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RESUMO

A Tetragonisca angustula ¢ uma das abelhas sem ferrdo mais comum da regido
neotropical sendo um importante agente polinizador. Neste trabalho, foram utilizados
marcadores RAPD para avaliar a estrutura genética em cinco populagdes (14 colonias)
dessas abelhas. Foram utilizados 12 primers que reproduziram 171 fragmentos dos
quais 150 foram polimérficos (87,72%). A estimativa da diversidade genética pelo
indice de Shannon foi de 0,3929 (+ 0,2329). O fluxo génico (Nm) observado foi de
1,4474 e o valor de Ggr foi 0,2568. Com os valores de distancia genética, foi verificado
um isolamento entre as populacdes do Noroeste do Parand (Maringd e Cianorte) da
populagdo de Junqueiropolis (SP). Foram identificados seis marcadores que
diferenciaram as populagdes de T. angustula do Estado de Sdo Paulo e Parana, no

entanto, esses marcadores nao conseguiram separar as T. a. angustula e T. a. fiebrigi.



ABSTRACT

Molecular Polymorphism in Populations of the Tetragonisca angustula Latreille
(Apidae; Trigonini). Tetragonisca angustula is one of the commonest neo-tropical
stingless bees and an important pollinator agent. For this project, RAPD markers were
used in order to estimate the genetic structure of five populations (14 colonies) of the
Tetragonisca angustula bees. Twelve primers that reproduced 171 fragments, of which
150 were polymorphic (87.72%), were used. The estimate of gene diversity with the
Shannon’s index was of 0.3929 (£ 0.2329). The gene flow (Nm) was of 1.4474 and the
Ggt value was of 0.2568. Isolation was verified along with the values of the genetic
distance among the populations from the Northwest of Parana state (Maringd and
Cianorte) and from the Sao Paulo state (Junqueirdpolis). Six markers that differentiated
the populations of the T. angustula from the Sao Paulo state and Parana state, were
identified; however those markers were not able to separate the subspecies T. a.

angustula and T. a. fiebrigi.



I - INTRODUCAO

A abelha Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) (Hymenoptera; Meliponinae,
Trigonini), popularmente conhecida no Brasil como jatai, ¢ uma das abelhas sem ferrdo
mais comum da regido neotropical, distribuindo-se desde a Argentina até o México e em
todo o territério brasileiro.

Sdo conhecidas duas subespécies de T. angustula que podem ser separadas
morfologicamente pela coloragdo do mesepisterno: T. angustula angustula (Latreille,
1811), com o mesepisterno preto e T. angustula fiebrigi (Schwarz, 1938), com o
mesepisterno amarelo (Castanheira, 1995).

A jatai possui destacada importancia ecologica, por exercer fungdo na polinizacao
de intimeras espécies vegetais e também no setor econdmico, no qual ha grande procura
pelo seu mel e outros produtos.

A facilidade que a T. angustula tem para ocupar lugares variados para nidificagao,
adaptando-se as grandes cidades, influencia positivamente o sucesso evolutivo da
espécie (Castanheira, 1995).

No entanto, os meliponineos estdo sendo extintos devido as modificagdes nos
ecossistemas tropicais. A fragmentagao de areas de floresta pelo avanco da agricultura e
de outras atividades antrdpicas leva ao isolamento de subpopulacdes e,
conseqlientemente, a deriva genética e a endogamia (Nogueira-Neto, 2002), fatores que
podem ser fatais para essas espécies.

Existem algumas posi¢des discordantes sobre qual seria o tamanho sustentavel
das populacdes dessas abelhas, portanto, o conhecimento do grau de variabilidade
genética e freqiiéncias alélicas em determinadas espécies e populagdes de abelhas

indigenas torna-se essencial para o controle e preservacdo desses individuos,



especialmente, nas areas fragmentadas das florestas e nos melipondrios com poucas
coldnias.

Importantes pesquisas, envolvendo marcadores bioquimicos € moleculares, foram
realizadas em T. angustula com o interesse de analisar a estrutura genética de
populagdes dessa espécie. Foram realizados estudos utilizando sistemas protéicos como
enzima malica, esterases, fosfoglicomutase, glicerol-3-fosfato desidrogenase, isocitrato
desidrogenase, malato desidrogenase, hexoquinase, peptidases, superoxido desmutase e
proteinas totais (Falcdo e Contel, 1990, 1991; Machado e Contel, 1991; Cursino, 1993;
Castanheira, 1995; Silva et al., 2001a,b).

Oliveira et al. (2004), utilizando marcadores RAPD, determinaram a distancia
genética entre populagdes de T. angustula de 25 localidades em trés paises da América
Latina (Brasil, Argentina e Panam4). Baseados na distdncia genética, calculada pela
porcentagem de dissimilaridade (14%), os autores dividiram a populacdo de T.
angustula em dois grupos: grupo 1 (oriental), formado com a subespécie T. a. angustula
e grupo 2 (ocidental), formado com a T. a. fiebrigi. Dois primers utilizados nesta analise
geraram cinco fragmentos que foram utilizados como marcadores moleculares
especificos que permitiram diferenciar estas subespécies.

Viérias pesquisas aplicando marcadores RAPD vém sendo realizadas em abelhas.
Suazo et al., (1998) detectaram marcadores RAPD especificos que diferenciaram
abelhas africanas e européias (Apis mellifera L.). Waldschmidt et al. (2000) também
identificaram um marcador RAPD que diferenciou subespécies de Melipona
quadrifasciata. Vasconcelos (1998) utilizou marcador RAPD para determinar distancias
genéticas entre populagdes de Melipona rufiventris e separar as populagdes em grupos
distintos. Waldschmidt et al. (2002), usando estes mesmos marcadores, calcularam a
distancia genética entre colonias de Melipona quadrifasciata de varias regides
geograficas do Brasil.

