
sistemas (LIU & WENDEL, 2001) e, apesar de sua dominancia (ZIETJIEWICZ

et al., 1994), tem provado ser util em estudos de genética de populagdes
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(WOLFE & LISTON, 1998; KUMAR et al., 2001; BORBA et al., 2005; ACETO
et al., 2005; PAPLAUSKIENE et al., 2006; SLOTTA & PORTER, 2006;
SOUZA et al. 2008).

1.4. Marcadores moleculares e estudos populacionais de

Hymenoptera

O estudo da variabilidade genética, essencial para o controle e
preservacao das populacdes de abelhas indigenas, pode ser realizado com a
utilizacdo de técnicas que proporcionem uma visdo mais ampla de suas
caracteristicas genotipicas.

Sdo muitos os estudos moleculares realizados com abelhas que
garantem a viabilidade das pesquisas com diversos marcadores moleculares
para o maior conhecimento da estrutura e condicdo das populacdes naturais
(SEGURA, 2000; WALDSCHIMIDT et al., 2000; BERESOVSKAYA et al., 2002;
JENSEN et al., 2005; LOPEZ-URIBE & DEL LAMA, 2007; STUCHI et al.,
2008).

Abot et al. (2001) avaliaram a possibilidade de detecc¢ao de variagéo por
meio dos marcadores ISSR em quatro espécies de invertebrados:
Acyrthosiphon pisum e Pemphigus obesinymphae (duas espécies de afidios
partenogénicos), Aedes aegypti (mosquito transmissor da dengue e da febre
amarela urbana) e Philodina (um rotifero assexuado). Os primers utilizados
apresentaram um numero distinto de bandas e percentual de bandas
polimérficas para cada espécie. Além disso, foi possivel observar a subdivisao
das populagdes. Estes resultados comprovam a eficacia de utilizacdo da
técnica de ISSR em estudos de espécies animais.

Borba et al. (2004) realizaram estudos no sentido de mensurar o nivel de
diferenciagao genética de linhagens de Trichogramma, mediante o emprego da
técnica de ISSR. Cinco linhagens foram estudadas: trés da espécie T.
pretiosum, uma da espécie T. atopovirilia € uma da espécie T. bruni. Os 11
primers utilizados geraram 172 bandas polimérficas. A similaridade genética
variou de 19-96%, permitindo concluir que a técnica ISSR é eficiente na

identificacao de polimorfismo de DNA em Trichogramma.
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Estudos utilizando ISSR em abelhas, entretanto, sdo raros.
Beresovskaya et al. (2002) realizaram um estudo para avaliar a possibilidade
do uso de ISSR na obtencdo de marcadores espécie-especificos para o género
Bombus. Cinco espécies (B. sylvarum, B. pascuorum B. lapidarus, B. terrestris
e B. hortum) foram analisadas e a variabilidade genética entre elas foi
estimada. Para as variagdes intra-especificas, 73% a 100% das marcas foram
invariaveis, sendo o nivel de variagao diferente entre as espécies. Marcadores
espécie-especificos foram detectados quando foram utilizados os primers ISSR
(GTG)7 A e (AGC)s. Os resultados obtidos mostraram que os marcadores ISSR
podem ser uteis para auxiliar na resolugdo de problemas relacionados a
classificagado taxondmica existente neste género.

O método de ISSR, utilizado por Paplauskiené et al. (2006) para
investigar polimorfismo entre duas subespécies de Apis melifera, também foi
eficiente na detecgcao da diversidade genética entre A. melifera carnica e A.
melifera caucasica. Os primers utilizados evidenciaram marcadores especificos
para cada subespécie, revelando diversidade entre as mesmas.

Nascimento (2008) utilizou a técnica de ISSR para estimar a
variabilidade genética entre amostras de Melipona quadrifasciata de faixas
continuas e interrompidas, de dez localidades do Estado de Minas Gerais. Os
dados obtidos demonstraram uma alta estruturacdo populacional entre as
amostras analisadas, sugerindo que a espécie nao se distribui de forma
continua pela area analisada e que a ocorréncia de fluxo génico entre os
individuos de diferentes localidades € baixa ou inexistente, isso devido a
fragmentacdo das areas de floresta e também pela distancia entre as
localidades amostradas superior ao raio de voo dos meliponineos.

Dias (2008) estudou as relagdes genéticas, utilizando a técnica de ISSR,
entre amostras de M. mondury, M. rufiventis, ambas associadas a Mata
Atlantica, e uma terceira espécie, no trabalho, denominada Melipona sp, de
Cerrado. M. rufiventris e M. mondury sdo espécies geneticamente similares e
conhecidas popularmente como urucu amarela. Foram utilizadas 79 colénias,
oriundas de 10 localidades do Estado de Minas Gerais. As analises revelaram

a formacgéao de trés grupos distintos, relativos as espécies amostradas.
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1.5. Conservacao e manejo de populagoes naturais.

A conservagdo e o manejo de populagbes naturais implicam a
participacdo humana nos processos de protecédo e utilizacdo responsavel dos
recursos naturais disponiveis nas areas de abrangéncia das mesmas. A Mata
Atlantica, habitat original da Melipona capixaba, abriga inUmeras espécies
globalmente importantes, em virtude do grau de ameacga que sofrem suas
populacdes e por serem endémicas ao bioma. Como ocorre em outras partes
do mundo, tais caracteristicas conferem a essas espécies um papel
fundamental na conservagdo dos ecossistemas a que pertencem
(VALLADARES-PADUA et al., 2003). Elas podem ser usadas como espécies
indicadoras e simbolos de alerta para a necessidade de conservagao regional e
como ponto focal para programas de conscientizagdo publica e de educacéo,
permitindo um importante complemento nos esfor¢cos de conservacao no Pais.

Melipona capixaba pode ser relacionada como uma das espécies
bandeira (MITTERMEIER et al., 1999), podendo ser utilizada como simbolo
para a conservacido de seu bioma de ocorréncia, principalmente em nivel
regional. Atualmente, as espécies bandeira e as outras espécies ameacadas
de extingdo sao utilizadas como indicadores para o monitoramento do estado
da biodiversidade e para a identificacéo de estratégias de conservagao in situ.

Pinto et al. (2006) argumentam que qualquer iniciativa para definicao de
estratégias de manejo de espécies ameacadas e endémicas passa,
necessariamente, pela avaliacdo da quantidade e qualidade da informacéao
disponivel sobre a espécie. Para algumas das espécies ameagadas da Mata
Atlantica, o conhecimento cientifico existente permite indicar medidas
necessarias para maximizar as chances de persisténcia local e regional
(exemplo: o mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia). No entanto, para uma
série de outras espécies ameacgadas, embora tenham sido alvo de constantes e
bem qualificadas pesquisas cientificas, o conjunto de conhecimentos
permanece disperso entre os diversos pesquisadores e instituicbes envolvidas.
A sistematizacdo e a disponibilizacdo dessas informagdes podem auxiliar no
desenho de planos de manejo adequados a cada situagéo, bem como indicar
que tipo de informacdo ainda é necessario. O cruzamento dos dados de

diferentes trabalhos em diversas linhas de pesquisa também serviria para
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identificar as areas “insubstituiveis”, isto &, areas de grande importancia para
que metas de conservagao sejam alcangadas.

Ressaltam ainda que, as estratégias orientadas para a conservagao da
biodiversidade em todo o mundo tém enfatizado a necessidade de criacdo de
unidades de conservagdo como o principal mecanismo para preservar
amostras significativas de espagos naturais. Embora a maioria das unidades de
conservagao contribua para a preservacdo de uma fragdo significativa da
diversidade biologica de regides como a Mata Atlantica, o conhecimento
cientifico acumulado no ramo da biologia da conservacéo tem indicado que séo
necessarias agbes para conservagcao em escalas espaciais ainda mais
abrangentes para manutencdo dos processos ecoldgicos e evolutivos (SOULE
et al., 1979; FORMAN, 1995; WEINZ, 1996; SANDERSON et al.,, 2003;
FONSECA et al., 2004).

