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RESUMO

RIOS, Bruna Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vieosampus UFV Florestal, junho de
2018. Genotipagem de coldnias de abelha ameacada de extincdo indica importancia
genética de populacdes manejadas para a conservacaoMigipona capixaba. Orientador:
Helder Canto Resende.

A abelha sem ferraMelipona capixaba Moure ¢ Camargo, 1994, conhecida como “urugu-

preta” ou “urucu capixaba”, é endémica da Mata Atlantica brasileira, tendo distribuigc&o restrita
aregides de altitude do Estado do Espirito Sankd. @apixaba encontra-se na lista de espécies
ameacadas dextincdo, na categoria em perigo (EN). A reducéo e a fragmentacdo do seu habitat
natural constituem as principais ameacas a espécie, por ocasionar a reducao das populacdes e
consequente aumento da endogamia, da deriva genética e a perda de diversidadeAgenética.
maior parte das col6énias remanescenti®] deapixaba estdo nas maos de criadores de abelhas.
Uma outra ameaca € a introducdo da espdcieutellaris na area de distribuicdo natural da
urugu-capixaba, pois ha relatos na literatura da ocorréncia de hibridizac@o entre as.espécie
Diante desses fatos, este trabalho teve como objetivos: analisar a diversidade genética de
coldnias nativas e colénias manejadaddeapixaba por meio de marcadores microssatélites,

com o a finalidade avaliar o potencial genético das colénias manejadas e identificar genoétipos
prioritarios para a formacdo de populacdes de conservacdo; identificar marcadores
microssatélites com potencial para detectar hibridos entre as eslgeaiapixaba e M.

scutellaris; e melhorar o conhecimento sobre esse evento de hibridizagcéo. Os resultados obtidos
indicaram que as populacdes naturais e manejadas possuem moderada diversidade genética
entretanto muitos alelos amostrados possuem baixa frequéncia e podem estar sendo perdidos
devido aos efeitos da deriva genética. Muitos alelos que foram amostrados com baixa
frequéncia nas coldnias nativas, foram amostrados com maiores frequéncias em algumas
populacdes manejadas. As populacdes manejadas podem representar um importante papel ne
conservgaoda espécie, podendo atuar como reservatorios genéticos e fornecer individuos para
a formacéo de populagdes de conservacao. Com os resultados obtidos por meio das analises de
diversidade genética foi possivel elaborar orientagfes de manejo para a conservar a diversidade
genética das populacdes manejadas. A hibridizacdo de fato ocorre entre asMspauiesba

e M. scutellaris. As andlises moleculares realizadas com marcadores microssatélites associadas
asanalises do DNA mitocondrial e das caracteristicas morfologicas permitiram identificar a

ocorréncia de hibridizacéo e as possiveis vias de hibridizagc&o entre as espécies. A hibridizaca

vi



pode ocorrer através da fecundacgéo de fémelas cepixaba por machos dbl. scutellaris ou

pela fecundacdo de fémeashMescutellaris por machod/. capixaba. Os hibridos gerados séo
férteis e as fémeas podem ser fecundadas por machos hibridos ou machos davlespécie
scutellaris. Os efeitos da hibridizacdo para espddiecapixaba sdo imprevisiveis, portamt

deve-se impedir a introducao B scutellaris na area de ocorréncia da urugu-capixaba.
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ABSTRACT

RIOS, Bruna Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosampus UFV Florestal, June,
2018.Genotyping of bee colonies threatened of extinction indicates the genetic importance
of managed populations for the conservation dflelipona capixaba. Adviser: Helder Canto
Resende.

Melipona capixaba Moure and Camargo, 1994, known as "urugu-preta" or "urugu-capixaba",

is endemic to the Brazilian Atlantic Forest, with a restricted distribution to high altitude regions
of the state of Espirito Santo. Tkelipona capixaba is on the list of threatene8lpeciesin the
endangered category (EN). The reduction and fragmentation of their natural habitat are the main
threats to the species, as a result of the reduction of populations and the consequent increase in
inbreeding, genetic drift and loss of genetic diversity. Most of the remaining coloniés of
capixaba are in the hands of beekeepers. Another threat is the introduction of the $fhecies
scutellarisin the natural distribution area of urucu-capixaba, as there are reports in the literature
of the occurrence of hybridization between species. In view of these facts, this work had the
following objectives: to analyze the genetic diversity of native colonies and colonies managed
of M. capixaba by means of microsatellite markers, with the purpose of evaluating the genetic
potential of the colonies managed and to identify priority genotypes for the formation of
populations of conservation; identify microsatellite markers with potential to detect hybrids
between the speciddl. capixaba and M. scutellaris; and improve knowledge about this
hybridization event. The results indicated that the natural and managed populations have
moderate genetic diversity, however, many sampled alleles have a low frequency and may be
lost due to the effects of genetic drift. Many of the alleles that were sampled with low frequency
in the native colonies were sampled with higher frequencies in some managed populations. The
managed populations can play an important role in the conservation of the species, being able
to act as genetic reservoirs and to provide individuals for the formation of conservation
populations. With the results obtained through analyzes of genetic diversity it was possible to
develop management guidelines to conserve the genetic diversity of the populations managed
Hybridization actually occurs between the spebdlesapixaba andM. scutellaris. Molecular
analyzes performed with microsatellite markers associated to mitochondrial DNA analysis and
morphological characteristics allowed to identify the occurrence of hybridization and possible
hybridization pathways between species. Hybridization can occur through the fertilization of
M. capixaba females byM. scutellaris males or by the fertilization &fl. scutellaris females by
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M. capixaba males. The hybrids generated are fertile, and females can be fertilized by hybrid
males or males of M. scutellaris species. The effects of hybridizatibfh oapixaba species
are unpredictable, therefore the introductioMofscutellaris should be prevented in the area

of occurrence of the Urugu-capixaba.



INTRODUCAO GERAL

O géneraMelipona llliger, 1806 (Hymenoptera: Apidae), € um diversificado grupo de
abelhas pertencente a tribo Meliponini e ao grupo de abelhas conhecidas popularmente como
“abelhas sem ferrdo” (MICHENER, 2000). Suas espécies se distribuem por toda a regiao
Neotropical (KERR et al., 2001; KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996; MICHENER,
2000) .

As abelhas do géneldelipona sdo importantes polinizadoras de uma diversidade de
plantas, incluindo plantas nativas (RAMALHO, 2004) e cultivadas (HEARD, 1999). Por
possuirem manejo relativamente facil, podem ser utilizadas na polinizacdo de culturas em areas
abertas ou em casas de vegetacdo (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; HEARD, 1999). Os
produtos apicolas (mel, propolis, polen) geram fonte de renda e séo utilizados como alimentos
e na medicina popular (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; KERR; CARVALHO;
NASCIMENTO, 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997). Portanto, as espécies do gbfetifmna
sdo indispensaveis para a manutencado dos ecossistemas terrestres e sua conservacdo é essenc
tanto por questdes ecoldgicas quanto econdémicas (ZAYED, 2009).

Odeclinio de polinizadores, especialmente as abelhas, tem recebido grande énfase como
um fendmeno global. As atividades humanas tém elevado a destruicdo e a fragmentacao dos
habitats, contribuindo assim para a perda de uma diversidade de espécies de abelhas (POTTS
et al., 2010). Apesar da sua importancia, muitas espécies de meliponineos estdo sofrendo
reducdes drasticas em suas populacdes (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, .1996)
Atualmente trés espécies do géndedipona estao incluidas na lista de espécies ameacadas de
extingdo na categoria em perigo (BRASIL, 20M#lipona capixaba Moure e Camargo, 1994,
Melipona scutellaris Latreille, 1811, eVielipona rufiventris Lepeletier, 1836.

A espécieM. capixaba, popularmente conhecida como ‘“urugu-preta” ou “urugu-
capixaba,” ¢ endémica do dominio da Mata Atlantica, com ocorréncia restrita as regiées com
altitude entre 800 e 1.200 do Estado do Espirito Santo (RESENDE et al., 2014; SERRA et al.,
2012). Sua area de distribuicdo geografica esta restrita a uma area com 3.48B8BENDE
et al., 2014), o que pode representar a menor area de distribuicdo conhecida entre as abelhas
sem ferrdo (Melo, 1996). A urucgu-capixaba pode ser encontrada nos municipios de Afonso
Claudio, Alfredo Chaves, Brejetuba, Castelo, Conceicdo do Castelo, Domingos Martins,
Marechal Floriano, Santa Maria de Jetiba, Vargem Alta e Venda Nova do Imigrante
(RESENDE et al., 2014).



A M. capixaba é uma eficiente polinizadora das plantas nativas da Mata Atlantica
brasileira (LUZet al., 2011). Resende e colaboradores (2008) relataram a visitacdo de orquideas
pela abelhaM. capixaba, sendo algumas pertencentes a géneros citados na Lista da flora
ameacada de extincdo do Espirito Santo (PASSAMANI; MENDES, 2007). Em um estudo
realizado por Luz e colaboradores (2011) foi evidenciado dliecapixaba é visitante floral
e potencial polinizador de plantas das familias Fabaceae, Myrtaceae, Solanaceaead\recac
Asteraceae, Combretaceae, Rubiaceae, e Sapindaceae.

Em 2003 a espécid. capixaba foi incluida na Lista Nacional das Espécies da Fauna
Brasileira Ameagadas de Extingdo, na categoria vulneravel (BRASIL, 2003). Atualmente a
espécie encontra-se na Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadagide Exting
(BRASIL, 2014) na categoria em perigo (EN), critério: Blab (i, ii, iii). Ou seja, aciespé
enfrenta um risco muito alto de extincdo na naturelistribuicdo geografica restrita e
fragmentada, ocorréncia estimada para uma area com menos de 5,G@ukmabitat encontra-
se severamente fragmentado e com declinio continuo obs¢ivad 2012).Considerando a
vulnerabilidade destas espécies a extingdo, 0s servicos ambientais prestados por elas estac
atualmente ameacados, o que pode causar prejuizos incalculaveis para a manutencdo da
biodiversidade da Mata Atlantica.

O desmatamento € a principal ameaca pdvh eapixaba, pois além de ocasionar a
destruicao dos recursos florais e de nidificacao, provoca fragmentacgéo, reducao e o isolamento
das populacdes (SILVEIRA, MELO; CAMPOS, 2008). A reducdo e o isolamento das
populacdes favorecem o aumento da endogamia e a perda de diversidada (@&¢ED,

2009).

Uma outra ameaca € a introducéo da espécseutellaris na area de ocorréncia natural
de M. capixaba. Nascimento et al (2000), Resende (2CRpad (2017) evidenciaram que a
auséncia de mecanismos de isolamento anatbmico ou comportamental entre asMspécies
capixaba e M. scutellaris tornam possivel o cruzamento entre elas quando ambas sao colocadas
em uma mesma area. As observacdes ainda sugeriram que as duas espécies Sao capazes ¢
gerar hibridos férteis.

Diante do exposto, ficou evidenciado a necessidade de realizar estudos genéticos para
tracar estratégias de conservacao paaa@pixaba. O presente trabalho foi dividido em dois
2 capitulos. No primeiro capitulo, foram utilizados marcadores microssatélites para avaliar e
caracterizar a diversidade e a estrutura das popula¢c®déscdpixaba. O estudo foi realizado

com coldnias presentes no seu habitat natural e em meliponarios, com o propdsito de identificar



0 potencial genético destas coldnias e sugerir genotipos prioritarios panservacao da
espéciein situ e ex sito. O segundo capitulo teve como objetivo reavaliar dois casos de
hibridizacdo entre as espéchMscapixaba e M. scutellaris e identificar possiveis marcadores

microssatélites com potencial para detectar individuos hibridos entre as duas espécies.
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CAPITULO 1. GENETICA DA CONSERVACAO DE Maedlipona capixaba: A
IMPORTANCIA GENETICA DAS COLONIAS MANEJADAS

1. RESUMO

Melipona capixaba € uma espécie de abelha sem ferrdo endémica da Mata atlantica do Espirito
Santo, Brasil, tendo distribuicdo restrita a regides de altitude. Devido ao seu endemismo, a
fragmentacdo e destruicdo do seu habitat natural e a reducdo das populacdesanisturais,
capixaba encontra-se na Lista de espécies ameacadas a extin¢do, na categoria em perigo (EN).
Poucas colbnias dé. capixaba foram amostrdas na natureza desde a sua descrigao, sendo
gue a maior parte das coldnias conhecidas sdo mantidas por criadores. Os planos de manejo €
conservacao da espécie devem ter como objetivo manter o maior nimero de coldnias possiveis
e a maxima variabilidade genética. A multiplicacédo e a reintroducdo de colbnias na sea area d
ocorréncia natural constituem uma das estratégias para sua conservacdo. Neste trabalho
realizamos a genotipagem de colbnias naturais e col6nias oriundas de meliponarios, com o
objetivo de caracterizar a diversidade genética e estrutura genética destas populacdes e
identificar gendtipos prioritarios para a formacéo de populacées de conservacdo. Nossos dados
indicaram que a populacdo natural e as populacdes manejadas possuem uma razoavel
diversidade genética, entretanto muitos alelos possuem baixa frequéncia ou sdo raros, 0 que
indica a perda de diversidade genética por deriva genética. Os resultados mostraram que
meliponarios podem atuar como reservatorios genéticos e podem fornecer individuos para a
formacdo de populacdes de conservacdo. Foi observado que a localizacdo do meliponario, a
fundacdo do meliponario e as técnicas de manejo exercem influéncias diretas sobre a
diversidade genética das colénias. Com os resultados obtido foi possivel elaborar orientacfes
de manejo com o objetivo de manter o potencial genético das populacdes manejadas e auxiliar

na conservacao da espécie.



2. INTRODUCAO

A meliponicultura, ou manejo de meliponineos consiste na criacdo racional de abelhas
sem ferrdo (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996). Essa atividade foi inicialmente
desenvolvida pelos indios, depois comecou a ser utilizada por pequenos e médios produtores
rurais e atualmente é uma atividade em crescente desenvolvimento, sendo difundida em quase
todo o territério brasileiro (JAFFE et al., 2015; KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996)

A criacdo de abelhas sem ferrdo representa uma importante fonte de renda devido a
comercializacao dos produtos apicolas (mel, propolis, cera), além da atividade servir também
como fonte de lazer (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; KERR; CARVALHO;
NASCIMENTO, 1996).

As abelhas sem ferrdo compdem o principal grupo de almb@sais nativas do Brasil
e sdo responsaveis por realizar a polinizacdo de uma diversidade de plantas nativas e cultivadas
(KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996; MICHENER, 2000). Apesar da importancia
ecoldgica e econbmica, as populacdes de abelha sem ferrdo tém sofrido drasticas reducdes.
Geralmente as espécies de abelha sem ferrdo sdo dependentes das caracteristicaseclimatica
floristicas de suas regides de origem e de substratos naturais para a nidificacdo (KERR,;
CARVALHO; NASCIMENTO, 1996). Os principais fatores que contribuem para a reducéo
nas populacdes destes polinizadores sdo: a destruicdo de seus habitats naturais provocadas pel
desmatamento e queimadas, 0 que ocasiona a destruicdo de substratos para nidificacdo e dos
recursos para forrageamento, além da reducdo e o isolamento das populacbes; o uso de
agrotoxicos; a exploracao predatéria das colonias; as mudancas climaticas; a introducao de
espécies exoticas; e patdgenos (BROWN; PAXTON, 2009; KERR; CARVALHO;
NASCIMENTO, 1996; POTTS et al., 2010).

A criacdo e exploracgéo racional de abelhas sem ferrdo pode representar uma importante
alternativa para a preservacdo dos ambientes naturais e conservacao das espécies. de abelha
Quando realizadas corretamente, a criacao e a exploracao racional de abelhas sem f@rrdo pode
inibir a exploracdo predatédria de mel das colbnias nativas e protegendo as espécies das agoes
antropicas (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; KERR; CARVALHO; NASCIMENTO,
1996).

A abelha sem ferradl. capixaba, conhecida popularmente como “urugu-preta” ou
“urugu-capixaba”, ¢ uma espécie endémica da Mata Atlantica brasileira e sua distribuicdo
geografica esta restrita as regides do estado do Espirito Santo com altitude entre 800 e 1.200 m
(RESENDE et al., 2014; SERRA et al., 2012) VA capixaba esta na Lista Nacional das
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Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extincdo na categoria em perigo (EN)L(BRAS
2014).

A principal ameaca a urucgu-capixaba € a destruicdo e a fragmentacdo do s#u habit
natural (RESENDE et al, 2014; SILVEIRA, MELO; CAMPOS, 2008). A Mata Atlantica € um
dos biomas mais ameacados do planeta e é considerada totsgosmundiais por abrigar
uma alta diversidade de seres vivos e endemismo, sendo uma das prioridadas para
conservacao (MYERS et al., 2000). Os dados apresentados pelo Atlas dos Remanescentes
Florestais da Mata Atlantica (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA; INPE, 2017), mostram
que este bioma tem sofrido continuo processo de desmatamento desde a sua colonizagdo. O
dados apresentados para o periodo de 2015 a 2016 mostram que uma area total de 29.075 ha d
remanescentes florestais foram desmatados, o0 que representou um aumento de 57,7% na taxe
de desmatamento em comparacdo com 0s resultados apresentados para o periodo de 2014 .
2015 (18.433 ha). Conforme o relatério apresentado no mesmo atlas, para o estado do Espirito
Santo estima-se que dos 4.609.503 ha, 100% da area do estado originalmente cobertas pelo
bioma Mata Atlantica, restem apenas 483.541 ha, ou seja, 10,5% da cobertura original.

A reducéo populacional tem efeitos diretos sobre a diversidade genética da espécie.
Estudos realizados por meio de marcadores mitocondriais e nucleares evidenciaram a baixa
variabilidade genética nas populacdeddeapixaba (RAMOS, 2009; RAAD, 2017). Analises
moleculares realizadas por meio de marcadores microssatélites e hapl6tipos mitocondriais
mostraram qu®/l. capixaba possui baixa variabilidade genética quando comparada com outras
espécies de insetos (NOGUEIRA et al., 2014).

A fragmentacao, a reducgéao e o isolamento do habitat natuvalapixaba ocasiona a
reducdo das populacdes e o consequente aumento da endogamia, da deriva genética e a perd
de diversidade genética (ELLSTRAND; ELAM, 1993; FRANKHAM et al., 2008). As
populacdes ddlelipona podem ser particularmente sensiveis aos efeitos da endogamia e da
deriva genética devido ao seu sistema de determinacédo do sexo (ARAUJO; DINIZ-FILHO;
OLIVEIRA, 2000; ZAYED, 2009).

Nos Hymenopteras, o sistema de determinacdo do sexo é o haplodipléide. Os machos
sao haploides (n), desenvolvem-se a partir de ovos nao-fertilizados, ja as fémeas séo diploides
(2n) e desenvolvem-se a partir de ovos fertilizados (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO,
1996). Whiting (1933) propds um mecanismo de determinagcdo complementar do sexo (CSD)
em Hymenopteras. Segundo o autor, existem multiplos alelos em umldotcgexual que

atuam como sinal primario no desenvolvimento do sexo dos Hymnopteras. As fémeas



originam-se de ovos fertilizados e sdo sempre heterozigotas para o gene sexual. Os ovos nao
fecundados que possuem apenas uma copia do alelo sexual, da origem a machos viaveis.
Entretanto, os ovos fertilizados que dao origem a individuos homozigotosonsexual se
desenvolvem em machos diploides que sdo estéreis e menos viaveis que os machos haploides
normalmente produzidos, ou sado mortos pelas operérias (BEYE et al., 2004; KERR;
CARVALHO; NASCIMENTO, 1996; WHITING, 1943). Em colbnias em que machos
diploides sédo produzidos em grandes quantidades as rainhas sao eliminadas pelas operarias, ¢
que pode causar o enfraquecimento e a morte da coldnia (ARAUJO; DINIZ-FILHO;
OLIVEIRA, 2000; KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996; KERR e VENCOVSKY,

1982). Sendo assim, a reducédo das populagdes, com o consequente aumento da endogamia e d
deriva genética, redam a diversidade de alelos sexuais, aumentando a frequéncia de
homozigotos e a probabilidade de produzir machos diploides (ZAYED, 2009).

A exploracao predatéria do mel, também foi citada por Silveira e colaboradores (2008)
como uma importante ameaca a conservacad. dapixaba. Segundo 0s autes esta espécie
€ uma grande produtora de mel, sendo muito apreciada e visada pelos meliponicultores. Para a
extracdo do mel, muitos ninhos sdo abertos e abandonados na mata, ficando expostos aos
inimigos naturais (formigas, forideos e patégenos) e as condicdes ambientais, ou séo
transferidos para as propriedades dos criadores, reduzindo as populacdes naturais.