Este trabalho teve como objetivo utilizar a técnica de PCR-RAPD para
quantificar a variabilidade genética em populagdes de Tetragonisca angustula e analisar
como esta variabilidade se distribui dentro e entre as populacdes. Essas andlises
poderdo, no futuro, contribuir para melhor compreensdo da estrutura genética de
populagcdes dessas abelhas. Essas informacdes serdo importantes para o controle e
preservagdo desses individuos e também contribuirdo para um manejo adequado dos

meliponarios, buscando aumentar sua producao.



II. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  As Abelhas sem Ferrao

As abelhas sociais nativas do Brasil, conhecidas popularmente por abelhas
indigenas sem ferrdo, encontram-se reunidas na superfamilia Apoidea. Entre essas
abelhas, as pertencentes a subfamilia Meliponinae sdo as mais conhecidas, com mais de
200 espécies distintas (Nogueira-Neto, 1970). No entanto, esse nimero pode estar sendo
subestimado devido ao grande nimero de espécies cripticas (Michener, 2000).

De acordo com Camargo e Menezes-Pedro (1992), os meliponineos tiveram
origem na parte oeste do continente Gondwana, hipétese que, segundo os autores, ¢
sustentada pelos registros fosseis e pela biogeografia. A distribuicdo geografica e o
registro fossil também indicam uma maior antiguidade dos Meliponinae comparados
com as subfamilias Apinae, Bombinae e Euglossinae e sugerem uma origem
independente ou uma divergéncia precoce do tronco evolutivo de outros Apidae
(Camargo e Menezes-Pedro, 1992).

As abelhas sem ferrdo provém evolutivamente de um grupo de vespas que
deixaram de transmitir caracteres genéticos para a formacdo do ferrdo a seus
descendentes (Alonso, 1998).

Os meliponineos ocupam grande parte das regides de clima tropical e temperado
subtropical do planeta (Nogueira-Neto, 1997). Ao sul, sua distribuicdo chega até 35°S
na Austrilia e América do Sul; até 28°S na Africa; e ao norte, o limite de sua
distribui¢do alcanca o Tropico de Cancer (Michener, 2000). No Brasil, o limite ao sul
esta no estado do Rio Grande do Sul, nas proximidades da fronteira com o Uruguai
(Nogueira-Neto, 1997). No entanto, a maior abundancia e diversidade dessas abelhas

ocorrem nos neotropicos (Camargo e Menezes-Pedro, 1992).



O Brasil ¢ um dos principais locais de ocorréncia dos meliponineos, sendo esses
de grande importancia para a ecologia de diversos ecossistemas, por exemplo, a
polinizacdo de grande parte da Mata Atlantica (Kerr et al., 1996).

Segundo Moure (1961) podemos considerar duas tribos na subfamilia
Meliponinae: Meliponini e Trigonini. Os Meliponini se caracterizam por nao
construirem células reais, dessa forma, rainhas, operarias e machos nascem e se
desenvolvem até o estagio adulto em células de cria de igual tamanho. Os Trigonini
constituem um grupo muito diversificado, com dezenas de géneros e constroem quase
sempre células reais, maiores que as outras, de onde emergem as futuras rainhas

(Nogueira-Neto, 1997).

2.1.1. A espécie Tetragonisca angustula

A abelha Tetragonisca angustula (Latreille, 1811), pertencente a tribo Trigonini,
¢ popularmente conhecida no Brasil como jatai. Sao conhecidas duas subespécies de T.
angustula que podem ser separadas morfologicamente pela coloragdo do mesepisterno
(Figura 1): T. angustula angustula (Latreille, 1811) com o mesepisterno preto ¢ T.

angustula fiebrigi (Schwarz, 1938) com o mesepisterno amarelo (Castanheira, 1995).

FIGURA 1. Vista lateral de torax de Tetragonisca angustula (jatai). A: Mesepisterno
preto de T. a. angustula Latreille. B: Mesepisterno amarelo de T. a. fiebrigi Schwarz.
(Fotos de Eliana B. Castanheira).



De acordo com Nogueira-Neto (1970) a subespécie T. a. angustula ¢ distribuida
do México a Argentina, ndo sendo observada na Cordilheira dos Andes, nas regides da
caatinga do nordeste brasileiro e algumas regides da Amazonia, enquanto a T. a. fiebrigi
¢ restrita a regides do sudeste brasileiro (Vale do Rio Parana no estado de Sao Paulo,
parte do estado do Parana e Santa Catarina), e também na Argentina e Paraguai.

A jatai possui um nicho ecoldgico muito peculiar e convive bem nas Américas
com muitos meliponineos e com abelhas de outros grupos (Nogueira-Neto, 2001). Esta
abelha nidifica em cavidades de troncos vivos ou mortos, em paredes, no chdo e em
tubulagdes, sendo uma espécie que se adapta as diferentes condigdes de nidificacao,
ocorrendo freqiientemente em areas antropicas (Freitas e Soares, 2004).

A facilidade que a T. angustula tem para ocupar lugares variados para nidificagdo,
adaptando-se as grandes cidades, influencia positivamente o sucesso evolutivo da
espécie, mesmo com os grandes desmatamentos e as queimadas constantes nas florestas
naturais do Brasil (Castanheira, 1995).

O enxame da T. angustula ¢ constituido por uma rainha, responsavel pelo
desenvolvimento da colonia, realizando uma postura de até 50 ovos por dia na época de
boa florada, zangdes que tém a fungdo de fecundar a rainha na época de procriacdo e
pelas operarias que realizam todo o trabalho da colonia, semelhante as abelhas Apis
mellifera (Paty, 2003). As operarias de T. angustula em um enxame forte chegam ao
numero de 5.000 (Nogueira-Neto, 1951).

A entrada do ninho da maioria das espécies dos meliponineos ¢, geralmente,
guardada por abelhas que atacam os inimigos que tentam invadi-la, especialmente
abelhas de outras colonias e formigas (Kerr, 1996). Estudos relativos ao seu
comportamento de defesa demonstram que sdo capazes de defender suas colonias
fechando a entrada do ninho quando s3o atacadas por outros insetos e, mesmo
possuindo ferrdo atrofiado, podem atacar os invasores com as mandibulas, enrolando-se
nos pélos, envolvendo-os com geopropolis ou penetrando em orificios dos inimigos de
maior porte (Nogueira-Neto, 1997).