A partir da década de 1990, o reconhecimento da pressido crescente
sobre os remanescentes nativos e a nogao de que as unidades de conservagcao
nao irdo desempenhar a contento o seu papel se terminarem isoladas em
paisagens degradadas levaram a constatagdo da necessidade de uma nova
estratégia para a conservacgao da biodiversidade no Brasil e em outras regides
em todo o mundo.

De maneira geral, a discussdo sobre o efeito da fragmentagdo de
habitats e a persisténcia de espécies ameacgadas € focada no paradigma das
metapopulagdes: com a diminuicdo dos fragmentos e o aumento do seu
isolamento, as chances de extingado local aumentam e as possibilidades de
recolonizagdo diminuem (HANSKI, 1997). Estudos com espécies ameagadas
da Mata Atlantica, como o mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia) e a
preguica-de-coleira (Bradypus torquatus), tém demonstrado a perda da
variabilidade genética e a situagao critica de suas populagdes remanescentes
(ver GRATIVOL, 2004; LARA-RUIZ, 2004). Portanto, estratégias que
promovam o aumento da conectividade funcional podem ser fundamentais
para: i) a manutengao do fluxo genético, recompondo a variabilidade genética
erodida por endogamia e deriva genética (LACY, 1993; BALLOU, 1997), e ii)
aumento do tamanho efetivo das populagdes naturais, mantendo populagdes
minimas viaveis na area e reduzindo as chances de extingbes regionais
(GILPIN & SOULE, 1986; SOULE, 1987; LACY, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Este trabalho tem como objetivo geral o estudo da variabilidade

genética de Melipona capixaba, espécie endémica da regido central do Estado

Espirito Santo.

2.2. Objetivos especificos

e Estimar o nivel de variabilidade genética de Melipona capixaba

entre e dentro das localidades amostradas;

e Verificar se as populagdes estdo geneticamente estruturadas;

e Analisar a influéncia da distribuicdo geografica restrita sobre a

variagao genética em M. capixaba; e

e Propor metodologias para a preservagao desta espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Operarias adultas de 95 colénias de Melipona capixaba foram coletadas
em 23 localidades, pertencentes a oito municipios do Estado do Espirito Santo
(Figura 2). A Tabela 1 apresenta os municipios, localidades e numeros de
colénias amostradas.

As abelhas foram armazenadas em &lcool e acondicionadas em ultra-
freezer a -80°C até o momento da extracdo do DNA. O trabalho foi
desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa, de julho de 2007 a

novembro de 2008.

Figura 2 — Distribuicdo geografica das 23 localidades onde foram coletadas as amostras de
Melipona capixaba analisadas no presente estudo.
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Tabela 1 — Municipio, localidade, coordenadas geograficas e numeros de colbénias de
M. capixaba amostradas

Coordenadas geograficas

Mu[m_:lplo Localidade (c6digo) N® de
(codigo) amostras
Latitude (S) | Longitude (W)
Alfredo Chaves M?tilde (MTD) . -20° 32'56,4"  -40° 48' 03,6" 3
(AL) Sao Roque de Maravilha (SRM)  -20° 33'25,2"  -40° 51'43,2" 1
Sé&o Bento de Urania (SBU) -20° 30'21,6"  -40° 53' 09,6" 9
Castelinho (CST) -20° 30'57,6"  -40°59'13,2" 4
Vargem Alta Vila Maria (VLM) -20° 32'13,2"  -40° 59' 34,8" 6
(VA) Taquarugu (TGU) -20° 33'54,0"  -40°59'13,2" 3
Sé&o Bras de Maravilha (SBM) -20°34'19,2"  -40°57'10,8" 1
Ardisson (ARD) -20° 33'57,6"  -41°00' 36,0" 1
Venda Novado Alto Caxixe (ALC) -20° 26'42,0"  -41°04'19,2" 11
Imigrante (VN)  Venda Nova do Imigrante (VNI) ~ -20° 18'57,6"  -41° 07' 55,2" 4
Braco do Sul (BRS) -20° 28'40,8"  -41°03'50,4" 4
Pedra Azul (PDA) -20° 24'50,4"  -41°02'20,4" 4
) Portal Pedra Azul (PPA) -20° 23'34,8"  -41°01'40,8" 2
Domingos S&o Paulo do Aracé (SPA) 120°26'13,2"  -41° 01' 22,8" 5
Martins (DM) ; ,
Alto Jucu (AJC) -20° 18'36,0"  -41°01'48,0" 3
Laginha (LGA) -20°15'07,2"  -41°03'32,4" 13
Tujuco Preto (TJP) -20° 14'34,8"  -40° 54' 57,6" 4
(AAf‘;r)‘SO Claudio At Guandu (AGU) 20° 14' 456" -41° 04' 48,0" 3
M?):;hoal(w) Victor Hugo (VTH) -20° 24'57,6"  -40° 54' 25,2" 3
Santa Teresa Séo Pedro (SPD) -19° 57'10,8"  -40° 36' 21,6" 2
(ST) Santa Teresa (STR) -19° 56' 27,6"  -40° 35' 20,4" 1
Conceigéo do Ribeirdo do Meio (RBM) -20° 16' 19,2"  -41°16' 15,6" 5
Castelo (CC) Conceigdo do Castelo (COC) -20° 21'46,8"  -41°14'42,0" 3

3.2. Caracteristicas ambientais da regiao de estudo

A regido de ocorréncia da Melipona capixaba estudada (266.100 ha) é

acidentada e chuvosa, (Figura 3), com temperatura média dos meses mais frios

variando entre 7,3 a 9,4 °C e as médias dos meses mais quentes variando

entre 25,3° e 27,8° C. Nesta regido predominam os Latossolos - solos

profundos e bem drenados. Esta situada entre altitudes superiores a 800

metros, com atividades agricolas a uma altitude inferior a 1.200 metros.

A cobertura vegetal original dos municipios observados apresentava, em

sua maioria, formacoes florestais. Os municipios de Afonso Claudio, Conceigao

do Castelo e Venda Nova do Imigrante eram totalmente cobertos por Floresta
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Ombrdfila Densa. Os municipios de Alfredo Chaves, Domingos Martins,
Marechal Floriano e Santa Teresa apresentavam cobertura vegetal que
alternava areas de Floresta Ombrofila Densa com areas de Floresta Ombrdéfila
Aberta, enquanto os municipios de Castelo e Vargem Alta apresentavam areas
de Floresta Ombroéfila Densa e areas de Floresta Estacional Semidecidual.
Desta forma, observa-se a presenga de grandes formagdes vegetais originais
comuns a areas bastante umidas e submetidas a regimes homogéneos quanto
a distribuicdo de chuvas.

Atualmente, estima-se que nos municipios observados preservou-se
aproximadamente 38% da cobertura vegetal original. Em termos absolutos,
Domingos Martins apresenta a maior superficie de remanescentes florestais:
53.018 ha. E seguido por Alfredo Chaves (25.193 ha), Vargem Alta (17.558 ha),
Afonso Claudio (17.219 ha), Marechal Floriano (15.195 ha), Concei¢do do
Castelo (10.654 ha), Santa Teresa (23.743 ha) e Venda Nova do Imigrante
(6.272 ha) (EMCAPA/NEPUT, 1999).

