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RESUMO

NASCIMENTO, Marcilia Aparecida do, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, fevereiro de 2008. Variabilidade genética de Melipona
guadrifasciata (Hymenoptera: Apidae) no Estado de Minas Gerais
com marcadores ISSR. Orientadora: Tania Maria Fernandes Salomé&o.
Co-orientadores: Lucio Antonio de Oliveira Campos e Mara Garcia
Tavares.

A subespécie Melipona quadrifasciata com faixas tergais continuas e
interrompidas foi estudada utilizando marcadores ISSR. Espécimes oriundos
de 10 localidades do Estado de Minas Gerais foram analisados visando
estimar a variabilidade genética. Para a reacdo de PCR foram utilizados 11
primers ISSR e um total de 147 bandas foram identificadas. A avaliagdo da
diferenciagdo genética e estruturagdo populacional foram analisadas por
meio dos programas NTSYS, ARLEQUIM 3.1, TFPGA, HICKORY e AIS. A
diversidade génica foi de 0,20 e o percentual de locos polimérficos foi de
59,18%. O agrupamento pelo método UPGMA permitiu a formagao de quatro
grupos distintos. Os individuos de faixas tergais continuas foram incluidos
em um unico grupo e os demais foram distribuidos nos outros trés grupos.
Tanto a analise de variancia molecular (AMOVA) com indice de fixagao (®Pst)
acima de 0,25 e a estimativa de ¢’pelo método Bayesianio mostraram alta
estruturacdo de M. gadrifasciata dentro das localidades. Esta estruturacéo
pode estar relacionada a fatores biolégicos como limitagdo de véo de M.
quadrifasciata e fatores geograficos como relevo e destruicdo do habitat
natural. O teste de Mantel com uma correlagao positiva de r = 0,28, mostrou
baixa correlagdo entre distancia genética e distancia geografica. Estudos
moleculares mais detalhados associados as caracteristicas geograficas das
localidades amostradas deverdo ser realizados visando a compreensao

desta alta estruturacao de M. quadrifasciata em Minas Gerais.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Marcilia Aparecida do, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, february, 2008. Genetic variability of Melipona quadrifasciata
(Hymenoptera: Apidae) in the State of Minas Gerais with labels ISSR.
Adviser: Tania Maria Fernandes Salomao. Co-advisers: Lucio Antonio de
Oliveira Campos e Mara Garcia Tavares.

The subspecies Melipona quadrifasciata with continuous and
interrupted stripes on the terga was studied using markers ISSR. Specimens
from 10 locations of the state of Minas Gerais were analyzed aiming to
estimate the genetic variability. For the PCR reaction, 11 ISSR primers were
used and a total of 147 bands were identified. The assessment of genetic
differentiation and population structure have been reviewed by the NTSYS
programs, ARLEQUIM 3.1, TFPGA, HICKORY and AlS. The genetic diversity
was of 0.20 and the percentage of polymorphic loci was of 59.18%. The
grouping by UPGMA method allowed the formation of four distinct groups.
Individuals with continuous stripes on the terga were included in one group
and the others were distributed in the other three groups. Both the analysis of
molecular variance (AMOVA) with index-fixing (® st) above 0.25 and an
estimate of ¢° by the method Bayesianio showed high-structuring of M.
gadrifasciata built up areas. This structure may be related to biological
factors as limitation of flight of M. quadrifasciata and geographical factors as
topography and destruction of natural habitat. Mantel's test with a positive
correlation of r = 0.28 showed low correlation between genetic distance and
geographical distance. More detailed molecular studies associated with the
geographical features of sites should be conducted aimed at understanding

the high-structuring of M. quadrifasciata in Minas Gerais.
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1. INTRODUCAO

Existem aproximadamente 20.000 espécies de abelhas habitando
toda parte do mundo onde ha angiospermas (Michener, 2000). Algumas
espécies sao solitarias como as mangangavas (Xylocopa sp), outras sao
sociais.

Entre as abelhas sociais, além da conhecida Apis mellifera, estdo as
de abelhas sem ferrdo, nativas das Américas (Novo Mundo). Até 1838, antes
da introdugao da abelha européia, as abelhas sem-ferrdo foram as unicas
espécies produtoras de mel (Kerr et al., 2005). No Brasil, o principal grupo
de abelhas sociais pertence a subfamilia Meliponinae, ou abelhas indigenas
sem-ferrao.

De acordo com a classificagdo zooldgica de Kerr et al. (1996), as
abelhas sem ferrdo pertencem ao Reino Animalia; Filo Arthropoda; Classe
Insecta; Ordem Hymenoptera; Subordem Aprocrita; Superfamilia Apoidea;
Familia Apidae; Subfamilia Meliponinae; Tribos Meliponini e Trigonini. A
tribo Meliponini agrupa varios géneros de abelhas sem - ferrdo.

Os meliponineos possuem uma constituicdo genética haplodiploide.
Nesse sistema, as fémeas originam-se de ovos fecundados e sdo dipldides e
os machos originam-se de ovos n&o fecundados e sao haploides;

Dentre os géneros agrupados na tribo Meliponini esta incluido o
género  Melipona (abelhas sem-ferrao). Este género agrupa
aproximadamente 70 espécies de abelhas distribuidas nas regides
equatorial, tropical e subtropical do continente americano. Melipona
quadrifasciata Lep que se encontra distribuida em diferentes ecossistemas
brasileiros € uma das espécies deste género.

Até o momento, dois ecétipos adaptados a diferentes condi¢coes
climaticas sao reconhecidos (Kerr 1951, Moure 1975). A M. g. anthidioides
adaptada a regides de clima quente, e no Brasil, distribui-se desde o norte
de SP até a PB e M. g. quadrifasciata encontrada em regides mais frias do
Brasil, nos estados do PR, SC, RS e sul de Sao Paulo. A diferenga entre
elas é a presencga de trés a cinco faixas tergais amarelas e continuas do 3°
ao 6° segmento em operarias e machos de M. g. quadrifasciata e duas a

cinco faixas interrompidas em M. g. anthidioides (Schwarz, 1932).