A maioria das colonias de urugu-capixal@nhecidas sao mantidas por
meliponicultores, sendo assim a criacao racional destas abelhas pode representar um importante
papel na preservacéo da espécie (RESENDE et al. 2014; RESENDE, 2012). Entretanto, pouco
se sabe sobre a diversidade genética e estruturacdo genética das populacdes de abelhas mantid:
sobre criacéo racional (RAAD, 2017; RESENDE, 2012). Varios estudos tém demonstrado que
a domesticacdo de animais ocasiona a reducdo da diversidade genética (BRUFORD;
BRADLEY; LUIKART, 2003). A reducao da diversidade genética pode ocorrer principalmente
pela reducdo do tamanho populacional efetivo da populacdo (BRUFORD; BRADLEY;
LUIKART, 2003; WRIGHT, 2005; ZEDER et al., 2006). Meixner e colaboradores (2010)
relataram a reducdo de diversidade genética em populac@gssdeellifera mantidas em
apiarios.

Estudos sobre a diversidade genética das populacdes manejadas de abelhas podem
ajudar a identificar a viabilidade genética destas populacdes, fornecendo informacdes Uteis para
orientar 0 manejo das colbnias e auxiliar na preservacdo das espécies (RAAD, 2017,

RESENDE, 2012). Levando em consideragdo o endemismo e a dificil localizacdo de coldnias
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de M. capixaba na natureza (RAAD, 2017; RESENDE et al., 2014), os planos de conservacao
devem ter como objetivo manter o maior nimero populacional e a maxima variabilidade
genética da espécie. A reintroducdo e 0 manejo das coldnias em areas defjuessrvacao
permanente pode ser uma alternativa viavel para aumentar a populacdo e auxiliar na
conservacao da espécie dentro da sua area geografica de ocorréncia natural (RESENDE e
2014). A reintroducéo tem sido utilizada para a conservacao de varias espécies ameacgadas de
extingdo e para restauracao das espécies em areas onde estas se tornaram lo¢altasnte ex
(SEDDON et al., 2014).

Apesar dos impasses legais para a criacadMdaapixaba em meliponarios, a
meliponicultura pode ser considerada uma alternativa viavel para a conservacao da espécie
(RAAD, 2017; RESENDE, 2012). As popula¢cdes manejadds dapixaba podem atuar como
reservatorios genéticos e demograficos para reforcar as populacdes nativas e podem fornecer
individuos para a formacé&o de populacdes de conservacao que podem ser reintroduzidas na arez
de ocorréncia natural da espécie. As colbnias manejadas podem conter variabilidade genética e
genotipos prioritarios para a conservacao, fornecendo individuos para reintroducdo ou
translocacdo, diminuindo os riscos de endogamia. Sendo assim, 0 monitoramento das
populacdes remanescenteshMiecapixaba presentes na natureza e em meliponarios por meio
de marcadores moleculares pode fornecer informacdes importantes sobre a diversidade genética
e estruturacdo das populacbes. Estudos de genética da conservacdo podem fornecer
perspectivas interessantes para os planos de manejo e conservacdo daMespgoiaba
(RAAD, 2017, RESENDE et al., 2014).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos estimar a diversidade genética e
caracterizar a estrutura populacional das colonids. dapixaba presentes nos habitas naturais
e em meliponéarios e identificar gendtipos prioritarios para a formacdo de populacbes de
conservacdo da espécie. Com os resultados obtidos, serdo propostas orientacfes para oS
programas de manejo e conservacao da urugu-capixaba e orientacdes para os meliponicultores
guanto a reproducéo das coldnias, como as coldnias-alvo para multiplicacao, introducéo e troca
O manejo adequado das coldnias podera aumentar a diversidade genética da espécie
diminuindo os riscos de endogamia, e, consequentemente, poderd garantir a manutengédo de

populacdes saudaveis e a conservacao da espécie.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Material Biologico

As amostras d&l. capixaba foram obtidas a partir de coletas realizadas por Resende
(2012), Serra (2012), Raad (2017) e pela equipe do Laboratério de Genética e Conservacao da
Universidade Federal de Vigosaampus UFV Florestal. Foram amostradas 121 coldnias na

area de ocorréncia natural da espécie, sendo 30 coldnias nativas e 91 coldénias manejadas,

amostradas em meliponarios (TabemFigura J.

Tabela 1 - Relagéo das amostradtieapixaba analisadas.

ID  Voucher Localidade Municipio Origem N° de Coldnias
N1  Mcap3 S&o Bento de Urania Alfredo Chaves Nativa 1
N2 Mcap4 S&o Roque de Maravilhi Alfredo Chaves Nativa 3
N3  Mcap28 - Venda Nova do Imigrante Nativa 1
N4  Mcap43 Alto Caxixe Venda Nova Nativa 1
N5  Mcap60 Alto Paraju Domingos Martins Nativa 1
N6  Mcap67 Garrafao Santa Maria do Jetiba Nativa 1
N7  Mcap69 Alto Santa Maria Santa Maria do Jetiba Nativa 1
N8  Mcap70 Alto Santa Maria Santa Maria do Jetiba Nativa 3
N9  Mcap74 Pedra Azul Domingos Martins Nativa 1
N10 Mcap75 Pedra Azul Domingos Martins Nativa 1
N11 Mcap76 Pedra Azul Domingos Martins Nativa 1
N12 Mcap83 Pedra Azul Domingos Martins Nativa 1
N13 Mcap9l Pedra Azul Domingos Martins Nativa 2
N14 Mcap92 Pedra Azul Domingos Martins Nativa 1
N15 Mcap93 Pedra Azul Domingos Martins Nativa 1
N16 Mcap94 Pedra Azul Domingos Martins Nativa 1
N17 Mcap95 Pedra Azul Domingos Martins Nativa 1
N18 Mcap98 Pedra Azul Domingos Martins Nativa 1
N19 BO1 Alto Tapira Venda Nova do Imigrante Nativa 1
N20 B0O5 Monte Santo Brejetuba Nativa 1
N21 BO7 - Brejetuba Nativa 1
N22 B0O9 Alto Jucu Domingos Martins Nativa 1
N23 B10 Alto Castelinho Vargem Alta Nativa 1
N24 B12 Pecanha Domingos Martins Nativa 1
N25 B14 Alto Lavrinhas Venda Nova do Imigrante Nativa 1
M1  Mcap90 - Conceicdo do Castelo Meliponario 1 14
M2  Mcap80 Pedra Azul Domingos Martins Meliponario 2 13
M3  Mcap61 Alto Paraju Domingos Martins Meliponario 3 23
M4 Mcap5 Tijuco Preto Domingos Martins Meliponario 4 13
M5  Mcap64 Garrafédo Santa Maria do Jetibd Meliponario 5 15
M6  Mcap86 - Santa Maria do Jetibd Meliponario 6 13
Total 121
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Figura 1 - Mapa da distribuicdo dos pontos de coleta de colbnias Hatieatos) e meliponarios (triangulos) da
espécieM. capixaba. Os fragmentos em cinza representam remanescentes florestais da Mata Atlgoticky se
mapa de Remanescentes da Fundacdo S.O.S Mata Atlantica e INPE (2016).

3.2 Extracdo de DNA Total

As extracdes de DNA foram realizadas a partir de uma operaria de cada col6nia,
seguindo o protocolo descrito por Fernandes-Salomao et al. (2005). Apos a extracdo, a
gualidade das amostras de DNA foi verificada em gel de agarose a 0,8% corado com GelRed®
(Biotium, EUA) conforme instru¢des do fabricante, sendo visualizado em transiluminador de

luz ultravioleta. As amostras de DNA total foram mantidas sob refrigeracdo a -20°C até as

etapas de amplificagéo.
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3.3 Amplificagcdo do DNA e Marcadores Moleculares

Inicialmente foram selecionados 17 pares plamers microssatélites (Tabela) 2

desenhados pelo professor Helder Canto Resende (Universidade Federal de- \U€adsa

campus Florestal) (dados ndo publicados). Dentre os 17 pares de primers, 5 pares foram

desenhados para a espéiiescutellaris e 12 pares para a espéble capixaba. Apds esta

selecao, oprimers foram avaliados quanto a eficacia de amplificagdo em ambas espécies.

Tabela 2- Descri¢éo dos locos microssatélites e sequéncias de primers selecionados e testatestaipaia
as andlises de diversidade genéticavkroapixaba.

Loco Repeticdo Sequéncia §'-3") Espécie de Origem
s o CCASOSNICATACANCESS . s
s (o " TOSTMCOSATHTONCES st
FOCCTOTICONOTTT st
SSR6 (GA)21(GT)o s avoviavaslivesios M. capixaba
SR OIMOMMET, [ SCSICONOSCEONSASE e
sk Cnuos " ISTICIOASCO0MIECes i conann
swo (o
s (o
sz o1 " VCCOMCASNTOMCTSTT 1y cpenn
s o T SSSANIOASTIIONGE i copenn
SSRI4 (CA)1s(TCGho RF ((;3 g?%%ﬁ%?%ﬁ.ggggggz%g M. capixaba
SSR15 (TC)y(AC)15(TC)s(GA)7 ';:: iggéﬁg%ié?ﬁﬁ.ﬁg gggfg g M. capixaba
sws (o, FACTCTOOCOATICOTIONS bt copann
SSR17 (CThs F: TGACCTATTCCTTTCTGTGC M. scutedlaris

R: GGGATTCAGAAGGAGATACG
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As reacdes de PCR foram realizadas com um volume final de 10uL, sendo cada reagao
composta por 50ng/uL. de DNA, 1X de tampéao de reacdo, 2mM de MgC00uM da mistura
de dNTPs, 0,5uM de cada primer e 1u de Platinum® Taq Polimerase (Invitrogen™). As rea¢des
de amplificacdo foram incubadas em um termociclador a 94°C por 5 min para a completa
desnaturacao inicial das fitas de DNA, seguidos de 35 ciclos de amplificagéo, sendo cada ciclo
composto por um passo de desnaturacao a 94°C por 45s, um passo de recozirpenier slos
de acordo com a temperatura especifica de recozimento dproadapor 1min e 30s e um
passo de extensao a 72°C por 1min e 30s, e passo final de extensao a 72°C por 5min. Os produto:
foram visualizados em gel de agarose a 2% e o tamanho dos fragmentos foram verificados de
acordo com o marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen™), sendo
visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

Entre as amplificacdes positivas foram selecionados 13 papeisrees microssatélites
(SSR1 a SSR13) considerando os critérios: eficAcia na amplificacédo e diferenca de tamanho de
pares de bases (requisito para a utilizagdo dos sistemas multiplex durante a genotipagem). Os
marcadores microssatélites selecionados foram sintetizados com marcacéao fluorescente do tipo
HEX, na cor verde, e do tipo 6-FAM, na cor azul. Somente a sequiénveaad de cadgrimer
foi marcada com fluorescéncia.

Posteriormente, grimers foram testados quanto ao grau de polimorfirmo e apenas 7
pares deprimers apresentaram resultados satisfatérios (SSR1 a SSR7). Entretanto, durante a
execucdo das PCRs, 2 dos 7 paresprdmers selecionados apresentaram problemas na
amplificacdo, sendo que algumas amostras, tantd.dmpixaba quanto deM. scutellaris,
amplificaram e outras n&o, e o problema persistia mesmo sob diferentes condicbes de PCR.
Assim, estes doisrimers foram excluidos das analises e apenas 5 peraers microssatélites
foram utilizados (Tabela 3).

Dos 5primers utilizados, 4 foram desenhados para a espdciscutellaris (SRR1,
SRR3, SSR4, SSR5) e 1 para a espécieapixaba (SSR2) (Tabela 3). O empregopmémers
heterdlogos foi possivel porque as espécies sao filogeneticamente proximas (RESENDE 2012),
0 que permite 0 sucesso na transferéncia de marcadores devido a conservacdo das regide:
flanqueadoras. A transferéncias plémers em espécies filogeneticamente préximas ja foi
utilizada com sucesso em outros trabalhos (CARVALHO-ZILSE e KERR, 2006; VIANA et
al., 2011; WERNECK, 2008).

Para este estudo, os marcadores microssatélites foram sintetizados com marcacao

fluorescente com diferentes fluoréfos. @eners SRR1, SSR2 e SRR5 foram sintetizados com
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marcacao fluorescente do tipo HEX, na cor verde, @iosers SSR3 e SSR4 com marcacao
fluorescente do tipo 6-FAM, na cor azul (Tabela 3).

Tabela 3 - Descri¢cdo dos locos microssatélites e sequénpianuies utilizados para a analise da diversidade
genética enMelipona capixaba.

Loco Repeticdo Sequéncia (5'-3") Ta (°C) MF ESp%‘g%ﬂfngrigem
SSR1  (GT) Fi ggg%%ﬁﬁ%ﬁgﬁ?ﬁf&%ec 49  HEX M. scutellaris
SSR2  (TG)x asassssovesmitibovdl 49 HEX M. capixaba
SSR3  (TG)is o e e 53  6FAM M. scutellaris
SSR4  (TCis g :TiAG/ZECGCg/fg ggigi%%i;ccg 55  6FAM M. scutellaris
SSR5  (AC)s e L e 53  HEX M. scutellaris

TA: Temperatura de recozimerdo primer (°C); MF: marcador de fluorescéncia plomer.

Apoés a selecdo dgwimers, as amostras foram amplificadas via PCR. As reacdes de
PCR foram realizadas sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente. Os produtos de PCF
foram genotipados no Laboratério de Biodiversidade e Evolucdo Molecular da Universidade

Federal de Minas Gerais (UFMG) por meio do sequenciador automético ABI3130xI Genetic
Analyzer (Life Technologies).

Tabela 4 - Composi¢éo dos sistemas multiplegriteers, amplicom (pb) e cor do fluorocrdmo utilizado em cada
marcador.

Multiplex 1 Amplicon (pb) Cor do Fluoréforo
SRR1 204208 verde
SRR2 276300 verde
SRR3 324332 azul

Multiplex 2 Amplicon (pb) Cor do Fluoréforo
SRR4 189197 azul
SRR5 265273 verde

Em uma aliquota de 1uL de produto do PCR, foram adicionados 0,5uL de GeneScan™
500 LIZ® Size Standard 8,5uL. de Formamida HI-DI Applied biosystems. As reacfes foram
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submetidas a desnaturacdo a 95°C por 3min em termociclador e, posteriormente, foram
submetidas ao choque térmico no freezer. Apés, as amostras foram aplicadas no sequenciador

automatico, conforme orientagcGes do fabricante.

3.4 Andlises dos Dados

Os dados gerados pelo sequenciador automatico foram analisados com o auxilio do
programa Geneious R7 (biomatters http://www.geneious.com). Este programa gera uma
imagem de cada pico, que representa um alelo para cada individuo. Foi elaboradaura&xcel
tabela dos genoétipos das amostras, a qual foi utilizada, nas configuragcbes adequadas, como
arquivo de entrada para as analises estatisticas.

O programa Micro-Checker.2.2.3(VAN OOSTERHOUT et al., 2004) foi utilizado
com a finalidade de examinar a existéncia de erros na determinacdo dos gendtipos durante a
andlise dos dadof Micro-Checkerrealiza éste de verificacdo da presenca de alelos nulos
“Null alleles”, erros de anotacao devido a “Stuttering” e reducdo de amplificacdo de alelos
maiores “Large allele dropout” com o proposito de auxiliar na detec¢dao de erros durante a
interpretacdo dos dados. O programa realiza simulacbes Monte Carlo para comparar as
frequéncias de homozigotos esperados e observados no conjunto de dados. O Equilibrio de
Hardy-Weinberg € utilizado para calcular as frequéncias de alelos esperadas e estimar a
deteccao de alelos nulos. Alelos nulos sé@o considerados como falhas na amplificacdo durante o
PCR, sao resultantes da ndo amplificacédo de alguns alelos devido a substitui¢cdes, insercdes ou
delecdes no sitio de anelamentopdomer. Suttering séo ruidos nos picos de genotipagem,
podem resultar em erros de anotacoésrge allele dropout resulta da ndo amplificacdo de
alelos maiores tao eficientemente quanto alelos menores. Foram realizadas 10.000 simulagbes
da cadeia de Markov, com intervalo de confianca de 99%, para cada loco em cada populacao
(Nativa e Meliponéarios).

As estimativas de diversidade genética foram calculadas com o auxilio do programa
GenAlex versao 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). Foram calculados os seguintes estimadores
de diversidade genética: nimero de alé\a,(niUmero efetivo de alelobl€), heterozigosidade
observada Ho), heterozigosidade esperadde), indice de fixacdoH), numero de alelos
privados Nap), frequéncias alélicas. Aléem disso, foram estimadas as distancias genéticas de
Nei (Nei, 1972) e os indices de fixachar) entre os pares de populacao.

A avaliacdo da existéncia de equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada de duas formas:
para cada loco por populagdo e global por populacdo. Os testes de Equilibrio de Hardy-
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Weinberg foram realizados através do programa GenePop (versdo oline:
http://genepop.curtin.edu.au). Neste mesmo programa também foi realizado o teste de
desequilibrio de ligacéo para todos os pares de loci por populacdo. Os niveis de significancia
para os testes de Equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacao foram de 5%.

A distribuicdo da variacdo entre e dentro das populacdes foi estimada pela Analise de
Variancia Molecular (AMOVA), realizada no programa Arlequin versao 3.5.2.2 (Excoffier
LISCHER, 2010). Para o célculo da AMOM#éram considerados “Loco by loco”, com 10.000
permutacoes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo dos Loco Microssatélites

As analises realizadas no Micro-Checker ndo identificaram nenhuma evidéncia de alelos
nulos, nenhuma evidéncia de erros devidutiering e nenhuma evidéncia darge allele
dropout, quando consideradas cada populacdo. N&do foi observado desequilibrio de ligacao
significativo entre os pares de locos (P > 0,05).

No total, a genotipagem dos 121 individuosMlecapixaba, detectou 30 alelos. O
namero de alelos por locdld) variou de 3 a 12, com uma média de 6 alelos por loco (Tabela
5). O maior numero de alelos foi verificado para o loco SSR2 (12 alelos) e 0 SSR1 apresentou
o0 menor numero de alelos (3 alelos)pi@mer SSR2 € especifico para a espédieapixaba,

0 que pode explicar o maior niumero de alelos observados para este loco. Appsaned®s

SSR 1, 3, 4 e 5 sereprimers heterélogos, desenvolvidos para a espBtiscutellaris, se
mostraram eficientes para estudos genéticos na espioiapixaba. A transferéncia de
marcadores é melhor entre grupos filogeneticamente proximos devido a conservacao das
regides flanqueadoras no DNA das espécies (CARVALHO-ZILSE; KERR, 2006).

Nogueira e colaboradores (2014), utilizaram quatro marcadores microssatélites para
analisar populacdes d& capixaba de diferentes localidades. Os autores amostraram de 2 a 10
alelos por loco, com uma média de 4,75 alelos por loco. Estes resultados foram semelhantes
aos encontrados neste trabalho, a pequena diferenca observada pode ter sido devido ao numer

maior de amostras e marcadores utilizados no presente trabalho.

Tabela 5 - Caracteristicas dos 5 loco microssatélites analisaddd.gapxaba, considerando os 121 individuos
de M. capixaba amostrados.

Loco Repeticdo Numero de individuos NuUmero de alelos Obl:rr]\jgg(r)](zpb)

SSR1 (GT)s 121 3 204- 208

SSR2 (TG)23 121 12 276- 300

SSR3 (TG)us 121 5 324- 332

SSR4 (TC)ie 121 5 189- 197

SSR5 (AC)s 121 5 265- 273
Média 6
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4.2 Diversidade Genética das Colbnias delelipona capixaba Amostradas na Natureza e

em Meliponarios

Os parametros de diversidade genética analisados para a caracterizacao da variabilidade
genética das populacdes Me capixaba amostrada na natureza (populacdo nativa) e em
meliponarios, com base nos cinco marcadores microssatélites analisados, foram demonstrados
na Tabela 6. A matriz de gendétipos e os parametros de diversidade genética para cada loco por
populacdo (numero de alelos, numero de alelos efetivos, heterozigozidade observada,
heterozigozidade esperada, indice de Fixacao e teste de equilibrio de Hardy-Weinberg) foram
sumarizados nos Anexo |, e Anexo I, respectivamente.

A populagéo nativa apresentou um namero total de 29 alelos e uma média de 5,8 alelos
por loco (Tabela 6). Os meliponarios, quando foram analisados considerando todas populacdes
manejadas como uma unica populacao, apresentaram o mesmo numero total déa2®)s (

e a mesma média de niumero de alelos por Mas §,8) em comparacédo a populacao nativa.
Entretanto, o nimero total de alelos e o nimero médio de alelos por loco em cada meliponéario
variou e foram menores que os da populacéo nativa (Tabela 6).

Um menor numero de alelos era esperado para as populacdes manejadas, pois a criacao
de abelhas tende a reduzir a variabilidade genética, o que se deve principalmente a reducao do
tamanho efetivo da populacdo e as consequéncias do efeito fundador (WRIGHT et al., 2005;
ZEDER et al., 2006). Baixa diversidade genética foi relatada para populagfjeés mel lifera
presentes em apiarios (DELANEY et al., 2010; JAFFE et al., 2010; MIXNER et al., 2010).

Tabela 6 - Médias das estimativas de diversidade genética para as populagbespigaba amostradas na
natureza (nativa) e em meliponarios.

