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RESUMO

LOPES, Denilce Meneses, M.S., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2004. Diversidade e estrutura genética em populacdes de Melipona
rufiventris e Melipona mondury (Hymenoptera: Apidae) por analise de
microssatélites. Orientadora: Mara Garcia Tavares. Conselheiros: LUcio
Antdnio de Oliveira Campos e Tania Maria Fernandes Saloméo.

Melipona rufiventris € uma espécie de meliponineo que encontra-se
ameacada de extincdo no estado de Minas Gerais. Até recentemente, as
“formas” encontradas tanto em regides de mata Atlantica quanto em regides
de cerrado dentro deste estado eram, consideradas uma Unica espécie. No
entanto, devido ao grande numero de diferencas morfolégicas encontradas
entre espécimens provenientes de diferentes regides, a “forma” encontrada
em regibes de mata passou a ser considerada como Melipona mondury e a
“forma” presente no cerrado como M. rufiventris. Com o objetivo de estimar a
variabilidade genética em populacdes dessas duas espécies, foram feitas
analises com nove “primers” microssatélites em 45 colénias coletadas em
diferentes localidades do estado de Minas Gerais. O seqglenciamento de
alguns dos locos demonstrou que os fragmentos amplificados realmente
continham regides microssatélites. Considerando todas as amostras
analisadas, 7 locos foram polimérficos, sendo que alguns alelos estavam
presentes somente em M. rufiventris e outros eram exclusivos de M.
mondury. A andlise de agrupamento permitiu a formacdo de dois grupos
distintos: o primeiro constituido pelas col6nias de M. mondury e o segundo
pelas de M. rufiventris. Nesse Ultimo observou-se a formacdo de dois
subgrupos, sendo que as colonias de Brasilandia de Minas e Dom Bosco
encontraram-se separadas das demais colonias de cerrado. A porcentagem
de locos polimérficos foi de 33,3% para as espécies M. mondury e M.
rufiventris e 22,2% para as colonias de Brasilandia de Minas/Dom Bosco. A
heterozigosidade observada nessas populacbes foi de 0,1159 para M.
mondury, 0,0684 para M. rufiventris e 0,0222 para as colonias de Brasilandia
de Minas/ Dom Bosco. M. mondury e M. rufiventris apresentaram valores de
Fst proximo de 0,25, mostrando que essas espécies possuem uma elevada
estruturacdo populacional, com grande diferenciacdo genética entre as
subpopulacdes.



ABSTRACT

LOPES, Denilce Meneses, M.S., Universidade Federal de Vicosa, July 2004.
Genetic diversity and structure in Melipona rufiventris and Melipona
mondury populations (Hymenoptera: Apidae) by analysis of
microsatellites. Adviser. Mara Garcia Tavares. Committee members:
Lucio Anténio de Oliveira Campos and Tania Maria Fernandes Salomao.

Melipona rufiventris is one species of the stingless bee that is becoming
very rare in Minas Gerais state. Therefore it was included on the endangered
species’ list of Minas Gerais. Until recently, the different "forms" of M.
rufiventris founded in the Atlantic forest areas or in the cerrado areas of this
state, were considered as a unique species. However, due to the high number
of morphological differences founded among specimens from different
geographic regions, the "form" found in forest areas passed to be called
Melipona mondury while the "form " found in the cerrado was assumed to be
M. rufiventris. Aiming to estimate the genetic variability in populations of these
two species, we analysed samples from 45 colonies collected at different
places of the Minas Gerais state with nine microsatellites primers. The
sequencing of some of these loci revealed that the amplified fragments really
corresponded to microsatellite areas. Considering all the samples, 7 loci were
polymorphic, with some alleles presented only in M. rufiventris while others
were exclusive to M. mondury. The Grouping Analysis allowed the
establishment of two different groups: the first constituted by the M. mondury’s
colonies and the second by the M. rufiventris’ colonies. In the last one, the
establishment of two subgroups was observed, being the colonies from
Brasilandia de Minas/Dom Bosco separated from the others colonies from the
cerrado. The percentage of polymorphic loci was 33.3% to the species M.
mondury and M. rufiventris and 22.2% to the colonies from Brasilandia de
Minas/Dom Bosco. The observed heterozygosity in these populations was of
0.1159 for M. mondury, 0.0684 for M. rufiventris and 0.0222 for the colonies
from Brasilandia de Minas/ Dom Bosco. M. mondury and M. rufiventris
presented Fsr close to 0.25, indicating that their subpopulations are well

structured, with a great genetic differentiation among them.



l. INTRODUCAO

[.1. Abelhas sem ferrao

As abelhas tém sido criadas e associadas principalmente a producédo de
mel, cera, polen e propolis. Entretanto, mais importante que a fabricacao
desses produtos € a polinizacdo de varias espécies de plantas realizada por
esses insetos, que € considerada a sua principal funcdo em diversos
ecossistemas (Kerr et al., 1996). As abelhas garantem a manutencéo do ciclo
de reproducédo sexuada de grande numero de espécies de plantas e, assim,
garantem também a disponibilidade de alimento para outros animais que
dependem dessas plantas (Campos, 1998). Como exemplo desta importante
atuacao das abelhas, pode-se citar o fato de que no Amazonas, dentre as
arvores de médio porte, 8% séo polinizadas por diversas espécies de abelhas
e 14% séao polinizadas por apenas uma espécie de abelha (Absy et al.,1984).

No Brasil, um grupo importante de polinizadores sdo as abelhas
indigenas sem ferrdo, pertencentes a subtribo Meliponina que é constituida
por 55 géneros e mais de 340 espécies distribuidas nas regides tropicais do
mundo, bem como em muitas regides subtropicais do hemisfério sul, como
Ameérica do Sul, Africa, india, Malasia e Australia (Camargo e Pedro, 1992).

As abelhas brasileiras sem ferrdo sdo responsaveis, juntamente com
outras abelhas, borboletas, cole6pteros, aves, agua, vento, morcegos e
outros mamiferos, pela polinizacdo de grande parte das arvores nativas (Kerr
et al., 1994). No cerrado, 75% das espécies vegetais estudadas por
Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger (1988) eram polinizadas, primaria ou
secundariamente, por abelhas. Esses autores verificaram também, por meio
de estudos de polinizacdo realizados em diferentes ambientes, que as
abelhas, na maioria dos tipos de vegetacdes naturais, eram o0s polinizadores
mais importantes.

No entanto, devido a desmatamento, acdo predatdria de meleiros e
gueimadas, muitas espécies de meliponineos tém tido suas populacfes

reduzidas drasticamente e a perda da diversidade destas abelhas certamente



sera acompanhada pela perda de muitas espécies de plantas que dependem

delas para polinizacao (LaSalle e Gauld, 1993).

I.2. . Variabilidade genética x Tamanho populacional

Muitas espécies de meliponineos tém sofrido uma grande reducao
populacional nos ultimos anos, sendo que muitas se encontram em risco de
extingdo. A principal causa dessa reducdo populacional é a destruicdo dos
ambientes naturais, pois, estes insetos formam um grupo isolado e muito
especializado, cujos individuos dependem das caracteristicas climaticas e
floristicas de suas regides de origem. Estes insetos sdo, por isso, muito
sensiveis a perturbacfes ambientais, podendo assim serem utilizados como
bioindicadores (LaSalle e Gauld, 1993).

A transformacéo de grandes areas de floresta em pequenas capoeiras
devido ao desmatamento, pode representar varias limitacbes ao
desenvolvimento das populacdes como diminui¢cdo de locais para nidificacao
e reducdo na disponibilidade de alimentos (Viana e Melo, 1987). Além disso,
com a degradacdo ambiental, o nimero de col6nias de meliponineos na
mesma area de reproducédo torna-se menor do que na area original e essas
populacdes podem desaparecer com grande rapidez (Menezes et al., 1993;
Kerr et al., 1994).

Os efeitos da fragmentacdo estdo relacionados com o tamanho do
fragmento e a distancia entre eles (Viana e Melo, 1987), sendo que as
espécies que apresentam dificuldades de dispersdo sdo as mais
prejudicadas.

As abelhas da subtribo Meliponina, durante o processo de dispersao,
primeiro fazem o aprovisionamento de uma nova colbnia e somente depois
abandonam o antigo ninho (Michener, 2000). Assim, grandes areas abertas
pelo desmatamento, desprovidas de locais para nidificacdo, dificultam a
migracao entre os fragmentos remanescentes, fazendo com que a disperséo
de uma colbnia por centenas de metros seja quase impossivel (Michener,
2000).



A reducdo do tamanho populacional estd associada a perda da
variabilidade genética, pois em populacfes pequenas, a segregacao aleatdria
dos genes e a reproducao desigual entre os individuos, produzem mudancas
nas frequéncias alélicas (Lande e Barrowclough, 1987) podendo ocorrer a
fixacdo e/ou perda de um alelo (Futuyma, 1992). Esta perda da variabilidade
genética é proporcional ao tamanho efetivo da populacao, ou seja, ao numero
de individuos que de fato se reproduzem e contribuem para a geracdo
seguinte (Beiguelman, 1994).

Outro fator que colabora para a diminuicdo da variabilidade
genética em pequenas populacdes é a endogamia (cruzamento entre
individuos aparentados), a qual tem maior probabilidade de ocorrer em
populacdes pequenas (Amos, 1999). Uma das razdes para isto é o fato de
gue, em muitas espécies a capacidade de dispersdo € limitada. Assim, 0s
acasalamentos tém maior chance de acontecer entre individuos que
nasceram mais proximos e com maior probabilidade de serem aparentados
(Futuyma, 1992).