Nos diferentes ecossistemas as diferentes condigbes climaticas
permitem uma dispersao diversificada das abelhas. Assim, abelhas de uma
regidao podem n&o ser encontradas em outras. A subespécie M. q.
anthidioides é adaptada a regides com climas de temperaturas mais elevada
(Melo e Campos, 1987) e distribui-se mais ao norte, como Minas Gerais e
Rio de Janeiro, enquanto M. g. quadrifasciata € encontrada principalmente
em regides com altitude mais elevada e fria como Sao Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul.

Além da diferenciagdo morfoldgica, diferencas moleculares entre
essas duas subespécies também ja foram detectadas.

Waldschmidt et al. (2000) estudaram essas abelhas empregando a
técnica de PCR-RAPD. Os resultados mostraram um marcador RAPD
presente em M. . quadrifasciata e ausente em M. g. anthidioides.

Em um outro estudo, feito com base na analise de nove regides do
DNA mitocondrial por PCR-RFLP, um total de 13 enzimas de restricao foram
utilizadas e dentre essas, trés mostraram padrboes de restricdo diferentes
entre as duas subespécies (Moretto e Arias, 2005).

Estes dados moleculares sao, a principio, congruentes com a
morfologia de M. Q. quadrifasciata e M. . anthidioides. No entanto,
Waldschmidt et al. (2000) retaram que o marcador RAPD presente em M. Q.
quadrifasciata e ausente em M. g. anthidioides estava ausente em individuos
coletadas na regiao de Januaria (norte do Estado de Minas Gerais). Estes
individuos apresentavam um padrdo de bandas tergais similar ao de M. q.
quadrifasciata que € encontrada no sul do pais. Este dado sugere, portanto,
a necessidade de outros estudos que possam ampliar os conhecimentos
genéticos de M. guadrifasciata de faixas tergais continuas procedentes de
Januaria visando a definicdo do status de subespécie das mesmas.

Muitos fatores estdo envolvidos na dispersdao das espécies no
ambiente. O relevo, por exemplo, pode constituir uma barreira e levar
determinadas espécies a uma distribuicdo descontinua no espago geografico.
Nunes et al. (2007) estudando a divergéncia genética em Melipona
scutellaris Latreille com base em caracteres morfologicos, obtiveram a

formagao de trés grupos de acordo com a altitude.



No estado de Minas Gerais, o0 relevo bastante acidentado e com a
predominéncia de significativas elevagbes pode constituir um fator limitante
para a dispersdo de M. quadrifasciata. As terras mineiras estdo situadas
num planalto cuja altitude varia de 40 a 2.800 metros, em um territério
formado por grandes elevacgdes e vales. Estas caracteristicas da paisagem,
provavelmente podem isolar as populacbes e levar as mesmas a uma
diferenciagao.

O isolamento das populagbes leva a redugdo do fluxo génico e
consequentemente a perda da variabilidade genética, visto que a existéncia
de barreiras impede a migracdo de machos e rainhas virgens para o
acasalamento (Aidar, 1996). Segundo Silveira et al. (2002), o confinamento
pode levar a um eventual desaparecimento por escassez de recursos,
endogamia por consequéncia da redugdo populacional, por competicdo ou
por acao de organismos invasores.

A endogamia colabora para o aumento da similaridade genética entre
individuos de uma mesma populacao, contribuindo para elevar a proporgao
de locos homozigotos (Hartl, 1981). Em uma populagao, o alto indice de
homozigose pode levar a expressdo de alelos recessivos deletérios o que
diminui o valor adaptativo dos individuos, tornando-os suscetiveis as
mudancgas ambientais.

Qutro fator que também contribui para a redugdo da variabilidade
genética em pequenas populacdes € a deriva genética (mudangas aleatorias
nas frequéncias génicas entre geracdes). Este processo causa a perda de
alelos raros em uma populagao, contribuindo para a reducio da variabilidade
genética intrapopulacional, e consequentemente, para a fixagdo ao acaso de
alelos diferentes nas populagdes, resultando assim na diferenciagao entre as
populagdes. Em grandes populagdes ou em populagdes pequenas em que
ha troca de genes por meio de migragao constante de individuos, os efeitos
da deriva genética sao irrelevantes, no entanto, em populagdes pequenas e
isoladas sao grandemente acentuados.

A fragmentacdo do habitat pela acdo antropogénica pode, também,
contribuir para a perda da diversidade genética dos diferentes organismos,
pois, acarreta a redugdo do numero de individuos de uma populagdo. A

populacdo remanescente passa a ter um tamanho menor que o minimo



adequado para que 0 mesmo possa ter sua normal continuidade e evolucéo.
No estado de Minas Gerais, as populacbes de abelhas tém sido
intensamente afetadas pelos desmatamentos, os quais isolam areas que
pertenciam anteriormente a ecossistemas continuos, formando ilhas
florestais. A reducao de areas de florestas, em geral, resulta na redugao do
tamanho das populacdes que vivem e dependem desses habitats.

Em um estudo para investigar a quantidade de espécies do género
Melipona em areas com variados graus de desmatamentos na Amazoénia,
Brown e Albrecht (2001) verificaram que as col6nias nado conseguem fugir de
areas em desmatamentos ou queimadas, uma vez que as rainhas
fisiogastricas apresentam abdémen desenvolvido, o que as impossibilita de
voar.