Populagbes N Nt Nap Na Ne Ho He F EHW
Nativa 30 29 1 5,800+1,35€ 3,610+0,777 0,853+0,072 0,678+0,054 -0,280+0,135 AS
Meliponarios 91 29 5,800+1,35€ 3,668+0,602 0,789+0,07¢ 0,695+0,051 -0,164+0,145 AS
Meliponario 1 14 22 4,400+0,51C 3,319+0,394 0,814+0,062 0,679+0,044 -0,230+0,144 0,0119
Meliponéario 2 13 25 5,000+0,837 3,470+0,462 0,831+0,115 0,692+,038 -0,219+0,19C 0,0019
Meliponario 3 23 24 4,800+1,114 3,380+0,561 0,800+0,074 0,674+0,04€ -0,208+0,132 0,0015
Meliponéario 4 13 23 4,600+0,98C 3,186+0,643 0,631+0,13€ 0,634+0,06¢ -0,025+£0,21€ AS
Meliponario5 15 23 4,600+0,812 3,355+0,401 0,880+0,061 0,679+0,04¢ -0,323+0,13C 0,0069
Meliponadrio6 13 19 0 3,800+0,66% 2,856+0,33€ 0,754+0,078 0,627+0,04€ -0,240+0,16¢ 0,0528

N: Nimero amostralNt: Numero total de alelodyar: NnUmero de alelos privadosa: Niumero médio de alelos
por loca Ne: Numero médio de alelos efetivos por Ipddo: Heterozigosidade média observadde:
Heterozigosidade média esperada; Coeficiente de endogami&HW: Valor P obtidos no teste exato de
Equilibrio de Hardy-Weinberg global por populacdo. AS= altamente significa«0,05.

O O O O
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Comparando a populacdo nativa com a populagdo presente em cada meliponario, foi
possivel observar que a populag¢édo do meliponéario 6 (Mcap86) apresentou 0 menor numero total
de alelosit= 19) e 0o menor numero médio de alelos por 1dla-(3,8) em relacdo a populacéo
nativa (Nt= 29 eNa= 5,8). O meliponario 2 (Mcap80) apresentou o maior numero total de alelos
(Nt=25) e maior numero meédio de alelos por ldda<5,0) em comparacao a populagéo nativa
(Tabela 6.

O numero de alelos ndo pode ser utilizado como o Unico indice de diversidade. As
espécies podem apresentar um alto numero de alelos, entretanto os alelos podem ter uma
distribuicdo desigual na populacdo. Se a populacdo apresentar alelos raros ou com baixa
frequéncia, a probabilidade destes alelos serem perdidos por deriva genética € maior em
comparacao a uma populacdo com alelos distribuidos uniformemente (RIDLEY et al., 2006).
Desta forma, o numero médio de alelos efetig (ambém foi utilizado como indice de
diversidade genética. Kimura e Crow (1964) propés inicialmente que este indice mede a
probabilidade de dois alelos retirados aleatoriamente da populacdo serem idénticos por
descendéncia. Neste trabalho foi utilizado este conceito com algumas modificacGes
(PEAKALL; SMOUSE, 2012). Neste caso, quanto maior o numero de alelos raros, menor sera
a probabilidade de amostrar dois alelos relacionados, portanto o valor do nimero de alelos
efetivos seré baixo, indicando a distribui¢cdo desigual dos alelos na populagéo.

Apesar das populacdes Ele capixaba terem apresentado um moderado nimero médio
de alelos por loco (5,8 a 3,8), todos os meliponérios e a populacdo nativa apesentaram o niamero
médio de alelos efetivos menores que o numero médio de alelos por loco (Tabela 6), o que
indica a presenca de alelos rar®s< 0,05) ou com baixa frequéncia (0,20 > P > 0,05)
(KIMURA ; CROW, 1964). As frequéncias alélicas foram bem variadas entre o loco
populacbes. E possivel observar que todas as populacdes apresentaram alelos raros ou con
baixa frequéncia (Tabela 7 e Figura 2).

O numero médio de alelos efetivasel da populacdo presente nos meliponarios
(3,668), quando foram analisados considerando todas populagcdes manejadas como uma unica
populacao, foi maior queNe da populagéo nativa (3,610) (Tabela 6), ou seja, alguns alelos da
populacdo manejada possuem maior frequéncia alélica em relagdo a populacéo nativa (Tabela
7). Desta forma, as populagdes manejadas podem atuar como fonte de individuos para formacéo
de populacdes de conservacédo com a finalidade de aumentar a frequéncia dos alelos raros ou
com baixa frequéncia, garantindo a manutencado da diversidade genética da espécie e evitando

a perda de alelos devido aos efeitos da deriva genética.
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Os valores de heterozigozidade média obsentddgf¢ram altos e maiores que o valor
de heterozigozidade média esperdde) (para a populacdo nativa e para as populagdes dos
meliponarios 1, 2, 3, 5 e 6, 0 que indica um excesso de heterozigotos. Apenas a populacéo do
meliponario 4 apresentou valorestdie (0,631) eHe (0,634) proximos (Tabela 6). Apesar de
ter sido observada uma alta heterozigozidade nas populagdes, os planos de manejo e
conservagdo devem levar em consideragdo a alta amostragem de alelos raros ou com baixa
frequéncia, o que pode indicar a perda de alelos pela acao da deriva genética.

Os coeficientes de endogamig foram negativos em todas as populacdes (Tabela 6)

Os valores negativos dos indices de fixacao para as popula¢des revelam que ha mais individuos
heterozigotos do que o esperado (HEDRICK, 2011), o que pode ser confirmado pelos valores
deHo e He, sendo que a maior diferenca foi observada para a populacdo do melipoRé&rio 5 (
-0,323). Todas as populacdes, exceto o meliponario 6, apresentaram desvios significativos do
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela). 6Ndo foi observado desequilibrio de ligacédo
significativo entre pares de locos em nenhuma populacéo (P > 0,05).

O excesso de heterozigotos pode ser um efeito da degradacédo do habitat niskural da
capixaba, 0 bioma Mata Atlantica, e da drastica reducdo populacional. E comum populacées
que passaram por um processo recente de gargalo gerétitenéck) apresentarem um
excesso temporario de heterozigozidaHe>He). Segundo Luikart e Cornuet (1998), as
populacdes que sofreram deriva recentemente apresentardao um excesso de heterozigosidade n
maioria dos locos. Isto ocorre porque apos a reducao do tamanho efetivo da populacao, tanto o
namero de alelos quanto suas heterozigosidades sofrem redu¢do, mas a diversidade de alelos
diminui mais rapidamente porgue os alelos raros séo rapidamente perdidos, ja heterozigozidade
é calculada com base nas frequéncias alélicas (NEI,1987). O excesso de heterozigotos pode
persistir por varias geracdoes até que um novo equilibrio seja estabelecido (CORNUET;
LUIKART, 1996; LUIKART et al., 1996). De fato, o nimero de alelos efetivos e as frequéncias
alélicas evidenciaram a ocorréncia de uma alta porcentagem de alelos raros ou com baixa
frequéncia, o que pode indicar a ocorréncia de deriva genética nas populagbespiraba
e explicar o excesso de heterozigotos.

O “gargalo populacional”, redug@o do tamanho da populagdo, pode resultar na perda de
diversidade genética (NEI et al., 1975; TAJIMA, 1996), o que pode comprometer a capacidade
da espécie de se adaptar as mudancas ambientais (REVWSIDPD, 2007; FRANKHAM et
al. 2008) e aumentar a sua probabilidade de extin¢cdo devido a fatores demogréficos e genéticos
(CAUGHLEY, 1994; KELLER; WALLER, 2002).
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Tabela 7 - Alelos e frequéncia alélica para cada loco por populacao.

LOCO ALELO NATIVA M1 M2 M3 M4 M5 M6

204 0,050 0,036 0,077 0,087 0,000 0,000 0,000
SSR1 206 0,467 0,571 0,462 0,543 0,692 0,567 0,500
208 0,483 0,393 0,462 0,370 0,308 0,433 0,500
276 0,017 0,000 0,077 0,000 0,000 0,000 0,038
280 0,067 0,036 0,038 0,000 0,038 0,100 0,038
282 0,300 0,321 0,308 0,326 0,269 0,400 0,423
284 0,100 0,000 0,038 0,022 0,038 0,100 0,115
286 0,150 0,143 0,038 0,087 0,077 0,167 0,269
288 0,083 0,179 0,231 0,065 0,192 0,100 0,000
290 0,033 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
292 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000
294 0,033 0,071 0,000 0,196 0,231 0,000 0,000
296 0,050 0,000 0,154 0,087 0,038 0,000 0,000
298 0,117 0,000 0,115 0,065 0,000 0,100 0,000
300 0,050 0,250 0,000 0,130 0,115 0,033 0,115
324 0,183 0,179 0,192 0,283 0,500 0,200 0,308
326 0,033 0,179 0,038 0,043 0,077 0,133 0,000
SSR3 328 0,117 0,036 0,077 0,304 0,192 0,467 0,308
330 0,067 0,214 0,231 0,022 0,000 0,033 0,077
332 0,600 0,393 0,462 0,348 0,231 0,167 0,308
189 0,050 0,000 0,000 0,000 0,038 0,000 0,000
191 0,167 0,036 0,038 0,130 0,346 0,167 0,231
SSR4 193 0,300 0,321 0,385 0,326 0,308 0,267 0,462
195 0,167 0,250 0,231 0,196 0,192 0,267 0,154
197 0,317 0,393 0,346 0,348 0,115 0,300 0,154
265 0,133 0,214 0,192 0,109 0,269 0,233 0,308
267 0,317 0,179 0,192 0,348 0,077 0,233 0,077
SSR5 269 0,467 0,464 0,423 0,543 0,615 0,433 0,615
271 0,033 0,143 0,154 0,000 0,038 0,067 0,000
273 0,050 0,000 0,038 0,000 0,000 0,033 0,000

Nativa: populagdo amostrada na natureza; M1: Meliponéario 1; M2: Meliponario 2Milgonério 3; M4:
Meliponario 4; M5: Meliponario 5; M6: Meliponario 6. As frequéncias alélicas emtoegpresentam valores
menores que 0,20lelos privados.

SSR2

23



A Frequéncia alélica - Loco SSR1

..I-lll ||||||| ‘|||||| ||‘|\|| II|||||
206 208

204

Frequéncia
o o o
N (o)) (o]

o
N

o
[=)

Alelos

m Nativa m Meliponério 1= Meliponério 2= Meliponéario 3m Meliponario 4= Meliponario 5m Meliponario €

Frequéncia alélica - Loco SRR2

Frequéncia
o
w

o
V)

0,4
ol oo Ul S i
276 280 282 284 286 288 29

Alelos

-

|| | I‘I ” I || |||
92 294 296 298 300

m Nativa m Meliponario 1= Meliponario 2 = Meliponéario 3 m Meliponério 4 m Meliponario 5m Meliponario 6

0 2

Frequéncia alélica - Loco SSR 3

0,6

I“ II .I. il s II |“ i IlI
324 326 328 330 332

o
ol

éncia
o
N

<

Frequ
o
[N

o
o

0,0

Alelos

m Nativa ®= Meliponario 1 = Meliponario 2= Meliponario 3= Meliponario 4 m Meliponario 5m Meliponario €
24



D Frequéncia alélica - Loco SSR4

0,3
[ | ] Ill I I I I I I
189 191 193 195 197

Frequéncia

o
[N

0,0

Alelos

m Nativa m Meliponario 1m Meliponério 2= Meliponario 3m Meliponario 4= Meliponéario 5m Meliponario €

E
Frequéncia alélica -Loco SRR5

0,7

0,6

QOS

@ 0,4

II I I I

III I II I II ll I e =

273

Alelos

m Nativa ®m Meliponario 1= Meliponario 2= Meliponario 3® Meliponario 4m Meliponario 58 Meliponario €

Figura 2— Frequéncias alélicas de cada loco por populagdo. A) Alelos e frequéncias alélmas S8R1 para
cada populacéo; B) Alelos e frequéncias alélicas do loco SSR2 para cada poliagi@ios e frequéncias
alélicas do loco SSR3 para cada populacdo; C) Alelos e frequéncias alélicas 88R&para cada populacao;
D) Alelos e frequéncias alélicas do loco SSR4 para cada populacéo; E) Alelageadiag alélicas do loco SSR5

para cada populagéo.

A distancia genética de Nei (1972), calculada para inferir a divergéncia genétgca entr
os pares de populacdes, variou de 0,056 (nativa e meliponario 2) a 0,203 (meliponério 2 e
meliponario 4)Tabela 8). De um modo geral, quanto mais distantes estdo as populac¢des, mais
diferentes elas sdo em relacdo as suas frequéncias alélicas (FUTUYMA, 1992). Esses valores
demonstram baixa distancia genética entre as populacdes, 0 que indica que suas frequéncias
alélicas sao similares. Nogueira e colaboradores (2014), também encontraram baixos valores
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de distancia genética entre populacded deapixaba considerando marcadores microssatélites
(0,003 &4 0,118) e ISRR (0,168 a 0,199), o que sugeriu que as popula¢cdes compartilham um

|”

mesmo “pool” genético, ou seja, exibem uma alta similaridade genética.

O meliponéario 4 foi 0 que apresentou maior distancia genética em relacdo a populacéao
nativa (0,185) e o meliponario 2 foi 0 que apresentou menor distancia genética em relacéo a
populacdo nativa (0,056). Entre os meliponarios, o meliponario 2 e meliponério 4 foram os que

apresentaram maior distancia genética entre si (0,203) (Tgbela 8

Tabela 8 - Distancia genética de Nei (1972) para os pares de populatfiempieaba.

Nativa M1 M 2 M3 M 4 M5 M 6

Nativa 0,000

M1 0,086 0,000

M 2 0,056 0,059 0,000

M 3 0,065 0,092 0,105 0,000

M4 0,185 0,159 0,203 0,104 0,000

M5 0,128 0,135 0,147 0,074 0,139 0,000

M 6 0,112 0,136 0,146 0,097 0,098 0,079 0,000

Nativa: populagdo dévl. capixaba amostrada na natureza; M1: Meliponario 1; M2: Meliponario 2; M3:
Meliponario 3; M4: Meliponério 4, M5: Meliponario 5; e M6: Meliponario 6.

A analise de diferenciacdo entre os pares de populaE&gsnfostrou auséncia de
estruturacdo ou baixa diferenciacdo genética entre as populacées (Tabela 9), corroborando com
os valores encontrados para a distancia genética de Nei. Os valdrespdea os paresed
populacdes variou de 0,012 (nativa e meliponario 2, meliponario 2 e meliponario 1) a 0,045
(meliponéario 2 e meliponario 4). Wright (1978) considera que amplitudgsdentre 0,00 e
0,05 pode ser considerada como indicativo de baixa diferenciagdo genética.

Tabela 9 - Valor d&sr para os pares de populactedvtieapixaba.

Nativa M1 M2 M3 M 4 M5 M 6

Nativa 0,000

M1 0,019 0,000

M 2 0,012 0,012 0,000

M3 0,015 0,020 0,022 0,000

M4 0,044 0,035 0,045 0,026 0,000

M5 0,027 0,026 0,029 0,016 0,032 0,000

M 6 0,028 0,031 0,033 0,025 0,026 0,020 0,000

Nativa: populacdo deM. capixaba amostrada na natureza; M1: Meliponario 1; M2: Meliponario 2; M3:

Meliponario 3; M4: Meliponario 4, M5: Meliponario 5; e M6: Meliponario 6.
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Os resultados referentes a analise de estrutura genética de populacdes, realizados a partir
da analise de variancia molecular (AMOVA) estéo representadaselaao Tabela 10. A
AMOVA revelou que as populacfes possuem baixa estruturacdo genética. Foi detectado baixo
grau de diferenciacdo entre as popula¢gbes=(0,01972), sendo que a variagdo genética entre
as populacdes é de apenas 1,97%. A maior porcentagem da variacdo genética (98,03 %) se
encontra dentro das populagdes consideradas, indicando que a perda de qualquer populagac

representa uma grande perda de diversidade genética.

TabelalO - Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as populacdelsldgona capixaba amostradas na
natureza e em meliponarios.

Fontes de Variagdo Soma dos Quadrados Componentes da Variancia Variagdo Percentual (%)

Entre populacdes 17,362 0,03463 1,97214
Dentro das populacdes 404,568 1,72157 98,02786
Total 421,93 1,7562
Fs=0,01972

O Fgr esta correlacionado ao fluxo génico entre as populacdes (JARNE®DA,

1996). Uma alta taxa de fluxo génico tende a homogeneizar a variagdo genética entre a
populacdes, consequentemente a diferenciacao genética interpopuldeifredr@ baixa.

Segundo Kerr 1987, a enxameagem em meliponarios ocorre a curtas distancias, uma
vez que as abelhas transportam cera e alimento para o novo local de nidificacdo. Machos de
diferentes colbnias formam agrupamentos préximo as novas coldnias ou colénias 6rfas na
tentativa de copular uma rainha virgem (KEER; CARVALHO; NASCIMENTO; 1996). Este
aglomerado de machos faz com que as rainhas virgens, na maioria das vezes, sejam fecundada:
assim que deixam as colbnias para o voo nupcial. Assim, o fluxo génico depende do raio de
voo dos machos, que partem em busca de rainhas virgens, e do raio de ocupacgéo de ocupacac
de um novo ninho. Os machos da espé&tiscutellaris podem se deslocar por até 1 Km de
distancia (CARVALHO-ZILSE; KERR, 2004). Por serem espécies filogeneticamente
préximas, pode-se inferir que os machodvdeapixaba possam se deslocar até essa mesma
distancia e atuar como mediadores de fluxo génico.

Todos os meliponarios estéo localizados a mais de 5 Km de distancia um do outro
(Figura 1), portanto ndo € esperado a ocorréncia de fluxo génico entre eles. A baixa estruturagéo
genética observada pode ser explicada pela ocorréncia de fluxo génico internpediada
populacdes nativas dé. capixaba distribuidas ao longo da distribuicdo dos meliponarios, ou
os meliponarios foram formados a partir de colonias naturais ndo estruturadas. No primeiro

caso, as matas do entorno dos meliponarios podem abrigar ninhos naturais. Machos oriundos
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dos ninhos naturais podem migrar até os meliponarios e fecundar rainhas virgens, promovendo
o fluxo génico e a introducdo de novos alelos nos meliponarios, diminuindo as diferencas
genéticas entre a populacdo nativa e as populagcdes manejadas. No segundo caso, mesmo qu
nao esteja ocorrendo fluxo génico entre os meliponarios, ainda ndo houve tempo evolutivo para
ocorrer diferenciacdo genética e estruturacao.

Nogueira e colaboradores (2014) analisando populacoik cipixaba de diferentes
localidades, observaram que a maior taxa de variacdo (95%) estava dentro dos municipios e
apenas 5% da variacdo estava entre 0s municipios, o que indicou um baixo grau de subdivisdo
das populacdes dd. capixaba amostradas. Os autores propuseram que a fragmentacéo do
habitat natural da espécie provocou a fragmentacdo da sua area de distribuicdo, erstretanto a
populacdes ainda apresentam fluxo génico o suficiente para impedir que ocorra a diferenciacéo
genética entre 0s grupos. Ainda segundo os autores, a baixa diferenciacdo genétisa entre a
populacdes analisadas e a restrita distribuicdo da espécie, permitem inferir a hiptese de que
todas as colbnias amostradas sejam remanescentes de uma mesma populacdo e a cobertur
vegetal observada se mostrou insuficiente para promover uma grande diferenciacdo entre as
populacdes por isolamento geografico.

Resende (2012) analisando dados de sequéncias do gene CO1 mitocondrial, estimou
Fsr= 0.73, 0 que indica diferenciacdo genética muito grande entre as populagdes. A diferenca
encontrada entre os valoresfelg para dados de gene mitocondrial e 0os loco microssatélites
nucleares pode ser explicada por duas razées. Resende (2012) analisou um nimero menor de
colénias, e pode ter deixado de analisar haplétipos intermediarios por falta de amostragem,
aumentando artificialmente a diferenciacdo entre as popula¢des. Por outro lado, considerando
o modo de reproducdo da espécie e o comportamento de fundacédo de novos ninhos, é possivel
que a estruturacdo de fato ocorra entre as matrilinhagens, mas que 0 mesmo n&do ocorra para o
genes nucleares devido a maior dispersdo dos machos. Resende (2012) ao contrario, verificou
gue a maior parte da variacdo considerando genes mitocondriais verifica-se entre grupos de
populacdes (no caso, 0s grupos hierarquicos consideravam apenas distancias geograficas, nac
fazendo distingdo entre coldnias naturais e colénias manejadas). Tal diferenca mais uma vez
pode ser explicada pela diferente distribuicdo de alelos mitocéndrias entre as matrilinhagens e
os alelos nucleares também dispersos por machos.