O principal efeito da endogamia em uma populacdo € o aumento da
freqiéncia de homozigotos (Hartl, 1987). No caso dos Hymenoptera, devido
ao processo de determinacgdo de sexo, individuos homozigotos no loco sexual
se desenvolvem em machos dipldides. Estes sdo menos viaveis que o0s
machos hapléides normalmente produzidos. Além disso, em coldnias de
Melipona nas quais machos dipldides s@o produzidos em grande quantidade,
as rainhas também sédo eliminadas pelas operérias, o que leva, primeiro, a
reducdo das populacdes das coldnias e, eventualmente a sua extingdo (Kerr
et al., 1996). Apés um periodo de endogamia a recuperacdo da populacdo
pode ser muito lenta ou n&o ocorrer, levando a extincdo da populacdo por
uma endogamia recorrente (Unruh e Messing, 1993).

Segundo Page et al. (1985), populacbes de abelhas com 35 a 50
colénias podem manter aceitavel variabilidade durante o tempo de 20 a 40
anos seguidos e, Kerr e Vencovsky (1982) verificaram que uma populacao
local de qualquer espécie de Melipona, para ser viavel deve conter no minimo
44 colbnias na sua area de reproducao.

Em Minas Gerais, as espécies Melipona rufiventris e Melipona

mondury tém sofrido grande reducdo populacional, sendo consideradas



atualmente como ameacadas de extingdo. Assim, estudos sobre a
variabilidade genética dessas duas espécies poderdo fornecer dados
essenciais para o conhecimento de sua estrutura populacional, do grau de
parentesco entre colbnias e do fluxo génico entre suas populagdes que séo
dados, sobremaneira importantes para elaborar estratégias para sua

conservacao.

1.3. Melipona rufiventris e Melipona mondury

Em Minas Gerais, estima-se que a fauna de abelhas silvestres
some algo em torno de 1000 espécies (Costa et al., 1998). Entre essas,
encontra-se a espécie Melipona rufiventris Lepeletier, 1836, que esta descrita
no “Livro Vermelho das Espécies Ameacadas de Extin¢do da Fauna de Minas
Gerais“ como ameacada de extingdo (Machado et al., 1998). As raz0es para
a inclusdo de M. rufiventris na lista de espécies ameacadas da fauna de
Minas Gerais foram a destruicdo de habitat e coleta predatoria de mel
(Campos, 1998).

Esta espécie, segundo Moure e Kerr (1950) pode ser subdividida
em cinco subespécies: Melipona rufiventris rufiventris, M. r. flavolineata, M. r.
paraensis, M. r. brachychaeta e M. r. dubia. Entretanto, atualmente essas
subespécies foram elevadas ao nivel de espécies (Silveira et al.,, 2002),
sendo que, apenas a espécie M. rufiventris é registrada no estado de Minas
Gerais.

Originalmente, Melipona rufiventris distribuia-se por todo o estado
de Minas Gerais, sendo encontrada tanto na Mata Atlantica quanto no
Cerrado (Moure e Kerr, 1950). Atualmente, suas populacdes tém diminuido
drasticamente com a degradacdo ambiental, ndo sendo mais encontrada em
areas degradadas, dentro de sua regido original de distribuicdo. Na regido de
mata Atlantica a espécie ndo tem sido encontrada em pastagens
abandonadas, nem em pequenas reservas de floresta secundaria (Cure et al.,
1992; Cure et al.,, 1993; Silveira et al., 1993). Também no cerrado, a
freqiéncia de M. rufiventris foi afetada e ja ndo é encontrada em areas

impactadas (Silveira e Campos, 1995). Mesmo nos locais onde ela tem sido



encontrada, sua abundancia nas amostras € sempre baixa e menor que a de
outras espécies congenéricas. Damasceno (1998), amostrando abelhas
visitantes de arvore Pterodon emarginatus, encontrou apenas sete individuos
de Melipona rufiventris entre os 1896 exemplares num total de 83 espécies.

Moure e Kerr (1950) e Moure (1975) relataram variacdes
morfolégicas com relacdo ao padrao de coloracédo das cerdas corbiculares e
tibias para essa espécie quando individuos de diferentes regides geograficas
foram analisados. Apesar disso, as abelhas do grupo rufiventris presentes no
sudeste do Brasil, sempre foram consideradas uma Unica espécie.

Costa (2003) realizou trabalhos com marcadores isoenzimaticos
em populacdes de Melipona rufiventris de diversas regides do estado de
Minas Gerais, sendo algumas localizadas em regifes com vegetacao tipica
de cerrado e outras com vegetacdo tipica de mata. Ele observou uma
distancia genética muito grande entre as “formas” encontradas em regides de
mata e as de cerrado, sugerindo que as mesmas representam duas espécies.
Além disso, observou que as populacdes da localidade de Brasilandia de
Minas (cerrado) apresentavam um padréo eletroforético intermediario entre as
populacdes de cerrado e as de mata, o que levou a sugerir a existéncia de
uma zona hibrida ou de uma terceira espécie sendo chamada de M.
rufiventris.

O mesmo foi observado por Busse et al. (2003), ao analisarem a
variabilidade genética dessas populacdes utilizando marcadores RAPD. Com
base no padrdo de bandas RAPD observado, foi possivel diferenciar os
individuos originados de regifes de mata dos de cerrado, como também
verificar a presenca de um terceiro grupo formado pelas col6nias de
Brasilandia de Minas. Schetino et al. (2003) analisando essas mesmas
populacdes por PCR/RFLP da regido CO-I/CO-II (Citocromo Oxidase | e Il) do
DNA mitocondrial, encontrou trés haplétipos mitocondriais, 0s quais
confirmaram o padréo de distribuicdo geografica encontrado por Busse et al.
(2003) e Costa (2003).

Concomitantemente ao desenvolvimento desses trabalhos, Melo
(2003) reconheceu que as diferencas morfolégicas existentes entre a “forma”
de M. rufiventris encontrada no cerrado e a “forma” encontrada em regides de

mata sdo muito evidentes e prop6s que elas sejam consideradas espécies



diferentes. Assim, hoje o nome M. rufiventris Lepeletier, 1836 passou a ser
utilizado apenas para a espécie encontrada no cerrado e a espécie
encontrada nas regides com vegetacao tipica de mata Atlantica passou a ser

denominada Melipona mondury Smith 1863.

|.4. Marcadores microssatélites

Como o estudo de todos os alelos presentes em uma populacdo é
impossivel, torna-se importante a busca de marcadores genéticos que
produzam estimativas da diversidade genética dessa populacédo (Tregenza e
Butlin, 1999). Nesse sentido, a biologia molecular € uma ferramenta
importante que vem sendo utilizada em diversos estudos na genética de
populacdes, existindo atualmente grande quantidade de marcadores
moleculares que séo utilizados em varios tipos de estudos.

No inicio dos anos 80, diferentes experimentos demonstraram que 0S
genomas de eucariotos possuem varias classes de sequéncias repetitivas
(Hamada et al., 1982; Tautz e Renz, 1984). Algumas dessas foram chamadas
de minissatélites ou microssatélites, de acordo com o tamanho da sequéncia
repetitiva. Os microssatélites sdo as sequéncias mais simples (Litt e Luty,
1989), possuem de 1 a 6 nucleotideos de comprimento repetidos em tandem,
sdo muito frequientes e estdo distribuidos ao acaso por todo o genoma do
individuo.

Dentre as caracteristicas dos microssatélites que os tornam Uteis em
varios tipos de estudos, destaca-se o fato de serem caracteres mendelianos,
codominantes, seletivamente neutros (suas sequUéncias nao sdao
codificadoras) e altamente polimérficos, sendo considerados a classe mais
polimérfica de marcadores moleculares disponivel hoje.

Os microssatélites sdo considerados uma regido “instavel” do genoma,
no sentido de que essas regides possuem uma taxa de mutagdo muito maior
do que outros locos no mesmo genoma (Eisen, 1999). Essa “instabilidade”
tem consequéncias importantes. Uma delas é que produz alelos polimérficos
0s quais tém sido muito Uteis em diversos estudos (Sia et al., 1997). Apesar

de existirem diferentes tipos de mutacdo que possam ocorrer nos locos



microssatélites, a mutacdo mais comum € a alteracdo no seu tamanho,
resultando em sequéncias com diferentes nimeros de elementos repetitivos
(Eisen, 1999).

Existem dois mecanismos que sdo utilizados para explicar as
mutacdes nos microssatélites (Hancock, 1999). Um modelo propbe que a
instabilidade dos microssatélites seja causada por uma elevada taxa de
crossing-over desigual, pois, a presenca das sequéncias repetitivas, aumenta
a probabilidade de ocorrer um desalinhamento no pareamento dos
cromossomos homoélogos, acarretando, depois do crossing-over, alteracées
no numero original de repeticbes em cada cromossomo. O segundo
mecanismo € chamado “slippage” (“deslize”) (Sia et al., 1997). Durante o
processo de replicacdo, a DNA polimerase pode sofrer um deslize e a nova
fita, por um instante, se dissocia da fita molde. Posteriormente, ocorre o
reanelamento, sendo que um ou mais pares de bases ficam
desemparelhados (Sia et al., 1997). A presenca das unidades repetitivas,
aumenta a probabilidade de acontecer um erro nesse processo e se essa
distorcdo néo for corrigida, esse mecanismo levara a um ganho ou perda de
unidades de repeticdo, ou seja, a nova fita sera sintetizada com um nuamero
maior ou menor de repeticdes (Sia et al., 1997).