De acordo com estudos realizados por Fernandes et al. (2005), o
Estado de Minas Gerais possui um indice de degradacgéao (ID) médio de 86%.
Algumas formacgdes vegetais do estado foram drasticamente reduzidas,
como €& o caso da mata Atlantica, e os fragmentos remanescentes,
geralmente muito pequenos, nao apresentam condigbes de suportar um
grande numero de espécies com alto numero populacional (Viana e Melo,
1987) e isso pode levar a perda da variabilidade genética.

Para um melhor entendimento da Vvariabilidade genética, e
principalmente, da sua importancia, € necessario que se conheca a
constituicdo genética da populagdo em estudo. Para isso, existem
atualmente varias técnicas que permitem estudos diretamente no DNA, por
exemplo, as baseadas em marcadores moleculares. Estas técnicas tém sido
empregadas para caracterizacdo de material biolégico em diversas areas do
conhecimento.

Existem varios tipos de marcadores moleculares e dentre esses, 0s
baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) como RAPD, RFLP,
microssatélites, AFLP e ISSR tém sido muito eficientes em estudos de
genética de populagao.

Dentre as técnicas de marcadores moleculares baseadas em reacao
de PCR, a técnica de PCR-ISSR (Inter simple sequence repeat amplification)
tem se destacado como uma alternativa eficiente para a caracterizacdo de

genomas complexos (Zieetkiewicz et al., 1994). Atualmente esta técnica vem



sendo utilizada em estudos de populagbes naturais de plantas, fungos,
insetos e vertebrados (Wolfe, 2005).

A reagdo de PCR-ISSR utiliza um unico primer geralmente longo e
constituido por seqiéncias de di ou trinucleotideos. Os primers ISSR sao
sequéncias microssatélites que possuem geralmente de 16 a 25 pb de
comprimento n&o ancorados (Gupta et al.,, 1994) ou ancorados na
extremidade 5 ou 3’ por dois ou trés nucleotideos (Wolfe, 2005). O produto
da reacdo de PCR sdo sequéncias de diferentes tamanhos localizadas entre
duas regides repetidas de microssatélite idénticas orientadas em direcoes
opostas. Considerando que os primers ISSR sdo baseados em seqiéncias
de microssatélites e que essas sequéncias sao conservadas em diversas
classes de organismos, os mesmos podem ser utilizados sem necessidade
de primers especificos para cada espécie (Luque et al., 2002; He et al.,
2006).

ISSR € uma técnica simples, rapida, eficiente, de baixo custo e que
nao requer informacédo prévia da sequéncia de DNA do organismo em
estudo. O tamanho dos fragmentos amplificados varia de 200 a 2000 pb e
apresentam alta reprodutibilidade, devido possivelmente, ao uso de primers
longos o qual permitem um subsequente uso de altas temperaturas de
pareamento do mesmo (Bornet e Branchard, 2001). Atualmente, os
marcadores moleculares ISSR, tem sido utilizados para analise de insetos
em estudos genéticos em nivel intra e interespecifico.

Kumar et al. (2001) utilizaram marcadores ISSR para estimar a
diversidade genética dentro e entre 28 populagbes de Scirpophaga
incertulas (Lepdoptera), praga que ataca as plantacbes de arroz. As
populagdes foram analisadas, também, por RAPD e os dados foram
comparados. As duas técnicas mostraram-se uteis na deteccdo de
polimorfismos intra e interpopulacionais em S. incertulas, possibilitando
assim a elaboragdo de uma estratégia efetiva de manejo.

Em um estudo para estimar o grau de variabilidade genética entre trés
familias de Lepdoptera (Pyralidae, Sphingidae e Pieridae), Hundsdoerfer e
Wink (2005) utilizaram o primer ISSR (GACA)4 e os resultados mostraram
que estas sequéncias estdo presentes no genoma destas borboletas em

numero suficiente para fornecer informacdes de diversidade genética neste



taxa. Foi detectada também alta taxa de variabilidade genética quando os
dados foram comparados com de outros estudos.

Leon e Jones (2005) utilizaram a técnica de ISSR para estimar a
variabilidade e a estrutura genética em seis populagbes de Gonatocerus
ashmead (Mymaridae), vespa parasitéide de ovos de Homalodisca coagulata
(Homoptera, Cicadelidae), causadora de grandes prejuizos em plantagdes
de uva (Vitis vinifere e Vitis.labrusca). Os organismos utilizados para as
analises foram coletados em diferentes regides geograficas e os resultados
obtidos mostraram divergéncia genética e baixo fluxo génico entre as
populagdes, mostrando assim a eficiéncia desses marcadores na detecgao
de polimorfismo e na estimativa de variagdes geograficas em populagdes de
G. ashmead.

Em um estudo de dissimilaridade genética entre cinco linhagens de
Trichogramma (parasitdides de ovos de outros insetos), os marcadores ISSR
detectados permitiram estimar o nivel de diferenciacdo genética neste
género (Borba et al., 2005). Ao analisar as trés espécies (T. pretiosum, T.
atopovirilia e T. bruni) os resultados permitiram identificar aquelas que
possuiam maior capacidade de parasitismo. Aproximadamente 96% dos
fragmentos de DNA amplificados foram polimorficos, mostrando alto grau de
polimorfismo nas populagdes analisadas. Os resultados obtidos neste estudo
mostraram que a técnica de ISSR foi eficiente na detecgao de polimorfismos
genéticos entre individuos do género Trichogramma, facilitando o processo
de diagnostico de espécies em tempo reduzido e com baixo custo.

Recentemente, Sousa (2007) analisou 12 popula¢cdes de Zabrotes
subfasciatus (caruncho de feijao) procedentes de diferentes Estados
brasileiros utilizando cinco primers ISSR. Os resultados mostraram maior
variagdo genética dentro (66%) do que entre (34%) as populagdes, baixa
correlacdo entre distancia genética e geografica e que as populagdes de Z.
subfasciatus ndo se encontram estruturadas.