A arquitetura e organizacdo do ninho da T. angustula sdo marcados por
caracteristicas peculiares. A entrada do ninho ¢ caracterizada por um tubo de cerume
marrom-amarelado com a extremidade com bordas mais estreitas de cera mais clara
(Freitas e Soares, 2004). A jatai possui favos horizontais e apresentam um involucro de
ceramen formado por varias lamelas, que tem fung¢do termorreguladora (Campos, 1980).

Nestas abelhas, ¢ comum encontrar depositos de propolis dentro da coldnia, que sdo



utilizados, juntamente com a cera, para fechar buracos e para construir as paredes das
células do ninho onde ficam os ovos e os potes de alimento (Kerr, 1996).

A biologia, comportamento, aspectos morfologicos e bioquimicos de T. angustula
tém sido estudados desde o inicio do século vinte (Oliveira et al., 2004). Os estudos
com a abelha T. angustula se tornam importantes por existirem aspectos dessa abelha
que interessam ndo somente a ciéncia, mas a economia e a sociedade em geral. Segundo
Kerr et al. (1994) as abelhas sem ferrdo sao responsaveis, conforme o ecossistema, por
40 a 90% da polinizagdo de plantas nativas.

A jatai possui destacada importancia ecologica, por exercer importante papel na
polinizacdo de inimeras espécies vegetais € também no setor econdmico, no qual ha
grande procura pelo seu mel e outros produtos.

Imperatriz-Fonseca et al. (1984) coletaram amostras de mel e poélen de colonias
de T. a. angustula mantidas no campus da USP de Sao Paulo ¢ concluiram que estas
abelhas visitaram 180 espécies vegetais, pertencentes a 45 familias distintas, para a
coleta do alimento. Malagodi-Braga e Kleinert (2002) encontraram diferenca
significativa na produ¢do de morangos sob efeito da polinizagdo por jatai, apresentando
um aumento no niumero de 6vulos fecundados e frutos com maior peso.

Dentre os trigonineos, a jatai produz o mel de sabor mais apreciado (Freitas e
Soares, 2004) e considerado como tendo atribui¢des terapéuticas nos tratamentos de
oftalmias e moléstias dos pulmdes (Imperatriz-Fonseca et al., 1984). Em varias partes
do Brasil, o mel das abelhas sem ferrdo tem maior procura e preco mais alto em relagao
ao mel de Apis mellifera, por exemplo, na regiao de Minas Gerais, Sao Paulo ¢ Parana,
ha grande procura de mel de jatai e mandagaia (Melipona quadrifasciata) (Kerr et al.,
1994; Alonso, 1998). Camargo e Possey (1990) relataram que o mel e outros produtos
de T. angustula sdo de grande importancia social para os indios Kayapd que aproveitam
o mel, pélen e larvas para alimentacdo e medicina, € o cerume e as resinas para

confeccao de artefatos.

2.1.2. Estrutura de populacdo e conservagao dos meliponineos

Na maioria dos Hymenoptera, as fémeas originam-se de ovos fecundados e sao
diploides e os machos originam-se de ovos ndo fecundados e sdo haploides. Essa

constitui¢do genética haplodiploide teria a fungdo de reduzir a recombinagdo e o efeito



de dominancia, causando alteragcdes oscilatorias temporarias nas freqliéncias genéticas
entre os sexos (Machado, 1982). Segundo alguns autores, populagdes com sistema
haplodipldide teriam poucos locos polimoérficos por causa da sele¢do contra genes
recessivos deletérios expressos nos machos (Hartl, 1971, 1972; Kerr, 1976).

E discutido que diferentes fatores, além da haplodiploidia, podem determinar os
baixos niveis de variabilidade protéica observado em Hymenoptera, entre eles, a
ocorréncia de endogamia e o pequeno tamanho efetivo da populacdo, os quais estdo
relacionados com a estrutura social dos ninhos e a ocorréncia de afunilamentos
populacionais (Falcdo, 1984). O niimero minimo de individuos que se reproduziram
durante o periodo de estrangulamento demografico define a probabilidade de perda de
alelos por deriva genética, e os alelos perdidos s6 podem ser recuperados por mutagao
ou, a partir de outras populacdes, por imigracao (Robinson, 1998).

A fragmentacdo de arcas de floresta pelo avanco da agricultura e de outras
atividades antrdpicas leva ao isolamento de subpopulagdes de abelhas nativas e,
conseqlientemente, a deriva genética e a endogamia (Nogueira-Neto, 2002).

Segundo o principio da Deriva Genética (Wright, 1931) uma populagdo pequena
perde ao acaso genes alelos, tornando-se assim possuidora de poucos alelos diferentes
disponiveis. Essa situagdo faria com que tal populagdo possua apenas um nivel
relativamente baixo de variabilidade genética, o que pode ser muito prejudicial se as
condi¢des ambientais mudarem (Nogueira-Neto, 2000).

Quando uma populagdo ¢ iniciada por poucos individuos, a sua variabilidade
dependera da amostra de alelos trazida por estes fundadores (efeito fundador). O efeito
fundador e o efeito de estrangulamento demografico tém a mesma conseqiiéncia: a
reducdo da variabilidade genética e a formacdo de desequilibrio de ligacdo (Robinson,
1998).

Os meliponineos responsaveis pela polinizagdo de até 90% das espécies vegetais
nos tropicos (Kerr et al., 1994) estdo sendo extintos devido as modificagdes nos
ecossistemas tropicais, causadas pelo aumento da populagdo humana, que vém
modificando o ambiente e prejudicando a sobrevivéncia de outras espécies. Os
meliponineos ndo conseguem escapar das queimadas porque suas fémeas ndo podem
sair do ninho devido ao grande desenvolvimento de seu abdome (Kerr et al., 1994).