Os microssatélites podem ser amplificados via PCR (“Reacédo da
polimerase em cadeia”), utilizando-se “primers” que flanqueiam a regiéo
repetitiva. O polimorfismo encontrado em geral, serd& uma diferenca no
tamanho dos fragmentos. Dessa forma cada elemento amplificado que
possua um tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Marcadores microssatélites ja foram desenvolvidos para alguns
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) e thrips
(Chapman e Crespi, 1998) possibilitando a realizacdo de estudos sobre a
poliandria, paternidade, utilizacdo de espermatozéides quando ocorre
acasalamento com mais de um macho e genética de populacdes (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 se havia observado baixos niveis de
variabilidade utilizando-se outros marcadores, como as aloenzimas. Em um
estudo com a vespa Polistes annularis, por exemplo, seis loci 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 é uma poderosa ferramenta que pode ser
utilizada em genética populacional.

Estoup et al. (1993) foram os primeiros a descreverem “primers”
microssatélites para abelhas. Mas somente em 1995 os microssatélites
comecaram a ser utilizados para se verificar a estrutura genética de
populacdes nestes organismos (Estoup et al., 1995). A partir disso, varios
estudos tém sido feitos utilizando-se esse marcador molecular.

Marcadores microssatélites foram utilizados para andlise de
associacoes 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. Os individuos das llhas Canérias e
Madeira apresentaram um valor médio de Fst = 0,411, mostrando uma forte
diferenciacdo entre elas. Quando as trés espécies foram comparadas em
uma analise de agrupamento, as amostras procedentes das Ilhas Canarias
formaram um grupo distinto de B. terrestris e B. maderensis. A
heterozigosidade observada nessas espécies variou de 0,142 a 0,498 nas
populacdes analisadas (Widmer et al.,, 1998). Estudos posteriores sobre
estrutura genética de Bombus pascuorum, uma importante espécie de abelha
polinizadora, utilizaram seis loci microssatélites, encontrando uma
heterozigosidade observada variando de 0,402 a 0,715 (Widmer e Schmid-
Hempel,1999).

Paxton (2000) também utilizou marcadores microssatélites para
verificar o tipo de reproduc&o em rainhas da abelha Scaptotrigona postica. Os

genétipos das operarias analisadas foram consistentes com rainhas



acasalando-se uma Unica vez e, em outros casos, com rainhas acasalando-
se com até seis machos diferentes, o que levou o autor a considerar que S.
postica é uma abelha poliandrica facultativa.

Por outro lado, ao se estudar Platythyrea punctata, uma formiga
telitoca, Schilder et al. (1999) encontraram baixo indice de heterozigosidade e
pequeno numero de alelos, sendo comum individuos que compartilhavam o
mesmo gendtipo. Os autores ressaltam que isto pode ser reflexo de seu tipo
de reproducao, juntamente com efeitos do fundador e gargalo genético pelos
guais passaram as populagcdes estudadas.

Goodisman et al. (2001) utilizaram marcadores microssatélites no
estudo de quatro populacbes da vespa Vespula germanica introduzidas na
Austrdlia. Eles observaram significante diferenciacdo alélica entre as
populacdes e, diminuicdo da similaridade genética em uma mesma populagéo
com o0 aumento da distancia entre as col6nias.

Estudos com a formiga Linepithema humile utilizando marcadores
microssatélites, por outro lado, indicaram similaridades entre as populacdes
analisadas, o que permitiu elucidar a origem geogréafica desta espécie
invasiva (Tsutsui et al., 2001).

Shao et al. (2004) encontraram significante diferenciacdo entre
populacdes de Bombus iginitus no continente e ilhas asiaticas utilizando
também microssatélites. Os resultados encontrados sugerem que um recente
gargalo populacional e isolamento geogréafico sdo as causas da divergéncia
apresentada por essas populagdes.

A maior dificuldade no uso de microssatélites é a construcdo dos
“primers”, sendo necessario uma biblioteca gendmica. Entretanto, pelo
menos, em genomas animais, ocorre a conservacao de sitios microssatélites
entre espécies relacionadas, sendo possivel, em alguns casos, utilizar
“primers” desenhados para espécies diferentes, até mesmo para géneros
diferentes, que sdo chamados de “primers” heterdlogos (Moore et al., 1991,
Pépin et al., 1995), o que facilita 0 uso desses marcadores.

“Primers” heterélogos (construidos para Scaptotrigona postica e
Melipona bicolor) foram utilizados por Francisco (2002), para analisar a
diversidade genética em populacdes da abelha sem ferrdo Plebeia remota.

Dos 25 “primers” testados, 12 produziram resultados satisfatérios, podendo



ser utilizados no célculo da heterozigose e diferenciacao entre as populacdes
analisadas.

No presente trabalho, esta estratégia também sera utilizada para se
analisar a variabilidade genética de populacdes de M. rufiventris e M.
mondury, pois ndo existem “primers” microssatélites desenhados
especificamente para estas espécies.

O presente trabalho faz parte do projeto “Elaboracdo de plano de
manejo para urugu amarela”, que esta sendo desenvolvido no laboratoério de
Biologia Molecular do Departamento de Biologia Geral da UFV. Ao iniciarmos
este projeto, as diferentes “formas” de M. rufiventris presentes no estado de
Minas Gerais eram consideradas uma Unica espécie e portanto, um dos
objetivos do referido projeto era avaliar, através do uso de marcadores
moleculares, o “status” taxonémico destas diferentes “formas” nos biomas de
mata e cerrado em Minas Gerais. Hoje, entretanto, sabe-se tratar de duas
espécies: M. rufiventris, presente em regides de cerrado e M. mondury,
presente em regides de mata. Este trabalho vem, portanto, complementar
resultados obtidos com o uso de outros marcadores moleculares a respeito
da diferenciacdo dessas duas espécies nas regides de mata e cerrado em
Minas Gerais. Ele teve como finalidade obter dados que possam contribuir
para o conhecimento da estrutura genética das populacbes, para o
entendimento de como a variagdo genética se estrutura entre as populacdes
de diferentes regidbes do estado, bem como para o desenvolvimento de
estratégias que visem a preservacao e a exploracao racional deste grupo de

insetos.



II. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral estudar a estrutura genética
de populacdes de Melipona mondury e Melipona rufiventris provenientes de
diferentes localidades do estado de Minas Gerais, para se obter uma
estimativa da variabilidade genética dessas espécies e subsidios para se
estabelecer estratégias que permitam a preservacdo ou o restabelecimento

da integridade genética das populacdes dessas espécies.

Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

a) avaliar o “status taxondmico” das populacdes do grupo de espécies
conhecidas como M. rufiventris no estado de Minas Gerais, visando
a obtencdo de dados que auxiliem planos de manejo das

populacdes, com vistas a conservacao.

b) estimar a variabilidade genética intra e inter colonial de populacdes
de M. mondury e M. rufiventris localizadas nos biomas de mata
Atlantica e cerrado no Estado de Minas Gerais, com 0 intuito de

comprovar a diferenciacdo genética existente entre elas.



lll. METODOLOGIA

l1l.1. Material genético

Neste trabalho foram amostrados individuos de Melipona rufiventris e
Melipona mondury e de populacbes do complexo “rufiventris” ainda né&o
identificadas especificamente, coletados no estado de Minas Gerais, em
diferentes localidades nos biomas do cerrado e mata Atlantica. As amostras
foram congeladas, no campo, em nitrogénio liquido ou, dependendo das
possibilidades, transportadas vivas para o laboratorio.

Foram coletadas amostras de 45 colonias no total. Das regides de
mata foram analisados 69 individuos de 14 colénias de Melipona mondury,
enquanto das regides de cerrado foram analisados 155 individuos de 31
colonias de Melipona rufiventris (Tabela 1 e Figura 1).

Para as anélises moleculares foram utilizados cinco individuos de cada
colénia, com excecdo de uma colénia de M. mondury, da qual se analisou

quatro individuos.

Tabela 1: Localidade, bioma e niumero de colbnias analisadas.

LOCALIDADE BIOMA N° COLONIAS
Coluna Mata 2
[tamarandiba Mata 5
Resende Costa Mata 6
Marliéria Mata 1
Subtotal 14
Guimarania Cerrado 9
Patos de Minas Cerrado 4
Patrocinio Cerrado 2
Arcos Cerrado 2
Uberaba Cerrado 2
Cérrego Dantas Cerrado 3
Pequi Cerrado 2
Formiga Cerrado 2
Dom Bosco Cerrado 2
Brasilandia de Minas Cerrado 3
Subtotal 31
Total 45




Figura 1: Localizacdo geogréfica das 15 localidades de Minas Gerais onde
foram coletadas amostras de Melipona rufiventris ( ) e M. mondury
(L. 1 - Itamarandiba, 2 - Coluna, 3 — Marliéria, 4 — Resende Costa,
5 - Pequi, 6 — Formiga, 7 — Arcos, 8 - Corrego Dantas, 9 —
Uberaba, 10 - Patrocinio, 11 — Guimarania, 12 — Patos de Minas,
13 - Brasilandia de Minas, 14 — Dom Bosco.