Em abelhas, os estudos utilizando marcadores ISSR s&o raros.
Beresovskaia et al. (2002) realizaram um estudo para avaliar a possibilidade
do uso desta técnica na obtencdo de um marcador espécie especifico no
género Bombus. Cinco espécies (B. sylvarum, B. pascuorum, B. lapidarus, B.

terrestris e B. hortum) foram analisadas e a variabilidade genética estimada.



Variagbes interespecificas foram detectadas quando foram utilizados os
primers ISSR (GTG)7A e (AGC)sG. Para as variagbes intra-especificas, 73 a
100% das marcas foram invariaveis, sendo o nivel de variagdo diferente
entre as espécies. Os resultados obtidos mostraram que os marcadores
ISSR podem ser uteis para auxiliar na resolugcéo de problemas relacionados
a classificagao taxondmica existentes neste género.

Outro género de abelhas investigado utilizando, também,
polimorfismos ISSR foi o género Apis. Paplauskiené et al. (2006)
detectaram polimorfismos ISSR entre duas subespécies de Apis melifera.
Marcadores ISSR especificos foram detectados para A. m. carnica e A. m.
caucasica o que possibilitou a diferenciagdo genética entre elas.

Diante destes resultados que mostram a eficiéncia dos marcadores
ISSR nos estudos com insetos, o presente trabalho propde estudar
populagdes de M. quadrifasciata de diferentes localidades do Estado de
Minas Gerais com base em polimorfismos genéticos detectados por este tipo

de marcador molecular.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Estimar a variabilidade genética de Melipona quadrifasciata
procedente de diversas localidades do Estado de Minas Gerais com base

em marcadores ISSR.

2.2. Objetivos especificos
« Estimar e caracterizar o nivel de variagdo genética de M.

quadrifasciata entre e dentro das localidades amostradas.

* Correlacionar a variabilidade genética e distribuicdo geografica de M.

quadrifasciata.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Espécimes de 54 colbnias de Melipona quadrifasciata foram coletados
em 10 localidades no estado de Minas Gerais e um individuo de cada
colénia foi analisado. Os individuos possuiam caracteristicas morfologicas
distintas em relagdo as faixas tergais no abdémen (Figura 1). A tabela 1
mostra as localidades, numeros de coldnias por localidades, a altitude
minima e maxima de cada localidade e o padrdo de faixas tergais dos

individuos analisados.

Tabela 1. Localidade, numero de colbnia, altitude e padrao de faixas tergais
de M. quadrifasciata coletadas em Minas Gerais/Brasil.

Localidade NumAe ro de Altitude (minima/maxima) Padrao de. faixas
colbnias tergais
Januaria 10 440/600 Continua
Urucuia 5 500/600 Continua
Poté 3 450/1070 Interrompida
Barbacena 4 900/1746 Interrompida
Ressaquinha 4 950/1350 Interrompida
Rio Vermelho 3 800/950 Interrompida
Diogo de Vasconcelos 2 600/1800 Interrompida
Cristiano Otoni 7 900/1150 Interrompida
S4&0 Jodo Del Rei 6 900/1300 Interrompida
Caeté 10 850/1746 Interrompida

Figura 1. Padrdes de faixas tergais de Melipona quadrifasciata analisadas. A:
faixas tergais continuas. B: faixas tergais interrompidas.



3.2. Extrag&do de DNA gendmico

A extragdo do DNA total das operarias de M. quadrifasciata foi
realizada de acordo com o protocolo recomendado por Waldschmidt et al.
(1997). A cabeca e o mesossoma de cada individuo foram macerados com
nitrogénio liquido em gral de porcelana contendo 1 ml de tampao de
extragdo gelado constituido de: CTAB a 2% (Hexadecil Trimetil Brometo de
Aménio); EDTA (Acido Tetraacético Diamina Etileno) a 20 mM (pH 8,0);
NaCl a 1,4 M; Tris-HCI a 100 mM (pH 8,0) e 100 pug/ml de protease. O
macerado foi incubado a 65 °C por 30 min. A desproteinizagao foi feita com
1 volume de cloroférmio, por duas vezes. Apds cada desproteinizagao o
macerado foi centrifugado a 13.000 rpm por 8 min em micro centrifuga
Eppendorf (Centrifuge 5415C). A precipitacdo do acido nucléico foi feita com
1 volume de isopropanol seguida de incubagdo a -20°C por 2 a 24 h. O
material foi entdo submetido a centrifugacdo 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 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
ug/ml de brometo de etidio, para quantificar e verificar a integridade e pureza
do DNA extraido.

3.3. Reacéo por PCR-ISSR

3.3.1. Selecéo de primers e otimizacéo da reacao de PCR

O conjunto de primers utilizados foi obtido na Wmed Representagdes
LTDA. Um total de 93 primers ISSR foi testado para a amplificagdo de
fragmentos de DNA de M. quadrifasciata. Com base no padrdao de
amplificacdo obtido, 20 primers foram selecionados e as reagbes de PCR
otimizadas. Os efeitos da concentracdo de primer (0,05; 0,10 e 0,15 pM),

DNA template ( 10 e 50 ng) e a influéncia da temperatura de pareamento (48
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— 60 °C) na reprodutibilidade e melhor definicdo do padrao de bandas foram
analisados. Dentre os 20 primers, testados 11 foram selecionados para as
analises, considerando o numero e a resolugcdo das bandas identificadas. A

sequéncia e as caracteristicas dos primers sdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia dos Primers ISSR, numero de bandas e temperatura
de pareamento.