A destruic¢do indiscriminada de matas naturais e o extrativismo sem reposicao das
colonias na natureza estdo contribuindo para reducdo da diversidade das abelhas

eusociais e, conseqlientemente, afetando sua produgdo. A conseqiiéncia da reducao e



isolamento de seu habitat pode ser fatal para essas espécies, pois exigem a manutengao
de populagdes relativamente grandes, como protecdo dos efeitos da endogamia
resultante de seu mecanismo de determinagdo de sexo e castas (Page, 1991).

A determinagdo do sexo nas abelhas ocorre em duas fases: a primeira fase, poucas
horas ap6s a postura, na qual os ovarios ou os testiculos sao determinados, e a segunda
fase, ao final da fase de pré-pupa, que determina o fenotipo sexual de todos os discos
imaginais (Kerr, 1997). Os alelos X0 s3o os primeiros genes determinadores do sexo a
entrar em agdo. Quando esses alelos ocorrem em hemizigose, determinam o
desenvolvimento dos testiculos, resultando em machos férteis e, em heterozigose,
determinam o desenvolvimento dos ovarios nas fémeas. A ocorréncia de alelos X0 em
homozigose determina a formagdo de machos dipldides (estéreis) (Kerr e Vencovsky,
1982).

Quando ha produgdo de machos dipldides numa coldnia de meliponineo, a rainha
¢ eliminada pelas operarias e a colonia tende a morrer por falta de operarias e de rainha
(Kerr, 1997). Esta caracteristica ¢ resultante de cruzamentos consangiiineos e ocorre
com freqiiéncia nas pequenas reservas de matas primarias que sdo conservadas e nos
melipondrios com poucas colonias (Kerr et al., 1996). Portanto, a manutengdo de
populagdes pequenas de abelhas promove a diminui¢cdo do numero de alelos sexuais X0
induzindo a producao de machos dipldides (Kerr e Vencovsky, 1982).

Woyke (1980) constatou que, para uma populacdo de Apis mellifera manter um
nimero adequado de alelos X0, deve conservar um nimero minimo de seis alelos
sexuais. Para os meliponineos manterem seis alelos X0 a populagdao deve possuir pelo
menos 44 colonias em sua area de reproducdo (Kerr e Vencovsky, 1982). Segundo
Yokoyama e Nei (1979) se a populagdo for menor que 44 coldnias, serd eliminada entre
15 a 30 geracdes pela perda gradativa da variabilidade genética — “Efeito Yokoyama e
Nei”. Isto se justifica pela grande quantidade de machos diploides que sao produzidos
quando ha aumento de endogamia (Kerr et al., 1996).

No entanto, existem algumas posi¢des discordantes sobre qual seria o tamanho
sustentavel das populagdes de meliponineos, uma questdo muito importante em relagdo
aos fragmentos florestais e a meliponicultura. Nogueira-Neto (2000) obteve
experimentos de endocruzamento a partir de apenas duas ou trés coldnias iniciais. O
mesmo ocorreu com Scaptotrigona postica onde as colonias fundadoras foram cinco ou

seis ¢ a populagdo chegou a mais de 20 coldnias. O autor afirma que ndo seria possivel



alcancar os resultados que obteve se fosse realmente necessario ter um nimero minimo
de 44 coldnias para manutenc¢do da populacao.

Devido a essas opinides contraditérias sobre o nimero minimo de coldnias
necessarias para a manuten¢do de populacdes de meliponineos, torna-se essencial os
estudos da variabilidade genética dessas abelhas, principalmente nos meliponarios, para
um controle e preservacdo desses individuos, tdo importantes na polinizagdo em areas

naturais.

2.2.  Marcadores Moleculares

Até a década de 60, os estudos de polimorfismos nas populacdes eram realizados
com marcadores baseados nos fenotipos dos organismos (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
Entretanto, o pequeno nimero de variantes fenotipicas classificava as populagdes como
geneticamente homogéneas (Futuyma, 1992).

A revolugdo neste quadro teve inicio com o desenvolvimento de marcadores
isoenzimaticos. Em um dos primeiros estudos de variacdo genética, usando a técnica de
eletroforese de proteinas, foi observado que cerca de 30% dos locos em cinco
populagdes de Drosophila pseudoobscura eram polimoérficos (Lewontin e Hubby,
1966). A partir de entdo a técnica de eletroforese, desenvolvida por Smithies (1955), foi
amplamente usada em estudos populacionais para varios tipos de organismos, com a
finalidade de quantificar a variagdo genética em populagdes de um modo geral (Hunter
e Markert, 1957). No entanto, para alguns organismos, essa técnica nao ¢ a mais
apropriada por detectar pouca variabilidade, como por exemplo, em Hymenoptera
(Garnery et al., 1992).

Com o surgimento de técnicas modernas de biologia molecular, surgiram diversos
métodos de detecgdo de polimorfismo genético de DNA. Inicialmente, com o
desenvolvimento da técnica de RFLP (do inglés “Restriction Fragment Length
Polymorphism”) por Grodzicker et al. (1974), utilizando enzimas de restricdo de DNA,
surgiu um novo marcador amplamente utilizado em diversos tipos de estudos, inclusive
populacionais (Ferreira e Grattapaglia, 1998). A primeira metade da década de 80
assistiu ao desenvolvimento de um método de amplificacdo de seqliéncia de DNA que
revolucionou a analise genética nestes Ultimos anos: a reacdo de polimerase em cadeia

(PCR - Polymerase Chain Reaction) (Saiki et al., 1988).
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A técnica de PCR baseia-se na capacidade da enzima polimerase replicar
seqiiéncias de DNA em certas condig¢des laboratoriais a partir de um par de pequenos
fragmentos iniciadores da fita molde (primers) que flanqueiam a seqiiéncia que se
deseja amplificar. Através de variagdes alternadas e ciclicas de temperatura, permitem a
desnaturagdo, anelamento e extensdo de uma determinada seqiiéncia de DNA que ¢
amplificada, ciclo apds ciclo, em progressdo geométrica, o que torna possivel sua
visualizacdo em gel na forma de uma banda, apds a sua separagdo por eletroforese
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Posteriormente, o desenvolvimento da PCR levou a descrigdo de outras classes de
marcadores moleculares (RAPD, microssatélites, AFLP) que podem ser empregados em
varios tipos de estudos como de estrutura de populagdo, sistematica, relagdes evolutivas
entre organismos.