Santiago (2013), ao comparar a diversidade genética de colbniastrdgonisca
angustula amostradas na natureza e em meliponérios, observou que havia baixa diferenciacédo
genética entre as populacdes e também sugeriu a ocorréncia de fluxo génico através de machos

oriundos de matas ao entorno dos meliponarios. Em algumas espécies de abelhas, os
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aglomerados constituidos por machos de diferentes ninhos também tém sido apontados como o
principal mecanismo para evitar endocruzamentos (WOYKE, 1973; PAGE, 1980).

4.3 Influéncia do Manejo sobre a Diversidade Genética das Colonias Manejadas

Alguns fatores devem ser levados em consideracao para o entendimento do padrao de
diversidade genética observado para as populacdes presentes nos melipondrios: a localizagac
do meliponario; a fundacdo do meliponarios; e as técnicas de manejo realizadas. Desta forma,
€ necessario analisar cada meliponario de forma particular para compreender os padrdes de
diversidade observados. Raad (2017) analisou 5 dos 6 meliponarios analisados neste trabalho
por meio de sequéncias nucleares (ITSI) e mitocondriais (CO1) e também observou que a
diversidade genética das coldénias manejadas esta relacionada com as técnicas de criacao
adotada por cada meliponicultor.

Em relacdo a localizacdo dos meliponéarios, as populacdes manejadas instaladas
proximas a matas nativas podem ser beneficiadas pelo fluxo génico mediado pelos machos
oriundos das coldnias naturais presentes nas matas. Esse fluxo génico pode aumentar a
diversidade genética das populacbes manejadas, permitir a introducao de novos alelos, impedir
a perda de alelos devido aos efeitos deriva genética e reduzir os efeitos da en&zgatuia.
assim, a constituicao genética da populacéo pode ser influenciada pela matriz na qual ela esta
inserida.

Em relacdo a fundacdo do meliponério e as técnicas de manejo, as populacées que séo
fundadas a partir de vérias coldnias e que sdo constantemente multiplicadas podem apresentar
maior diversidade genética. O fluxo génico artificial, intermediado por meio da aquisicdo ou
captura de colonias de diferentes locais do de origem, pode contribuir para o aumento da
diversidade genética dos meliponarios. Caso o transporte ocorra entre regiées com estruturas
genéticas diferentes pode contribuir para aumentar artificialmente a diversidade genética da
populacao.

O meliponario 2 (Mcap80) foi a populacdo manejada que apresentou os padrdes de
diversidade mais proximos do observado para a populagéo nativa (Tabela 6), sendo que este foi
o meliponario que apresentou a menor distancia genética (0,056) (Tabela 8) e o menor grau de
diferenciacéo Ksr= 0,012) (Tabela 9) em relacdo a populacédo nativa. Entre as populacdes
manejadas, 0 meliponario 2 apresentou o maior numero total de Blel@%), o maior niumero
médio de alelos por locdNé= 5,0) e o maior nimero médio de alelos efetivos por INes (

3,470) (Tabela 6). Raad (2017) ao analisar as amostras deste mesmo meliponario por meio de
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sequéncias nucleares (ITSI) e mitocondriais (CO1), também detectou um padréo de diversidade
similar ao observado para a populacéo nativa. Estes padrées de diversidade genética podem sel
explicados pelo fato deste meliponario ser um meliponario conservacionista instalado dentro
do Parque Estadual Pedra Azul, em uma regido com uma extensa area de mata preservada ¢
com um grande nimero de colbnias nativas (Raad, 2017). Assim, devido sua localizacao, pode
ocorrer fluxo génico entre o meliponario e as colbnias nativas localizadas na mata ao seu
entorno. Além disso, o meliponario foi fundado por coldnias provenientes do resgate de fauna
de diferentes meliponicultores, o que também pode colaborar para o aumento da diversidade
genética desta populacao.

O meliponéario 3 (Mcap61) também apresentou um padrédo de diversidade genética
préximo ao observado para a populacéo nativa (Tabela 6), sendo que este meliponario também
apresentou baixa distancia genética (0,065) (Tabela 8) e diferenciacdo gé&nretida((l5)

(Tabela 9) em relacdo a populacdo nativa. Raad (2017) também observou um padrdo de
diversidade genética similar ao da populagcédo nativa ao realizar analises destas col6nias por
meio de marcadores nucleares (ITSI) e mitocondriais (CO1). O meliponério 3 esta localizado
na area rural, em Alto Paraju, no distrito de Domingos Martins. Ao seu entorno ha fragmento
de mata que podem abrigar ninhos naturais e permitir o fluxo génico entre as colonias nativas
e as colénias do meliponério. O meliponicultor € um madeireiro e relatou que adquiri as suas
colénias de diferentes lugares. Assim, apesar de nao realizar a divisdo das colbnias, a mistura
de colbnias de diferentes localidades garante o aumento da diversidade genética da populacéo.

O meliponario 1 (Mcap90), meliponario 4 (Mcap5) e meliponario 5 (Mcap64)
apresentaram um padrédo de diversidade genética intermediario em comparacdo a populacao
nativa (Tabela 6).

O meliponario 1 (Mcap 90) esté instalado em um sitio no municipio de Conceic¢ao do
Castelo (ES). Em seu entorno ha matas ciliares que podem atuar como corredores de fluxo
génico entre as coldnias nativas e o meliponario. Além disso o meliponicultor relatou que suas
colonias séo adquiridas na propria regiao e que realiza a multiplicacado constantes das colonias.
Entre os meliponarios 4 e 5, o meliponéario 1 foi o que apresentou menor distancia genética
(Tabela 8) e 0 menor grau de diferencia¢as)((Tabela 9) em relagéo a populagéo nativa. O
meliponario 4 (Mcap5) foi fundado a partir de varias colbnias adquiridas da regido, esta
localizado na mata de uma propriedade rural em Tijuco Pretro, no distrito de Domingos Martins,

e seu entorno ha matas bem preservadas. O meliponario 5 (Mcap64) esté instalado em uma

propriedade rural em Garrafdo, no municipio de Santa Maria do Jetiba. O meliponario foi
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fundado por col6nias adquiridas da prépria regido. Em seu entorno ha matas ciliares, areas de
pastagem e cultivo.

O meliponario 6 (Mcap86) foi a populacdo que apresentou o menor numero total de
alelos (Nt= 19), o menor numero médio de alelos por |d¢a=(3,8) € 0 menor nimero meédio
de alelos efetivos por locblé= 3,470) (Tabela 6). O padrédo de diversidade genética observado
pode ser explicado pelo fato deste meliponario esta localizado em uma area urbanagdentro d
municipio de Santa Maria do Jetiba. Ao entorno deste meliponario ndo ha areas de matas
préoximas, sendo que existe apenas resquicios de mata e grandes areas de cultivo. Raad (2017
ao analisar as amostras deste meliponario por meio de marcadores nucleares (ITSI) e
mitocondriais (CO1) também observou que este foi o0 meliponario que apresentou a menor
diversidade genética em relacdo as demais populacdes. Como citado por Raad, a diversidade
genética deste meliponario também pode ser influenciada pela técnica de manejo empregada.
O meliponicultor relatou que realiza a multiplicacdo constante apenas de uma pequena parte
das colbnias, o que pode contribuir para a reducao da diversidade genética.

4.4 Avaliacdo do Potencial Genético das Colbnias Manejadas para a Conservacao da

espécie

Apesar dos obstaculos legais para a criacdd.dapixaba, os meliponarios podem ter
um importante papel para a conservacao da espécie. O mesmo foi constatado por Raad (2017).
As andlises de diversidade genética podem auxiliar na elaboracéo de planosrdagiamse
orientar o manejo a fim de manter a diversidade genética das colénias manejadas, garantido que
elas tenham potencial genético para atuar como populacdes de conservacdo, auxiliando na
manutencdo da diversidade genética e preservacao da espécie.

A distribuicdo dos alelos e as frequéncias alélicas foram bem variadas entre as locos
populacdes, sendo que cada populagdiesentou suas particularidades. A populacéo nativa
apresentou 29 alelos, sendo que 72,41% dos alelos (21 alelos) apresentaram frequéncias abaixc
de 0,20 (Tabela 7). Todas as populacdes manejadas apresentaram alelos raros ou com baixas
frequéncias (Tabela 7), entretanto as porcentagens destes alelos foram menores que na
populacdo nativa. Isto indica que alguns alelos podem ter frequéncias maiores nos meliponarios
do que na populacédo nativa. Sendo assim, 0os meliponarios podem atuar como estoques de
diversidade genética e atuar como matrizes para a formacao de populagdes de conservacdo. Nos

meliponarios as porcentagens de alelos com frequéncias abaixo de 0,20 foram: 50%
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(meliponério 1), 64% (meliponario 2), 58,33% (meliponario 3), 56,52% (meliponario 4),
52,17% (meliponario 5), 47,37% (meliponario 6).

Considerando a distribuicdo dos alelos, as frequéncias alélicas, as distancias genéticas e
grau de diferenciacéo entre as populacdes € possivel orientar o manejo de cada meliponario de
forma a aumentar a diversidade genética e preservar o potencial genético destas populagdes.
Desta forma, considerando estes critérios, foram descritas algumas orientacdes para 0 manejo

de cada meliponario:

Meliponario 1 (Mcap90): apresentou um padréo razoavel de diversidade genética,
entretanto 50% dos alelos amostrados apresentam frequéncias alélicas abaixo de 0,20. Para
garantir a manutencao da diversidade genética deste meliponario deve-se aumentar a frequéncia
dos alelos raros ou com baixa frequéncia e incluir alelos que estdo ausentes nesta populacéo,
em especial os alelos 276, 284, 290, 292, 296, 298, 189, 273. Podem ser realizadas trocas com
0s meliponarios 4, 5 e 6, que sdo os meliponarios que apresentaram a maior distancia genética
(Tabela 8) e maior diferenciacéo genética (Tabela 9) em relacdo a este meliponario. Entretanto,
€ importante verificar se estes meliponarios apresentam os alelos que nédo foram amostrados no
meliponério 1

Meliponario 2 (Mcap80): apresentou os maiores indices de diversidade entre as
populacdes manejadas. Entretanto 64% dos alelos amostrados apresentam frequéncias alélicas
abaixo de 0,20, o que indica a perda de alelos devido a deriva genética. Para garantir a
manutencdo da diversidade genética e do potencial genético deste meliponério, deve-se
aumentar a frequéncia destes alelos e incluir alelos que estdo ausentes na populagdo, em
especial os alelos 290, 292, 294, 300, 189. Este meliponario também pode realizar trocas de
colénias com os meliponarios 4, 5 e 6, 0s quais apresentaram a maior distancia genética (Tabela
8) e diferenciacéo genética (Tabela 9) em relacéo a este meliponario.

Meliponario 3 (Mcap61): apresentou um padréo de diversidade genética bem proximo
ao apresentado para a populacao nativa. Este meliponario também apresentou uma alta taxa de
alelos com frequéncia inferiores a 0,20 (58,33%). Para manter a diversidade genética deste
meliponario é necessario aumentar a frequéncia alélica dos alelos raros ou com baixa frequéncia
e inserir alelos que estdo ausentes nesta populacédo, especialmente os alelos 276, 280, 290, 18¢
271, 273. Este meliponario foi 0 Unico que apresentou um alelo exclusivo, o alelo 292, com
uma frequéncia de 0, 22, indicando que é um alelo raro. Sendo assim, aumentar frequéncia deste
alelo deve ser prioridade, principalmente por ele ndo ter sido amostrado na populagéo nativa, o

que pode indicar que ele esta eliminado desta populacdo. Este meliponario pode realizar trocas
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como os meliponarios 2, 4 e 6, 0s quais apresentaram a maior distancia genética (Tabela 8) e
diferenciac@o genética (Tabela 9) em relacdo a este meliponério.

Meliponario 4 (Mcapb): apresentou um padrdo de diversidade intermediario em
relacdo a populacdo nativa. Uma alta porcentagem dos alelos amostrados apresentaram
frequéncias abaixo de 0,20 (56,52%). Desta forma o0 manejo deve visar o aumento destes alelos
e incluir alelos que estdo ausentes na populagéo, em particular os alelos 204, 276, 290, 292,
298, 330 e 273. Os meliponarios 1, 2 e 5 apresentaram a maior distancia genética (Tabela 8) e
diferenciacao genética (Tabela 9) em relacdo ao meliponario 4, desta forma estes meliponarios
podem fornecer colbnias para realizagdo de trocas com o meliponéario 4. O alelo 189 foi
amostrado apenas na populagdo nativa e no meliponario 4 com baixissimas frequéncias, desta
forma o manejo deve priorizar o aumento da frequéncia deste alelo, para evitar a sua perda
devido a deriva genética. O meliponario 4 foi a populacdo que apresentou a maior distancia
genética (Tabela 8) e diferenciacdo genética (Tabela 9) em relacdo pomddga. Sendo
assim, pode atuar como fonte de individuos para serem reintroduzidos na natureza, a fim de
manter a diversidade das col6nias naturais e evitar a perda de alelos.

Meliponério 5 (Mcap64): apresenta um padrdo de diversidade genética intermediario
comparado com a populagdo nativa. Por apresentar uma alta porcentagem de alelos com
frequéncias abaixo de 0,20 (52,17%), recomenda-se que 0 manejo vise aumentar a frequéncia
destes alelos, além de incluir alelos que ndo foram amostrados para esta populacdo (204, 276,
290, 292, 294, 296, 189). Este meliponario pode realizar a trocas de colénias com o0s
meliponarios 1, 2 e 4, os quais apresentaram a maior distancia genética (Tabela 8) e
diferenciacdo genética (Tabela 9) em relacdo a este meliponério.

Meliponéario 6 (Mcap86): apresentou 0 menor padrdo de diversidade genética em
relacdo as demais populacdes analisadas. Uma alta porcentagem de alelos também apresento
frequéncias alélicas abaixo de 0,20 (42,11%). O manejo deve ser realizado de forma a aumentar
a frequéncia destes alelos. Além disso, um grande nimero de alelos nao foi amostrado para esta
populacdo (204, 288, 290, 292, 294, 296, 298, 326, 189, 271, 273), desta forma 0 manejo
também deve visar a inclusédo destes alelos na populagédo. Apesar deste meliponario apresentat
baixa diversidade genética quando comparado com a populacdo nativa, a frequéncia de alguns
dos seus alelos € maior que na populacao nativa. Além disso, o alelo 276 foi amostrado apenas
neste meliponario, no meliponario 2 e na populacdo nativa em baixissimas frequéncias. Sendo
assim, este meliponario pode atuar como fonte de individuos para aumentar a frequéncia de

alelos raros ou com baixa frequéncia. Pode realizar trocas com os meliponério 1 e 2.
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Como discutido anteriormente, a endogamia é uma ameaca para as abelhas devido ao
seu sistema de determinacdo do sexo. A endogamia eleva a taxa de formagdo de machos
diploides homozigotos para os alelos sexuais, pois aumenta a probabilidade de umarrainha se
fecundada por um macho com alelo sexual idéntico a um de seus alelos. A producéo de machos
diploides causa o enfraguecimento da coldnia, pois estes machos normalmente sdo estéreis e
podem compreender cerca de 50% da prole de uma rainha. Desta forma, o manejo das colbnias
deve ser realizado de forma a evitar a endogamia. Segundo Harpur et al. (2012), o manejo dos
ninhos, a multiplicacéo artificial das col6nias e o transporte de coléniApiemillifera séo
fatores responsaveis pela maior diversidade das coldnias manejadas em relacdo as colbnias

naturais.

4.5 Formacédo de Populacdes para a Conservacao

Mesmo que os meliponérios ndo apresentaram diferenciacdo genética significativa em
relacdo a populacdo nativa, eles devem ser considerados como Unidades de Manejo (UM)
(Management Units). Segundo Eizirik (1996), as unidades de Manejo sédo populacdes ou
conjunto de populacdes que representam unidades demograficas localizadas e que néo
apresentam necessariamente uma diferenciacdo genética significativa em relacdo as unidades
equivalentes.

Analisando a distribuicdo dos alelos e as frequéncias alélicas, como discutido,
anteriormente, foi possivel observar que cada meliponario analisado possui potencial genético
para auxiliar na manutencao da diversidade genética da espécie. Dessa forma, os esfor¢cos de
conservacdo da espécie que incluam a formacdo de populacdes para conservacao, devem
considerar as populacdes manejadas.

Resende e colaboradores (2014) indicaram algumas possiveis areas onde populacdes de
conservacao podem ser instaladas, dentre essas as areas foram citadas: as areas de preservag
do Parque Estadual Pedra Azul e de Forno Grande, a reserva biolégica Augusto Ruschi e o
Parque Nacional do Caparad, sendo que para as duas Ultimas areas nao existem registro de
ocorréncia natural da espécie. O meliponario 2 (Mcap80) instalado no Parque Estadual de Pedra
Azul, demostrou neste trabalho e no trabalho realizado por Raad (2017) que meliponarios
instalados em areas de preservacao ambiental podem abrigar uma alta diversidade genética e
contribuir para a preservacao da espécie. Entretanto, isso ndo garante uma total protecdo das

colénias. Em novembro de 2017, grande parte das col6nias deste meliponario foram roubadas,
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restando apenas 5 col6nias. Isto significou uma enorme perda de diversidade genética para a
espécie.

Apesar de ter sido observado uma baixa diferenciacdo genética entre a populacéo nativa
e as populacdes manejadas, as populacbes manejadas podem auxiliar na conservacao de
espécie, j& que a maioria das coldénias conhecidas sdo mantidas por criadores. Foi amostrado
um alelo exclusivo (290) na populacao nativa com baixa frequéncia (Tabela 7). Uma vez que
foram amostrados um grande numero de alelos com baixa frequéncia na populacdo nativa,
ressalta-se a importancia de preservar as colbnias naturais e preservar o habitat natural da
espécie para evitar a perda de diversidade genética. Isto refor¢ca a importancia de preservar as
populacdes manejadas, pois podem atuar como estoques de variabilidade genética e de
individuos para a formacédo de populacdes de conservagdo, uma vez que muitos alelos foram
amostrados com baixas frequéncias nas col6nias naturais e a maioria das col6nias conhecidas
estdo nas méos dos meliponicultores.

Considerando o exposto na introducao deste trabalho, as populac¢des de conservagéo nao
podem ser formadas de forma aleatéria. As analises de diversidade genética mostraram ser
importantes ferramentas que podem auxiliar na formacéo de populacdes de conservacao e na

preservacao da espédik capixaba.
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5. CONCLUSOES

As andlises de diversidade genética das colbniad.dmpixaba mostraram que as
coldénias nativas possuem maior diversidade genética que os meliponarios. Entretanto, as
analises de estruturacédo e diferenciacdo populacional evidenciaram que ha baixa distancia
genética e baixa diferenciagdo genética entre as populagdes. Isto indica que héiaceré
fluxo génico entre as populacdes ou os meliponarios foram formados a partir de colénias
naturais ndo estruturadas.

Ficou evidenciado que a reducéo do habitat natur®l.dapixaba tem efeitos diretos
sobre sua diversidade genética. Apesar de ter sido observada altas taxas de heterozigozidade
foram amostrados uma grande porcentagem de alelos raros ou com baixa frequéncia, o que
pode ser um efeito da drastica reducao populacional ocasionada pela fragmentacao e destruicao
do habitat natural da espécie, sugerindo que a populacéo esta sobre os efeitos da deidva genétic

Os trés principais fatores que podem influenciar na diversidade genética das populacées
manejadas sdo: a localizacdo do meliponario, a fundacdo do meliponario e as técnicas de
manejo. Meliponarios localizados proximos a matas podem apresentar maior diversidade
genética devido a ocorréncia de fluxo génico entre as coldnias do meliponario e colénias nativas
localizas na mata do entorno do meliponario. Quanto a fundagédo dos meliponérios e as técnicas
de manejo, meliponarios fundados por colénias de varias localidades, que realizam
multiplicacdo constante das colbnias e realiza trocas com outros meliponicultores também
podem apresentar maior diversidade genética.

Com os resultados obtidos por meio das andlises de diversidade genética, foi possivel
elaborar orientacbes de manejo, com o objetivo de manter o potencial genético dos
meliponarios. Como foi observada baixa diferenciacdo genética entre as populacdes e uma alta
porcentagem de alelos raros ou com baixa frequéncia, 0 manejo deve ser realizado de forma a
aumentar a frequéncia destes alelos, evitando a perda devido os efeitos da deriva genética.