Primer/Codigo Seqiéncia (5’ - 3') N°. de bandas Temperatura de

pareamento (°C)
UBC 807 AGAGAGAGAGGAGAGT 19 54°
UBC 808 AGAGAGAGAGGAGGC 15 54°
UBC 811 GAGAGAGGAGAGAGAC 18 49°
UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 13 48°
UBC 836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 8 54°
UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 9 50°
UBC 842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 15 56°
UBC 848 CACACACACACACACARG 10 56°
UBC 856 ACACACACACACACACYA 12 48°
UBC 857 ACACACACACACACACYG 15 50°
UBC 888 BDBCACACACACACACA 13 49°

Total 147

Y=CouT;R=AouG;B=G, TouC;D=G,AouT

3.3.2. Amplificacdo por PCR-ISSR

As condi¢des de amplificagao foram ajustadas a partir da metodologia
usada por Eiadthong et al. (1999) na identificacdo e avaliacdo da variagéo
genética de cultivares de manga.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador PTC-
100 (MJ Research Inc.). Cada reacgao constituiu de um volume total de 25 L
contendo: 10 ng de DNA, dNTPs a 100 uM, 0,5 unidade de Taqg DNA
polimerase, 50 pmoles de primer, 2,5 mL de tampao 10X e H,O ultrapura. O
programa de amplificacdo constituiu de uma desnaturagdo inicial de 3
minutos a 94°C, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 2 minutos a
temperatura de pareamento do primer (que varia de acordo com o primer
utilizado), 2 minutos a 72 °C e um passo final de 7 minutos a 72 °C. As

reagcdes foram acompanhadas por controle negativo contendo todos os
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componentes, exceto o DNA gendmico. Os produtos das amplificacoes
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), visualizados
por coloracdo com brometo de etidio (0,2 pg/ml) e fotodocumentados

utilizando-se o sistema AlphaDigiDoc.

3.3. 3. Andlise dos dados

Os fragmentos ISSR foram codificados como caracteres binarios, ou
seja, presencga ou auséncia de bandas. Na contagem, foram consideradas
apenas bandas legiveis e inequivocas. Para aumentar a precisao na
contagem das bandas foi utilizado o aplicativo coreDRAW 12, para o
alinhamento das bandas e o recurso Molecular Weight do AlphaDigiDoc
1201 para comparar o tamanho dos fragmentos de DNA considerados. O
tamanho dos fragmentos de DNA amplificado foi verificado por meio de
padrdo de peso molecular (1Kb DNA ladder). Foram considerados nas
analises apenas os fragmentos de DNA amplificados com tamanhos entre
300 e 2000 pares de bases.

Foi construida uma matriz binaria de acordo com a presenca (1) ou
auséncia (0) de fragmentos amplificados. Por meio do programa TFPGA
versédo 1.3 (Miller 1997) os dados da matriz foram utilizados para estimar o
percentual de locos polimdrficos (P). O calculo foi em fungdo do numero de
locos polimérficos/numero de locos analisados. O loco foi considerado
polimérfico quando a frequéncia do alelo mais comum foi menor que 99%.
Usa-se o critério 0,95 quando o tamanho amostral € menor que 50
individuos, e para amostras que excedem 50 individuos usa-se o critério
0,99 (Silva, 2006).

A diversidade génica (He) foi estimada por meio do programa TFPGA.
Este método assume que as populagbes estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg (H-w). Em analise com marcador dominante, a presenca de
bandas refere-se aos gendtipos AA ou A- e auséncia ao gendtipo aa. O
principio H-W prediz que a frequéncia genotipica para o homozigoto AA sera
p?, para o heterozigoto Aa sera 2pq e os outros homozigotos aa sera de >
A heterozigosidade é dada pela média da quantidade de h (h = 1 - Spi?),

para todos os locos examinados em uma determinada amostra (Nei, 1987).
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Em ISSR, os locos segregam como marcadores dominantes e nao
permitem uma estimativa direta das frequéncias alélicas. Para o calculo da
diversidade génica (He), porém foi assumido primeiramente que os locos
analisados se encontravam em equilibrio de Hardy-Weinberg e, as
freqUéncias alélicas foram calculadas com base na raiz quadrada do

genotipo recessivo. A frequéncia do alelo recessivo, nulo, g no loco i, foi

——

estimada pela formula: 4 = V* * onde x(i,) é a freqiiéncia do homozigoto
recessivo, nulo, no loco i e a freqiéncia do alelo dominante, presente, foi
estimada utilizando a seguinte equacgao: p(i) = [1 - q(i)], onde q(i) € a
freqUéncia do alelo recessivo, nulo, g no loco .

Um agrupamento com base na média aritmética entre pares néo
ponderados (UPGMA), empregando o indice Jaccard foi realizado pelo
programa NTSYS de acordo com Rohlf (2005). O indice Jaccard € definido
como Sj= a/(a+b+c), onde a = n° de contagens de concordancias (1;1), b =
n°® de contagens de discordancia (1; 0), ¢ = n° de contagens de discordancia
(0; 1).

A analise da variancia molecular (AMOVA) foi usada para verificar a
estruturagdo genética entre as localidades e dentro das localidades. Nesta
analise a diversidade genética foi particionada em dois e em trés niveis
hierarquicos. Esta analise foi realizada de acordo com Excoffier et al. (1992)
com o auxilio do programa Arlequim 3.01 (Excoffier et al., 2006). A
significancia da estruturagao foi testada com 1.000 permutagdes, onde P
denota a probabilidade de se observar um valor ao acaso igual ou maior ao
valor observado. Um teste exato foi realizado para verificar a nao
diferenciagao entre as localidades analisadas.