[11.2. Extracdo de DNA

A extracdo 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 tampédo de extracdo gelado constituido de: CTAB 2%
(Hexadecil Trimetil Brometo de Amonio); EDTA (Acido Tetraacético Diamina
Etileno) 20 mM (pH 8,0); NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM (pH 8,0) e 100 ng/ml
de protease. O macerado foi incubado a 65 °C por 30 min. A desproteinizacao
foi feita com 1 volume de cloroformio por duas vezes. ApOs cada
desproteinizacdo o ™=~erado 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 incubacéo a —20°C por 2 a 24
hs. O material foi entdo submetido a centrifugagéo 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 nl 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 ng/ml
de brometo de etidio, para se verificar a integridade e pureza do DNA

extraido.

l11.3. Amplificagdo do DNA

O DNA extraido foi amplificado conforme metodologia descrita por
Peters et al. (1998), com algumas modificacbes nas temperaturas de
pareamento dos “primers” (Tabela 2). As sequéncias dos nove “primers”
microssatélites utilizados no presente estudo encontram-se descritas na
literatura para a espécie Melipona bicolor (Peters et al., 1998).

A mistura de reacdo de 10 nL consistiu de: 0,1 mM de cada
desoxirribonucleosideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,5 nM de
cada “primer”; 0,5 unidade de Taq polimerase em tampéo 1x e 10 ng de DNA
total. A mistura foi incubada em termociclador modelo PTC - 100 (MJ
Research). O programa de amplificacdo consistiu de uma desnaturacao inicial



a 94 °C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos (desnaturacéo a 92 °C por 30
segundos, pareamento com temperatura especifica para cada “primer” por 1
minuto e elongacédo a 72 "C por 30 segundos). Foi feito ao final desses ciclos,
um passo extra de elongacéo a 72 °C por 5 min.

Tabela 2: Descricdo dos locos de microssatélites e sequéncia dos “primers”

utilizados.

Locos “Primers” (5’ ® 3')* Ta' (°C)* Ta® (°C)*

Mbi32 F CTTTATCCGGTGCGTCGAA 57,5 57,5
R GAAGGCATTCCGGGTTGTT

Mbi215 F  AGAGACGAAAAGTGGCGG 57,5 57,5
R GATAGCGGCGGAAGAGATT

Mbi218 F CTCGACTTAATTTCCATCGGC 60 63
R GCAATTTCAATCGCGACC

Mbi232 F TTTTTCTCTTAAATTTTCTTCT 50 50
R CTTACTCGACGACTTTATTT

Mbi233 F  ACGAGCACGGGCCATAA 575 575
R GATCCATCGACCGCTTCTT

Mbi254 F CAATCGTTGGAAGGGAAC 55 64
R GGACCTATACCCAAGTCCAT

Mbi256 F GGATTCAAGCAGACGATA 57.5 57,5
R GATCAAAGTCCCCATCTT

Mbi259 F CGACGTTAACATTTCGCTA 57,5 60
R CTGTTCGACTGTTCTCACTCT

Mbi278 F GTTCGTGTTTCGTGGTGAAT 60 60
R GTTGCGAGAACTCTGACGAT

* F: “primer” Forward. R: “primer” Reverse. Ta': temperatura de pareamento
sugerida em literatura. Ta® Temperatura de pareamento utilizada nos

experimentos.



Os produtos das amplificac6es foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida ndo desnaturante 8%, e visualizados através de coloracao
com nitrato de prata 0,2%. Para isso, primeiramente o gel era fixado por 10
minutos (etanol absoluto 10% e acido acético 0,5%). Em seguida o gel era
colocado em solucédo de nitrato de prata 0,2% por 10 minutos. ApGs esse
tempo era feita uma lavagem em agua destilada por um minuto e o gel era
submetido a revelacdo em solucéo reveladora 3% NaOH e 0,6 % formol até o
aparecimento das bandas. O revelador era descartado e adicionava-se o
fixador para interromper a revelacdo. Todas as etapas foram feitas sob leve

agitacao.

l1l.4 Clonagem e seqiienciamento

Considerando-se que no presente trabalho foram utilizados “primers”
heter6logos, um individuo de M. mondury e um de M. rufiventris foram
tomados, aleatoriamente, para ter seus locos sequenciados para se ter
certeza de que as regibes amplificadas correspondiam a regides
microssatélites.

As regifes microssatélites foram amplificadas e separadas em gel de
agarose 2,0% (p/v) contendo brometo de etidio (0,2 ng/ml). O DNA foi
visualizado sob luz ultravioleta, extraido do gel de agarose e purificado
usando o “Kit Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up System“ (Promega). Os
fragmentos de DNA purificados foram ligados no vetor pGEMC-T Easy
(Promega), conforme recomendacdes do fabricante. Aliquotas de 200 nL de
células competentes de E. coli DH5a (Inoue et al., 1990) foram incubadas
com aproximadamente 50 ng de plasmideo recombinante por 20 min no gelo.
Apods choque térmico a 42 °C por 50 segundos, a mistura foi incubada no gelo
por 2 minutos. A temperatura ambiente, 800 nL de meio SOC foram
acrescentados, seguindo-se uma incubacdo a 37 °C sob agitacdo por uma
hora. O meio SOC é composto por meio SOB (20 g de triptona, 5 g de extrato
de levedura e 0,5 g de NaCl para 1L de meio) acrescido de 10 mL de KCI
0,25M, 5 mL de MgSO, 2M, 100 mL de NaOH 5M e 20 mL de glicose 1M. As

células transformadas foram inoculadas em meio LB-agar/ampicilina/X-Gal e



incubadas durante a noite, a 37 °C. Colbnias brancas, foram inoculadas em
meio LB liquido contendo ampicilina (50 ng/mL) e incubadas durante a noite a
37°C. Os plasmidios recombinantes foram extraidos utilizando-se o método
de lise alcalina, conforme Sambrook et al. (1989).

Para verificar se os plasmidios apresentavam o inserto, uma aliquota
de plasmidios foi digerida com 10U da enzima EcoR |, a qual possui dois
sitios de restricdo que flanqueiam o inserto, de forma que apdés a digestdo o
inserto € liberado. As reacdes de digestdo foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 2% (p/v). Os clones nos quais o fragmento excisado
apresentou um tamanho semelhante ao do microssatélite correspondente,
foram considerados positivos e sequenciados.

O sequenciamento foi feito com base na técnica de terminacdo em
cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPs) descrita por Sanger et al. (1977)
utilizando um sequenciador automéatico modelo “ABI PRISM 310".

[11.5. Andlises de dados

Inicialmente, as analises foram realizadas considerando-se dois
grupos: o primeiro formado pelas colénias coletadas nas regides de mata (M.
mondury) e o segundo formado pelas col6nias de cerrado (M. rufiventris).

O desvio dos locos microssatélites quanto ao equilibrio de Hardy-
Weinberg foi testado pelo teste ¢®. Os seguintes estimadores de diversidade
foram calculados: frequéncias alélicas, porcentagem de locos polimorficos
(P), nimero médio de alelos por locos (A), heterozigosidade observada (H,) e
heterozigosidade nédo-viesada de Nei (1978) (He). A heterozigosidade néao-
viesada € apropriada para analises, nas quais foram amostrados poucos
individuos da populacdo (Nei,1978). A distancia genética entre pares de
colénias foi calculada usando-se a distancia genética de Nei (Nei, 1978). Na
seqléncia, as matrizes de distancia genética foram submetidas a uma analise
de cluster, utilizando-se o algoritmo UPGMA e a uma analise de escala
multidimensional (MDS), pelo algoritmo de Coordenadas Principais (Dias,
1998).



Posteriormente, as colbénias foram agrupadas por localidade e as
estatisticas F de Wright (Wright, 1978) foram utilizadas para analisar a
estrutura genética da populacao através de trés parametros. Estes, medem
os desvios das frequéncias alélicas entre subpopulacdes (Fst), em nivel de
individuo dentro da subpopulacdo (Fis) e em relagéo a populacéo total (Fir).
Fis e Fir podem apresentar valores positivos ou negativos, o que indica uma
deficiéncia ou excesso de heterozigotos, respectivamente. O mesmo nao
ocorre com Fst que apresenta somente valores positivos.

Todas essas analises foram realizadas utilizando-se o programa
Popgene verséo 1.32 (Yeh et al., 1999) e Statistica 5.0 (StatSoft, 1997).



IV. RESULTADOS

IV.1. Andlise populacional

O dendrograma obtido a partir das distancias genéticas entre as
colénias analisadas (Figura 2) demonstrou a existéncia de dois grupos
distintos: o primeiro constituido pelas coldnias provenientes de regides de
mata (M. mondury) e o segundo formado pelas colbnias provenientes de
regides de cerrado (M. rufiventris). Verificou-se ainda, que o segundo grupo
pode ser dividido em dois subgrupos, sendo um formado pelas colénias
provenientes de Brasilandia de Minas/Dom Bosco e o outro pelas colbnias
das demais regides de cerrado. A presenca destes trés grupos pode ser
confirmada analisando-se o Biplot de MDS para as distancias genéticas entre
as 45 coldnias analisadas (Figura 3).