AT .- SANTA MARIA
ifa 4% AFONQE‘) CLAUDIe‘u 'DE JE]"B
E BQAS i SERRA—
¢ fi Legenda:
VIT RIAY
DOMINGOS/M B3NS CR[AUCA Zonat || Torrasfiss, acidsntadas o chuvasas
e s .
Zonaz- Terras de temperaturas amenas, acidentadas e chuvosas
dARECHAL Zonad | | Terras ds temperaturas amenas, acidsnt

MUNIZ FREIRE

// \\" - Zonad - Terras quentes, acidentadas e chuvosas
& Zona§ Terras quentes, acidentadas e transigdo chuvosa/seca
7 J% & - A, i Zona 6 - Terras quentes, acidentadas e secas

WARGEM ALTA - ZonaT - Terras quentes, planas e chuvosas

CACHOEIROIDERS : y Zona 9 Terras quentes, planas g 58cas
?‘. [TAREMIRIM y ‘ = scddoca 4

Figura3 — Zonas  Naturais do Estado do Espirito Santo. (Fonte:
http://www.ijsn.es.gov.br acessado em 23/02/2009)
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3.3. Extragao de DNA genémico

A extracdo do DNA total das operarias M. capixaba foi realizada de
acordo com o protocolo recomendado por Waldschmidt et al. (1997), com
modificagdes propostas por Fernandes-Salomao et al. (2005). Para este
trabalho, foi utilizado o DNA extraido de uma operaria de cada uma das 95
col6nias amostradas.

A cabega e o0 mesossoma de cada individuo foram macerados com
nitrogénio liquido em microtubo contendo 900 ul de tamp&o de extragdo gelado
constituido de: CTAB a 5% (Hexadecil Trimetil Brometo de Amoénio); 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 de protease. O macerado foi incubado a 65 °C
por 30 min. A primeira desproteinizacdo foi feita com 1 volume de fenol-
cloroférmio. A segunda foi feita utilizando-se uma mistura de cloroférmio e
alcool isoamilico (24:1). Apdés cada desproteinizagdo, o sobrenadante foi
centrifugado a 12.000 rpm por 10 min em microcentrifuga (Eppendorf
Centrifuge 5415C). Em seguida, procedeu-se a adicdao de RNAse, tendo sido
utilizado1ul da solugdo a 20 mg/ml para cada 100ul da mistura. A precipitagao
do acido nucléico foi feita com 1 volume de isopropanol seguida de incubacéo a
-20°C por 12 a 24 h. O material foi entdo submetido a centrifugacdo a 14.000
rom 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 50 ul 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 pg/ml
de brometo de etidio, para quantificar e verificar a integridade e pureza do DNA
extraido.

Para as reacdoes de amplificacdo do DNA, foram feitas diluicdes
padronizadas em todas as amostras, ajustando-se a concentragao final de DNA

das amostras em 10 ng/ul.
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3.4. Reacgoes de PCR e Eletroforese

O conjunto dos primers utilizados foi obtido na Wmed Representagdes
Ltda. Um total de 96 primers ISSR foi testado para a amplificagcdo de
fragmentos de DNA de M. capixaba. Com base no padrao de amplificagao
obtido, 15 primers foram selecionados para otimizagdo das reag¢des de PCR.
Apos a padronizacdo e, considerando-se o numero e resolugdo das bandas
identificadas, 10 primers foram selecionados para as analises (Tabela 2).

As condigbes de amplificacdo foram ajustadas a partir da metodologia
usada por Nascimento (2008), em seu estudo da variabilidade genética de
Melipona quadrifasciata. Cada reac¢ao consistiu de um volume total de 25 pL,
contendo: 10 ng de DNA gendmico, 5 yL do tampéo 5X (Promega), 1,5 uL de
MgCl, a 25 mM, 1 uL de cada primer a 5 pyM, 2,0 yL da mistura de dNTPs a
100 mM, 0,25 pL de formamida e 1,0 U de GoTag® DNA polimerase
(Promega). As reagbes de amplificagdo foram realizadas em termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf®).

O programa de amplificagdo consistiu de um passo de desnaturagéo
inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacdo: 92°C por 1
min., 2 min a temperatura de pareamento do primer (que varia de acordo com o
primer utilizado) e 2 min a 72 °C. Apds os ciclos, o processo foi finalizado a
72°C, por 7 minutos e, em seguida, as amostras foram mantidas a 4°C. As
reagcdes foram acompanhadas por controle negativo contendo todos os
componentes, exceto o DNA genémico.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese, em cuba
horizontal, em gel de agarose 1,5% (p/v), contendo brometo de etideo (0,2
pg/ml), mergulhado em tampao TBE 1X (Tris-Borato/EDTA), a uma voltagem
de 100V, por quatro horas. Utilizou-se marcador de peso molecular de 1Kb
(Invitrogen). Decorrido o tempo de corrida de eletroforese, os fragmentos
amplificados foram visualizados sob luz ultravioleta, e a imagem foi capturada

por um sistema de fotodocumentacgao (AlphaDigidoc 1201).
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3.5. Analise estatistica dos dados

Os individuos foram genotipados quanto a presencga (1) e a auséncia (0)
de fragmentos, gerando uma matriz binaria. Para tanto, foram considerados
apenas os fragmentos inequivocos, sendo descartados aqueles com fraca
intensidade ou baixa definigao.

A partir da matriz binaria de presenca/auséncia, foram estimados os
seguintes parametros de diversidade: porcentagem de locos polimérficos (P),
indice de diversidade de Shannon (I) (SHANNON, 1949) e a diversidade génica
de Nei (He) (NEI, 1973), assumindo-se que as populagdes estdo em equilibrio
de Hardy-Weinberg (H-W). Contudo, nos organismos e/ou situagdes em que a
propor¢cao de heterozigotos ndo pode ser definida conforme as suposigbes de
equilibrio, a medida n&o deve ser chamada de heterozigosidade, devendo ser
compreendida apenas como uma medida de variabilidade genética e chamada
de indice de heterogeneidade ou indice de diversidade genética (TORGGLER
et al., 1995).

A variabilidade dentro e entre os municipios e localidades foi estimada a
partir do calculo da matriz de dissimilaridade a partir do complemento (1-c) do
coeficiente de Jaccard (1908).

O indice Jaccard é definido como Sj= a/(a+b+c). Nesse método, a matriz
€ formada pela comparagao de cada par de gendtipos de duas populagdes, o
que possibilita a construcdo de uma tabela 2 x 2 com formato de contingéncia,
utilizando-se das frequéncias das bandas observadas no gel. A Tabela 2, de
contingéncia, apresenta as quatro combinagbes possiveis dos tipos de

concordancias.

Tabela 2 — Tabela de contingéncia com as quatro combinagdes de concordancias e
discordancias possiveis para a estimativa do indice de Jaccard

Populacgao j
Presenca (1) Auséncia (0) Total
o Presenca (1) a b a+b
Populagao i
Auséncia (0) c d c+d
Total a+c b+d n
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n=a+b+c+d.
Na Tabela 2, as letras a, b, ¢ e d assumem as seguintes representacdes:
a = presenca de bandas em ambas as populacgdes (1;1);

b = presenca de banda na populagdo i e auséncia naj (1; 0);

c
d

auséncia de bandaemi e presengcaem | (0; 1); e

auséncia de bandas em ambas as populagdes (0;0).

Com base na matriz de distancia foi realizada uma analise de
agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages). Nesse método, o critério utilizado para a formacao dos
grupos é a média da distancia entre todos os pares de gendtipos que formam
cada grupo. A distancia intergrupo € a média das distancias pareadas dos
membros dos dois grupos. Algebricamente, a distancia entre os itens i e j, para
i #] € dada por:

dj) = min (dj)

A distancia do item k em relacdo ao primeiro grupo formado pori e j, com Kk # i,
j, fica definida por
d(kij) =1/2 (dik + djk)

e a distancia entre os dois grupos (ij) e (kl), com i,j # k,I, € dada por
dij) ky = 1/4 (di+ dir + dijc + diy).

Adicionalmente, foi calculado o respectivo coeficiente de correlagao
cofenética (CCC), que mede o grau de ajuste entre a matriz de dissimilaridade
original e a matriz resultante da simplificacdo proporcionada pelo método de
agrupamento (ROHLF e SOKAL, 1981).