O grau de estruturacdo e a diversidade génica também foram
analisados pelo método Bayesiano utilizando o software Hickory. Esse
aplicativo € um método idealizado para sanar limitagcbes como a estimacéao
de frequéncia alélica n&o realizada na analise da AMOVA. Esse método ndo
assume nenhum conhecimento a respeito do grau de endogamia
intrapopulacional e, dessa forma, ndo se submete em teoria aos problemas
analiticos encontrados nos meétodos tradicionais utilizados para analisar

dados obtidos com marcadores dominantes (Silva, 2007a). O programa
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fornece quatro modelos diferentes para as analises da diversidade genética
e a escolha do modelo é baseada no deviance information criterion (DIC)
(Spiegelhalter et al., 2002). Modelos que apresentam menores DIC sé&o
preferidos, e diferengcas maiores que seis unidades no DIC dos diferentes
modelos sdo requeridas para indicar que ha um favorecimento de um
modelo sobre o outro (Holsinger e Lewis, 2005). Entretanto, o modelo
utiizado no presente trabalho foi o “f free model” por ser o mais
recomendado para analise com marcadores dominantes (Holsinger e Lewis,
2005). Nesse modelo, a medida 6® é analoga ao ®st da AMOVA, o qual
indica o nivel de estruturagdo dos grupos analisados. A medida 6°é mais
eficiente para a diferenciagdo entre grupos quando ndo se sabe se entre
esses esta ocorrendo troca génica (Holsinger e Lewis, 2005). Essa medida
incorpora toda a incerteza de f (coeficiente de endogamia) a priori € parece
nao afetar grandemente o f posteriori quando ha um numero grande de locos
polimorficos (Holsinger e Lewis, 2003).

Para verificar se a distancia genética esta associada a distancia
geografica, foi realizado o teste de Mantel por meio do programa AIS de
acordo com Miller (2005). O teste foi baseado nas coordenadas geograficas
dos pontos amostrados.

Foi também utilizado um mapa de relevo do Estado de Minas Gerais
(Figura 2) para averiguar se as barreiras geograficas interferem no

agrupamento das localidades amostradas.
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Figura 2. Mapa de relevo do Estado de Minas Gerais. Em destaque os pontos de coletas de M. quadrifasciata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As reagdes de amplificagao utilizando 11 primers ISSR resultaram em
147 bandas. Os primers 807 e 811 produziram um maior numero de
bandas,19 e 18 respectivamente, enquanto o menor numero de bandas foi
produzido quando utilizou-se os primers 836 (8 bandas) e 840 (9 bandas). O
numero médio de bandas por primer foi de 13,36. A figura 4 mostra o padréo

de amplificagao obtido com o primer UBC 807.

e
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Figura 3. Perfil eletroforético obtido pela amplificagdo por PCR-ISSR do
DNA de M. quadrifasciata utilizando o primer UBC 807. A: 1-10 (Januaria),
11-15 (Urucuia). B: 16-18 (Poté), 19-22 (Barbacena), 23-26 (Ressaquinha),
27-30 (Rio Vermelho), 30-31 (Diogo de Vasconcelos). C: 32-38 (Cristiano
Otoni), 39-44 (Sao Joao Del Rei), 45 -54 (Caeté). M = marcador 1Kb DNA
ladder. CN = Controle Negativo.
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Dos locos observados, 87 foram polimérficos (59,18%) e a
diversidade génica estimada (He) foi de 0,20. Por meio do programa Hickory
que nao assume o equilibrio de H-W a He foi de 0,18, o que aumenta a
consisténcia do resultado obtido no TFPGA. Silva (2007b) relatou valor de
He = 0,086 para M. quadrifasciata utilizando marcadores microssatélites. Em
himendpteros, tem se verificado que as espécies dessa ordem apresentam
baixa variabilidade genética quando comparado a outros insetos
(Berkelhamer, 1983; Graur, 1985; Packer e Owen, 1992; Packer et al. 1992).
Borges (2007) utilizando marcadores microssatélites em estudo de
diversidade genética em Partamona heleri, também relatou uma baixa
diversidade génica.

Os baixos niveis de variabilidade genética podem ser explicados pelo
sistema de determinagdao do sexo, comportamento social e caracteristicas
ecoldgicas destes organismos. O sistema haplodiploide de determinagao do
sexo, de acordo com alguns autores, leva a produgdo de poucos locos
polimoérficos por causa da selecdo contra genes recessivos deletérios
expressos nos machos (Hartl, 1971; Kerr, 1976). A haplodiploidia poderia,
entretanto, ocasionar a diminuicdo do tamanho efetivo da populacéo,
aumento da taxa de fixacdo de alelos e dificultando a producdo de
polimorfismos estaveis. Outra possivel explicacdo para a baixa variabilidade
genética nos himenodpteros esta relacionada com a estabilidade ambiental
dentro da colénia. Segundo a hipotese de Van Valen (1965), ha uma
tendéncia ao aumento da heterozigosidade frente a variagdes ambientais.
Considerando que as colonias de insetos sociais funcionam como um
microhabitat parcialmente tamponado, baixa variabilidade € esperada para
estas espécies.

Outros fatores também podem estar relacionados com os baixos
niveis de diversidade genética detectados em M. qadrifasciata como, por
exemplo, o relevo formado por grandes vales e elevagbes como o Vale do
Sao Francisco, a Serra do Cabral, Macico do Espinhaco e Serra do Cip9,
localizados nas mediagcbes das localidades amostradas. As barreiras
geograficas podem dificultar ou até mesmo impedir fluxo génico entre

individuos de M. gadrifasciata e levar a um aumento de endogamia.

17



No dendrograma de agrupamento obtido (Figura 5), o coeficiente de
similaridade genética entre as col6nias analisadas variou de 0,69 a 0, 98.
Considerando a separagao do agrupamento em nivel de 0,71 de similaridade

genética, quatro grupos distintos foram formados (Figura 5, Tabela 3).
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Figura 4. Dendrograma de similaridade genética obtido pelo método UPGMA utilizando o indice Jaccard

Legenda: JA= Januaria; UR= Urucuia; CO=Cristiano Otoni; SIDR= S&o Joao Del Rei; PT= Pote; BAR= Barbacena; RV= Rio Vermelho; RESS= Ressaquinha;
CA=Caeté.
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Tabela 3. Agrupamento das localidades de coleta de M quadrifasciata
discriminados em nivel de 70% de similaridade genética.