Considerando-se esse resultado e outros dados obtidos em nosso
laboratério por meio da andlise de outros marcadores moleculares utilizando
as mesmas colbnias, os quais sugerem que a “forma” encontrada na regiao
de Brasilandia de Minas/Dom Bosco seja possivelmente uma outra espécie
gue esta sendo chamada de Melipona rufiventris, no presente trabalho optou-
se por apresentar, em separado, os dados obtidos para este terceiro grupo.
Na espécie Melipona mondury, dos nove locos microssatélites analisados,
trés (Mbi232, Mbi233 e Mbi254) foram polimorficos (P = 33,3%),
apresentando 2, 4 e 3 alelos, respectivamente (Tabela 3).

Melipona rufiventris também apresentou 33,3% de locos polimérficos.
Nesta espécie, os locos polimorficos foram o Mbi218, Mbi 233 e Mbi 254. Os
locos Mbi218 e Mbi254 apresentaram 4 alelos cada, enquanto o loco Mbi233
apresentou apenas 2 alelos (Tabela 3).

No grupo formado pelas colbnias provenientes de Brasilandia de
Minas/Dom Bosco verificou-se que, apenas dois (Mb215 e Mbi232) dentre os
nove locos estudados apresentaram polimorfismo (P = 22,22%) (Tabela 3).

O teste de c?realizado para verificar se as amostras dos trés grupos estavam
em equilibrio de Hardy-Weinberg, revelou um desvio das frequéncias
esperadas com probabilidade P < 0,05 em alguns locos (Tabela 4) quando

forma analisados cinco individuos/coldnia. Posteriormente, foi realizada uma



analise com apenas um individuo de cada coldnia, para verificar se ocorria
alguma alteracdo nos desvios encontrados. Pdde-se verificar, que somente 0
loco Mbi232 na populagdo de Brasilandia de Minas/Dom Bosco apresentou
desvios das proporcdes esperadas. Os demais estimadores ndo sofreram
grandes variacdes, quando se analisou um individuo/colbnia, porém, um alelo
gue apresentava baixa frequéncia nao foi observado nessa situacéo (Tabela
5). Assim, os resultados apresentados serdo para as analises com cinco
individuos/colbnia.

O numero de alelos encontrado em M. mondury (15) foi muito proximo
daquele observado em M. rufiventris (16). J& nas coldnias provenientes de
Brasilandia de Minas/Dom Bosco observaram-se 11 alelos. O nimero médio
de alelos por loco (A) em M. mondury foi de 1,67 e em M. rufiventris foi de
1,78, enquanto nas coldnias provenientes de Brasilandia de Minas/Dom
Bosco o valor encontrado foi menor (A = 1,22). As frequéncias alélicas para
os diferentes locos encontram-se na Tabela 3.

A combinacao destes alelos permitiu o reconhecimento de 22, 20 e 11
gendtipos diferentes em M. mondury, M. rufiventris e nas colbnias
provenientes de Brasilandia de Minas/Dom Bosco, respectivamente (Tabela
6). Foi possivel observar a presenca de individuos heterozigotos para nove
gendtipos em M. mondury, sete em M. rufiventris e apenas um nas colénias
provenientes de Brasilandia de Minas/Dom Bosco. Alguns dos gendtipos
encontrados estao representados nas Figuras 4 a 7.

Com relacédo aos valores médios de H, e He (Tabela 3), verificou-se
gque M. mondury apresentou valor de H, (0,1159) maior do que os valores
encontrados para M. rufiventris (0,0684) e para o terceiro grupo (0,0222). Da
mesma forma, o valor de H. foi maior para as colonias de M. mondury
(0,1461) do que para as colbnias de M. rufiventris (0,0770) e do terceiro grupo
(0,0733).

Quando se analisou cada localidade individualmente pode-se verificar
gue a proporcao de locos polimorficos variou, de localidade para localidade,
dentro de cada grupo (Tabelas 7 a 9). Trés locos (Mbi232, Mbi233 e Mbi254)
foram polimérficos nas localidades provenientes de mata (M. mondury).
Porém, apenas em Marliéria, de onde se analisou uma Unica colbnia,

observou-se variagcdo nos trés locos ao mesmo tempo. As localidades de



Resende Costa e Coluna, por sua vez, apresentaram dois locos polimorficos
cada, enquanto apenas um loco polimérfico foi observado em Itamarandiba.
J& no grupo de cerrado (M. rufiventris) os locos polimorficos foram o Mbi218,
Mbi233 e Mbi254 e somente a cidade de Uberaba apresentou polimorfismo
nos trés locos. A localidade de Formiga, por outro lado, foi monomorfica para
todos os locos analisados. No grupo de Brasilandia de Minas/Dom Bosco, o
loco Mbi232 foi polimorfico na localidade de Brasilandia de Minas e o loco
Mbi215 em Dom Bosco.

Os valores de Fg encontrados para as espécies Melipona mondury e
Melipona rufiventris (0,205 e 0,253, respectivamente) foram altos, mostrando
gue existem diferencas relevantes entre cada localidade. Foram encontrados
valores negativos para F;s tanto em M. mondury quanto em M. rufiventris, o
gue revela um excesso de heterozigotos em relacdo as subpopulacdes.
Porém, em relacdo a toda populacdo, verifica-se uma deficiéncia de
heterozigotos pelos valores positivos de F;;r encontrados (Tabela 10). Esses
indices nao foram calculados para o grupo formado pelas colbnias
provenientes de Brasilandia de Minas/Dom Bosco, porque o numero de

colénias amostradas foi muito pequeno.

IV.2. Anélises de sequenciamento

Um individuo de M. mondury e um de M. rufiventris foram tomados,
ao acaso, para ter seus nove locos microssatélites sequenciados. No entanto,
conseguimos sequenciar apenas quatro locos de M. mondury (Tabela 11) e
quatro de M. rufiventris (Tabela 12). A analise das sequéncias obtidas
confirmou que os fragmentos de DNA amplificados continham regides
microssatélites descritas para Melipona bicolor (Peters et al., 1998) e a
comparacdo de nossas seqUéncias com aquelas disponiveis no banco de
dados do BLAST ( http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST ) confirmaram a

alta similaridade com as sequéncias publicadas de M. bicolor, sendo,
portanto, mais uma confirmacdo de que realmente trabalhamos com

microssatélites.



Em M. mondury e em M. rufiventris, o loco Mbi32 apresentou as
repeticoes (GGA)2(GGAGAA),. O loco Mbi215 foi sequenciado apenas em M.
rufiventris, sendo constituido pelas repeticbes (TTC)s. JA 0 loco Mbi232 foi
sequenciado apenas em M. mondury apresentando 13 repeticbes (CTT) que
sao interrompidas por uma trinca de timina.

Em M. mondury, o loco Mbi254 é um microssatélite constituido pela
repeticdo (AAG)1s, enquanto em M. rufiventris, ele é constituido pela repeticdo
(AAG)11.

O loco Mbi259, por sua vez, pode ser caracterizado como um
microssatélite interrompido, apresentando, nas duas espécies, a mesma
sequéncia: (AGA)3;GG(AGA),A(GGA),.
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Figura 2. Dendrograma UPGMA construido com base nas distancias
genéticas de Nei (1978) entre as 45 col6nias analisadas. 1 - Melipona
mondury, 2 - Brasilandia de Minas/Dom Bosco e 3 - Melipona

rufiventris.
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Dimenséo 1

Biplot de MDS para as distancias genéticas entre 45 colbnias de
Melipona analisadas, construido com base nas frequiéncias alélicas
de nove locos microssatélites. 1 — Melipona mondury, 2 -

Brasilandia de Minas/Dom Bosco e 3 — Melipona rufiventris.



Tabela 3: Frequéncias alélicas e heterozigosidades observada (H,) e
esperada (He) para os nove locos microssatélites nas analises
com cinco individuos por colbnia. Entre parénteses s&o
apresentados os valores de desvio padrao.

Loco Alelo M. mondury M. rufiventris Brasilandia de
Minas/Dom Bosco

Mbi32 A 1,000 1,000
B 1,000
Mbi215 A 0,100
B 1,000 1,000 0,900
Mbi218 A 1,000
B 0,873
C 0,019
D 0,062
E 1,000 0,046
Mbi232 A 1,000 0,600
B 0,978 0,400
C 0,022
Mbi233 A 0,008 1,000
B 0,992
C 0,123
D 0,058
E 0,500
F 0,319
Mbi254 A 0,704
B 0,031
C 0,457 0,238 1,000
D 0,246
E 0,297 0,027
Mbi256 A 1,000 1,000 1,000
Mbi259 A 1,000 1,000 1,000
Mbi278 A 1,000 1,000
B 1,000
Ho 0,1159 0,0684 0,0222
(0,2336) (0,1393) (0,0667)
He 0,1461 0,0770 0,0733

(0,2782) (0,1579) (0,1637)




Tabela 4: Valores de c? e probabilidade (P) para os nove locos ‘microssatélites
analisados em Melipona mondury, Melipona rufiventris e no grupo
formado pelas colbnias provenientes de Brasilandia de Minas/Dom

Bosco.