Com base na matriz de dissimilaridade genética, gerada a partir dos
dados binarios, também foi realizado o agrupamento de Tocher (CRUZ &
REGAZZI, 1997). Esse método de otimizagao requer a obtengao da matriz de
dissimilaridades, sobre a qual sera identificado o par de individuos mais
similares. Estes individuos formardo o grupo inicial e a partir dai avalia-se a

possibilidade de inclusdo de novos individuos ao grupo, adotando o critério de
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que a média das medidas de dissimilaridade dentro de cada grupo seja menor
que as distancias médias entre quaisquer grupos.

Foram realizadas proje¢des graficas tridimensionais (3D), em que as
medidas de dissimilaridade sdo convertidas em escores relativos a trés
variaveis (X, Y e Z) que, quando representadas em graficos de dispersao, irdo
refletir, no espaco 3D, as distancias originalmente obtidas a partir do espacgo n-
dimensional (n=numero de caracteres utilizados para a obtencdo das
distancias). Adicionalmente foram apresentados os percentuais de correlagao,
distorcdo e stresse originados da representacdo grafica das distancias
genéticas.

A matriz binaria também foi utilizada para a analise da particdo da
variancia entre seus componentes dentro e entre os municipios e localidades,
segundo a AMOVA - andlise de variancia molecular. Nesse método, a matriz
de distancia entre todos os pares de gendtipos € utilizada em um esquema de
analise de variancia hierarquizada, produzindo estimativas de componentes de
varidncia analogas as estatisticas F de Wright. A AMOVA foi usada para
verificar a estruturacdo genética, considerando-se dois e trés niveis
hierarquicos, respectivamente. Esta analise foi realizada de acordo com
Excoffier et al. (1992).

Para as andlises citadas anteriormente foram empregados  os
programas POPGENE 1.31 (YEA et al.,, 1999) e GENES (CRUZ, 2007),
agrupando-se as amostras obtidas por localidade (23) e por municipio (8).

Foram realizadas ainda estimativas para a obtencdo de um valor de K,
representando o possivel numero de populagbes em que podem ser agrupadas
as amostras com base em dados genéticos multilocos, por meio do software
STRUCTURE 2.2 (FALUSH et al , 2007). Este software requer que o usuario
especifigue o numero de populagdes a serem detectadas entre as amostras. O
algoritmo MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foi utilizado para uma estimativa
a posteriori da distribuicdo das origens dos individuos (PRITCHARD et al.,
2000; et al., 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo dos 10 primers selecionados (Tabela 3) resultou em um total
de 118 bandas, variando de 7 (primer 866) a 20 bandas (primer 890) por

primer, com uma média aproximada de 12 bandas/primer.

Tabela 3 — Primers ISSR utilizados, suas respectivas sequéncias, numero de
fragmentos produzidos e temperaturas de pareamento empregadas

Temperatura de

Primers Sequéncia 5’ - 3™* N° de bandas o
anelamento (°C)

807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 14 54,8
808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 12 49,6
815 CRCTCTCTCTCTCTCTG 16 52,0
827 ACACACACACACACACG 11 54,8
836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 13 55,4
841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 9 50,7
866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 7 58,4
890 VHVGTGTGTGTGTGTGT 20 49,6

C GTGGTGGTGGTGGTGRG 8 53,4
Terry GTGGTGGTGGTGRC 8 54,8
Total 118

Y=CouT;R=AouG;V=ACouG

Dos 118 locos obtidos nas analises das 95 colbnias, observamos que 72
foram polimérficos (P = 61,02%). As analises realizadas considerando-se as 23
localidades amostradas mostraram que Laginha (DM) (38,14%), Alto Caxixe
(VN) (36,44%) e Sao Bento de Urénia (AL) (33,05%) apresentaram os maiores
percentuais de locos polimérficos. Quando as analises foram realizadas
considerando-se apenas os oito municipios, Domingos Martins e Venda Nova
do Imigrante apresentaram os maiores percentuais de polimorfismo, com
50,00% e 42,37% de locos polimorficos, respectivamente. Quando se
consideram as médias percentuais de locos polimérficos dos 8 municipios e
das 23 localidades analisadas (Tabela 4), os resultados (31,57% e 21,68%,
respectivamente) podem ser considerados baixos.

Borba et al. (2005), por exemplo, trabalhando com linhagens de
Trichogramma e utilizando 11 primers de ISSR, obtiveram uma média de 16
bandas por primer e polimorfismo bastante elevado, aproximadamente 96%.
Este numero foi superior ao encontrado por Paplauskiené et al. (2006) para

duas subespécies de Apis melifera (média de 6 bandas/primer), ao utilizar 11
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primers ISSR. Dos 60 fragmentos obtidos, apés amplificacdo do DNA de Apis
melifera, 66,7% foram polimérficos. Similarmente, Nascimento (2008),
utilizando 11 primers ISSR para analisar colénias de M. quadrifasciata, obteve
147 bandas, das quais 59,18% eram polimérficas.

Os padroes de amplificagdo obtidos com dois dos primers utilizados no

presente trabalho podem ser vistos na Figura 4.
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Flgura 4 — Padrdes eIetroforetlcos em gel de agarose a 1,5%, mostrando o perfil dos
fragmentos produzidos pelos primer 807 (A) e 836 (B), em amostras de
Melipona capixaba. M: Marcador de peso molecular:1Kb

A diversidade de Nei foi estimada em 0,19 o indice de Shannon foi de
0,29, quando analisadas em conjunto as 95 colbnias representantes da
espécie. Os valores médios de diversidade genética de Nei e do indice de
Shannon para os oito municipios foram 0,12 e 0,17, respectivamente (Tabela
4). Estes valores diferem em muito, quando comparados com os obtidos por
Souza et al. (2008) para Zabrotes subfasciatus, um inseto praga do feijao.
Estes autores, utilizando 5 primers ISSR, encontraram uma propor¢gao média
de locos polimérficos de 83,82% e valores médios de diversidade de Nei e
indice de Shannon de 0,29 e 0,41, respectivamente.

As hipdteses propostas para explicar o baixo nivel de variabilidade
genética verificada entre os himendpteros consideram como fatores
importantes a haplodiploidia, a ocorréncia de diferentes niveis de sociabilidade
e a estabilidade ambiental dentro da col6nia (GRAUR, 1985).
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Tabela 4 — Estimativas de diversidade e estrutura genética de M. capixaba nos
municipios e localidades analisadas

Municipios | N | He [ P(%)
AL 13 0,14 0,20 39,83
VA 15 0,14 0,20 39,83
VN 15 0,15 0,22 42,37
DM 35 0,17 0,26 50,00
AF 3 0,05 0,07 11,86
MF 3 0,06 0,09 15,25
ST 3 0,07 0,10 16,95
CcC 8 0,14 0,20 36,44

Média 0,12 0,17 31,57

*Localidades | N | H. | P(%)
MTD 3 0,07 0,10 16,10
SBU 9 0,12 0,18 33,05
CST 4 0,07 0,10 17,80
VLM 6 0,12 0,18 31,36
TGU 3 0,04 0,06 11,86
ALC 11 0,13 0,19 36,44
VNI 3 0,10 0,15 2542
BRS 4 0,08 0,11 20,34
PDA 4 0,10 0,15 26,27
PPA 2 0,03 0,05 8,47
SPA 5 0,09 0,13 26,27
AJC 3 0,07 0,10 17,80
LGA 13 0,14 0,21 38,14
TJP 4 0,07 0,10 19,49
AGU 3 0,05 0,07 11,86
VTH 3 0,06 0,09 15,25
SPD 2 0,04 0,06 9,32
RBM 5 0,11 0,16 28,81
CcOC 3 0,07 0,10 17,80

Média 0,08 0,12 21,68

N: n°® de amostras; H.: diversidade genética de Nei; I: indice de

Shannon; P: porcentagem de locos polimorficos.
* Localidades representadas por uma colénia ndo estéo relacionadas.