Grupos Localidades

I Cristiano Otoni e Sdo Joao Del Rei

I Poté, Barbacena, Ressaquina, Rio Vermelho e
Diogo de Vasconcelos.

1] Caeté

\Y Januaria e Urucuia

Os grupos |, Il e lll contém individuos de M. g. de faixas interrompidas
e procedentes de localidades de altitude elevada (500 a 1.400 metros)
enquanto o grupo IV contém M. . de faixas continuas e procedentes de
localidades do vale do S&o Francisco com altitude baixa (500-600 metros). A
altitude pode desta forma, estar contribuindo para a separacdo entre
populagcdes de Januaria e Urucuia das demais.

Os grupos formados nao refletem em sua totalidade uma correlagcéo
entre distancia genética e distancia geografica. Os grupos | e IV, por
exemplo, incluem individuos de localidades geograficamente proximas. O
grupo I, no entanto, foi formado por individuos de localidades préximas
como Barbacena e Ressaquinha e localidades distantes destas como Diogo
de Vasconcelos, Rio Vermelho e Poté.

A AMOVA realizada com dois niveis hierarquicos (entre localidades e
dentro das localidades) mostrou um percentual de variagdo maior entre as
localidades do que dentro de localidades e o ®st nestas condigbes foi de
0,53 (Tabela 4). Na analise realizada com trés niveis hierarquicos (entre
grupos, entre localidades dentro dos grupos e dentro de localidades)
considerando tanto o agrupamento obtido pelo método UPGMA quanto o
formado pelo padrdo 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 (Tabela 4).
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Na analise realizada por meio do programa Hickory, o indice de
fixacdo representado por 6” (analogo ao Fst) para o modelo utilizado foi de 0,
52.

Na AMOVA particionada em dois niveis, a diferenga no percentual de
variacdo entre localidades (52,79%) e dentro de localidades (47,21%) foi
pequena. Quando a andlise foi particionada em trés niveis hierarquicos, o
percentual de variagao foi maior dentro de localidades. Um dos fatores que
determina a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das
populagdes é o fluxo génico. A maior concentragao 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.

O percentual de variagao dentro das localidades e os valores de ®st
acima de 0,50 (Tabela 4) obtidos tanto para dois quanto para trés niveis
hierarquicos, mostram que M. quadrifasciata esta altamente estruturada
dentro das localidades analisadas. A matriz de ®st par a par entre as
localidades confirma a alta diferenciacdo de M. quadrifasciata entre as
regides amostradas (Tabela 5).

Na analise da estruturagdo genética pelo método Bayesiano, cada um
dos quatro modelos obtidos revelou DIC, & e f diferentes (Tabela 6). O
modelo “f free model”, o escolhido para a analise do presente trabalho por
ter o ¢ analogo ao ®st da AMOVA, revelou DIC de 1561,17 no qual o valor
de #°, estimador de ®st, foi de 0,52 (SD = 0,021; intervalo de confianga 2,5%
= 0,4773; intervalo de confiangca 50% = 0,52; intervalo de confianca 97,5% =
0,56). O valor de &’ que corrobora com o resultado da AMOVA (dst > 0,50)
confirma a alta estruturagédo genética dentro das localidades analisadas.

Os resultados obtidos pelo método Bayesiano em consonancia com
os resultados da AMOVA sugerem uma alta estruturacdo genética de M.
quadrifasciata nas localidades analisadas.

Resultados semelhantes utilizando esses dois aplicativos foram
obtidos em estudos com plantas utilizando polimorfismos ISSR. Sica et al.
(2005) estudando a diferenciagcédo entre populacdes italianas de Asparagus

acutifolius L., e Rossi (2007) ao comparar diversidade genética e
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diferenciagdo geografica entre populagbes naturais de Psychotria
ipecacuanha (Rubiaceae) nas florestas Atlantica e Amazonica verificaram,

também, coeréncia entre esses aplicativos.

Tabela 4. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para diferentes niveis
hierarquicos em grupos de Melipona quadrifasciata.

Fonte de Variacéo GL Somade Variagéo (%) Valor de P*
Quadrados
Dois niveis hierarquicos:
Entre localidades 9 507,98 52,79 <0,001
Dentro de localidades 44 361,44 47,21 <0,001
Total 53 869,42

indice de fixacdo ®st=0,53

Trés niveis hierarquicos considerando analise de agrupamento:

Entre grupos 3 307,64 21,74 <0,001
Entre localidades dentro dos grupos 6 200,34 32,60 <0,001
Dentro de localidades 44 361,44 45,66 <0,001
Total 53 869,42

indice de fixagao ®st= 0,54

Trés niveis hierarquicos considerando faixas tergais

Entre grupos 1 130,86 15,07 <0,001
Entre localidades dentro dos grupos 8 377,11 41,57 <0,001
Dentro de localidades 44 361,44 43,36 <0,001
Total 53 869,42

indice de Fixagdo ®dst= 0,56

*Valores de P sdo as probabilidades de ter um componente da varidncia maior que os valores
observados ao acaso. As probabilidades foram calculadas por 1000 permutag¢des ao acaso.

GL= grau de liberdade.

Tabela 5. ®st par a par entre as localidades amostradas.