Considerando que muitas colbnias #& capixaba sdo mantidas por
meliponicultores, a meliponicultura pode ser considerada como uma forma alternativa e legal
para a manutencdo d& capixaba em seu habitat natural e para preservacao da espécie. As
populacdes manejadas analisadas neste trabalho apresentaram elevado valor para a
conservacao, visto que cada populacdo manejada apresentou suas particularidades. Além dissc
a diversidade genética € de extrema importancia para a sobrevivéncia da espécie,

principalmente devido asiatus de conservacao da espécie e de seu habitat.
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Os esforgos para o0 manejo e a conservacad.dapixaba devem ter como objetivo
aumentar a populacéo da espécie em numero de coldnia, elevar a diversidade genética e garantil
a preservacao de sua area de ocorréncia natural. Analises de diversidade genética podem
auxiliar na escolha de individuos para a formacao de populacfes de conservacédo e orientar a
reintroducdo das colbnias, garantindo que estas populacbes contenham o maximo de

variabilidade genética disponivel e a manutencao da espécie a longo prazo.
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CAPITULO 2. UTILIZACAO DE PRIMERS MICROSSATELITES COMO AUXILIO
NA DETECCAO DE HIBRIDIZACAO ENTRE AS ABELHAS SEM FERRAO Melipona
capixaba E Melipona scutellaris (HYMENOPTERA: APIDAE)

1. RESUMO

A M. capixaba e M. scutellaris sdo espécies de abelha sem ferrdo ameacadas de extingdo. Estas
espécies ocorrem de forma alopéatrica, estando seus habitats naturais separados por mais de 50!
Km de distancia. O isolamento geografico impede a ocorréncia de hibridizacdo natural entre as
espécies. Entretanto, foram relatados casos de hibridizacdo entre as espécies quando amba:
foram colocadas no mesmo ambiente. Os marcadores microssatélites por serem altamente
polimorficos e possuirem heranca biparental, podem ser importantes ferramentas para detectar
a ocorréncia de hibridizacdo, além de facilitar o processo de identificacdo de hibridos. Este
trabalho teve como objetivo identificar marcadores microssatélites capazes de detectar a
ocorréncia de hibridizacdo entre as espédikescapixaba e M. scutellaris e identificar
individuos hibridos, além de aprimorar os conhecimentos sobre esse evento. Dois casos de
hibridizacdo descritos na literatura foram reavaliados por meio de analises moleculares com
marcadores microssatélitesAs andlises de ocorréncia de hibridizacdo por meios dos
marcadores microssatélites foram pouco conclusivas, pois as edeaiapixaba e M.
scutellaris sdo evolutivamente proximas e o compartilhamento de alelos pode ocorrer devido a
retencao de polimorfismo ancestral ou devido a hibridizagEsse tipo de marcador molecular

ndo é capaz de distinguir qual destes fenbmenos é o responsavel pelo compartilhamento dos
alelos. Entretanto, as analises por meio dos marcadores microssatélites associadas as analise
do DNA mitocondrial e das caracteristicas morfoldégicas permitiram identificar a ocorréncia de
hibridizacdo e as possiveis vias de hibridizac&o entre as espécies. Os resultados indicaram que
machos deéVl. scutellaris podem fecundar rainhas tk capixaba e machos d@/l. capixaba

podem fecundar rainhas d& scutellaris. Também foi evidenciado que fémeas hibridas séo
férteis, podem ser fecundadas por machos hibridos ou machos daMspédl|arise podem

gerar descendentes férteis. A hibridizagdo pode ser considerada uma ameaga a mais para &
conservacao dsl. capixaba, desta forma colbnias d& scutellarisndo devem ser introduzidas

na area de ocorréncia natural desta espécie.
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2. INTRODUCAO

A hibridizagdo é um processo natural e pode ser definida como a ocorréncia do
cruzamento entre individuos de espécies distintas ou pertencentes a populacbes que se
diferenciam geneticamente (ENDLER, 1998; RHYMER; SIMBERLOFF, 1996). Sendo assim,

a hibridizacao pode ser intraespecifica ou interespecifica.

Algumas barreiras impedem a ocorréncia da hibridizagdo interespecifica. Segundo
Coyne e Orr (2004), estas barreiras podem ser intrinsecas ou extrinsecas. As barreiras
intrinsecas sdo determinadas por incompatibilidades genéticas ou reprodutivas entre as
espécies. As barreiras extrinsecas sdo determinadas por fatores ambientais (ex.:distribuicdo
geografica, tempo de florescimento e tipo de polinizador). Entretanto, as alteragdes no meio
ambiente podem possibilitar 0 contato entre as espécies isoladas por barreira extrinsecas e
aumentar as chances de ocorrer hibridizacao.

As atividades humanas tém favorecido o contato entre espécies que estavam isoladas
geograficamente e que possuem potencial para acasalar entre si por meio da introducéo de
espécies exoticas e pela modificacdo e fragmentacédo dos habitats (LEVIN, 2002; MALLET,
2005; RHYMER; SIMBERLOFF, 1996; VILA; WEBER; ANTONIO, 2000). A hibridizac&o
antropogénica esta ocorrendo de forma crescente e frequente e pode se tornar um desafio pare
a conservacdo das espéecies (ALLENDORF et al., 2001; ALLENDORF; HOHENLOHE;
LUIKART, 2010).

Até a década de 1960, a deteccdo de individuos hibridos era realizada por meio de
estudos e comparacdes morfoldgicas, supondo que os hibridos apresentariam caracteristicas
morfolégicas intermediarias as caracteristicas das espécies parentais (ALLENDORF et al.,
2001). Entretanto, a identificacdo morfologica ndo é facil de ser realizada, nem toda a variacéo
morfolégica tem base genética e muitas vezes esta morfologia intermediaria ndo pode ser
detectada, pois os hibridos podem apresentar grande parte de seus genes herdados apenas ¢
uma das espécies e serem morfologicamente indistinguiveis da espécie parental ou a aparéncia
de hibrido pode ser resultado de muta¢cdes (ALLENDORF et al., 2001; MALLET, 2005). Além
disso, os caracteres morfoldégicos ndo permitem identificar se um individuo é hibrido de
primeira geragao, gerado a partir de um retrocruzamento ou de uma geragao posterior
(ALLENDORF et al., 2001).

Marcadores moleculares altamente polimérficos, como os marcadores microssatélites,
sdo muito empregados nos estudos de diversidade genética e na investigacdo das relagdes

evolutivas entre as espécies, como a ocorréncia de hibridizacdo (BEAUMONT et al., 2001;
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DUBUT et al., 2010; KHOSRAVI; REZAEI; KABOLI, 2013; RANDI; LUCCHINI, 2002).

Por possuirem herancga biparental e serem altamente polimorficos (SCHLOTTERER, 2000), os
marcadores microssatélites se tornam importantes ferramentas para a identificacdo de
hibridizacdo, pois permitem identificar todos os espécimes amostrados e torna possivel a
realizacdo de uma variedade de anadlises estatisticas que permitem identificar a origem dos
individuos no caso de serem hibridos (HANSEN et al., 2000). A alta taxa de mutacdo dos
marcadores microssatélite e sua natureza codominante possibilita que sejam utilizados para
estimar a diversidade genética da espécie e a mistura genética entre espécies, megmo que se
intimamente relacionadas (RAZA; SHOAIB; MUBEEN, 2016).

As espécies de abelha sem ferkdiocapixaba e M. scutellaris, ambas ameacadas de
extincdo, ocorrem de forma alopéatrica, e seus habitats naturais encontram-se separados por mais
de 500 Km de distancia (RESENDE, 201&elipona capixaba ocorre exclusivamente nas
regibes de altitude do Espirito Santo (MELO, 1996; RESENDE et al., 2014) enddianto
scutellaris ocorre no nordeste brasileiro (ALVES et al., 2012). Como ndo hd uma area onde as
espécies ocorram em simpatria, € impossivel a ocorréncia de hibridizacdo na natureza
(NASCIMENTO; MATUSITA; KERR, 2000; RESENDE, 2012). Entretanto, estudos
realizados com col6nias d& capixaba e M. scutellaris mantidas em um mesmo meliponério
confirmaram a ocorréncia de hibridizacdo entre as espécies (NASCIMENTO; MATUSITA,
KERR, 2000; RAAD, 2017; RESENDE, 2012).

Morfologicamente M. capixaba € muito similar a M. scutellaris (MOURE;
CAMARGO, 1994). As operéarias das duas espécies podem ser distinguidas por meio de
algumas caracteristicas morfolégicistelipona capixaba apresenta mesonoto liso e brilhante,
pilosidade do mesonoto fusca, pilosidade do escutelo preta e auséncia de faixas brancas nos
tergos. EmM. scutellaris 0 mesonoto é mate e microrrugoso, a pilosidade do mesonoto e do
escutelo é fulvo-arruivada e os tergos apresentam faixas pré-marginais largas, brancas e
contrastantes (MOURE; CAMARGO, 1994)

Melipona scutellaris € uma espécie amplamente utilizada pelos meliponicultores
brasileiros (ALVES et al., 2012), apresenta manejo relativamente simples e alta produtividade
(KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996). Apesar de ameacada e extin¢do, colohia de
scutellaris podem ser compradas de forma ilegal pela internet, podendo ser encontrada em
varios estados brasileiros (RAAD, 2017).

Nascimento e colaboradores (2000), relataram o primeiro registro de ocorréncia de
hibridizacdo entre as espécids capixaba e M. scutellaris. O caso de hibridizacdo ocorreu

entre colbnias experimentais tie capixaba e M. scutellaris que foram instaladas em um
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meliponario fora da &rea de ocorréncia natural das espécies, na cidade de Uberlandia, Minas
Gerais, Brasil. A suspeita de hibridizagdo surgiu por meio da observacdo das caracteristicas
morfologicas dos descendentes Wk capixaba, onde constatou-se que as operarias
apresentavam caracteristicas distintas das apresentadas pela espécie. O abdémen apresentav.
se mais fino e com listras brancas, sendo esta uma caracteristica peculiar daMspécie
scutellaris. A suspeita de hibridizacdo foi averiguada por meio da andlise eletroforética das
esterases, em gel de poliacrilamida. As amostraé. dapixaba e M. scutellaris apresentaram

perfil esterasico com bandas comuns a ambas espécies e exclusivas a cada uma das espécies
as amostras da col6nia hibrida apresentaram uma mistura de bandas comuns e exclusivas de
ambas as espécies. Estas observa¢cfes sugeriram que a auséncia de mecanismos de isolamen
anatdémico ou comportamental permitem o cruzamento dessas espécies quando sao colocadas
dentro de uma mesma area, e por compartilharem similaridades genéticas podem gerar hibridos
férteis.

Um segundo registro de ocorréncia de hibridizacdo entre as espécies foi relatado por
Resende (2012). A suspeita de hibridizacéo foi informada por um meliponicultor do estado de
Séo Paulo, Brasil, que adquiriu duas coloniakldeapixaba e as instalou em seu meliponario,
onde ja havia col6nias dé. scutellaris instaladas. O criador de abelhas relatou que uma das
rainhas morreu durante o transporte das col6nias e, ap6s a formacdo de uma nova rainha, as
descendentes desta colbnia passaram a apresentar caracteristicas morfolégicas distintas da:
caracteristicas del. capixaba. As operarias descendentes da nova rainha apresentaram faixas
brancas no abdome, uma caracteristica tipica da especteutellaris. Na tentativa de
recuperar a colbnia dd. capixaba, o meliponicultor sacrificou a rainha da suposta colénia
hibrida e uma nova rainha foi formada.

Resende (2012), ao ter acesso a coldnia, verificou que ndo havia mais operarias com
caracteristicas morfologicas tipicas Me capixaba, todas as operarias apresentavam listras
brancas no abdome. Também foi observada uma variacdo no padrédo de coloracdo dos pelos,
com algumas operarias aparentemente mais velhas apresentando padréo de coloracéo da espéc
M. capixaba (preta e fulvo-clara) e operarias aparentemente mais novas com o padrdo
semelhante ao da espédwe scutellaris (fulvo-arruivado). Para confirmar a hipétese de
hibridizacdo foram realizados estudos morfolégicos e moleculares. As caracteristicas
morfologicas externas das operarias da suposta colbnia hibrida foram comparadas com as
caracteristicas das operarias Me capixaba e M. scutellaris amostradas em suas areas de
ocorréncia natural. O DNA mitocondrial e nuclear das espécies e da suposta coldnia hibrida

foram comparados por meio do sequenciamento parcial dos genes, o mitocondrial citocromo
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oxidase subunidade | (CO1) e nuclear EFlalfa. As compara¢des dos caracteres morfologicos e
os dados moleculares confirmaram a ocorréncia de hibridizagéo entre as édpémppsaba
e M. scutellaris.

Os dados moleculares obtidos por meio do sequenciamento parcial do gene mitocondrial
CO1 mostraram que as operérias da colonia hibrida apresentaram DNA mitocondrial exclusivo
de M. capixaba, sugerindo que séo filhas de uma mesma rainha ou filhas de rainhas diferentes,
mas pertencentes a uma mesma linhagem materna. Assim, considerando que a linhagem
materna das operarias hibridas étdeapixaba, o autor inferiu que a hibridiza¢do ocorreu por
meio do cruzamento entre uma rainha virgenMdeapixaba e um macho d#l. scutellaris.
Os dados moleculares obtidos através do sequenciamento parcial do gene nuclear EFlalfa
também confirmaram a hibridizacdo entre uma rainhddeapixaba e um macho déa.
scutellaris. Cada uma das espécies apresentaram um unico alelo exclusivo para o gene EFlalfa
e a colbnia hibrida apresentou os alelos exclusivds. dapixaba e M. scutellaris, sendo que
algumas operarias eram heterozigotas para o gene EFlalfa e outras homozigotas. Resende
propds que as operarias heterozigotas para o loco EFlalfa eram hibridas de primeira geracao e
as homozigotas eram hibridas de segunda geracdo. Assim, 0 autor sugeriu que a primeira
geragdao originou-se do cruzamento de uma rainivh dapixaba e um macho dkl. scutellaris
e a segunda geracédo resultou do cruzamento de uma rainha hibrida descendente da primeira
geracdo e um machM. scutellaris, sugerindo que as fémeas hibridas sdo férteis e podem ser
fecundadas por macho da espddiescutellaris.

O terceiro registro de hibridizagdo foi descrito recentemente por RAAD (2017)
Segundo o autor, um meliponicultor adquiriu duas colonidd.deutellaris e as instalou em
um meliponario na cidade de Concei¢édo do Castelo (ES), area de ocorréncia natural da espécie
M. capixaba e junto a colbnias desta espécie. Como as colbnidd. deutellaris ndo se
aclimataram ao novo ambiente e ndo se desenvolveram como 0 esperado, elas foram
transferidas para outro meliponario no municipio de Aracruz (ES), fora da area de ocorréncia
deM. capixaba, onde outro criador de abelhas mantinha com sucesso coléMasadtellaris.
Esse novo meliponicultor, tendo conhecimento sobre a possibilidade de hibridizac&o entre as
espéciesM. capixaba e M. scutellaris, entrou em contato com o professor Helder Canto
Resende (Universidade Federal de Vigesaampus UFV Florestal). Assim, o professor
juntamente com Raad passaram a monitorar o desenvolvimento das supostas colonias hibridas
e durante o periodo de maio de 2015 a janeiro de 2016 realizaram trés amostragens de operarias
de todas as col6nias presentes no meliponario e na segunda e terceira amostragem as rainha

das supostas colonias hibridas também foram amostradas. As observacgodes realizadas durante ¢
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monitoramento das coldnias sugeriram que a hibridizagc&o ocorreu por meio do cruzamento de
uma rainha d®. scutellaris e um macho dbl. capixaba em sua area de ocorréncia natural.

Para confirmar a ocorréncia de hibridizacdo e determinar a dinamica de hibridizacdo nas
trés geracdes hibridas amostradas, Raad realizou estudos morfolégicos e moleculares. As
caracteristicasnorfologicas das operarias e rainhas das supostas colénias hibridas foram
analisadas e indicaram a ocorréncia de hibridizacdo. Como observado por Nascimento et al.
(2000) e Resende (2012), as operarias apresentaram listras brancas no abdome, caracteristic:
tipica deM. scutellaris. As rainhas coletadas também apresentaram caracteristicas morfolégicas
hibridas. Os dados moleculares foram obtidos por meio do sequenciamento do gene
mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (CO1) e do rDNA espacador imarscrito 1
(ITS1). As anélises do DNA mitocondrial confirmaram a hip6tese da ocorréncia de hibridizacéo
entre uma rainha dd. scutellaris e um macho del. capixaba, sendo que na analise Bayesiana
os hibridos foram agrupados exclusivamente ddnscutellaris, o que indicou a origem
materna das colbnias hibridas. Os resultados obtidos para as sequéncias ITS1 foram menos
conclusivos quanto a heranca genética da colbnia hibrida, as sequéncias de rDNA dos hibridos
se mostraram intermediarias entre as duascespé\s caracteristicas hibridas mantiveram-se
ao longo das geracgdes, o que levou o autor a inferir sobre duas possiveis vias de hibridizagédo
que originaram a segunda e terceira geracdo: a fecundacdo de rainhas hibridas por machos
hibridos (ndo foram amtrados), ou a fecundacdo de rainhas hibridas por machbdt de
scutellaris.

O presente trabalho visa aprimorar o conhecimento referente aos eventos de
hibridizacdo entre as espécids. capixaba e M. scutellaris e identificar marcadores
microssatélites com potencial para detectar a ocorréncia de hibridizacdo entre as espécies e
identificar os individuos hibridos. Para isto, foram reavaliados os casos de hibridizacao
descritos por Resende (2012) e Raad (2017).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material Biologico

As amostasde DNA gendmico da espédik scutellaris foram obtidas no Laboratorio
de Biologia Molecular de Insetos da Universidade Federal de Vigcosa, compreendendo coletas
realizadas por Resende (2012). As amostras foram selecionadas de forma que amostrassem o¢
principais genotipos encontrados por Resende (2012) e ocorressem ao longo de toda a

distribuicdo geografica natural da espécie (Bahia, Paraiba, Pernambuco e-SEatjieka 1).

Tabela 1 - Relagédo das amostrad/dacutellaris utilizadas nas andlises de ocorréncia de hibridizacéo entre as
espécied. capixaba e M. scutellaris no estado de S&o Paulo e no Espirito Santo.

ID Voucher Municipio Estado Numero de Individuos
Mscul Mscu4.1 Armagosa Baixo Alegra Bahia 1
Mscu2 Mscub.1 Andarai Bahia 1
Mscu3 Mscul?.2 Lafaiete Coutinho Bahia 1
Mscu4 Mscu28.1 Morro do Chapéu Bahia 1
Mscu5 Mscu51.1 Bananeiras Paraiba 1
Mscu6 Mscu61.1 Sairé Pernambuco 1
Mscu7 Mscu63.1 Japaratuba Sergipe 1
Mscu8 Mscu69.2 Igarassu Pernambuco 1

As amostras d®l. capixaba foram obtidas a partir de coletas realizadas por Resende
(2012), Serra, (2012), Raad (2017) e pela equipe do Laboratério de Genética e Conservacgao da
Universidade Federal de Vigcosacampus UFV Florestal. As amostras dd. capixaba
utilizadas correspondem as mesmas amostras utilizadas no capitulo 1 deste trabalho (ver
capitulo 1, p. 11).

As amostras de DNA gendmico das operarias das colénias hibridas oriundas do estado
de Séo Paulo foram obtidas no Laboratorio de Biologia Molecular de Insetos da Universidade
Federal de Vigosa, compreendendo amostras do trabalho realizado por Resende (2012).

As amostras de DNA gendmico das colbnias hibridas oriundas do Espirito Santo foram
obtidas no Laboratério de Genética e Conservacéo da Biodiversidade da Universidade Federal
de Vigosa- campus UFV Florestal, compreendendo amostras do trabalho realizado por Raad
(2017). Raad amostrou as operarias das supostas colonias hibridas em trés periodos diferentes
(Tabela 2). A primeira coleta foi realizada no dia 13/05/15 e foram coletadas apenas operarias
das 9 colbnias amostradas. Na segunda (12/09/2015) e terceira coleta (09/01/2016), além das
operarias, as rainhas das colonias que aparentavam ser morfologicamente hibridas também

foram amostradas. As datas das coletas indicam em qual geracéo os individuos pertencem,
48



sendo assim na primeira coleta foram amostrados individuos da primeira geragdo (F1), na
segunda coleta individuos da segunda geracdo (F2) e na terceira coleta individuos da terceira
geracao (F3).

Tabela 2 - Relacdo das amostras das supostas coldnias hibridas amostradas (200 Radda coleta 1 foram

amostrados individuos da 12 geracdo, na coleta 2 foram amosindddduios da 22 geracdo e na coleta 3
individuos da 32 geracao.

Coleta 1 - 13/05/2015 Coleta 2 - 12/09/2015 Coleta 3 - 09/01/201¢
Cbd. Col./Ind. Cbd. Col./Ind. Céd. Col./Ind. Céd. Col./Ind. Cad. Col./Ind.
Hscl Col.1/1 Hscl2 Col.7/1 Hscl8 Col.1/R  Hsc29 Col.6/2 Hsc37  Col.J/R
Hsc2 Col.1/2 Hscl3 Col.7/2 Hscl9 Col.1/1 Hsc30 Col.7/R Hsc38 Col.1/1
Hsc3 Col.2/1 Hscl4 Col.8/1 Hsc20 Col.1/2 Hsc31l Col.7/1 Hsc39 Col.1/2
Hsc4 Col.3/1 Hscl5 Col.8/2 Hsc21 Col.3/R  Hsc32 Col.7/2 Hsc40  Col.3/R
Hsc5 Col.3/2 Hsclé Col.9/1 Hsc22 Col.3/1 Hsc33 Col.8/1 Hsc4l Col.3/1
Hsc6 Col.4/1 Hscl7 Col.9/2 Hsc23 Col.3/2 Hsc34 Col.8/2 Hsc42 Col.3/2
Hsc7 Col.4/2 Hsc24 Col.4/1  Hsc35 Col.9/1 Hsc43 Col.4/1
Hsc8 Col.5/1 Hsc25 Col.4/2  Hsc36 Col.9/2 Hsc44 Col.4/2
Hsc9 Col.5/2 Hsc26 Col.5/1 Hsc45  Col.7/R
Hscl0 Col.6/1 Hsc27 Col.5/2 Hsc46 Col.7/1
Hscll Col.6/2 Hsc28 Col.6/1 Hsc47 Col.7/2

Céd.: Codigo da amostra; Col./Ind.; colénia/individuo; R: rainha.