No sistema hapldide de diferenciacado sexual, as fémeas originam-se de
ovos fecundados (diploides) e os machos originam-se de ovos nao fecundados
(haploides). Espera-se que os organismos haplodipldides apresentem baixo
polimorfismo porque todos os locos dos machos hemizigotos estdo expostos a
selecdo. A haplodiploidia estaria, entdo, associada a reducdo do tamanho
efetivo da populagdo, aumento da taxa de fixacdo de alelos e prevencao da
producao de polimorfismos estaveis. (PAMILO et. al. 1978). Porém, algumas

espécies hapléides como os sawflies (Symphyta), apresentam niveis de
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heterozigosidade similares aqueles de insetos dipldides, sugerindo que a
haplodiploidia por si s6 ndo parece ser a responsavel pelos baixos niveis de
variabilidade genética em himendpteros (BORASCHI & DEL LAMA, 2004).

Além disso, o comportamento social reduz o tamanho efetivo da
populacdo, fazendo com que poucos individuos sejam responsaveis pela
reproducdo na coldnia, elevando as taxas de endogamia (LESTER &
SELANDER, 1979; BERKELHAMER, 1983).

Outro fator que pode ser relacionado é a estabilidade ambiental da
colénia, proporcionado pela criacdo de um microhabitat parcialmente
tamponado. Segundo a hipotese da variagao-nicho descrita por Van Valen
(1965), ha uma tendéncia de aumento da heterozigosidade frente as variagdes
ambientais. Variagbes estas que, de um modo geral, ndo ocorrem no interior
das coldnias de abelhas.

No caso especifico de M. capixaba, além da haplodiploidia, o pequeno
tamanho populacional pode estar influenciando diretamente a variabilidade
genética da espécie, pois, juntamente com o comportamento social, este fator
reduz o tamanho efetivo da populagdo, elevando as taxas de endogamia.
Adicionalmente, populagbes endémicas, como as de M. capixaba, estdo mais
sujeitas aos efeitos da deriva genética (WRIGHT, 1931), podendo tornar-se
possuidora de poucos alelos diferentes, em comparacdo com populacdes
maiores, 0 que pode ser muito prejudicial se as condigdes ambientais mudarem
(NOGUEIRA-NETO, 2000).

As distancias genéticas verificadas entre as amostras agrupadas por
localidades (Tabela 5) evidenciaram que as amostras de S&o Bras de
Maravilha e Taquarugu, ambas do municipio de Vargem Alta, foram as que
apresentaram menor distancia genética entre si (0,095), enquanto a maior
distancia (0,247) foi verificada entre os grupos de Venda Nova do Imigrante
(Venda Nova do Imigrante) e Pedra Azul (Domingos Martins).

Os baixos valores de distancia genética revelaram uma alta similaridade
genética entre as populagdes amostradas, sugerindo que elas compartilham de
um mesmo “pool” génico. O que reforga esse argumento € o fato de localidades
muito distantes geograficamente, como Santa Teresa (Santa Teresa) e Sao
Roque de Maravilha (Vargem Alta), apresentarem uma baixa distancia genética
(0,121).
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Tabela 5 — Matriz das distancias genéticas, construida com base no complemento de Jaccard, entre operarias de Melipona capixaba
das 23 localidades amostradas.
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Fokk

0120
0157
0,164
0184
0177
0,161
01%
0,186
013
0179
0,172
0182
0188
0192
0,188
015
0213
0,149
0,147
0155
0190
0,14

Fokk

0,157
0,160
0,178
0,197
0,19
0,19
0,186
0,175
0,176
0204
0,1%
0175
0,175
0184
014
0217
0,157
0,167
0120
0,10
0,162

Fokk

0,138
0,180
0,167
0,152
017
0,188
0,10
01A
0,197
0175
0,180
0164
0,181
0,187
0,191
0,132
0,168
0,1%
017
0,164

Fkk

0152
0,145
0144
0167
0178
0183
0172
014
0162
0,169
0164
0170
0167
01838
0104
0131
0,140
0167
0,149

0,147
0162
017
017
0213
0,10
0208
0,198
017
0,180
0184
0203
0200
0,153
0,176
0,178
0200
0,183

Fokk

0,095
0132
0132
012
0,146
0,165
0,191
0,169
0170
0178
0189
01%
0132
0163
0162
0184
0,170

Fokk

0,08
0138
0173
0,147
01%
017
018
0162
0171
014
0,191
0144
0184
0,158
0,160
0,165

Fokok

0,160
0,197
0,165
0173
0189
0218
0,197
0172
014
0213
0,167
0,166
0211
0,180
0,182

020
01%0
018
019
0200
014
014
01%
0214
0,168
0190
0,191
0205
0,19

0220
0,247
0,19
0215
0,198
0,208
0,185
0221
0,162
0,19
0,160
0,19%
0,170

0,170
0,206
019
0192
019
0,184
0215
0175
0,181
0187
01%
0,188

0,203
0192
0,187
019
01%
0216
0174
0,186
0,198
0204
0,190

0,180
0,187
0,177
0,17
0,181
0,163
0204
0,1%
0,1%4
0,174

0,153
0,181
0,198
0,185
0,161
014
0,173
012
0,184

0,164
0202
0154
0,145
014
0177
017
0,168

014
0,165
0,162
0,187
0,183
0,184
0,181

0230
0,152
0152
0,151
0,206
0,180

0182
0237
0209
019
0,188

0125
0,109
0158
0,137

Fokk

0152
0187
0,181

Fokk

0173
0,158

Os cddigos das localidades séo os mesmos da Tabela 1.
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As analises de agrupamento realizadas, considerando-se oito municipios
revelaram a formag&o de quatro grupos: Grupo 1: Afonso Claudio; Grupo 2:
Venda Nova do Imigrante, Domingos Martins e Conceigédo do Castelo; Grupo 3:
Vargem Alta e Alfredo Chaves; Grupo 4: Santa Teresa e Marechal Floriano
(Figura 5). A analise das 23 localidades também evidenciou uma estruturacao
genética, apesar de em todos os grupos observar-se a presenga de localidades
de municipios diferentes (Figura 6).
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Figura 5 — Dendrograma de similaridade genética, obtido pelo método UPGMA,
entre as amostras de M. capixaba agrupadas pelo municipio de coleta.
Os codigos sao os mesmos da Tabela 1. Correlagéo cofenética (CCC):
0,85.
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Figura 6 — Dendrograma de similaridade genética, obtido pelo método UPGMA,
entre as amostras de M. capixaba agrupadas pela localidade de coleta.
Os codigos sao os mesmos da Tabela 1. Correlagéo cofenética (CCC):
0,72.
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Os coeficientes de correlagédo cofenética obtidos nos dois dendrogramas
(CCC= 0,85 e 0,72 , respectivamente) mostraram um bom ajuste entre a
representacéo grafica das distédncias e a sua matriz original (ROHLF, 2000), o
que de imediato evidencia boa confiabilidade na realizagdo de inferéncias por
meio da avaliagao visual.

A projecéo das distancias genéticas, entre os municipios analisados, no
espaco tridimensional (Figura 7) demonstra, mais uma vez, a formagédo de
grupos. Nota-se um grupo central formado pelas amostras dos municipios de
Venda Nova do Imigrante, Alfredo Chaves, Marechal Floriano e Vargem Alta e
Domingos Martins. A projecao das distancias genéticas entre as 23 localidades
analisadas também evidenciou a formacdo de grupos com localidades de
municipios diferentes. Novamente, os coeficientes de correlagdo entre as
distancias originais e as estimadas (0,82 e 0,70), obtidos para as duas
analises, demonstram um bom ajuste entre a distancia genética e as distancias

representadas graficamente.