O interesse em marcadores se concentra em quantificar a variabilidade genética,
descrever como esta se distribui entre e dentro de populacdes e como pode ser
manipulada (Robinson, 1998). A variabilidade contida na amostra a ser analisada
dependera do polimorfismo e da estrutura genética que existiam nessa populagdo
(Machado, 1982).

O uso de marcador molecular tem sido bastante empregado nos estudos de
variabilidade, sendo capaz de detectar numerosos polimorfismos (Waldschimidt et al.,

2002).

2.2.1. A técnica RAPD

No inicio da década de 90, foi desenvolvida um marcador baseado em PCR, que
foi denominado de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al.,
1990) que descreveu a técnica no contexto da analise mendeliana.

A tecnologia de PCR-RAPD, que utiliza primers de seqiiéncia arbitraria, abriu
uma nova perspectiva para a analise gendmica de individuos e populagdes, eliminando a
necessidade do conhecimento prévio das seqiiéncias de nucleotideos que flanqueiam a
seqiiéncia de DNA de interesse (Suazo et al., 1998).

Para que ocorra a amplificagdo de um fragmento de RAPD no genoma analisado,
duas seqiliéncias de DNA complementares devem estar adjacentes e em dire¢do oposta

para permitir a amplificacdo exponencial do segmento de DNA pela DNA polimerase.
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Cada primer arbitrario de 10 pares de bases dirige a sintese de varios segmentos de
DNA simultaneamente em diversos pontos do genoma, resultando, assim, em vdrias
bandas no gel (Ferreira e Grattapaglia, 1998). O polimorfismo genético detectado pelos
marcadores RAPD ¢ de natureza binaria, isto ¢, o segmento amplificado estd presente
ou ausente (Reginato, 2001).

Esta técnica ¢ capaz de extrair consideravel informagao relativa a variabilidade da
seqiiéncia de nucleotideos no genoma (Borowsky, 2001). O polimorfismo ocorre devido
a diferencas no DNA (trocas, delecdes e inser¢oes de nucleotideos), nos sitios de
anelamento do primer ou entre eles, que podem prevenir a amplificagdo do DNA por
falta de complementaridade, ou pela distancia demasiadamente grande entre os sitios de
amplificagdo nas duas fitas de DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Uma caracteristica fundamental dos marcadores RAPD ¢ o fato deles se
comportarem como marcadores genéticos dominantes, nos quais ndo ¢ possivel
distinguir um individuo heterozigoto para determinado loco de um individuo
homozigoto (Pérez et al., 1998). Dessa forma, o genotipo homozigoto recessivo (aa) é
identificado pela auséncia de banda no gel e os gendtipos homozigoto dominante (AA)
e heterozigoto (Aa) sdo colocados juntos na mesma classe fenotipica, presenga de banda
no gel (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Estas qualidades, naturalmente, podem limitar a
utilizagdo de RAPD para certos tipos de andlise como, por exemplo para andlises
filogenéticas, determinacdo de paternidade, mapeamentos comparativos (Pérez et al.,
1998).

Marcadores RAPD, em geral, apresentam um bom contetdo informativo, isto &,
amostram o genoma em varios locos ao mesmo tempo, identificam um bom numero de
locos polimorficos por reagdo, embora discriminem um baixo niimero de alelos por loco
(dois alelos, amplificado e ndo-amplificado) (Borowsky, 2001).

O interesse em utilizar marcadores RAPD estd na sua rapidez, baixo custo,
simplicidade técnica, por ser altamente acessivel e por ndo necessitar de conhecimento
prévio do genoma a ser analisado (Harry et al., 1998). Além disso, esta técnica pode ser
aplicada quando pequenas quantidades de DNA estao disponiveis (Rabouam et al.,
1999) permitindo, dessa maneira, a analise individual de pequenos animais como 0s
insetos. Outra importincia a ser considerada ¢ que o RAPD ocorre em seqiiéncias
repetitivas do genoma, revelando altos niveis de polimorfismo genético (Harry et al.,

1998).
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Entretanto, como para qualquer outro marcador genético, o RAPD possui
algumas limitacdes. A reprodutibilidade dos fragmentos de RAPD tem mostrado grande
sensibilidade a pequenas modificacdes nos componentes da reagdo, como o tipo de
polimerase usada, concentracdo do DNA molde, concentragdo do cloreto de magnésio e
temperaturas da amplifica¢ao (Pérez et al., 1998). Para assegurar a reprodutibilidade dos
resultados, € necessario que a padronizacdo da reagdo seja rigorosamente determinada e
que seja utilizado um método de separagao dos fragmentos de alta resolucao.

Os marcadores RAPD s3o muito usados para estudos populacionais de
variabilidade genética e distancia genética (Landry et al., 1993; Lou et al., 1998; Suazo
et al., 1998; Vasconcelos, 1998; Waldschmidt et al., 2000, 2001; Oliveira et al., 2004;
Suzuki et al., 2004). Estes marcadores também podem ser usados para estudos
geograficos de zonas de hibridizacdo, na qual as populagdes diferem por poucas ou
varias caracteristicas, como resultado do intercruzamento entre populagdes distintas,

podendo fornecer informacgdes sobre o grau de introgressao génica (Futuyma, 1992).

2.2.2. Estudos com marcadores bioquimicos e moleculares em abelhas

Varias pesquisas envolvendo isoenzimas foram utilizadas inicialmente como
uma ferramenta de caracterizagdo de abelhas africanizadas e européias capaz de
estimar o “grau de africanizacdo” nas populacdes estabelecidas.