3.2 Amplificacdo do DNA e Marcadores Moleculares

As amplificacbes das amostras de DNA das espdédiesapixaba, M. scutellaris e
possiveis hibridos foram realizadas por meio dos marcadores microssatélites descritos no
capitulo 1 deste trabalho (ver capitulo 1, p. 14, 15 e 16). [poBrers utilizados, 4 form
desenhados para a espédiescutellaris (SRR1, SRR3, SSR4, SSR5) e 1 para a espécie
capixaba (SSR2) (Tabela 3).

As reacdes de PCR foram realizadas sob as mesmas condi¢des descritas no capitulo 1
deste trabalho (ver capitulo 1, p. 15). Os produtos do PCR foram genotipados no Laboratério
de Biodiversidade e Evolucdo Molecular da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
por meio do. Em um volumde 1uL de produto de PCR, foidicionado 0,5uL de GeneScan™
500 LIZ® Size Standare 8,5uL. de Formamida HI-DI Applied biosystems. As reacfes foram
colocadas em termociclador a 95°C por 3min para a deshaturacdo e submetidas a choque
térmico no freezer. Posteriormente, as amostras foram aplicadas no sequenciador automatico

ABI3130x| Genetic Analyzer (Life Technologies) conforme orientagdes do fabricante.
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Tabela 3 - Descricéo dos loco microssatélites e sequénpranties utilizados para a andlise de hibridizacao
entre as espéciddelipona capixaba e Melipona scutdllaris.

Espécie de Origem

Loco Repeticdo Sequéncia (5'-3") Ta (°C) MF do Primer

SSRL  (GT)s . e e 49 HEX M. scutdlaris
SSR2  (TGRs | e e 49 HEX M. capixaba
SSR3  (TG)s 1 oAl OCESACATEATE s 53 6FAM M. scutelaris
SSRA  (TOns o S e e A 55  6FAM M. scutellaris

F: TAGTCTCGCTCCAGTAAGCG

SSR5  (AC)s R TGGGACTAGCGAAGAGGAAC

53 HEX M. scutellaris

TA: Temperatura de anelamento gtomer (°C); MF: marcador de fluorescéncia plomer.

3.3 Analises dos dados

Os dados obtidos no sequenciamento automatico foram analisados no programa
Geneious R7 (biomatters http://www.geneious.com), e 0s genoétipos amostrados foram
anotados em uma tabela no Excel, a qual foi utilizada, nas configuracdes adequadas, como
arquivo de entrada para as analises estatisticas.

Para verificar as diferencas genéticas entre as espécoapixaba e M. scutellaris, a
diversidade genética e as diferencas alélica entre as espécies foram estimadasoatravés
programa GenAlex versao 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). Foram calculados: o nUmero de
alelos por loco para cada espécie, o numero total de alelos por espécie, nimero de alelos
privados por loco e por espécie e a variacdo no tamanho dos alelos. No mesmo programa
também foram obtidos os dados de diversidade genética para os individuos hibridos, sendo
calculados o numero de alelos por loco, 0 niumero total de alelos e a variacdo no tamanho dos
alelos. Além disso, também foram estimadas as frequéncias alélicas para cada grupo amostral
(M. capixaba, M. scutellaris e hibridos).

Andlises bayesianas dos dados microssatélites foram realizadas através do programa
Structure 2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 20000 método Bayesiano
implementado neste programa faz inferéncias sobre o numero (K) de conjuntos génicos que
podem ser traduzidos em populacdes ou espécies. A analise foi realizada para verificar o
namero real de K grupos entre todas as amostras e visualizar o numero de grupos diferenciados

entre as espécies parentais e as populacdes com hibridos. Utilizou-se o modelo de
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ancestralidade misturadadfmixture model) (cada individuo pode ter ancestralidade em mais
de uma populagéo parental), frequéncias alélicas correlacionadas, intervalo de K= 1 a 10, 10
réplicas para cada valor de K, 1.000.d6 geragdes MCMC ¢ 250.000 geragdes “burn-in”.

Para verificar as relacdes filogenéticas entre os haplétipos mitocondriais, bem como
avaliar a possivel linhagem materna das supostas colbnias hibridas, foi construida uma rede de
haplétipos a partir das sequéncias do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (CO1)
das amostras dd. capixaba, M scutellaris e possiveis hibridos analisados por Resende (2012)

e Raad (2017). As sequéncias foram gentilmente cedidas pelos autores. Os haplétipos existentes
foram identificados com auxilio do software DnaSP v.5.1 (LIBRADO; ROZAS, 260@de

de haplotipos foi reconstruidas por andlisemgdian-joining (BANDELT; FORSTER; ROHL,
1999)utilizando o programa NETWORK 5.0.0Igxus Technology Ltde editadas manualmente

para melhor visualizagéo grafica dos grupos formados.

As amostras também foram analisadas visualmente quanto aos genotipos apresentados.
Foi elaborada uma tabela com o gendtipo de cada amostra, posteriormente foram identificados
os alelos comuns e exclusivos das espécies e analisado o gendtipo apresentado pelos individuos

hibridos, a fim de identificar alguma evidéncia de hibridizacéo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analises Interespecificas

A diversidade genética e as diferencas alélicas entre as espécies foram demonstradas na
Tabela 4. Os marcadores microssatélites utilizados foram polimorficos para ambas espécies.
Foi verificado um total de 30 alelos para a espBtieapixaba. Para a espéchd. scutellaris
foi verificado um total de 24 alelos. O loco SSR2 apresentou a maior diferenca de diversidade
genética entre as espécies, deincapixaba apresentando 12 alelosMe scutellaris com 6
alelos. Houve variacdo na faixa de tamanho dos alelos de cada espécie, o que indica a presencs
de alelos exclusivo$/elipona capixaba apresentou alelos exclusivos para todos os loco, sendo
amostrado um total de 12 alelos exclusivos para a esptipona scutellaris apresentou 7

alelos exclusivos, sendo que ndo foram amostrados alelos exclusivos apenas para o loco SSR5.

Tabela 4 - Diversidade genética estimada para cada ed@gécapixaba e M. scutellaris) por loco.

Loco Numero de alelos Alelos exclusivos Tamanho dos alelos (pb)
M. capixaba M. scutellaris M. capixaba M. scutellaris M. capixaba M. scutellaris
SSR1 3,0 4,0 1 2 204- 208 206- 212
SSR2 12,0 7,0 6 1 276- 300 276- 290
SSR3 5,0 5,0 2 2 324- 332 324- 336
SSR4 5,0 6,0 1 2 189- 197 189-201
SSR5 5,0 3,0 2 0 265- 273 267-271
Total 30 25 12 7 - -
Média 6,0 5 - - - -

4.2 Avaliagdo da Ocorréncia de Hibridizacdo entre Colonias deéM. capixaba e M.
scutellaris no estado de S&o Paulo, Brasil (RESENDE, 2012)

Foram analisados 13 supostos individuos hibridos. Verificou-se um total de 18 alelos
para estas amostras, sendo que o numero de alelos por loco variou de 3 a 4, com uma média de
3,6 alelos por loco (Tabela 5). A variacdo do tamanho dos alelos para os supostos individuos
hibridos abrangeu a faixa de tamanho apresentada pelas ebpéapisaba e M. scutellaris
(Tabela 4e Tabela 5). Para o loco SRR1 as amostras dos supostos individuos hibridos
apresentaram uma variacdo de tamanho de alelos (206-212 pb) que abrange uma parte da
variacdo amostrada exclusivamente pllrascutellaris (206-212), sendo quisl. capixaba
apresentou uma variacdo de 204 a 208 pb. Para o loco SSR5 as amostras dos supostos
individuos hibridos apresentaram uma variacdo de tamanho de alelos (265-269 pb) que abrange
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uma parte da variagcdo amostrada exclusivamenteMbatapixaba (265-273), sendo qud.
scutellaris apresentou uma variacdo de 267 a 271 pb. Isto indica que entre 0s supostos
individuos hibridos pode haver descendentes de ambas espécies, sugerindo uma possivel

ocorréncia de hibridizacao.

Tabela5 - Niumero de alelos e tamanhos dos alelos (pb) dos supostos indifiiitidos para cada loco.

Loco NUmero de alelos por loco Tamanho dos alelos (pb)
SSR1 4,000 206- 212

SSR2 4,000 276288

SSR3 3,000 324- 330

SSR4 4,000 189-195

SSR5 3,000 265- 269

Média 3,600 -

A andlise Bayesiana gerada pelo programa Structure indicou K=2 grupos genéticos
(Pw= 1.000), o que indica que duas espécies contribuiram para a composi¢cao genética das
amostras. Esses grupos correspondem as espaiagixaba (azul) eM. scutellaris (laranja)
(Figura 1). O gréfico da composi¢cao genética do conjunto de amastraspixaba, M.
scutellaris e hibridos) (Figura 1) mostra os supostos grupos definidos a priori. A populagéo 1
corresponde a espédié. capixaba, a populacdo 2 corresponde a espétiescutellaris e a
populacdo 3 corresponde aos individuos hibridos. Os resultados indicaram o compartilhamento
de alelos entre as espéchMs capixaba e M. scutellaris (Figural). O compartilhamento de
alelos entre as espécies pode ser explicado pela retencdo de polimorfismo ancestral. O
compartilhanerto de polimorfismo ancestral ocorre entre espécies filogeneticamente proximas
(WENDT et al., 200Q) Melipona capixaba e M. scutellaris sdo espécies irmas e analises
moleculares sugeriram um processo de especiacdo recente doMyruapixaba e M.
scutellaris (RESENDE, 2012). As analises filogenéticas realizadas por Resende (2012) indicam
que a divergéncia genética dos grupbsapixaba e M. scutellaris ocorreu a cerca de 600 mil
anos a 1,26 Maa. Assim, o compartilhamento pode ser igualmente explicado pelo tempo
insuficiente para que os alelos ancestrais se fixassem dentro das linhagens.

Os supostos individuos hibridos apresentaram uma mistura de alelos de ambas espécies,
0 que indica uma possivel mistura genética entre as espécies (Figura 1). Entretanto nédo foi
possivel afirmarse esta mistura genética é resultado da hibridizacdo ou retencdo de
polimorfismo ancestral. A identificagdo de hibridos pode ser uma tarefa dificil quando as
espécies hibridizantes em estudo séo filogeneticamente proximas e os marcadores moleculares

produzem um diagnostico conclusivo. Desta forma, a analise pode ser mais conclusiva quando
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séo utilizados um maior nimero e tipos de marcadores moleculares combinados com anélises
morfologicas (SCHNEIDER, 2009).

N v L

Figura 1- Gréfico da composicdo genética dos grupos amostrais gerados qagtanma Structure. GrupoM. capixaba;
Grupo 2:M. scutellaris; Grupo3: hibridos.

A rede de haplétipos construida pela sequéncia do gene mitocondrial CO1, mostrou uma
separacao clara entre as duas linhagdnsgpixaba e M. scutellaris), com a formacéo de dois
clados bem definidos (Figura 2). Os haplotipod/deapixaba foram agrupados em um clado
e no outro clado foram agrupados os haploétipo#Mdscutellaris, sendo que o haplétipo dos
individuos hibridos foram agrupados juntamente com o cladd.dmpixaba, inclusive os
hibridos apresentaram haplétipo idéntico ao desta espécie. Isso indica que os hibridos possuem
DNA mitocondrial deM. capixaba, sugerindo dessa forma que a hibridizacdo ocorreu por um
macho deM. scutellaris que fecundou uma rainha e capixaba, corroborando com os
resultados encontrados por Resende (2012).

i clado M. capixaba

= Legenda
nimero de passos mutacionais
——

numero de individuos no haplétipo
c0 OO
1 2 4 5 17
D M. scutellaris . M. capixaba [m[ﬂl hibrido

clado M. scutellaris

Figura 2 - Rede de haplétipos obtida paedian-joining network a partir do gene mitocondrial CO1 par:
amostras d&/l. capixaba, M. scutellaris e possiveis hibridos.
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Os alelos amostrados para os individuosideapixaba, M. scutellaris e hibridos estédo
demonstrados na Tabela 6. Os gendtipos amostrados para as eSpémps@ba e M.
scutellaris, gendtipos amostrados para os individuos hibridos e as frequéncias dos alelos
amostrados para cada loco por amostra de cada grupo amostral foram demonstrados nos anexo:
[, VI e V, respectivamente.

Tabela 6 - Alelos amostrados palacapixaba, M. scutellaris e individuos hibridos originados do estado de Sao
Paulo (RESENDE, 2012).
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m.capepe [1] [ I I
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O Alelos exclusivos de M. capixaba, B Alelos comuns, B Alelos exclusivos de M. scutellaris

Analisando os gendtipos individualmente, foi possivel observar que os supostos hibridos
apresentaram alelos que foram amostrados somente para a &spéapexaba (amarelo),
alelos amostrados apenas plfascutellaris (verde) e também alelos comuns a ambas as
espécies (azul) (Tabela 6). Em nenhum loco foram amostrados supostos hibridos com o

gendtipo formado por alelos exclusivos de ambas as espécies. Os genétipos dos supostos
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hibridos foram compostos por alelos comuns, ou por alelos comuns e alelos exclusivos de uma
das espécies (Anexo V).

Resende (2012) por meio das analises das sequéncias mitocondrial (CO1) e nuclear
(EFlalfa) e das caracteristicas morfolégicas sugeriu que entre as amostras dos supostos
individuos hibridos haviam descendentes hibridos da primeira geracdo, originados do
cruzamento entre uma rainha e capixaba e um macho d&l. scutellaris, e descendentes
hibridos da segunda geracéo, originados do cruzamento de uma rainha hibrida e um macho de
M. scutellaris. Os alelos amostrados pelos microssatélites corroboraram com esta hipoétese.
Foram amostrados para os individuos hibridos dois alelos exclusikbssdatellaris para o
mesmo loco (alelos 210 e 20220co SSR1) (Tabela 6). Como os machos séao haploides, isto
indica que ha hibridos descendentes de machos diferentes, sugerindo a sobreposicdo de
geracdes na colbnia hibrida e que as fémeas hibridas séo férteis e podem ser fecundadas pol

machos da espédi. scutellaris.

4.3 Avaliagdo da Ocorréncia de Hibridizacdo entre Colonias deéM. capixaba e M.
scutellaris no estado do Espirito Santo, Brasil (RAAD, 2017)

Foram analisadas 9 colbnias supostamente hibridas, totalizando 47 individuos. Foram
amostrados um total de 20 alelos para estas amostras, sendo que o nimero de alelos por locc
variou de 3 a 5, com uma média de 4 alelos por loco. A variagcao do tamanho dos alelos para os
supostos individuos hibridos abrangeu a faixa de tamanho apresentada pelas Mspécies
capixaba e M. scutellaris (Tabela 4 e Tabela 7). Alguns locos apresentaram variagcdo no
tamanho dos alelos de forma que abrangeram parte da variacdo amostrada exclusivamente pare
M. capixaba ou M. scutellaris, 0 que indica que entre os supostos individuos hibridos pode

haver descendentes de ambas espécies, sugerindo uma possivel ocorréncia de hibridizacéo.

Tabela? - Nimero de alelos e tamanho dos alelos (pb) dos supostos indikiiitides para cada loco.

Loco N2 de Individuos Namero de alelos por loco Tamanho dos alelos (pb)
SSR1 46 3,0 206 -210

SSR2 45 5,0 276 —290

SSR3 45 4,0 324 -334

SSR4 46 5,0 189 -199

SSR5 46 3,0 265 —-269

Média - 4,0 -
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A andlise Bayesiana gerada pelo programa Structure indicou K=2 grupos genéticos
(Pw= 1.000), indicando que duas espécies contribuiram para a composi¢cao genética do grupo
amostral.Os grupos indicados correspondem as espédiesapixaba (azul) eM. scutellaris
(laranja) (Figura 3). O grafico da composicédo genética do conjunto ambktealp{xaba, M.
scutellaris e hibridos) (Figura 3) mostra os supostos grupos definidos a priori. A populacéo 1
corresponde a espédié. capixaba, a populacdo 2 corresponde a espétiescutellaris e a
populacao 3 corresponde as amostras dos individuos hibridos. Cada gréafico corresponde a uma
colénia analisada. Para a colénia 2 ndo foi gerado um gréfico, pois foi amostrado um Unico
individuo para esta colénia. O grafico mostrou que héa alelos compartilhados entre as espécies
M. capixaba e M. scutellaris. Como citado anteriormente para o caso de hibridizagéo no estado
de Sdo Paulo (RESENDE, 2012), o compartilhamento de alelos pode ser explicado pela
retencao de polimorfismo ancestral, uma vez que as espécies sao filogeneticamente préoximas.

No grafico gerado pelo Structure, ndo foi possivel observar claramente uma mistura de
alelos de ambas espécies parssgmstos hibridos (Figura 3). Os resultados gerados pela
analise Bayesiana nao foram conclusivos, ndo sendo possivel afirmar a ocorréncia de
hibridizacdo. Como citado para o caso de hibridizacdo do estado de Sdo Paulo (RESENDE,
2012), a deteccdo da ocorréncia de hibridizacdo ndo é uma tarefa facil quando as espécies
analisadas sao evolutivamente préximas e o0s resultados apresentados pelos emarcador
moleculaes ndo produzem um diagnostico claro. Analises moleculares realizadas com um
maior nimero e tipos de marcadores e associadas com analises morfolégicas podem ser mais
conclusivas na deteccao da ocorréncia de hibridizacéo e na identificacao de individuos hibridos
(SCHNEIDER, 2009).

A rede de hapldtipos, construida através da sequéncia do gene mitocondrial CO1,
mostrou uma clara separacao entre os takbreapixaba e M. scutellaris, com a formacéao de
dois clados bem definidos (Figura 4). Um clado agrupou os haplétipdssdetellaris e outro
clado os haplétipos dbl. capixaba. Os haplétipo dos supostos individuos hibridos foram
agrupados juntamente com o clado Me scutellaris, inclusive os hibridos apresentaram
haplétipo idéntico ao desta espédistes resultados mostram os supostos hibridos possuem
DNA mitocondrial deM. scutellaris, sugerindo que a hibridizacdo ocorreu através do
cruzamento entre uma rainhaMescutellaris e um macho dbl. capixaba, corroborando com

os resultados encontrados por Raad (2017).
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Figura 3 - Grafico da composicao genética dos grupos amostrais gezbmlpsograma Structure. Grupdd:
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clado M. capixaba

clado M. scutellaris

o Legenda
numero de passos mutacionais
—

nimero de individuos no haplotipo
1 2 3 7
D M. scutellaris - M. capixaba []]]D] hibrido

Figura 4 - Rede de hapl6tipos obtida paadian-joining network a partir do gene mitocondrial CO1 par:
amostras d&l. capixaba, M. scutellaris e hibridos (colonia 1).

Os alelos amostrados para as amostradl.deapixaba, M. scutellaris e individuos
hibridos estdo demonstrados na Tabela 8. Os gendtipos amostrados para as Mspécies
capixaba e M. scutellaris, gendtipos amostrados para os supostos individuos hibridos e as
frequéncias dos alelos amostrados para cada loco por amostra de cada grupo amostral foram
demonstrados nos anexos IV, V e VI, respectivamente.

Os hibridos apresentaram alelos que foram amostrados apenab!.peagixaba
(amarelo) ouM. scutellaris (verde) e também alelos que foram amostraatosambas as
espécies (azul) (Tabela 8)s@cos SSR1, SSR2 e SSR4 apresentaram alelos amostrados
apenas parhl. scutellaris e alelos comuns a ambas espécies. O loco SSR5 apresentou alelos
amostrados apenas paacapixaba e alelos compartilhados por ambas espécies. O loco SSR3
apresentou alelos amostrados apenashbacapixaba, alelos amostrados apemasscutellaris
e alelos compartilhados pelas duas espécies. A amostragem de alelos exclusivos de ambas axs
espécies nos supostos individuos hibridos sugere uma mistura genética entre aseespécies
possivel ocorréncia de hibridizacdo. Somente estas observacdes nao permitiram confirmar a
ocorréncia de hibridizacdo, uma vez que estes resultados observados podem ser devido a
retencdo de polimorfismo ancestral e ndo devido a ocorréncia de hibridizacdo. Além disso, o
namero de amostras d& scutellaris utilizadas foi muito pequeno, o que pode ter mascarado
a presenca de alelos que foram amostrados neste estudo apekbsggaraba e que também

podem ser amostrados dvh scutellaris ou vice-versa. Sendo assim, tanto para o caso de
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hibridizacdo no Espirito Santo (RAAD, 2017) quanto para o caso de hibridizacdo em Sao Paulo
(RESENDE, 2012), apenas os resultados das analises com marcadores microssatélite ndo foram
conclusivos sobre a ocorréncia de hibridizacdo. A confirmacéao da hibridizacao entre as espécies
s6 foi possivel devido a combinacdo das analises dos marcadores microssatélites com as

andlises do DNA mitocondrial e a comparacédo das caracteristicas morfologicas.