Loco M. mondury M. rufiventris Brasilandia/

Dom Bosco

X2 =] C2 P C2 =]

Mbi32 - - - - - -
Mbi215 - - - - 0,2424 0,6225

Mbi218 - - 16,9232  0,0096 - -
Mbi232  0,0225 0,8806 - - 26,1343  0,0000

Mbi233 44,7818  0,0000 0,0039 0,9503 - -
Mbi254  2,4714 0,4805 129,9270 0,0000 - -
Mbi256 - - - - - -
Mbi259 - - - - - -

Mbi278 - - - - - -




Tabela 5: Frequéncias alélicas e heterozigosidades observada (H,) e
esperada (He) para os nove locos microssatélites nas analises
com um individuo por col6nia. Entre parénteses sdo apresentados
os valores de desvio padrao.

Loco Alelo M. mondury M. rufiventris Brasilandia de
Minas/Dom Bosco

Mbi32 A 1,000 1,000
B 1,000
Mbi215 A 0,100
B 1,000 1,000 0,900
Mbi218 A 1,000
B 0,923
C 0,019
D 0,039
E 1,000 0,019
Mbi232 A 1,000 0,600
B 0,9643 0,400
C 0,0357
Mbi233 A 1,000
B 1,000
C 0,178
D 0,036
E 0,500
F 0,286
Mbi254 A 0,712
B 0,019
C 0,464 0,250 1,000
D 0,214
E 0,322 0,019
Mbi256 A 1,000 1,000 1,000
Mbi259 A 1,000 1,000 1,000
Mbi278 A 1,000 1,000
B 1,000
Ho 0,1270 0,0556 0,0222
(0,2390) (0,1203) (0,0667)
He 0,1488 0,0640 0,0733

(0,2767) (0,1456) (0,1637)




Tabela 6: Gendtipos observados nos nove locos microssatélites analisados.

Loco M. mondury M. rufiventris  Brasilandia de
Minas/Dom
Bosco
Mbi32 BB AA AA
Mbi215 BB BB AB
BB
Mbi218 EE BB AA
BC
BD
BE
DD
Mbi232 BB AA AA
BC BB
Mbi233 CC AB AA
CE BB
CF
DE
DF
EE
EF
FF
Mbi254 CC AA CC
CD AB
CE AC
DD AE
DE BB
EE CcC
EE
Mbi256 AA AA AA
Mbi259 AA AA AA

Mbi278 BB AA AA
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Figura 4: Padrao eletroforético em gel de poliacrilamida 8% mostrando alguns
dos genotipos observados para o loco Mbi233. M: marcador de peso
molecular. 1-3: Operarias de Melipona rufiventris. 4-8: operarias de

M. mondury.
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Figura 5: Padréo eletroforético em gel de poliacrilamida 8% mostrando alguns
dos gendtipos para o loco Mbi254. M: marcador de peso molecular.

1-7: Operarias de Melipona rufiventris
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Figura 6: Padrao eletroforético em gel de poliacrilamida 8% mostrando alguns
dos gendtipos para o loco Mbi256. M: marcador de peso molecular.

1-3: Operarias de Melipona rufiventris. 4-7: operarias de M.

mondury.
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Figura 7: Padrao eletroforético em gel de poliacrilamida 8% mostrando alguns
dos gendtipos para o loco Mbi218. M: marcador de peso molecular.

1-11: Operarias de Melipona rufiventris.



Tabela 7: Alelos observados em cada loco microssatélite nas localidades de mata.

Loco Marliéria Coluna ltamarandiba Resende
Costa
Mbi32 B B B B
Mbi215 B B B B
Mbi218 E E E E
Mbi232 B B B B
C

Mbi233 C C E C
D E D
F F E
F
Mbi254 C C C C
D D D D
E E E
Mbi256 A A A A
Mbi259 A A A A

Mbi278 B

w
w
w




Tabela 8: Alelos observados em cada loco microssatélite nas localidades de cerrado.

Loco Guimarania Patos de Patrocinio Arcos Uberaba Corrego Pequi Formiga
Minas Dantas
Mbi32 A A A A A A A A
Mbi215 B B B B B B B B
Mbi218 B B B B B B B B
C C E D D E D
D E
Mbi232 A A A A A A A A
Mbi233 B B B B A B B B
B
Mbi254 A A A A A A A A
B C C C C C E
C
Mbi256 A A A A A A A A
Mbi259 A A A A A A A A
Mbi278 A A A A A A A A




Tabela 9: Alelos observados em cada loco microssatélite nas localidades de Brasilandia de Minas/Dom Bosco.

Loco Brasilandia de Dom Bosco
Minas
Mbi32 A A
Mbi215 B A
B
Mbi218 A A
Mbi232 A A
B
Mbi233 A A
Mbi254 C C
Mbi256 A A
Mbi259 A A
Mbi278 A A




Tabela 10: Estimativa da estatistica F de Wrigth para as colonias de M.
mondury e M. rufiventris considerando-se cada localidade como

uma subpopulacdo. N: Tamanho amostral.

M. mondury M. rufiventris
(N=138) (N=260)
Loco Fis Fr Fst Fis Frr Fst
Mbi32 - - 0,000 - - 0,000
Mbi215 - - 0,000 - - 0,000
Mbi218 - - 0,000 -0,284 0,102 0,301
Mbi232 -0,429 -0,081 0,243 - - 0,000
Mbi233 0,071 0,356 0,307 -0,111 -0,013 0,088
Mbi254 -0,270 -0,141 0,102 -0,033 0,207 0,233
Mbi256 - - 0,000 - - 0,000
Mbi259 - - 0,000 - - 0,000
Mbi278 - - 0,000 - - 0,000
Média  .01329 0,099 0,205 -0,114 0,167 0,253




Tabela 11: Locos microssatélites sequenciados em Melipona mondury.

Locos

Seqiiéncia’

Mbi32

Mbi232

Mbi254

Mbi259

CTTTATCCGGTGCGTCGAAACTTTTGGTGCACGTTGCCGCCGGA
GGGGCGGAGGAGTGGTGGGGGCCGGAGGAGGAGAAGGAGAAGG
CTTTCAGGCTCGTTCTTCCGGTGCAACAACCCGGAATGCCTTC

TTTTTCTCTTAAATTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTTTCTT
CTTCTTCTTCGTTCTCAGTCTTCGGAAAATCCTGCGTGAGTGTCTGC
GTTCCGCGTCGTACGAAAATAAANTCGTCGAGTAAG

CAATCGTTGGAAGGGAACAAGACGGANAGAGTAGTTGAANAGC
ACGAGGAAGGAAAAGAAAAAGAAGACGCGACGACGATGACGAA
GAACAAGAAAAGCAAAAGGAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA
GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGATNAAGAAGAGGAGGAAGATTT
GCTTCTCTCGCCCGAGGCCGAATGGACTTGGGTATAGGTCC

CGACGTTAACATTTCGNTNNTCCAGTGCAGAAAGTCATTAAGTAATG
TGTATTAACGCGTGCCTCGTTAACTTGAGTGGTGAACTTGCTGGCA
AAAGTTCCGCTCGAAGAACAAGGNNAAGAAGAAGAGGAGAAGAAG
GAGGAGGNAACAGATGAATTTAGAGTGAGAACAGTCGAACAG

* Em verde estdo as sequéncias dos “primers” utilizados. Em

vermelho estdo as regifes microssatélites. A sequéncia em azul representa
uma regido de sobreposicdo do “primer” e do microssatélite. A letra N
representa qualquer uma das quatro bases nitrogenadas.



Tabela 12: Locos microssatélites sequenciados em Melipona rufiventris.

Locos Seqiiéncia’

Mbi32 CTTTATCCGGTGCGTCGAAACTTTTGGTGCACGCCGGAGGAGGAG
AAGGAGAAGGCTTTCAGGCTCGTTCTTCCGGTGCAACAACCCGGAA
TGCCTTC

Mbi215  AGAGACGAAAAGTGGCGGCGGTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTCACC
ACGAAGTGGTAAACCACCCCCGCTACAAATCTCTTCCGCCGCTATC

Mbi254  CAATCGTTGGAGGGAACANGACGGANAGTAGTTGAAGANCNAGAN
GAAGGAAANGAAAAAGAAGACGCGACGACGATGACGAAGAACAAG
AAAAGCAAAAGGAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA
GATAAAGAAGAGGAGGAAGATTTGCTTCTCTCGCCCGAGGCCGAAT
GGACTTGGGTATAGGTCC

Mbi259  CGACGTTAACATTTCGCTAAGCCAGTGCAGAAAGTCATTAAGTAATG
TGTATTNACGCGTGCCTCGTTAACTTGAGTGGTGAACTTGCTGGCA
AAAGTTCCGCTCGAAGAACAAGGCGAAGAAGAAGAGGAGAAGAAG
GAGGAGGTAACAGATGAATTTAGAGTGAGAACAGTCGAACAG

* Em verde estdo as sequéncias dos “primers” utilizados. Em
vermelho estao as regides microssatélites. A letra N representa qualquer uma
das quatro bases nitrogenadas.



V. DISCUSSAO

A formacdo de dois grupos quando todas as amostras foram
analisadas conjuntamente através da analise de UPGMA ja era esperada,
visto que estudos anteriores (Busse et al., 2003, Costa, 2003, Melo 2003 e
Schetino et al.,, 2003) demonstraram que em Minas Gerais existem, pelo
menos, duas espécies de Melipona sendo chamadas de M. rufiventris. A
partir da publicacdo de Melo (2003), a espécie encontrada em regifes de
mata Atlantica, de Santa Catarina a Bahia, passou a ser denominada de M.
mondury e M. rufiventris é considerada a espécie encontrada em regides de
cerrado (noroeste de Sao Paulo, oeste de Minas Gerais, sul de Goias e Mato
Grosso do Sul).