A partir dos anos 70 vdrios estudos foram realizados para determinar o
padrdo de isoenzimas em abelhas Apis mellifera, com o objetivo de quantificar a
variabilidade genética presente nestas espécies de forma a determinar os possiveis
efeitos do haplodiploidismo nos niveis de variagdo genética entre as abelhas e
também para a identificagdo de abelhas de origem européia, africanas ou
africanizadas por discriminagdo eletroforética (Badino et al., 1983; Del Lama et
al., 1985; Lobo et al., 1989).

Segundo Badino et al. (1983) mais de 30 enzimas foram analisadas em A.
mellifera correspondentes a 46 locos dos quais somente oito mostraram variagao
genética.

As novas técnicas de biologia molecular ganharam destaque a partir da

década de 90, por fornecerem maior nimero de marcadores do que os que estavam
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disponiveis. Com isso, acentuaram-se grandemente os estudos de sistematica,
transmissao genética e genética de populacdo em abelhas (Hall, 1991).

Virios estudos envolvendo DNA foram amplamente realizados em A.
mellifera (Moritz et al., 1986; Hall ¢ Muralidharan 1989; Smith et al., 1989; Arias
et al., 1990; Sheppard et al., 1991; Garnery et al., 1992; McMichael e Hall,1996;
Suazo et al., 1998, 2002).

Estes estudos bioquimicos e moleculares realizados em A. mellifera abriram um
grande campo de pesquisa para a avaliacdo de abelhas sem ferrdo, tornando possivel
obter informag¢des importantes sobre a estrutura populacional dessas abelhas ainda
pouco estudadas.

Varios estudos com marcadores bioquimicos foram realizados em Tetragonisca
angustula. Estes estudos envolveram sistemas protéicos como enzima malica, esterases,
fosfoglicomutase, glicerol-3-fosfato desidrogenase, isocitrato desidrogenase, malato
desidrogenase, hexoquinase, peptidases, proteinas totais e superoxido desmutase
(Falcao e Contel, 1990, 1991; Machado e Contel, 1991; Cursino, 1993; Castanheira,
1995). No entanto, foram encontrados marcadores polimoérficos para esterase, glicerol
3-fosfato desidrogenase, isocitrato desidrogenase, malato desidrogenase e hexoquinase.

Castanheira (1995) encontrou marcador genético (Hk88) para a subespécie T. a.
fiebrigi. Neste estudo, foram apresentadas evidéncias de que estava ocorrendo mistura
racial nesta subespécie. A freqiiéncia do alelo da hexoquinase Hk88 indicou que este
alelo se originou em populagdes de T. a. fiebrigi e foi introduzido em populagdes de T.
a. angustula por mistura racial.

Silva et al. (2001a) estimaram uma heterozigosidade média de 0,0971 para
isocitrato desidrogenase, malato desidrogenase e enzima malica em populagdes de T. a.
angustula da regido noroeste do Parana. Foi estimada por Silva et al. (2001b) a
heterozigosidade média de 0,1555 para os trés locos de esterases analisados em T.
angustula de Maringa ¢ Astorga.

O uso de marcador molecular tem sido bastante empregado nos estudos de
variabilidade em meliponineos (Waldschimidt et al., 2002). Vasconcelos (1998)
empregou marcadores RAPD para determinar distancias genéticas entre populacdes de
Melipona rufiventris e separar as populagdes em trés grupos distintos. Waldschmidt et
al. (2002), usando RAPD, calcularam distancia genética entre colonias de Melipona
quadrifasciata de varias regides geograficas do Brasil, demonstrando a variabilidade

genética entre as populagdes. Utilizando o mesmo marcador, Suzuki et al. (2004) e



14

Paula et al. (2004) analisaram a variabilidade e estrutura genética de populagdes de
Euglossa truncata e E. pleosticta, respectivamente.

Espécies de Melipona foram caracterizadas por analises de RFLP, buscando uma
melhor compreensao das relagdes entre esse grupo (Fernandes-Salomao et al., 2002).

No ano de 1998, foi realizado o primeiro trabalho empregando microssatélites em
abelhas da tribo Meliponini (Pérez et al., 1998) desenvolvendo primers para Melipona
bicolor. Green et al. (2001) também realizaram estudos para a obten¢ao de marcadores
microssatélites para Trigona carbonaria, uma abelha sem ferrdo da Australia.

Francisco (2002) caracterizou populagdes de abelha Plebeia remota de diferentes
localidades do Brasil utilizando dois marcadores moleculares, o DNA mitocondrial e
microssatélites, com o objetivo de detectar aspectos evolutivos como estruturacdo e
fluxo génico entre elas.

Oliveira et al. (2004), utilizando marcadores RAPD, determinaram a distancia
genética entre populagdes de T. angustula de 25 localidades em trés paises diferentes da
América Latina (Brasil, Argentina e Panamd). Baseados na distancia genética, calculada
pela porcentagem de dissimilaridade encontrada (14%), os autores dividiram a
populagdo de T. angustula em dois grupos: grupo 1 (oriental), formado com a
subespécie T. a. angustula e grupo 2 (ocidental), formado com a T. a. fiebrigi. Dois
primers utilizados nesta analise geraram cinco fragmentos que foram utilizados como
marcadores moleculares especificos, permitindo diferenciar estas subespécies.

Com a realizag@o de mais estudos, utilizando marcadores RAPD em T. angustula,
¢ esperado que se obtenha mais informacgdes sobre o nivel de polimorfismo permitindo,
assim, realizar uma estimativa do grau de diversidade genética dessas abelhas. Os
resultados obtidos poderdo ser utilizados como diagnostico da variabilidade genética
dessa espécie, importante para entender a distribuicdo e as inter-relacdes entre as

diferentes populagdes dessas abelhas.
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Polimorfismo Molecular em Populagdes de Tetragonisca

angustula Latreille (Apidae; Trigonini)

RESUMO. A Tetragonisca angustula ¢ uma das abelhas sem ferrdo mais comum da
regido neotropical sendo um importante agente polinizador. Neste trabalho, foram
utilizados marcadores RAPD para avaliar a estrutura genética em cinco populacdes (14
colonias) dessas abelhas. Foram utilizados 12 primers que reproduziram 171 fragmentos
dos quais 150 foram polimorficos (87,72%). A estimativa da diversidade genética pelo
indice de Shannon foi de 0,3929 (+ 0,2329). O fluxo génico (Nm) observado foi de
1,4474 e o valor de Ggr foi 0,2568. Com os valores de distancia genética, foi verificado
um isolamento entre as populagdes do Noroeste do Parana (Maringd e Cianorte) da
populacdo do estado de Sao Paulo (Junqueirdpolis). Foram identificados seis
marcadores que diferenciaram as populagdes de T. angustula do Estado de Sao Paulo e
Parana, no entanto, esses marcadores ndo conseguiram separar as subespécies T. a.

angustula e T. a. fiebrigi.