Tabela 8 - Alelos amostrados p&facapixaba, M. scutellaris e individuos hibridos oriundos do estado do Espirito
Santo (RAAD, 2017).

Alelos
Loco SRR1 204 206 208 210 212
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O individuo Hcs3 (colbnia 2), Hesb (coldnia 3), Hes11 (colénia 6) e Hes12 (colbnia 7)

apresentaram os alelos 328 (amostrado apenaMpeapixaba) e 334 (amostrado apenas para
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M. scutellaris) (Anexo VI), sugerindo a ocorréncia de hibridizagdo entre as espécies. Esses
individuos foram amostrados na primeira coleta realizada por Raad (2017), o que indica que
sdo da primeira geracéo de hibridos (F1) e podem ter sido gerados pelo cruzamento de uma
rainha M. scutellaris com o alelo 334 (a linhagem materna foi confirmada pelo DNA
mitocondrial, como evidenciado pela rede de haplétipos e pelas analises realizadas por Raad) e
um machd\. capixaba com o alelo 328.

Os individuos Hcs22 (colbnia 3), Hcs25 (colénia 4) e Hecs 30 (colénia 7) também
apresentaram os alelos 328 e 334. Estes individuos foram coletados na segunda coleta realizadz
por Raad (2017), compreendendo, portanto, amostras da segunda geracgéo (F2). Desta forma,
possivel inferir que estes individuos foram gerados a partir do cruzamento de uma fémea hibrida
com o alelo 328 e um macho da espé&tiscutellaris ou um macho hibrido com o alelo 334,
ja que ndo havia mais individuos puros da espéctapixaba. Estas observacdes corroboram
com as hipéteses de Raad (2017), as fémeas hibridas séo férteis e podem ser fecundadas po
machos da espéd\. scutellaris ou por machos hibridos.

Os individuos Hcs45, Hes46 e Hes47, pertencentes a colbnia 7, apresentaram o alelo
328 (amostrado apenas pavla capixaba). Estes individuos foram amostrados na terceira
coleta, portanto sdo amostras da terceira geracéo (F3). Esta observagdo também corrobora con
as hipoteses de Raad (2017), sugerindo que as fémeas hibridas sao férteis e podem ser
fecundadas por machos da espé&tiscutellaris ou por machos hibridos, além de mostrar que
as fémeas hibridas podem gerar descendentes férteis.

Diante dos resultados apresentados, a composicdo genética dos hibridos mostrada n
grafico gerado pelo Structure (Figura 3) pode ser explicada pelo fato da segenckira
geracado de hibridos terem sido geradas pelo retrocruzamento de rainhas hibridas com machos
da espéci®/l. scutellaris ou machos hibridos. Logo, a analise do Structure ndo evidenciou uma
mistura de alelos de ambas espécies para o grupo dos hibridos, pois as novas geracdes foran
perdendo alelos exclusivos N capixaba e acumulando alelos di&. scutellaris.

Os marcadores microssatélites foram pouco diagnosticos neste estudo, pois este tipo de
marcador possui a limitagdo de distinguir casos de compartilhamento de alelos devido a
hibridizacéo ou devido a retencao de polimorfismo ancestral. Além disso, foram utilizados um
baixo nimero de marcadores microssatélites, um maior numero de marcadores poderiam
mostrar um resultado mais conclusivo. Uma outra forma de resolver este problema na
identificacdo de hibridos entre espécies filogeneticamente préximas € a utilizacdo de analises
realizadas através da combinacdo de marcadores moleculares (ligados e ndo ligados) com

diferentes propriedades mutacionais e demograficas (ex.: microssatélites, DNA mitocondrial,

61



sequéncias de autossomos e de cromossomos sexuais), 0 que permite eliminar as diferentes
varidveis que afetam os padrfes genéticos devido a proximidade genética das espécies
(SCHNEIDER, 2009). Além de utilizar um nimero amostral significativo para as espécies em

estudo.

4.4 Consequéncias da Hibridizacdo para a Conservacéo das Espéddipona capixaba

e Médlipona scutellaris

Melipona capixaba e M. scutellaris estdo na lista de espécies ameacadas de extingdo na
categoria em perigo (BRASIL, 2014). Ambas espécies vivem na Mata Atlantica, um bioma
extremamente degradado que conta com poucos remanescentes florestais. Aléns disso, a
espécies sofrem ameacas devido a exploracdo predatéria pelos meliponicultores. A ocorréncia
de hibridizacéo entrgl. capixaba e M. scutellaris € um desafio a mais pra a conservacéao destas
espécies.

A producdo de hibridos estéreis pode ter consequéncias negativas para as espécies
parentais devido a perda de esforcos reprodutivos (RHYMER; SIMBERLOFF, 1996). A
hibridizacdo pode promover a reducdo da taxa de crescimento de uma populacdo, o que
consequentemente tem efeitos negativos sobre sua eficacia reprodutiva, seu potencial de
competicdo e sua interacdo com predadores e patdgenos (LEVIN; FRANCISCO-ORTEGA;
JANSEN, 1996). A hibridizacéo pode acarretar uma menor producédo de progénie pura (LEVIN;
FRANCISCO-ORTEGA; JANSEN, 1996; RHYMER; SIMBERLOFF, 1996), o que
ocasionara a reducdo do tamanho da populacdo e quanto menor o nimero de descendente:
puros, mais rapida sera a extingdo da espécie (LEVIN, 2002). Quando os hibridos séo férteis,
pode ocorrer a introgressdo, o que pode levar a formacdo de uma populacdo composta por
individuos hibridos, a diluicdo dos genomas parentais e a extingdo genética das espécies
parentais (ALLENDORF et al., 2001; ALLENDORF; HOHENLOHE; LUIKART, 2010).

Além disso, os hibridos podem competir com as espécies parentais (RHYMER;
SIMBERLOFF, 1996). Portanto, os efeitos da hibridizacdo sobre as espécies dependem da
viabilidade e da adaptacéo dos hibridos.

A hibridizacdo pode ser vista como um mecanismo evolutivo com importante papel na
especiacdo e adaptacdo das espécies, entretanto para as espécies endémicas e raras
hibridizacdo € especialmente prejudicial, pois existe uma alta probabilidade de mistura
completa dos genes (LEVIN; FRANCISCO-ORTEGA; JANSEN, 1996; RHYMER;
SIMBERLOFF, 1996; WOLF; TAKEBAYASHI; RIESEBERG, 2001).
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No trabalho realizado por Raad (2017), colbénias hibridas foram monitoradas durante
trés geracdes e foi constatado que, mesmo sob os cuidados de um criador, as abelhas hibridas
apresentaram baixa taxa de sobrevivéncia em comparacdo as colonvassaeellaris
mantidas no mesmo meliponario. Além disso, observou-se a descaracterizacdo do ninho das
colénias hibridas e uma alta taxa de mortandade das larvas/pupas. Apesar disso, algumas
colénias se mantiveram funcionais por mais de um ano e ap0s sucessivas substituicdes da
rainha. Raad (2017) ndo amostrou machos hibridos, mas os resultados encontrados em suas
analises e neste trabalho indicam que os machos hibridos podem ser viaveis e férteis. O autor
também sugeriu que as rainhas hibridas podem apresentar comportamento parasitico
semelhante aos de rainhad\ilescutellaris. Ainda n&o foi observado o potencial adaptativo de
colénias hibridas no ambiente naturalMiecapixaba, sendo assim efeitos para a espécie sédo
imprevisiveis. Casos os hibridos sejam mais aptos e ocupem a mesmo habitat e Micho da
capixaba, a competicdo pode ocasionar a extingdo da espécie e sua substituicdo pelos
descendentes hibridos. Mesmos que os hibridos sejam menos aptos que Kesgggaba,
uma unica coldnia hibrida que substituir uma col6nilldeapixaba significa uma perda para
espécie devido ao seu reduzido numero populacional (RESENDE, 2012).

Como as espéci®ds. capixaba e M. scutellaris sdo alopétricas, o contato entre elas pode
ocorrer somente por meio da agcdo antropica, sendo assim a melhor estratégia € impedir que
colénias déVl. scutdllaris sejam introduzidas na area ou proximo as areas de distribuicéo natural
da espécie. Os resultados encontrados para o caso de hibridizacdo no estado de Sao Paulc
(RESENDE 2012), mostraram que fémeas da espléaiapixaba, podem ser fecundadasrpo
macho da espécid. scutellaris. Ja os resultados encontrados para os hibridos do Estado do
Espirito Santo (RAAD, 2017) mostraram que fémeas da espBcseutellaris podem ser
fecundadas por machos da espédiecapixaba e que fémeas hibridas sédo férteis, geram

descendentes férteis e podem ser fecundadas por machos hibridos ou ddespéeitaris.
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5. CONCLUSOES

A identificacdo de individuos hibridos entre as espédiesapixaba e M. scutellaris
nao foi uma tarefa facil, pois as espécies sao filogeneticamente proximas e apresentam muitas
semelhancas em seus genomas, 0 que pode ser explicado devido a retencdo de polimorfismo
ancestral. Analises moleculares com diferentes tipos de marcadores combinadas com as
andlises morfolégicas permitiram detectar a ocorréncia de hibridizacao e identificar as possiveis
vias de hibridizacdo entre as espécies.

Ficou evidenciado que a hibridizacdo pode ocorrer tanto através da fecundacao de uma
rainha da espécid. capixaba por um macho da espédi scutellaris, quanto uma rainha de
M. scutellaris pode ser fecundada por um machoMlecapixaba. Além disso, as fémeas
hibridas séo férteis, podem ser fecundadas por machos da ®&épsecikellaris ou por machos
hibridos e geram descendentes férteis.

Considerando a falta de conhecimento sobre os efeitos da hibridizagéo Mara a
capixaba e ostatus de conservacao da espécie recomenda-se que coléMasadiel laris ndo

sejam instaladas dentro ou proximo a area de ocorréniaapixaba.
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CONCLUSOES GERAIS

¢ A maioria das coldnias remanescentesMiecapixaba amostradas estdo em posse de

meliponicultores. Os planos de manejo e conservacdo da espécie e os 6rgdos de controle e
fiscalizacdo devem levar em consideracao esse fato, pois estas colénias abrigam individuos que
podem compor populacdes de conservacao, auxiliando na preservacdo da espécie e de sue

diversidade genética.

¢ A hibridizacdo é um fato confirmado para as espédiesapixaba e M. scutellaris, sendo

gue os hibridos produzidos séo férteis e podem produzir descendentes férteis. As consequéncias
da hibridizacdo ndo sdo conhecidas, mas esta representa uma ameaca para a conddrvacao da
capixaba, pois provavelmente terd efeitos negativos para a espécie. Desta forma, deve-se evitar
a introducado d#. scutellaris na area de ocorréncia naturalMecapixaba.

e Andlises nucleares, realizadas por meio de marcadores microssatélite, combinadas com
andlises mitocondriais permitem identificar a ocorréncia de hibridizacdo e inferir as possiveis

vias de hibridizacdo entre as espécies.
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ANEXOS

Anexo |- Tamanho em pares de bases (pb) dos alelos e genétipos formadeedpairadividuo amostrado na
natureza (populacao nativa - N) e nos meliponarios (M).

D Amostra Loco
(Voucher) SSR1 SSR2 SSR3 SSR4 SSR5
N1 M.cap3-1 208 208 294 300 328 332 195 197 269 271
M.cap4-1 206 208 282 298 324 328 191 193 267 269
N2 M.cap4-2 206 208 282 300 332 332 193 197 265 269
M.cap4-3 206 208 282 282 332 332 191 193 265 267
N3 Mcap28 206 208 282 296 332 332 191 193 265 269
N4 Mcap43-3 206 208 282 284 324 332 193 197 267 269
N5 Mcap60 204 206 282 282 332 332 191 193 267 269
N6 Mcap67-3 206 208 282 294 324 328 193 195 265 271
N7 Mcap69 206 208 286 288 332 332 195 197 267 269
Mcap70-1 206 208 286 288 332 332 195 197 267 269
N8 Mcap70-2 206 208 286 288 332 332 195 197 267 269
Mcap70-3 204 206 288 298 332 332 189 191 267 269
N9 Mcap74 204 206 284 286 324 332 193 195 267 269
N10 Mcap75 206 208 282 286 324 332 191 193 269 273
N11 Mcap76 206 208 282 286 324 332 193 197 267 269
N12 Mcap83 206 208 282 286 328 332 193 197 267 269
Mcap91-1 206 208 284 284 332 332 191 193 267 269
N13 Mcap91-2 206 208 296 296 328 332 193 197 265 269
N14 Mcap92 206 208 284 288 328 332 193 197 267 269
N15 Mcap93 206 208 282 298 328 332 193 197 269 273
N16 Mcap94 206 208 282 298 324 332 191 193 269 273
N17 Mcap95 206 208 280 284 324 332 195 197 265 269
N18 Mcap98 208 208 282 300 324 326 193 197 265 269
N19 BO1 206 208 282 298 332 332 195 197 267 269
N20 BO5 206 208 282 286 332 332 195 197 269 269
N21 BO7 206 208 280 298 326 332 193 197 265 269
N22 BO9 206 208 280 298 332 332 197 197 267 269
N23 B10 206 208 276 290 330 330 189 191 267 269
N24 B12 206 208 286 290 324 330 189 191 267 267
N25 B14 206 208 280 282 324 330 195 197 267 269
Mcap90-1 206 208 288 300 332 332 193 195 269 269
Mcap90-2 206 208 286 294 324 330 193 197 267 269
Mcap90-3 204 206 288 294 328 332 193 195 267 269
" Mcap90-4 206 206 282 300 326 332 195 197 265 265

Mcap90-5 206 206 286 286 326 332 193 197 265 267
Mcap90-7 206 208 282 300 324 330 193 197 269 269
Mcap90-8 206 208 282 300 324 326 193 197 265 271
Mcap90-9 206 208 282 300 330 330 195 197 267 269
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Mcap9040 206 208 288 300 324 326 195 197 269 271
Mcap9041 206 208 282 282 332 332 195 197 269 271
Mcap9042 206 208 286 288 330 330 191 193 267 269
Mcap90413 206 208 282 300 324 332 193 197 265 271
Mcap9014 206 208 282 288 332 332 195 197 265 269
Mcap9045 206 208 280 282 326 332 193 197 269 269
Mcap80-1 206 208 284 298 326 332 195 197 269 271
Mcap80-2 204 206 282 288 330 330 193 195 267 269
Mcap80-3 206 208 282 296 332 332 193 197 267 269
Mcap80-4 206 208 282 296 324 330 193 197 267 269
Mcap80-5 204 206 296 298 324 330 193 197 265 271
Mcap80-6 206 208 282 288 332 332 193 195 265 269
M2 Mcap80-7 206 208 288 296 330 330 193 197 267 269
Mcap80-8 206 208 282 298 328 332 195 197 269 271
Mcap80-9 206 208 280 282 332 332 191 193 269 273
Mcap8040 206 208 276 276 332 332 195 197 267 269
Mcap80411 206 208 282 288 332 332 193 195 265 271
Mcap80412 208 208 288 288 324 324 193 197 265 269
Mcap8043 206 208 282 286 324 328 193 197 265 269
Mcap61-1 206 208 292 294 328 328 193 197 265 269
Mcap61-2 206 206 282 298 324 332 195 197 265 269
Mcap61-3 206 208 294 300 328 328 193 197 267 269
Mcap61-4 206 208 282 300 324 328 193 195 267 269
Mcap61-5 206 208 288 298 324 324 193 197 267 269
Mcap61-7 204 206 286 294 332 332 193 197 265 269
Mcap61-8 206 208 282 300 324 332 193 195 267 269
Mcap61-9 206 208 286 294 324 328 195 197 267 269
Mcap6140 206 208 284 288 324 324 193 197 267 269
Mcap6141 206 206 282 300 332 332 191 197 269 269
Mcap61-12 206 208 298 300 332 332 195 197 267 269
M3 Mcap61413 206 208 294 296 324 332 195 197 267 269
Mcap6114 204 206 282 294 326 328 191 193 267 269
Mcap6145 206 206 288 294 324 328 191 193 267 269
Mcap6116 204 206 282 282 328 332 195 197 267 269
Mcap61-17 206 208 286 294 324 326 193 197 269 269
Mcap6148 206 208 282 296 328 328 193 197 265 269
Mcap6149 206 208 282 282 332 332 191 197 265 269
Mcap6120 206 206 282 282 324 332 191 193 267 269
Mcap6121 206 206 282 286 332 332 195 197 267 269
Mcap6122 208 208 282 296 328 330 193 193 267 269
Mcap6123 208 208 282 296 328 332 191 193 267 269
Mcap6124 204 208 294 300 324 328 195 197 267 269
M4 Mcap5-1 206 208 282 296 326 328 193 197 265 265
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Mcap5-2 206 208 288 288 324 326 191 195 269 269

Mcap5-3 206 206 294 294 324 324 191 197 265 269
Mcap5-4 206 206 282 282 324 324 191 193 265 269
Mcap5-5 206 206 284 294 328 328 193 197 269 271
Mcap5-6 206 206 282 288 324 324 193 195 267 269
Mcap5-7 206 208 282 288 324 324 191 195 269 269
Mcapb-8 206 208 286 294 328 328 191 193 269 269
Mcap5-9 206 206 288 300 324 324 191 193 269 269
Mcap5-10 206 208 280 300 332 332 191 195 267 269
Mcap5411 206 208 282 294 332 332 193 195 265 269
Mcap512 206 208 286 300 324 324 189 191 265 269

Mcap5-13 206 208 282 294 332 332 191 193 265 269

Mcap64-1 206 208 282 288 324 328 191 193 267 271
Mcap64-2 206 208 282 288 324 328 193 195 269 273
Mcap64-3 206 208 282 300 324 328 195 197 267 269
Mcap64-4 206 206 280 282 324 328 193 195 267 267
Mcap64-5 206 208 282 286 328 330 195 197 265 269
Mcap64-6 206 208 282 286 328 332 191 193 265 271
Mcap64-7 206 208 282 284 326 326 191 193 267 269
M5 Mcap64-8 206 208 284 298 324 326 191 197 265 269
Mcap64-9 206 206 282 298 324 328 195 197 265 269
Mcap64410 206 208 286 288 332 332 193 197 265 269
Mcap6442 206 208 280 282 328 328 195 197 265 269
Mcap64413 206 208 284 286 328 332 195 197 269 269
Mcap64414 206 208 282 298 328 328 191 193 267 269
Mcap6445 206 208 280 282 328 328 195 197 267 269
Mcap64-16 206 208 282 286 326 332 193 197 265 269

Mcap86-1 206 208 282 284 328 328 193 197 265 269
Mcap86-3 206 208 282 286 324 332 193 197 269 269
Mcap86-4 206 208 282 286 324 324 193 195 269 269
Mcap86-5 206 208 286 286 332 332 193 197 269 269
Mcap86-6 206 208 282 282 328 332 193 195 269 269
Mcap86-7 206 208 282 282 328 332 191 193 265 269
M6 Mcap86-8 206 208 282 286 324 328 191 193 265 269
Mcap8640 206 208 282 300 324 324 195 197 267 269
Mcap8641 206 208 276 280 324 330 191 193 265 269
Mcap8642 206 208 282 300 328 328 191 193 265 267
Mcap86413 206 208 282 286 324 332 191 193 265 269
Mcap8614 206 206 284 284 332 332 193 195 265 269
Mcap8645 208 208 286 300 328 330 191 193 265 269

N: amostras da natureza; M1: Meliponéario 1; M2: Meliponério 2; M3: Meliponéario 3;\i@ponario 4; M5:
Meliponario 5; M6: Meliponério 6.
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ANEXO Il — Estimativas de diversidade genética para cada loco por populacgéo.