Alfredo Chaves
Vargem Alta
Venda Nova do Imigrante

Domingos Martins
Afonso Claudio
: Marechal Floriano

Santa Teresa
Conceigao do Castelo

Figura 7 — Projecéo tridimensional, no plano, das distancias genéticas entre as oito
populagdes de M. capixaba. Correlacao: 0,82. Distorgéo: 20,45%.
Estresse: 29,74%.
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Figura 8 — Projegéo tridimensional, no plano, das distancias genéticas entre as 23
populacdes de M. capixaba. Correlagéo: 0,70. Distor¢éo: 31,91%.
Estresse: 38,51%.

As analises de agrupamento de otimizagdo de Tocher, considerando os
oito municipios, revelaram a formagao de um grupo predominante, porém com
uma baixa distancia entre grupos (Tabela 6). Quando foram consideradas as
23 localidades, este procedimento destacou a formagao de um grupo maior, no
qual predominaram as amostras da regido de Vargem Alta e Alfredo Chaves.
As amostras de Domingos Martins se encontram distribuidas em 4 dos 6
grupos formados (Tabela 7). Nao foi verificada, portanto, a formagao de grupos

correspondentes as regides estudadas (Figura 6).

Tabela 6 — Agrupamento otimizado de Tocher considerando-se as oito populagdes
de M. capixaba amostradas. Os cédigos sdo os mesmos da Tabela 1

Grupos Municipios
1 MF, ST, AL, VA, CC, DM
2 VN
3 AF

Maior distancia intergrupo: 0,18
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Tabela 7 — Agrupamento otimizado de Tocher considerando-se as 23 populagdes de
M. capixaba amostradas. Os cédigos sdo os mesmos da Tabela 1.

Grupos Populagoes

TGU (VA), SBM (VA), ARD (VA), CST (VA), SBU
1 (AL), MTD (AL), SRM (AL), STR (ST), SPD (ST),
ALC (VN), VTH (MF)

2 SPA (DM), AJC (DM), LGA (DM), AGU (AF)

3 VNI (VN), COC (CC), TJP (DM)
4 BRS (DM), PDA (DM)

5  PPA (DM), RBM (CC)

6 VLM (VA)
Maior distancia intergrupo = 0,19

O resultado da AMOVA confirmou o baixo grau de subdivisdo das
populagbes de M. capixaba analisadas (Tabela 8). Quando foram
considerados apenas dois niveis hierarquicos (diferengas dentro e entre
diferentes municipios) verificou-se que apenas 5% da variagdo genética total é
devida as diferengcas entre as amostras obtidas em municipios distintos.
Quando se considerou a estruturagdo genética dentro e entre municipios e
localidades (AMOVA com trés niveis hierarquicos), observou-se que 27,20% da
variacdo genética total se devem a diversidade genética existente entre as
populagdes de diferentes localidades, enquanto 79,08% € devida as variagdes
existentes dentro das proprias localidades.

Os valores de ®st para as analises em dois niveis (0,05) e trés niveis
hierarquicos (0,209) acusam que existe estruturacdo genética entre as
amostras de Melipona capixaba, no entanto, esta ndo tem relagdo com a
divisdo geografica das amostras.

Nascimento (2008), analisando populagbes de M quadrifasciata,
verificou que a analise de variancia molecular com dois niveis hierarquicos
(entre localidades e dentro das localidades), mostrou um percentual de
variagao maior entre as localidades do que dentro de localidades e o ®st

nestas condigdes foi de 0,53. Na analise realizada com trés niveis hierarquicos
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Tabela 8 — Andlise de Varidncia Molecular para as 95 colénias de Melipona capixaba
analisadas, considerando-se dois e trés niveis hierarquicos,
respectivamente. GL: grau de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM:
quadrado médio; Estimativa: estimativa dos componentes de variancia.

Fontes de variagdo GL sSQ Qm Estimativa %
Entre os Municipios 7 1693,870 241,981 8,158 5,00
Dentro dos Municipios 87 13485,730 155,008 155,008 95,00
Total 94 15179,600 161,485 163,166 100,00

Indice de fixacdo: ®st: 0,05

Fontes de variagéao GL SQ QM Estimativa %
Municipos 7 1693,870 241,981 -10,768 -6,28
Entre as Localidades 15 3721,643 248,100 46,650 27,20
Dentro das Localidades 72 9764,087 135,612 135,612 79,08
Total 94 15179,600 161,485 171,494 100,00

indices de fixagdo: ®sg: 0,256 dgt: -0,0628 dst: 0,2092

(entre grupos, entre localidades dentro dos grupos e dentro de localidades)
considerando tanto o agrupamento obtido pelo método UPGMA quanto o
formado pelo padrédo de faixas tergais, o percentual de variagdo entre os
grupos foi menor do que entre localidades dentro dos grupos. Para os grupos
formados pelo UPGMA, o ®st foi 0,54 e para os grupos formados com base
nas faixas tergais foi de 0,56.

No estudo da variabilidade genética Melipona mondury, Melipona
rufiventris, Melipona sp, a analise de variancia molecular (AMOVA), realizada
com dois niveis hierarquicos (considerando-se cada espécie em separado e a
diferenciagao dentro e entre localidades) demonstrou um maior percentual de
variacao entre do que dentro das localidades para M. mondury e Melipona sp.
O indice de estruturagdo genética (dst) para cada espécie demonstrou que
todas estdo estruturadas. M. mondury e Melipona sp. apresentaram maiores
valores de ost (0,72 e 0,88 respectivamente) do que M. rufiventris (pst = 0,20).
Considerando-se trés niveis hierarquicos (entre espécie, entre localidades e
dentro de localidades) e os trés grupos obtidos nas analises de agrupamento,

observou-se um percentual de variagdo entre espécie menor (28,18 %) do que
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entre localidades (48,77 %). Esta estruturacdo genética pode ser confirmada
pelo valor do ®st (0,77) entre os grupos formados (DIAS, 2008).

Um dos fatores que determinam a distribuicdo da diversidade genética
entre e dentro das populagdes € o fluxo génico. A maior concentragdo da
variabilidade genética dentro das localidades esta possivelmente relacionada
com um fluxo génico restrito ou ausente entre individuos das diferentes
localidades, podendo acarretar um alto indice de endogamia dentro das
localidades.

Fatores ndo evolutivos também podem estar influenciando a
estruturacdo genética de M. capixaba. A degradacdo dos habitats e a
fragmentagao das coberturas vegetais na area de endemismo podem contribuir
para o isolamento das populacdes e afetar a estrutura genética da espécie.

De acordo com Templeton & Georgiadis (1996), a baixa diferenciagao
genética entre populagdes pode ser explicada por outros dois mecanismos: 1)
inicialmente haveria uma grande populagdo ocupando uma area de distribuicdo
geografica, um grupo panmitico com fluxo génico homogeneizante entre as
populagdes de localidades diferentes. Neste caso, a fragmentagao dos habitats
devido a atividade humana isolaria as populagbes em pequenas
subpopulagdes, impedindo o fluxo génico entre elas e, 2) a distribuigdo da
variacdo genética poderia ser o reflexo de um alta taxa de migragéo entre as
populagdes, mas ndo a ponto de garantir uma completa mistura genética entre
as populagdes, o que resultaria em uma total homogeneidade genética entre
elas. Esta possibilidade pode ser embasada pela correlagdes entre as
distancias genéticas e geograficas. Estes dois mecanismos de diferenciagéo
genética poderiam ser utilizados alternativas para explicar a dinamica
populacional da M. capixaba ao longo dos anos de fragmentacdo ambiental da
sua area de distribuicdo. Tomando como base a hipotese de que a espécie se
apresentava como uma grande populagdo panmitica, a fragmentagcdo do
ambiente teria separado esse grupo em populagdes que ainda apresentaram

fluxo génico suficiente para impedir uma alta diversidade entre os grupos.
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Foram realizadas ainda analises com o objetivo de identificar grupos
com base nas informagdes genéticas, alocando os individuos
(probabilisticamente) em um dos K grupos (de 2 a 6, no presente estudo),
previamente determinados. Rosenberg et al. (2002) utilizaram esta mesma
metodologia, utilizando 377 locos autosssémicos microssatélites para analisar
1056 individuos de 52 populacbes de diversas partes do mundo. Eles
identificaram seis grupos genéticos, cinco dos quais correspondentes as
maiores regides geograficas e subgrupos dentro destas regides.