Os resultados obtidos por Busse et al. (2003), Costa (2003) e Schetino
et al. (2003) demonstraram ainda, que no cerrado, a “forma” encontrada na
regido de Brasilandia de Minas/Dom Bosco pode representar uma zona
hibrida ou, alternativamente, que seja uma terceira espécie sendo chamada
de M. rufiventris em Minas Gerais. No presente estudo, quando as coldnias
de Brasilandia de Minas/Dom Bosco foram colocadas juntas com as outras
colénias de cerrado na andlise de agrupamento, observou-se que elas
formavam um grupo separado das demais colbnias de cerrado. Enquanto,
gue no presente trabalho, as colbnias provenientes de Brasilandia de
Minas/Dom Bosco formaram um grupo mais proximo as colbnias de cerrado,
Costa (2003) e Busse et al. (2003) verificaram uma maior proximidade dessas
colénias com a espécie encontrada em regides de mata (M. mondury).

A analise de microssatélites demonstrou, também, alto grau de
polimorfismo em comparagdo com outros marcadores moleculares. Costa
(2003), por exemplo, trabalhando com marcadores enzimaticos analisou 17
locos em colbnias de Melipona rufiventris e M. mondury do estado de Minas
Gerais, encontrando polimorfismo em apenas seis deles (P = 35,29%).
Embora analisando um numero diferente de colénias, o grau de polimorfismo
encontrado na presente analise foi de 77,78%.

Com relacao aos locos polimérficos, no presente trabalho verificou-se

gue alguns alelos foram encontrados exclusivamente em individuos de uma



determinada espécie (M. rufiventris ou M. mondury), 0 que evidencia a
diferenciacao genética existente entre elas. No loco Mbi32, por exemplo, o
alelo A foi caracteristico para as col6nias de M. rufiventris e as de Brasilandia
de Minas/Dom Bosco, enquanto o alelo B foi encontrado somente em
individuos de M. mondury. O mesmo foi observado para alelos dos locos
Mbi218, Mbi232, Mbi233, Mbi254 e Mbi278. J& no loco Mbi215 e Mbi218, o
alelo A foi observado apenas em colbnias oriundas de Brasilandia de
Minas/Dom Bosco.

As colbnias provenientes de Brasilandia de Minas/Dom Bosco
apresentaram no loco Mbi232 alelos comuns ora aos individuos de M.
rufiventris ora aos de M. mondury. Nos outros locos, o0s gendtipos
encontrados nas col6nias dessa regido eram semelhantes aos encontrados
em M. rufiventris. Costa (2003) também encontrou um padréo intermediario
para a Est-4 nas colbnias de Brasilandia de Minas. A presenca desses
genotipos intermediarios reforca a hipdtese dessa regido ser uma zona
hibrida ou a regido de localizacdo de uma outra espécie de Melipona que esta
sendo chamada de M. rufiventris em Minas Gerais.

O teste de c?

revelou um desvio das frequéncias genotipicas
esperadas com probabilidade P < 0,05 para alguns locos nas populacoes. O
pequeno tamanho amostral € um dos fatores que poderia estar causando
esse desvio, pois, alguns alelos ou gendtipos podem néo ter sido detectados
devido ao numero de individuos analisados. A melhor maneira de aumentar o
tamanho da amostra seria aumentando o numero de coldnias analisadas e
nao de individuos/colénia. Nos meliponineos, os machos sédo hapldides e as
fémeas dipléides e, na grande maioria das espécies, a fémea reprodutora
acasala-se com apenas um macho (Strassmann, 2001). Assim, todas as
operarias filhas desse cruzamento apresentam um alelo comum vindo do pai
e um outro vindo da mae. Dessa forma, no maximo trés alelos poderdo ser
encontrados em cada col6nia caso a rainha seja heterozigota (e o macho
apresentar um alelo diferente ao da rainha) para o loco microssatélite em
analise e se a rainha for homozigota para tal loco, todas as filhas
apresentardo o mesmo gendtipo. Portanto, ndo ha necessidade de se
analisar, via microssatélites, um grande numero de individuos da mesma

colbnia.



No presente trabalho, entretanto, houve dificuldades para se coletar ou
mesmo obter amostras de col6nias de M. mondury (devido a grande reducéo
de suas popula¢des no estado de Minas Gerais) o que fez com que o niumero
de colbnias analisadas desta espécie fosse bem menor em comparacao ao
ndamero de coldénias de M. rufiventris analisadas. As analises realizadas,
embora suficientes para diferenciar essas duas espécies devem ser
ampliadas conforme novas amostras forem obtidas.

Adicionalmente, o tipo de reproducdo apresentado pelos meliponineos
faz com que os individuos dentro da colbénia sejam muito aparentados. Assim,
amostras contendo varios individuos da mesma colbnia, ou seja, individuos
altamente aparentados, poderiam apresentar resultados semelhantes aqueles
mostrados por populagcbes endogamicas, levando a alteragbes nas
proporcdes genotipicas esperadas no equilibrio. Como foram utilizados cinco
individuos de cada colbnia, esse grau de parentesco dentro da amostra
poderia estar ocasionando o0s desvios nas proporcdes genotipicas
encontradas.

No presente trabalho, uma analise com apenas um individuo/colénia
também foi realizada a fim de verificar se ocorria alguma alteracdo nos
desvios encontrados e foi observado que todos os locos estavam em
equilibrio nessa condicdo. Os resultados obtidos nessa analise mostram que
0 parentesco entre os individuos pode ser um fator importante para explicar
as variacOes encontradas.

Francisco (2002) também encontrou desvios significantes em relagao
ao equilibrio de Hardy-Weinberg quando analisou cinco individuos/col6nia de
Plebeia remota, coletadas em quatro estados brasileiros. Entretanto, quando
o referido autor analisou apenas um individuo/colénia, verificou que as
populacdes estavam em equilibrio e que os outros estimadores ndo variavam
muito, apesar da reducdo no tamanho amostral.

De maneira geral, a porcentagem de locos polimérficos encontrada
nesta analise (P = 33,33% para M. rufiventris e M. mondury e P = 22,2% para
Brasilandia de Minas/Dom Bosco) foi pequena quando comparada com a de
outros himendpteros. Peters et al. (1999), por exemplo, encontraram 76% de
polimorfismo em Melipona bicolor. Strassmann et al. (1997) observaram

polimorfismo nos 18 locos analisados na vespa Polistes bellicosus e somente



um loco entre 8 na espécie Polistes annularis foi monomaérfico. O mesmo foi
observado na formiga Solenopsis invicta, na qual os sete locos
microssatélites estudados foram polimérficos (Ross et al., 1999). Nos
trabalhos citados, entretanto, os “primers” utilizados foram construidos
especificamente para a espécie estudada, sendo que no presente estudo,
devido a inexisténcia de “primers” especificos para M. mondury ou M.
rufiventris, foram utilizados “primers” heterdlogos construidos para M. bicolor.

Segundo Pépin et al. (1995), o uso de “primers” heter6logos pode
ocasionar uma perda de polimorfismo. Mutacdes nos sitios de ligacdo dos
“primers” podem levar a uma ndo amplificacdo de alelos, ocasionando os
chamados alelos nulos (Callen et al.,, 1993). Nesse caso um individuo
heterozigoto que possua um alelo nulo seria erroneamente considerado
homozigoto.

Verificou-se ainda, que um dos locos que apresentou alguns genétipos
heterozigotos nas colonias provenientes de Brasilandia de Minas/Dom Bosco,
apresentava alelos exclusivos e apenas genoétipos homozigotos em M.
rufiventris ou em M. mondury. Este fato reforca a hipotese de que, em
Brasilandia de Minas/Dom Bosco, individuos das espécies M. rufiventris e M.
mondury tenham se acasalado e formado uma zona hibrida entre as duas
espécies. Por outro lado, nos locos Mbi215 e Mbi218, o alelo A sé foi
encontrado nas colénias provenientes de Brasilandia de Minas/Dom Bosco.
Se, essas localidades representassem uma regido hibrida, esse alelo deveria
ser, a principio, encontrado também nas col6nias de M. rufiventris e nas de
M. mondury, o que sugere, alternativamente, que a “forma” encontrada nessa
regido represente outra espécie e ndo um hibrido entre M. rufiventris e M.
mondury.

Estudos realizados com marcadores RAPD (Borges, comunicacéo
pessoal) demonstraram que as colbnias provenientes de Brasilandia de
Minas/Dom Bosco, juntamente com as col6nias provenientes do estado do
Maranhdo formaram um grupo separado daqueles formados pelas espécies
M. rufiventris e M. mondury, quando submetidas a analise de agrupamento.
Esses dados reforcam a hip6tese de que os individuos encontrados na regido
Brasilandia de Minas/Dom Bosco poderiam ser uma outra espécie de



Melipona. Porém estudos mais detalhados deverdo ser feitos, a fim de
verificar o verdadeiro “status” dessa populacéao.

O numero de alelos encontrado por loco, no presente trabalho, variou
de 1 a 6, sendo o loco Mbi233 o que apresentou um maior nimero de alelos.
Segundo Pépin et al. (1995) microssatélites perfeitos possuem mais alelos do
gue microssatélites interrompidos com o mesmo numero de repeticdes, pois
as interrupgbes parecem dar maior estabilidade as regiGes microssatélites
resultando em nivel mais baixo de polimorfismo. Schilder et al. (1999),
entretanto, ndo encontraram relacdo entre polimorfismo e presenca/auséncia
de interrupcdes nos microssatélites.