Pop. Loco N Na Ne Ho He F (Plill—la\l/(\)/r)
SSR1 30 3,000 2,203 0,933 0,546 -0,709 0,0000
SSR2 30 11,000 6,452 0,867 0,845 -0,026 0,1285%s
SSR3 30 5,000 2,423 0,567 0,587 0,035 0,0778s
Nativa SSR4 30 5,000 4,027 0,967 0,752 -0,286 0,0000
SSR5 30 5,000 2,946 0,933 0,661 -0,413 0,0013
Total - 30 - - - - -
Média - 5,800 3,610 0,853 0,678 -0,280 -
SSR1 14 3,000 2,074 0,857 0,518 -0,655 0,0216
SSR2 14 6,000 4,455 0,857 0,776 -0,105 0,1448s
SSR3 14 5,000 3,769 0,643 0,735 0,125 0,0919s
M1 SSR4 14 4,000 3,111 1,000 0,679 -0,474 0,0725s
SSR5 14 4,000 3,187 0,714 0,686 -0,041 0,5641°
Total - 22 - - - - -
Média - 4,400 3,319 0,814 0,679 -0,230 -
SSR1 13 3,000 2,315 0,923 0,568 -0,625 0,0180
SSR2 13 8,000 5,121 0,846 0,805 -0,051 0,4840°
SSR3 13 5,000 3,219 0,385 0,689 0,442 0,0053
M2 SSR4 13 4,000 3,101 1,000 0,678 -0,476 0,1426°
SSR5 13 5,000 3,596 1,000 0,722 -0,385 0,1383¢
Total - 25 - - - - -
Média - 5,000 3,470 0,831 0,692 -0,219 -
SSR1 23 3,000 2,275 0,696 0,560 -0,241 0,5361¢
SSR2 23 9,000 5,371 0,870 0,814 -0,069 0,3139
SSR3 23 5,000 3,380 0,565 0,704 0,197 0,3186°
M3 SSR4 23 4,000 3,538 0,957 0,717 -0,333 0,0390
SSR5 23 3,000 2,336 0,913 0,572 -0,597 0,0003
Total - 24 - - - - -
Média - 4,800 3,380 0,800 0,674 -0,208 -
SSR1 13 2,000 1,742 0,615 0,426 -0,444 0,2438s
SSR2 13 8,000 5,365 0,769 0,814 0,055 0,5226°
SSR3 13 4,000 2,889 0,154 0,654 0,765 0,0000
M4 SSR4 13 5,000 3,756 1,000 0,734 -0,363 0,5543s
SSR5 13 4,000 2,181 0,615 0,541 -0,137 1,0000°
Total - 23 - - - - -
Média - 4,600 3,186 0,631 0,634 -0,025 -
SSR1 15 2,000 1,965 0,867 0,491 -0,765 0,0075
SSR2 15 7,000 4,369 1,000 0,771 -0,297 0,7429s
SSR3 15 5,000 3,285 0,667 0,696 0,042 0,1842s
M5 SSR4 15 4,000 3,846 1,000 0,740 -0,351 0,0366
SSR5 15 5,000 3,309 0,867 0,698 -0,242 0,1433s
Total - 23 - - - - -
Média - 4,600 3,355 0,880 0,679 -0,323 -
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SSR1 13 2,000 2,000 0,846 0,500 -0,692 0,0338

SSR2 13 6,000 3,558 0,692 0,719 0,037 0,2715%s
SSR3 13 4,000 3,449 0,538 0,710 0,242 0,5347
M6 SSR4 13 4,000 3,189 1,000 0,686 -0,457 0,0552s
SSR5 13 3,000 2,086 0,692 0,521 -0,330 0,4268
Total - 19 - - - - -
Média - 3,800 2,856 0,754 0,627 -0,240 -

Nativa: populagdo nativa; M1: Meliponario 1; M2: Meliponario 2; M3: Meliponério 3; M4: Ma#pio 4; M5:
Meliponario 5; M6: Meliponarid. N: Numero de individuos analisadd$a: Numero de alelos por logdle:
Numero de alelos efetivo por laddo: Heterozigosidade observadie: Heterozigosidade esperadra;indice de
Fixacdo;EHW: P valor Equilibrio de Hardy-Weinberg, valoresRiebtidos no teste exato de Equilibrio de Hardy-
Weinberg para cada loco por populacdo. Ns= nao significav®,05.
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Anexo Il - Alelos em pares de bases (pb) e genétipos das amiktcapixaba e M. scutellaris analisadas para
verificar a ocorréncia de hibridizagdo entre as espécies.

D Amostra Loco
(Voucher) SSR1 SSR2 SSR3 SSR4 SSR5
Mcapl M.cap3-1 208 208 294 300 328 332 195 197 269 271
Mcap2 M.cap4-1 206 208 282 298 324 328 191 193 267 269
Mcap3 M.cap4-2 206 208 282 300 332 332 193 197 265 269
Mcap4 M.cap4-3 206 208 282 282 332 332 191 193 265 267
Mcap5 Mcap98 208 208 282 300 324 326 193 197 265 269
Mcap6 Mcap74 204 206 284 286 324 332 193 195 267 269
Mcap7 Mcap75 206 208 282 286 324 332 191 193 269 273
Mcap8 Mcap76 206 208 282 286 324 332 193 197 267 269
Mcap9 Mcap60 204 206 282 282 332 332 191 193 267 269
Mcap10 Mcap28 206 208 282 296 332 332 191 193 265 269

Mcapll Mcap43-3 206 208 282 284 324 332 193 197 267 269
Mcapl2 Mcap67-3 206 208 282 294 324 328 193 195 265 271
Mcap1l3 Mcap69 206 208 286 288 332 332 195 197 267 269
Mcap14 Mcap70-1 206 208 286 288 332 332 195 197 267 269
Mcap1l5 Mcap70-2 206 208 286 288 332 332 195 197 267 @269
Mcap1l6 Mcap70-3 204 206 288 298 332 332 189 191 267 269
Mcapl7 Mcap83 206 208 282 286 328 332 193 197 267 @269
Mcap18 Mcap91-1 206 208 284 284 332 332 191 193 267 269
Mcap19 Mcap91-2 206 208 296 296 328 332 193 197 265 269

Mcap20 Mcap92 206 208 284 288 328 332 193 197 267 @269
Mcap21 Mcap93 206 208 282 298 328 332 193 197 269 273
Mcap22 Mcap94 206 208 282 298 324 332 191 193 269 273
Mcap23 Mcap95 206 208 280 284 324 332 195 197 265 269
Mcap24 BO1 206 208 282 298 332 332 195 197 267 @269
Mcap25 BOS 206 208 282 286 332 332 195 197 269 269
Mcap26 BO7 206 208 280 298 326 332 193 197 265 269
Mcap27 B09 206 208 280 298 332 332 197 197 267 @269
Mcap28 B10 206 208 276 290 330 330 189 191 267 269
Mcap29 B12 206 208 286 290 324 330 189 191 267 267
Mcap30 B14 206 208 280 282 324 330 195 197 267 269
Mcap31 Mcap5-1 206 208 282 296 326 328 193 197 265 265
Mcap32 Mcap5-2 206 208 288 288 324 326 191 195 269 269
Mcap33 Mcap5-3 206 206 294 294 324 324 191 197 265 269
Mcap34 Mcap5-4 206 206 282 282 324 324 191 193 265 269
Mcap35 Mcap5-5 206 206 284 294 328 328 193 197 269 271
Mcap36 Mcap5-6 206 206 282 288 324 324 193 195 267 @269
Mcap37 Mcap5-7 206 208 282 288 324 324 191 195 269 269
Mcap38 Mcap5-8 206 208 286 294 328 328 191 193 269 269
Mcap39 Mcap5-9 206 206 288 300 324 324 191 193 269 269

Mcap40 Mcap5410 206 208 280 300 332 332 191 195 267 269
Mcap4l Mcap511 206 208 282 294 332 332 193 195 265 269
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Mcap42
Mcap43
Mcap44
Mcap45
Mcap46
Mcap47
Mcap48
Mcap49
Mcap50
Mcap51
Mcap52
Mcap53
Mcap54
Mcap55
Mcap56
Mcap57
Mcap58
Mcap59
Mcap60
Mcap61
Mcap62
Mcap63
Mcap64
Mcap65
Mcap66
Mcap67
Mcap68
Mcap69
Mcap70
Mcap71
Mcap72
Mcap73
Mcap74
Mcap75
Mcap76
Mcap77
Mcap78
Mcap79
Mcap80
Mcap81
Mcap82
Mcap83
Mcap84
Mcap85
Mcap86

Mcap5412
Mcap5413
Mcap61-1
Mcap61-2
Mcap61-3
Mcap61-4
Mcap61-5
Mcap61-7
Mcap61-8
Mcap61-9
Mcap6110
Mcap61411
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Mcap6115
Mcap6116
Mcap6117
Mcap61418
Mcap61419
Mcap6120
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Mcap6122
Mcap6123
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Mcap64-2
Mcap64-3
Mcap64-4
Mcap64-5
Mcap64-6
Mcap64-7
Mcap64-8
Mcap64-9
Mcap6410
Mcap6412
Mcap64413
Mcap6414
Mcap64415
Mcap6416
Mcap80-1
Mcap80-2
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Mcap80-4
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286
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284
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288
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286
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282
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280
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280
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284
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300
294
294
298
300
300
298
294
300
294
288
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300
296
294
294
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294
296
282
282
286
296
296
300
288
288
300
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286
286
284
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298
288
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298
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298
288
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324
332
328
324
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269
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Mcap87 Mcap80-6 206 208 282 288 332 332 193 195 265 269
Mcap88 Mcap80-7 206 208 288 296 330 330 193 197 267 269
Mcap89 Mcap80-8 206 208 282 298 328 332 195 197 269 271
Mcap90 Mcap80-9 206 208 280 282 332 332 191 193 269 273
Mcap91l Mcap8040 206 208 276 276 332 332 195 197 267 @269
Mcap92 Mcap80411 206 208 282 288 332 332 193 195 265 271
Mcap93 Mcap8042 208 = 208 288 288 324 324 193 197 265 269
Mcap94 Mcap8043 206 208 282 286 324 328 193 197 265 269
Mcap95 Mcap86-1 206 208 282 284 328 328 193 197 265 269
Mcap96 Mcap86-3 206 208 282 286 324 332 193 197 269 269
Mcap97 Mcap86-4 206 208 282 286 324 324 193 195 269 269
Mcap98 Mcap86-5 206 208 286 286 332 332 193 197 269 269
Mcap99 Mcap86-6 206 208 282 282 328 332 193 195 269 269
Mcap100 Mcap86-7 206 208 282 282 328 332 191 193 265 269
Mcap101 Mcap86-8 206 208 282 286 324 328 191 193 265 269
Mcap102 Mcap86410 206 208 282 300 324 324 195 197 267 269
Mcap103 Mcap8641 206 208 276 280 324 330 191 193 265 269
Mcap104 Mcap8642 206 208 282 300 328 328 191 193 265 267
Mcap105 Mcap8643 206 208 282 286 324 332 191 193 265 269
Mcap106 Mcap86414 206 206 284 284 332 332 193 195 265 269
Mcap107 Mcap8645 208 208 286 300 328 330 191 193 265 269
Mcap108 Mcap90-1 206 208 288 300 332 332 193 195 269 269
Mcap109 Mcap90-2 206 208 286 294 324 330 193 197 267 269
Mcap110 Mcap90-3 204 206 288 294 328 332 193 195 267 @269
Mcap11ll Mcap90-4 206 206 282 300 326 332 195 197 265 265
Mcap112 Mcap90-5 206 206 286 286 326 332 193 197 265 267
Mcap113 Mcap90-7 206 208 282 300 324 330 193 197 269 269
Mcapl114 Mcap90-8 206 208 282 300 324 326 193 197 265 271
Mcap115 Mcap90-9 206 208 282 300 330 330 195 197 267 @269
Mcap116 Mcap90410 206 208 288 300 324 326 195 197 269 271
Mcap117 Mcap9041 206 208 282 282 332 332 195 197 269 271
Mcap118 Mcap9042 206 208 286 288 330 330 191 193 267 @269
Mcap119 Mcap90413 206 208 282 300 324 332 193 197 265 271
Mcap120 Mcap90414 206 208 282 288 332 332 195 197 265 269
Mcap121 Mcap90415 206 208 280 282 326 332 193 197 269 269
Mscul Mscu4-1 206 212 276 290 324 330 189 191 269 271
Mscu2 Mscu5-1 206 208 282 284 332 336 191 193 269 269
Mscu3 Mscul7-2 208 210 286 290 334 334 193 201 269 269
Mscu4 Mscu28-1 208 208 286 288 334 33 191 199 269 269
Mscu5 Mscu51-1 210 210 286 290 324 330 191 195 271 271
Mscu6 Mscu61-1 206 206 276 278 332 332 193 195 269 269
Mscu?7 Mscu63-1 210 212 276 278 324 324 189 191 267 267
Mscu8 Mscu69-2 210 212 276 278 324 330 189 191 267 269
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Anexo IV — Alelos em pares de bases (pb) e gendétipos das amostras dos indidicis oriundos do estado
de S&o Paulo (RESENDE, 2012).

Amostra (Voucher) Loco
SSR1 SSR2 SSR3 SSR4 SSR5
HYBRID1 206 208 278 288 324 328 191 193 265 269
HYBRID2 206 212 276 278 324 328 189 191 267 269
HYBRID3 206 208 278 288 324 328 191 193 265 269
HYBRID4 206 208 276 288 324 328 191 193 265 267
HYBRID5 206 212 276 288 324 330 189 191 267 269
HYBRID6 206 212 276 280 324 324 191 195 267 269
HYBRID7 208 210 276 278 324 324 191 1% 267 269
HYBRIDS8 206 210 276 280 324 324 191 195 267 269
HYBRID9 206 208 276 278 324 330 191 195 267 269
HYBRID10 206 212 276 278 324 324 191 195 267 269
HYBRID11 208 210 276 280 324 330 191 195 267 269
HYBRID12 208 210 276 280 324 330 191 195 267 269
HYBRID13 208 210 276 278 324 330 191 195 267 269
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ANEXO V - Frequéncias alélicas dos alelos amostradoshdacapixaba, M.scutelaris e hibridos oriundos do
estado de S&o Paulo (RESENDE12).

Loco Alelos M. capixaba M. scutellaris Hibridos (Resende, 2012
204 0,041 0,000 0,000
206 0,533 0,250 0,346
SSR1 208 0,426 0,250 0,308
210 0,000 0,313 0,192
212 0,000 0,188 0,154
276 0,017 0,250 0,423
278 0,000 0,188 0,269
280 0,045 0,000 0,154
282 0,331 0,063 0,000
284 0,062 0,063 0,000
286 0,132 0,188 0,000
SSR2 288 0,112 0,063 0,154
290 0,008 0,188 0,000
292 0,004 0,000 0,000
294 0,079 0,000 0,000
296 0,050 0,000 0,000
298 0,066 0,000 0,000
300 0,095 0,000 0,000
324 0,252 0,313 0,654
326 0,066 0,000 0,000
328 0,211 0,000 0,154
SSR3 330 0,083 0,188 0,192
332 0,388 0,188 0,000
334 0,000 0,250 0,000
336 0,000 0,063 0,000
189 0,017 0,188 0,077
191 0,157 0,375 0,500
193 0,331 0,188 0,115
SSR4 195 0,202 0,125 0,308
197 0,293 0,000 0,000
199 0,000 0,063 0,000
201 0,000 0,063 0,000
265 0,190 0,000 0,115
267 0,231 0,188 0,423
SSR5 269 0,504 0,625 0,462
271 0,054 0,188 0,000
273 0,021 0,000 0,000
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Anexo VI- Alelos em pares (pb) e gendtipos das amostras dos individuos httidatos do estado do Espirito
Santo (RAAD, 2017).

Amostra Coldnia Loco
SSR1 SSR2 SSR3 SSR4 SSR5
Hcsl 206 208 278 290 330 334 189 191 265 267
Hcs2 206 208 276 290 330 334 189 191 265 267
Hcs18 206 208 278 290 330 330 189 191 265 267
Hcs19 . 206 208 276 290 330 334 189 191 265 267
Hcs20 Colonial 206 208 276 290 330 334 189 191 267 267
Hcs37 206 208 278 290 330 334 189 191 265 267
Hcs38 206 210 276 290 330 334 189 191 265 267
Hcs39 206 210 276 290 330 334 189 191 265 267
Hcs3 Col6nia2 208 210 290 290 328 334 189 191 267 269
Hcs4 206 210 278 290 324 334 189 191 265 267
Hcs5 206 208 276 276 328 334 189 191 265 267
Hcs21 0 0 0 0 0 0 0 0 265 267
Hcs22 . 206 208 276 290 328 334 189 191 265 267
Hcs23 Colonia3 206 208 276 278 324 330 193 195 265 267
Hcs40 208 210 0 0 324 334 189 191 265 267
Hcs41 206 210 276 290 324 334 189 191 265 267
Hcs42 206 208 276 286 330 334 189 191 265 267
Hcs6 206 208 276 276 0 0 189 191 265 267
Hcs7 206 208 276 276 330 330 189 191 265 267
Hcs24 Coldniad 206 208 276 276 324 330 189 191 265 267
Hcs25 206 208 276 276 328 334 189 191 265 267
Hcs43 206 208 286 290 324 334 189 191 265 267
Hcs44 206 208 286 290 330 334 189 191 265 267
Hcs8 206 208 276 276 330 330 191 199 265 267
Hcs9 . 206 208 276 276 330 330 191 199 265 267
Hcs26 Colonia 206 208 278 288 324 330 189 191 265 267
Hcs27 206 208 276 288 324 330 189 191 265 267
Hcs10 206 210 278 290 324 328 189 191 265 269
Hcsll . 206 210 276 290 328 334 189 191 265 267
Hcs28 Coloniab 206 210 276 290 324 328 189 191 265 269
Hcs29 206 210 276 278 324 328 189 191 265 269
Hcs12 206 210 290 290 328 334 189 191 265 267
Hcs13 206 210 290 290 324 334 189 191 267 269
Hcs30 206 208 290 290 328 334 189 191 265 267
Hcs31 . 206 208 276 290 330 334 191 191 265 267
Hcs32 Colonia? 206 208 276 290 330 334 189 191 265 267
Hcs45 206 208 276 290 328 330 189 191 265 267
Hcs46 208 210 276 290 328 330 189 191 265 267
Hcs47 208 210 276 290 328 330 189 191 265 267
Hcs14 . 208 210 276 290 324 334 189 191 265 267
Hcs15 Coloniag 208 210 276 290 324 334 189 191 265 267
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Hcs33 208 210 276 290 324 328 189 191 267 269
Hcs34 208 210 276 290 324 328 189 191 265 267
Hcs16 206 208 276 276 330 330 189 191 265 267
Hcsl17 . 206 208 276 276 324 330 189 191 265 267
Hcs35 Coloniad 206 208 276 276 324 324 189 191 0 267
Hcs36 206 208 276 286 324 324 189 191 265 267

Os alelos representados por 0 ndo foram identificados devido a falhas naagemotiu amplificacéo.
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ANEXO VII - Frequéncias alélicas dos alelos amostradosihdacapixaba, M.scutelaris e hibridos oriundos do
estado do Espirito Santo (RAAD, 2017).

Loco Alelo M.cap. M.scu. Col.l Col.2 Col.3 Col4 Col5 Col.6 Col.7 Col.8 Col.9
204 0,041 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
206 0,533 0,250 0,500 0,000 0,429 0,500 0,500 0,500 0,375 0,000 0,500
SSR1 208 0,426 0,250 0,375 0,500 0,357 0,500 0,500 0,000 0,375 0,500 0,500
210 0,000 0,313 0,125 0,500 0,214 0,000 0,000 0,500 0,250 0,500 0,000
212 0,000 0,188 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
276 0,017 0,250 0,313 0,000 0,500 0,667 0,625 0,375 0,313 0,500 0,875
278 0,000 0,188 0,188 0,000 0,167 0,000 0,125 0,250 0,000 0,000 0,000
280 0,045 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
282 0,331 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
284 0,062 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
286 0,132 0,188 0,000 0,000 0,083 0,167 0,000 0,000 0,000 0,000 0,125
SSR2 288 0,112 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000
290 0,008 0,188 0,500 1,000 0,250 0,167 0,000 0,375 0,688 0,500 0,000
292 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
294 0,079 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
296 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
298 0,066 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
300 0,095 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
324 0,252 0,313 0,000 0,000 0,286 0,200 0,250 0,375 0,063 0,500 0,625
326 0,066 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
328 0,211 0,000 0,000 0,500 0,143 0,100 0,000 0,500 0,313 0,250 0,000
SSR3 330 0,083 0,188 0,563 0,000 0,143 0,400 0,750 0,000 0,313 0,000 0,375
332 0,388 0,188 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
334 0,000 0,250 0,438 0,500 0,429 0,300 0,000 0,125 0,313 0,250 0,000
33 0,000 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
189 0,017 0,188 0,500 0,500 0,429 0,500 0,250 0,500 0,438 0,500 0,500
191 0,157 0,375 0,500 0,500 0,429 0,500 0,500 0,500 0,563 0,500 0,500
193 0,331 0,188 0,000 0,000 0,071 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SSR4 195 0,202 0,125 0,000 0,000 0,071 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
197 0,293 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
199 0,000 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000
201 0,000 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
265 0,190 0,000 0,438 0,000 0,500 0,500 0,500 0,500 0,438 0,375 0,500
267 0,231 0,188 0,563 0,500 0,500 0,500 0,500 0,125 0,500 0,500 0,500
SSR5 269 0,504 0,625 0,000 0,500 0,000 0,000 0,000 0,375 0,063 0,125 0,000
271 0,054 0,188 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
273 0,021 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
M. cap.:Melipona capixaba; M. scu.:Melipona scutellaris; col.: colénia.
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