Palavras-chave: Tetragonisca angustula, diversidade genética, marcador molecular, RAPD, genética de

populagdes.

ABSTRACT. Molecular Polymorphism in Populations of the Tetragonisca
angustula Latreille (Apidae; Trigonini). Tetragonisca angustula is one of the
commonest neo-tropical stingless bees and an important pollinator agent. For this
project, RAPD markers were used in order to estimate the genetic structure of five
populations (14 colonies) of the Tetragonisca angustula bees. Twelve primers that
reproduced 171 fragments, of which 150 were polymorphic (87.72%), were used. The
estimate of gene diversity with the Shannon’s index was of 0.3929 (£ 0.2329). The gene
flow (Nm) was of 1.4474 and the Ggsr value was of 0.2568. Isolation was verified along
with the values of the genetic distance among the populations from the Northwest of
Parana state (Maringa and Cianorte) and from the Sao Paulo state (Junqueiropolis). Six
markers that differentiated the populations of the T. angustula from the Sao Paulo state
and Parana state, were identified; however those markers were not able to separate the

subspecies T. a. angustula and T. a. fiebrigi.

Key words: Tetragonisca angustula, genetic divergence, molecular marker, RAPD, genetic population.
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INTRODUCAO

A abelha Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) (Hymenoptera; Meliponinae,
Trigonini), popularmente conhecida no Brasil como jatai, ¢ uma das abelhas sem ferrdo
mais comum da regido neotropical, distribuindo-se desde a Argentina até o México e em
todo o territério brasileiro.

Sao conhecidas duas subespécies de T. angustula que podem ser separadas
morfologicamente pela coloragdo do mesepisterno: T. angustula angustula (Latreille,
1811), com o mesepisterno preto e T. angustula fiebrigi (Schwarz, 1938), com o
mesepisterno amarelo (Castanheira, 1995).

A jatai possui destacada importancia ecologica, por exercer fungdo na polinizacao
de intimeras espécies vegetais e também no setor econdmico, no qual ha grande procura
pelo seu mel e outros produtos.

A facilidade que a T. angustula tem para ocupar lugares variados para nidificagao,
adaptando-se as grandes cidades, influencia positivamente o sucesso evolutivo da
espécie (Castanheira, 1995).

No entanto, os meliponineos estdo sendo extintos devido as modificagdes nos
ecossistemas tropicais. A fragmentagao de areas de floresta pelo avanco da agricultura e
de outras atividades antrdpicas leva ao isolamento de subpopulacdes e,
conseqlientemente, a deriva genética e a endogamia (Nogueira-Neto, 2002), fatores que
podem ser fatais para essas espécies.

Existem algumas posi¢des discordantes sobre qual seria o tamanho sustentavel
das populacdes dessas abelhas, portanto, o conhecimento do grau de variabilidade
genética e freqiiéncias alélicas em determinadas espécies e populagdes de abelhas
indigenas torna-se essencial para o controle e preservacdo desses individuos,
especialmente, nas areas fragmentadas das florestas e nos melipondrios com poucas
coldnias.

Importantes pesquisas, envolvendo marcadores bioquimicos € moleculares, foram
realizadas em T. angustula com o interesse de analisar a estrutura genética de
populagdes dessa espécie. Foram realizados estudos utilizando sistemas protéicos como
enzima malica, esterases, fosfoglicomutase, glicerol-3-fosfato desidrogenase, isocitrato
desidrogenase, malato desidrogenase, hexoquinase, peptidases, superoxido desmutase e
proteinas totais (Falcdo e Contel, 1990, 1991; Machado e Contel, 1991; Cursino, 1993;
Castanheira, 1995; Silva et al., 2001a,b).
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Oliveira et al. (2004), utilizando marcadores RAPD, determinaram a distancia
genética entre populagdes de T. angustula de 25 localidades em trés paises da América
Latina (Brasil, Argentina e Panam4). Baseados na distdncia genética, calculada pela
porcentagem de dissimilaridade (14%), os autores dividiram a populacdo de T.
angustula em dois grupos: grupo 1 (oriental), formado com a subespécie T. a. angustula
e grupo 2 (ocidental), formado com a T. a. fiebrigi. Dois primers utilizados nesta analise
geraram cinco fragmentos que foram utilizados como marcadores moleculares
especificos que permitiram diferenciar estas subespécies.

Virias pesquisas aplicando marcadores RAPD vém sendo realizadas em abelhas.
Suazo et al., (1998) detectaram marcadores RAPD especificos que diferenciaram
abelhas africanas e européias (Apis mellifera L.). Waldschmidt et al. (2000) também
identificaram um marcador RAPD que diferenciou subespécies de Melipona
quadrifasciata. Vasconcelos (1998) utilizou marcador RAPD para determinar distancias
genéticas entre populagdes de Melipona rufiventris e separar as populagdes em grupos
distintos. Waldschmidt et al. (2002), usando estes mesmos marcadores, calcularam a
distancia genética entre coldnias de Melipona quadrifasciata de varias regides
geograficas do Brasil.

Este trabalho teve como objetivo utilizar a técnica de PCR-RAPD para
quantificar a variabilidade genética em populagdes de Tetragonisca angustula e analisar
como esta variabilidade se distribui dentro e entre as populacdes. Essas andlises
poderdo, no futuro, contribuir para melhor compreensdo da estrutura genética de
populagdes dessas abelhas. Essas informacdes serdo importantes para o controle e
preservacdo desses individuos e também contribuirdo para um manejo adequado dos

meliponarios, buscando aumentar sua producao.