Nos microssatélites sequenciados, no presente trabalho, pode-se
observar essa relacdo entre interrupcdes e niumeros de alelos. Por exemplo,
o loco Mbi254 constituido de um microssatélite perfeito apresentou 5 alelos
considerando Melipona mondury e M. rufiventris, enquanto que no loco
Mbi259, que apresenta interrupgdes, foi observado apenas um alelo nas duas
espécies O mesmo foi observado em relagdo ao loco Mbi232, que apresenta
uma interrupcao na regido microssatélite em M. mondury, sendo observados
dois alelos nessa espécie, enquanto em M. bicolor, na qual ele ndo apresenta
interrupgdes, foram encontrados quatro alelos.

Com relacdo aos demais locos sequenciados, verificou-se que, 0
polimorfismo apresentado pelo loco Mbi254 nas duas espécies estava
relacionado com variacbes no numero de repeticbes do microssatélite,
diferente do que foi visto no loco Mbi32. Este apresentou dois alelos, sendo
um caracteristico de mata e o outro de cerrado. Porém, a diferenca entre os
alelos foi causada por uma insercao ou delecéo de bases em uma regiao fora
do microssatélite. O loco Mbi215 constituido pela repeticdo (TTC)s por sua
vez, foi idéntico ao de M. bicolor (Peters et al.,1998) e também ao de Plebeia
remota (Francisco, 2002). J4 o loco Mbi32 apresentou variacdo com uma
diminuicdo do numero de repeticdes em relacdo a M. bicolor (Peters et
al.,1998).

O numero de alelos encontrados em cada loco nesse trabalho foi
diferente de Melipona bicolor, sendo que, com excecéo do loco Mbi254, nos

outros locos foram encontrados um menor nimero de alelos.



O numero médio de alelos por loco (A) nos trés grupos foi préximo ao
encontrado em Plebeia remota (1,6 — 2,6) (Francisco, 2002). Esses valores,
entretanto, diferem daqueles encontrados por Widmer e Schmid-Hempel
(1999) em populagcdes de Bombus pascuorum presentes no continente
europeu, as quais apresentaram uma média de 4,3 — 6,7 alelos por loco. Nos
dois estudos mencionados acima, semelhantemente ao que foi feito no
presente estudo, formam utilizados “primers” heterélogos. Mais do que 0 uso
de “primers” heterdlogos, entretanto, o tamanho amostral pode ter interferido
nesta estimativa, pois o numero médio de alelo por loco depende do tamanho
da amostra, sendo que valores maiores sdo encontrados em estudos onde
uma grande quantidade de individuos séo analisados (Nei, 1987). Assim,
observou-se que, Melipona rufiventris, espécie que teve maior nimero de
colénias analisadas, apresentou o maior nimero médio de alelos por loco (A
= 1,78) enquanto o grupo formado pelas colénias provenientes de Brasilandia
de Minas/Dom Bosco, que teve pequeno namero de individuos amostrados,
apresentou o menor niumero meédio de alelos por loco (A = 1,22).

Os valores encontrados para a heterozigosidade média observada (Ho)
nos trés grupos foram, comparativamente, menor do que o verificado em
outras espécies de abelhas (Estoup et al., 1995; Widmer et al., 1998; Widmer
e Schmid-Hempel, 1999; Francisco, 2002). Essa baixa heterozigosidade
resulta da presenca de muitos locos monomorficos nos trés grupos
analisados. Essa grande quantidade de locos monomorficos pode estar
relacionada com a utilizacdo de “primers” heterdlogos, como ja foi comentado
anteriormente, sendo que estudos com “primers” espécie-especificos
poderiam mostrar se, realmente, essas populacdes apresentam uma baixa
heterozigosidade ou se os valores encontrados sédo causados por outros
fatores. Alternativamente, como as populacdes analisadas no presente
trabalho sdo consideradas ameacadas de extingdo no estado de Minas
Gerais (Campos, 1998), apresentando-se constituida por pequenas
populacdes locais, a reducdo populacional poderia estar levando a uma
reducdo na variabilidade genética por endogamia e/ou deriva genética.
Comparacfes com regides onde estas espécies sdo encontradas em maior
abundancia poderiam ser Uteis para esclarecer se essa baixa variabilidade é

causada pela reducéao no tamanho populacional.



Ao se analisar cada cidade individualmente, nem sempre foi observada
a mesma proporcao de locos polimorficos encontrada na andlise de cada
regido (mata e cerrado) como um todo. A principio poderia ser considerado
gue o tamanho da amostra em cada cidade era pequeno, e por iSSO nem
todos os alelos foram detectados. Porém, em alguns casos as populacdes
nas quais se observou maior porcentagem de locos polimoérficos,
apresentavam tamanho amostral menor do que outras com baixo
polimorfismo. Por exemplo, em apenas uma col6nia de Marliéria, que esté
localizada em regido de mata, trés locos foram polimérficos, ao passo que
cinco colonias de Itamarandiba foram polimorficas apenas para o loco
Mbi254. Da mesma forma no cerrado, trés locos foram polimérficos, em duas
colénias de Uberaba, enquanto Guimarania, onde nove colbénias foram
amostradas, foram encontrados apenas dois locos polimérficos. Isso mostra
também que em certas populacdes alguns alelos ja estdo fixados como é o
caso do loco Mbi232. Esse loco apresentou dois alelos (B e C) nas colonias
de mata. O alelo C foi encontrado apenas na cidade de Marliéria, enquanto
nas outras localidades esse loco estava em homozigose para o alelo B.
Portanto, nessa populacdo aparentemente, esta ocorrendo uma fixacdo do
alelo B. Por outro lado, o alelo C, pode ter surgido recentemente, na
subpopulacao de Marliéria e ainda ndo se expandiu por toda populacgéo.

Adicionalmente, o alelo A do loco Mbi215 foi observado somente na
cidade de Dom Bosco. Ndo se sabe se esse alelo ja existia na populagéo
como um todo e esta sendo perdido, ou se € um novo alelo que apareceu
nessa localidade. De qualquer forma, as localidades de Dom Bosco e
Brasilandia de Minas apresentam caracteristicas distintas e, portanto, sédo
importantes para a manutencao da estrutura genética da populacéo.

Variacbes nas frequéncias alélicas de uma geracdo para a outra,
ocasionando, inclusive a perda ou fixacdo de um alelo podem ser causadas
por deriva genética, a qual esté intimamente ligada ao tamanho da populacao
(Futuyma, 1992). Assim, a presenca de determinados alelos apenas em uma
localidade, reflete a importancia de se tentar preservar o maior ndamero
possivel de coldnias dessas abelhas em Minas Gerais.

Nas duas espécies analisadas, os valores de Fst foram altos

mostrando que existe uma forte estruturacdo dentro das subpopulacdes.



Segundo Wrigth (1978) valores de Fst abaixo de 0,05 indicam baixa
estruturacdo entre as subpopulacdes; valores de 0,05 a 0,25 indicam que ja
existe uma alta estruturacédo e Fst acima de 0,25 revelam que a estruturacao
existente € muita alta.

A implicacdo dessa estruturacdo é muito importante em trabalhos de
conservacao. Se uma espécie que ocupa uma determinada area encontra-se
estruturada, a estratégia de conservacdo deve procurar preservar a
diversidade da area total, pois podem existir adaptacdes locais que se
perderiam caso as subpopulacdes fossem misturadas com outras. Por outro
lado, se a espécie é homogénea dentro de toda sua area de ocupacéao, as
estratégias de conservacdo podem se concentrar em um determinado local e
os individuos dessa regido serem utilizados para recolonizar outras areas.
Porém, aspectos da biologia da espécie devem também ser considerados a
fim de planejar estratégias eficazes para a conservacao da espécie.

Um dos objetivos desse trabalho foi a obtencdo de dados que possam
ser utilizados para estabelecer estratégias que permitam a preservacao ou o
restabelecimento da integridade genética das populacdes das espécies
analisadas. Assim, a forte estruturacdo encontrada deve ser levada em
consideracao na elaboracado de planos de conservacgdo. Para essas espécies
seria interessante ndo sé a preservacdo de uma regido, como € feita com
alguns animais, mas considerar toda sua area de ocupacao, pois alelos que
sao encontrados apenas em uma determinada regido poderiam ser perdidos

caso essa estruturacdo nao for observada (Solé-Cava, 2001).



VI. CONCLUSOES GERAIS

Os microssatélites sdo marcadores moleculares altamente polimoérficos e
foram capazes de diferenciar Melipona mondury de M. rufiventris,

apresentando em muitos casos alelos distintos para as duas espécies.

As populagBes analisadas apresentam um baixo nivel de variabilidade que
pode ser conseqUéncia da reducdo populacional, ou devido ao tipo de

“primer” utilizado.

Os altos valores de Fsr revelam uma grande estruturacdo genética entre
as subpopulacBes dessas espécies, fator importante a ser considerado

nas estratégias de conservacao.

Os resultados obtidos na analise de agrupamento e alelos encontradas
na regido de Brasilandia de Minas/Dom Bosco, reforcam a hip6tese que a
“forma” encontrada nessas localidades seja outra espécie, diferente de M.

rufiventris.
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