Assim, no presente trabalho, as 95 colénias de M. capixaba,
identificadas pelo municipio e localidade de coleta, foram utilizadas para se
estimar o melhor numero de possiveis populag¢des (k) ao qual se ajustariam as
amostras. A estimativa do K, entretanto, € computacionalmente dificil de ser
feita e, este método fornece apenas uma aproximacgao ad hoc e a interpretagao
biolégica pode nao ser facil. Desta forma, por inferéncia Bayesiana, os
individuos foram agrupados (probabilisticamente) a uma ou mais populagdes.
Para estimar a estruturagao foram utilizados os métodos de cadeia de Markov
e Monte Carlo, de maneira que foi calculada, para cada individuo, a
probabilidade de um dado gendtipo (X) fazer parte de uma dada populagao K:
In Pr(X/K). Foram estimadas as probabilidades para valores de K que variaram
de um até 6. Para testar a regularidade dos resultados, cada valor de K foi
estimado duas vezes independentemente a partir de 100.000 iteracoes.

O resultado que apresentou o melhor ajuste ocorreu quando proposto K
= 4, sugerindo a formag&o de quatro grupos mais distintos (as quatro cores,
que representam os grupos, mais bem separados na Figura 9). A estimativa de
K = 4 é suportada pela melhor separagao dos grupos e apresentou um valor
estimado para o Fsrt (0,179). Para os individuos representados por mais de
uma cor, assume-se uma delas, a de maior predominancia. Um quinto grupo foi

formado pelas amostras cuja a associagado a um grupo foi mais dificultada.
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Figura 9 — Populagdes (K) estimadas para as amostras de M.capixaba. Os municipios
estdo divididos em segmentos separados por linhas pretas verticais e
numerados de 1 a 8, conforme legenda. As cores representam as K
populacdes propostas. A coluna numérica vertical representa a possibilidade
a posteriori de a amostra pertencer a uma das K populacgoes.

Nota-se que a divisdo estimada em K=4 populagdes apresenta um grupo
composto (em vermelho) pelas col6nias provenientes de Matilde, Sdo Roque
Maravilha e quatro colénias de Sdo Bento de Urania, exatamente as colénias
coletadas nas propriedades de Silvestre Casagrande e Pedro Cebin, todas
provenientes do municipio de Alfredo Chaves. Este grupo contém ainda trés
das colbnias provenientes de Venda Nova do Imigrante (municipio de Venda
Nova do Imigrante), as colénias de Tijuco Preto e duas col6nias amostradas da
propriedade de Job Pereira Pinto, de Laginha (municipio de Domingos Martins)
€ ainda a maioria das colénias provenientes dos municipios de Santa Teresa e

Conceigcao do Castelo.
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Um segundo grupo (em verde) reuniu as outras quatro colénias de Sao
Bento de Urania, coletadas nas properidades de Antonieta Lorenzoni (2) e
Jandir Gratieri (2) (Alfredo Chaves), as col6nias de Castelinho e trés coldnias
de Vila Maria (Vargem Alta) e trés colénias do municipio de Marechal Floriano.

As colbnias coletadas nas localidades de Taquarucu, Sdo Bras de
Maravilha e Ardisson (municipio de Vargem Alta) foram alocadas no terceiro
grupo (azul), bem como todas as colénias de Alto Caxixe (Venda Nova do
Imigrante), todas as coldénias de Brago do Sul e duas das colonias de Pedra
Azul, exatamente as duas da propriedade de Cirilo Girardi (Domingos Martins).

As colbnias provenientes das localidades de Portal Pedra Azul, Sao
Paulo do Aracé e Alto Jucu, do municipio de Domingos Martins, foram reunidas
no quarto grupo (em amarelo). Todas as amostras coletadas nas propriedades
da Fazenda Roda D'agua, Reginaldo Pizol, Marco Anténio Reboli, Elenilson
Reboli e José Dias de Castro (localidade de Laginha, municipio de Domingos
Martins) também foram alocadas neste grupo, bem como todas as colbnias
provenientes de Afonso Claudio.

Os resultados desse agrupamento podem ser visualizados na Figura 10.

Figura 10 — Projecdo da estrutura populacional estimada para as amostras de
M.capixaba com base nos resultados do programa STRUCTURE. Os
marcadores em branco indicam as sedes dos municipios. Em roxo, as
localidades que tiveram colbnias alocadas em mais de um dos quatro
grupos. Os cddigos sdo os mesmos da Tabela 1.
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Com base nos resultados do STRUCTURE, foram realizadas novas
analises de agrupamento com o objetivo de confirmar a formag&o das possiveis
populacdes. Para tanto foram construidas novas matrizes de distancia
utilizando-se o indice de Jaccard (1908), bem como novas anadlises de

agrupamento pelo método UPGMA entre os grupos e subgrupos.

Tabela 9 — Grupos, subgrupos e numero de amostras de coldonias de Melipona
capixaba

N° de

Grupos Subgrupos amostras

w

Matilde (MTD)

Sao Roque de Maravilha (SRM)
Sao Bento de Urania (SBU)
Venda Nova do Imigrante (VNI)
Laginha (LGA)

Tujuco Preto (TJP)

Sao Bento de Urania 2 (SBU 2)
Castelinho (CST)

Vila Maria (VLM)

Victor Hugo (VTH)

Taquarugu (TGU)

Sao Bras de Maravilha (SBM)
Ardisson (ARD)

Alto Caxixe (ALC)

Braco do Sul (BRS)

Pedra Azul (PDA)

Portal Pedra Azul (PPA)
Sao Paulo do Aracé (SPA)
GRUPO 4 Alto Jucu (AJC)

Laginha 2 (LGA2)

Alto Guandu (AGU)

Séo Pedro (SPD)

Santa Teresa (STR)
Ribeirdo do Meio (RBM)
Conceigéo do Castelo (COC)

GRUPO 1

GRUPO 2

aawlwwrrlra WA

GRUPO 3

—_
—_

W NN B

—_
—_

GRUPO 5

AW =2DNW

A partir das matrizes de distancia oriundas da divisdo de grupos foram
construidos dendrogramas pelo método UPGMA (Figuras 11 e 12). Estas
analises apresentaram uma separacdao mais bem definida de grupos quando
comparado com os dendrogramas obtidos anteriormente (Figuras 5 e 6). A
analise de agrupamento dos 25 subgrupos confirma, em grande parte, a

divisao realizada pelas analises do programa STRUCTURE.
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Figura 11 — Dendrograma de similaridade genética, obtido pelo método UPGMA,
entre os grupos de amostras de M. capixaba. Correlacdo cofenética
(CCC): 0,75.
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Figura 12 — Dendrograma de similaridade genética, obtido pelo método UPGMA,
entre as amostras de M. capixaba. Os codigos s&do os mesmos da Tabela
9. Correlagao cofenética (CCC): 0,70.
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Uma nova Andlise da Varidncia Molecular (Tabela 10), agora
considerando a organizagdo das coldénias em grupos e subgrupos, reafirmou
que a maior parte da variacdo estd dentro dos subgrupos (71,64%). No
entanto, nota-se um aumento da divisdo entre os grupos (10%) e uma melhor
estruturacdo das amostras (®dst: 0,284), quando comparados os valores obtidos

anteriormente (Tabela 8).