JA UR PT BAR RESS RV DV CO SJDR CA

JA 0,00000

UR 0,38858 0,00000

PT 0,57683 0,63173 0,00000

BAR 0,56708 0,62467 0,40642 0,00000

RESS 0,57815 0,63062 0,38381 0,41857 0,00000

RV 0,62481 0,67932 0,51220 0,56787 0,23377 0,00000

DV 0,56707 0,63651 0,49744 0,54188 0,39006 0,42308 0,00000

CcoO 0,59669 0,65509 0,58559 0,57700 0,55960 0,58675 0,57660 0,00000

SJDR 0,51041 0,54262 0,55236 0,51874 0,52078 0,58054 0,42481 0,49162 0,00000

CA 0,48986 0,51261 0,45990 0,42777 0,44668 0,50279 0,36626 0,52062 0,44521 0,00000

Tabela 6. Modelos testados, estimativas de f e 6%, e DIC fornecidos pelo
software HICKORY versdo 1.1 na analise da estruturagcdo e diversidade
génica em M. quadrifasciata pelo método Bayesiano.

Model f 0" DIC

full 0.478794 0.507576 1493.15
f=0 - 0.463838 1553.87
I 0.915769 - 3811.43
f free 0.494465 0.519349 1561.17
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O teste de Mantel (Figura 6) realizado para verificar a existéncia de
correlagdo entre distadncia genética e distadncia geografica mostrou uma

correlagao positiva, porém baixa (r = 0,28).
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Figura 5. Correlacao entre distancia genética e distancia geografica (em km)
obtida pelo teste de Mantel. r=0,28; p=0,001.

A alta estruturacdo genética de M. quafrifasciata dentro das
localidades analisadas sugere que esta espécie nao se distribui de forma
continua no espago geografico e que a ocorréncia de fluxo génico entre os
individuos das diferentes localidades € baixa ou inexistente.

O fluxo génico é o fator evolutivo responsavel pela homogeneizagao
das populagdes, restringindo os efeitos da deriva genética e da selegao e,
portanto, a divergéncia entre as populagdes (Valva e Coelho, 1998).

Uma outra possivel explicagdo para a alta estruturagdo genética
dentro das localidades, é a limitagao de v6o nos meliponineos. Araujo et al.
(2004), em um estudo sobre as implicacbes espaciais da distancia maxima
de vb6o para algumas espécies de meliponineos, verificaram que a

capacidade de vboo de M. quadrifasciata ndo € superior a 2.000 m; e
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sugerem que espécies como M. compressipes e M. guadrifasciata seriam
efetivamente isoladas se as distancias entre os fragmentos de floresta
fossem maiores que 2 km. As distancias minimas e maximas entre as
localidades onde foram realizadas as coletas de M. quadrifasciata sao,
respectivamente de 50 e 500 km sugerindo que estruturacéo dos individuos
nas localidades amostradas pode ser em funcdo da distancia geografica
entre elas.

Um outro fator que pode estar contribuindo para a alta estruturacéo e
consequentemente baixa diversidade genética nesta espécie € a redugao do
habitat natural. Segundo Michener (2000), a degradagdo ambiental vem
provocando nos ultimos anos a diminuicdo nas populacdes de abelhas em
todo o mundo. Dentre os fatores de degradagdo ambiental destaca-se o
desmatamento. Esta atividade reduz areas florestais e leva a diminuicdo das
populagdes que habitam esses locais. A diminuicdo das populagbes pode
acarretar aumento na endogamia, e consequentemente redugdo da
diversidade genética devido a reducdo populacional que as mesmas
sofreram.

No estado de Minas Gerais, as populagdes de abelhas tém sido
intensamente afetadas pelos desmatamentos, os quais isolam areas que
pertenciam anteriormente a ecossistemas continuos, formando ilhas
florestais. A diminuicdo de areas de florestas, em geral, resulta na redugao
do tamanho das populagcbes que vivem e dependem desses habitats. De
acordo com estudos realizados por Fernandes et al. (2005), o Estado de
Minas Gerais possui um indice de degradacao (ID) médio de 86%. Algumas
formagdes vegetais do estado foram drasticamente reduzidas, como € o
caso da mata Atlantica, e os fragmentos remanescentes, geralmente, muito
pequenos, ndo apresentam condi¢gdes de suportar um grande numero de
espécies com alto numero populacional (Viana e Melo, 1987) e isso pode
levar a perda da variabilidade genética.

Apesar de o marcador ISSR estar sendo utilizado em diversos
estudos em nivel de DNA, os estudos de diversidade genética em abelhas
sao raros. Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o marcador
ISSR permitiu a detecgdo de polimorfismos genéticos possibilitando a

obtencao de informagdes importantes sobre a diversidade e estruturagao
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genética desta espécie de abelha. No entanto, estudos moleculares mais
detalhados, aumentando a amostragem e utilizando numero maior de
primers ISSR poderdo esclarecer melhor a dindmica populacional de M.

quadrifasciata.
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5. CONCLUSOES

O estudo da variabilidade genética de M. quadrifasciata por meio de

dados com marcadores ISSR possibilitou chegar as seguintes conclusoes:

* Ha baixo nivel de variabilidade dentro da subespécie e uma alta
estrutura genética dos individuos dentro das localidades analisadas.

* Ha indicio de fluxo génico restrito ou até mesmo ausente entre

individuos de M. quadrifasciata.

« A maior parte da variabilidade genética estimada para M.

guadrifasciata € encontrada dentro das localidades.

» A correlagdo entre distancia genética e geografica € baixa em M.

guadrifasciata.

* Embora exista evidente variagdo morfolégica entre os individuos de
M. quadrifasciata analisados (individuos com faixas tergais
continuas e individuos com faixas tergais interrompidas) a

divergéncia genética entre estes dois grupos é baixa.
» Fatores biolégicos e geograficos podem estar influenciando na

dindmica populacional de M. quadrifasciata no Estado de Minas

Gerais.
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