Tabela 10 —Analise de Variancia Molecular para os cinco grupos de amostras de
Melipona capixaba, considerando-se dois e trés niveis hierarquicos,
respectivamente. GL: grau de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM:
quadrado médio; Estimativa: estimativa dos componentes de variancia.

Fontes de variagao GL SQ Qm Estimativa %
Entre os Grupos 4 1786,063 446,516 17,019 10.00
Dentro dos Grupos 83 12670,085 152,652 152,651 90,00
Total 87 14456,148 166,163 169,670 100,0

Indice de fixacdo: ®st: 0,100

Fontes de variagao GL sSQ Qm Estimativa %
Grupos 4 1786,063 446,516 6,668 3,79
Entre os Subgrupos 20 4726,827 236,341 43,246 24,57
Dentro dos Subgrupos 63 7943,257 126,083 126,083 71,64
Total 87 14456,147 166,162 175,997 100,00

indices de fixacao: dsg: 0,255 dgt: 0,038 dst: 0,284

Os dados obtidos por estas analises reafirmaram a existéncia de
estruturagdo genética em M. capixaba. Ressalta-se, entretanto, que esta
estruturagcdo ndo pode ser relacionada a distancia geografica das colbnias.
Esta auséncia de relacdo com a distancia geografica pode ter sido favorecida
pelo transporte e comércio de colénias, 0 que é comum na regido (Helder
Resende, comunicagdo pessoal). Adicionalmente, o apicultor Luiz Fabio
Feitoza Caliman, da cidade de Venda Nova do Imigrante, em artigo da revista
Mensagem Doce (n° 96 e maio de 2008) relata que na década de 90 iniciou-se
a pratica de multiplicacdo de enxame em caixas racionais por parte dos

agricultores da regido (as chamadas “caixas racionais” sao caixas de madeira
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que possuem um estrutura de organizacdo que facilita a multiplicacdo dos
ninhos e a colheita do mel). Houve entdo uma corrida em busca de colbénias de
M. capixaba nas matas. Verificou-se que mais de 90% das colbnias passadas
para as caixas racionais morreram. As que sobreviveram podem ter dado
origem as populagdes remanescentes, ou pelo menos, a parte delas, o que
reforga a falta de estruturacdo entre as amostras analisadas.

Para uma maior compreensdo da situacdo ambiental da area de
ocorréncia de M. capixaba, deve-se também, considerar fatores histéricos
referentes a colonizagdo do Estado. Na Regido das Serras, area principal de
endemismo da M. capixaba, o processo de degradacédo e fragmentacdo da
cobertura vegetal iniciou-se em meados de 1874, com a intensificacdo da
imigragao italiana para o Estado do Espirito Santo (NAGAR, 1895). Assim,
considerando-se as baixas distdncias genéticas encontradas no presente
trabalho e a restrita area de ocorréncia da espécie, pode-se levantar a hipotese
de que todas as colénias amostradas sejam remanescentes de uma mesma
populacdo.A fragmentagdo da cobertura vegetal observada até o momento,
entretanto, se mostrou insuficiente para promover uma grande diferenciagéo
das populagdes por isolamento geografico.

Diante disso, pode-se propor que cada uma das quatro populacdes
definidas pelas analises da estrutura populacional das amostras de M.
capixaba sejam consideradas para fins de conservagao bioldgica, como
Unidades de Manejo (UM) (Management Units). Este termo descreve
populagdes ou conjunto delas que representam unidades demograficas
localizadas (similar ao conceito de “estoque”, no contexto da pesca), nao
necessariamente apresentando significativa diferenciacédo genética em relagao
as unidades equivalentes (EIZIRIK, 1996). Moritz (1994) afirma que entre as
Unidades de Manejo existiria uma separacdo demografica suficiente para que
as frequéncias alélicas divirjam, mas esta é recente ou incompleta, de modo a
nao ocasionar uma monofilia reciproca dos alelos, que so6 é atingida depois de
muitas geracdes apos a interrupgao do fluxo génico.

Eizirik (1996) enfatiza que a importancia demografica dessa divisdo
reside no fato de que o baixo nivel de contato atual das populacdes tornaria
improvavel a recolonizacdo, em médio prazo, da area de uma delas no caso de

sua extingdo. Assim sendo, a extingdo de uma UM nao implicaria grande perda
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da diversidade total da espécie, mas possivelmente significaria a eliminagao de
um elemento ndo recuperavel para ecossistemas regionais, com efeitos
deletérios, demograficos, ecolégicos ou mesmo econdmicos para as
comunidades humanas locais. Além disso, perspectivas originadas da genética
quantitativa indicam que cada populagao local poderia apresentar um conjunto
especifico de alelos coadaptados, resultantes de uma evolugdo recente em
determinadas condi¢cbes ecologicas (LYNCH, 1996). Esta variagdo seria um
nivel a mais a ser considerado em questdes de conservacéao, fortalecendo a
importancia da preservacao in situ das populagoes locais.

Somando-se a isso, ha concordancia por parte de bidlogos evolutivos,
geneticistas populacionais, ecélogos e bidlogos da conservagdo que a
preservagao de espécies como uma unidade simples, manejada no campo ou
em cativeiro como uma unica populagao panmitica, em que se promova o fluxo
génico entre quaisquer individuos independentemente de sua origem
geografica, é inadequada. Esta preservagao também seria prejudicial ndo sé
por obscurecer parte da histéria evolutiva recente das populagdes ja
diferenciadas, o que seria uma irresponsabilidade, como também por promover
graves problemas ao misturar repositérios genéticos adaptados a diferentes
condigbes ecologicas (TEMPLETON, 1986; LYNCH, 1996).

Segundo Peter (1995), todas as areas de florestas originais
remanescentes da regidao de estudo do presente trabalho podem ser
consideradas o habitat critico de M. capixaba. Este conceito é utilizado para
definir regides geograficas especificas que sao essenciais para a conservagao
de uma ou mais espécies ameagadas de extingdo e que podem exigir uma
especial atengdo na gestdo e protegédo. Critical habitats podem incluir areas
que atualmente nao sao ocupadas pela(s) espécie(s), mas que serao
necessarias para a sua recuperacado. Com isso, é fato que, independente dos
resultados obtidos pelos estudos genéticos, todas as iniciativas que visem a
preservagao da espécie, terdo imprescindivelmente, que contemplar o manejo
sustentavel das areas de mata atlantica ainda existentes na regiao.

Logicamente, deve ser levado em consideragao que existe uma série de
obstaculos para a identificagcdo de unidades de conservacdo de uma espécie,
tais como diferengas entre os marcadores, como pode ocorrer na comparagao

entre trabalhos com locos nucleares e mitocondriais. No caso especifico da M.
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capixaba, o endemismo e a restrita area de ocorréncia da espécie podem

representar obstaculos adicionais a determinagcao de unidades de conservagao.

5. CONCLUSOES

O estudo da variabilidade genética das colénias de Melipona capixaba

por meio de marcadores ISSR possibilitou chegar as seguintes conclusoes:

e As amostras de M. capixaba analisadas apresentaram uma alta
similaridade genética e uma estruturagdo caracteristica de uma

espécie endémica;

e A maior parte da variabilidade genética estimada para M. capixaba &

devida as diferencas existentes dentro dos grupos analisados;

e Aparentemente, ndo ha correlagcdo entre a variabilidade genética e a

distancias geograficas das amostras;

e N3&o houve correlacédo entre a estruturagdo populacional e a divisdo
politica da regiao;

e A divisdo em grupos e subgrupos apresentou-se mais eficiente
quanto a estruturagédo genética da espécie, e pode servir de ponto de

partida para as estratégias de manejo e conservagao;

e A determinagédo de Unidades de Manejo da espécie pode representar

um proposta metodolégica viavel de preservacao para a espécie; e

e Programas de manejo e conservagao das areas ainda nao alteradas

sédo de extrema importancia para a preservagao da M. capixaba.
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