MATERIAL E METODOS
Coleta das abelhas

Foram coletados e analisados individuos adultos de Tetragonisca angustula,
provenientes de trés melipondrios localizados em Maringd — Fazenda Experimental de
Iguatemi, UEM (23° 25' 31" S, 51° 56' 19" O), Cianorte (23° 39' 48" S, 52°36' 18" O) e
Junqueirdpolis (21°30' 53" S, 51°26' 01" O). Os locais de coleta estao representados na
Figura 1.
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Nos melipondrios de Junqueirdpolis e Cianorte, foram realizadas coletas de
abelhas em cinco colonias e, em Maringa, foram amostradas quatro coldnias,
totalizando 14 coldonias. De cada caixa foram coletadas, de forma aleatoria, abelhas
operarias que revoavam na entrada do ninho.

O material coletado foi estocado em frascos fechados a —20°C, evitando-se a
estocagem do material por periodos prolongados.

Um individuo de cada coldnia foi enviado ao Dr. Jodo M. Franco de Camargo

(USP - Ribeirdo Preto) para identificacdo morfologica.

A
SP Legenda:
A A A Cianorte
A Maringa
PR A Junqueiropolis

FIGURA 1. Mapa dos estados do Parana e Sdo Paulo identificando os
locais de coleta das abelhas Tetragonisca angustula Latreille.

Isolamento do DNA

O DNA total foi extraido de cinco individuos de cada colonia, totalizando 70
individuos. As cabegas foram retiradas para evitar contaminagdo das extracdes com
produtos glandulares e com os pigmentos dos olhos; segundo Francisco (2002) tais
contaminantes poderiam interferir na PCR.

O método para extracdo do DNA total, descrito por Bardakci e Skibinski (1994),
foi adaptado para ser utilizado em T. angustula. O térax/abdome foi macerado em 500
uL do tampao de lise (50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 50 mM de EDTA pH 8,0, 100 mM
de NaCl e 1 % de SDS) e 5 uL de proteinase K (25 pg/uL). A purificagdo do DNA foi
realizada com solugdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e
cloroféormio:éalcool isoamilico (24:1). A precipitacdo dos acidos nucléicos foi feita
usando acetato de sddio (3 M) e etanol absoluto gelado na proporc¢ao de 0,25:2,5 em

relagdo ao volume do recuperado, permanecendo incubado a —20°C overnight. O DNA
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precipitado foi separado por centrifugacao a 10.300 x g por oito minutos. O DNA foi
ressuspendido em tampao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 Mm, pH 8,0) e tratado com
RNAse (10 pg/mL).

A integridade e quantificagdo do DNA foram avaliadas em gel de agarose 0,8%
com tampdo TAE 1X (Tris, Acido acético, EDTA, pH 8,0). A quantidade de DNA
presente em cada amostra foi estimada por meio de comparacdo com concentragdes
conhecidas e graduadas de DNA-padrao (phago A). Os géis foram corados com banho
de brometo de etidio (0,5 pug/mL) e as bandas de DNA visualizadas sob luz ultravioleta

e a imagem capturada por sistema da EDAS (Kodak 1 D Image Analysis 3.5).

Amplificacdo da reacdo PCR-RAPD, separacao e visualizacdo dos produtos

Para avaliar o genoma das populagdes de T. angustula, foram selecionados 12
primers da Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA (OPA-03, OPA-07, OPA-11,
OPA-13, OPB-10, OPC-06, OPL-11, OPM-03, OPM-07, OPP-02, OPP-07, OPP-11).

As condicoes de amplificacdo foram baseadas na metodologia descrita por
Williams et al. (1990). Para um volume de reagdo de 20 uL foi utilizado tampéo Tris-
KCI1 1X (Tris-HC1 20 mM pH 8,4 ¢ KCI 50 mM), 2,5 mM de MgCl,, 0,3 uM de primer,
0,1 mM de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), uma unidade de Tag DNA
Polimerase (Invitrogen), e 20 ng de DNA molde. As reacdes foram realizadas em um
termociclador “Eppendorf Mastercycler® Gradient”, programado para 45 ciclos, com
uma desnaturacdo inicial a 96°C por cinco minutos e uma extensao final a 72°C por sete
minutos. Cada ciclo consistiu de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 35°C e um minuto
a 72°C. Um controle negativo de reagdao (com auséncia de DNA molde) foi usado em
cada grupo de amplificagdes para identificar possiveis contaminagdes.

Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,7% a 60 volts
usando tampdo TBE 0,5X (Tris-borato, EDTA pH 8,0) e corados com banho de
brometo de etidio (0,5 pg/mL). Os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz
ultravioleta e a imagem capturada por sistema EDAS (Kodak 1 D Image Analysis 3.5).
Um marcador de peso molecular de DNA (DNA Ladder-Invitrogen) foi usado para
determinar o tamanho dos fragmentos gerados (100 pb a 12 kb).
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Analises dos dados

As analises dos dados moleculares envolveram a interpretacdo dos fragmentos
(bandas) de DNA gendmico obtidos. Os individuos foram comparados dentro e entre as
populagdes, sendo as comparagdes feitas pela presenca (1) ou auséncia (0) de
fragmentos de tamanhos moleculares idénticos (localizados no mesmo loco) para cada
individuo analisado.

A variabilidade genética, dentro e entre as populagdes, foi determinada pela
porcentagem de locos polimorficos. A diversidade genética das populagdes analisadas
foi calculada pelo indice de Shannon (I) (Lewontin, 1972). Também foram calculados
os valores de Gsr e o fluxo génico (Nm). Para o calculo dessas analises foi utilizado o
programa Popgene 1.31 (Yeh et al., 1999).

A matriz de similaridade foi submetida a uma analise de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average) para constru¢do de um
dendrograma (Dias, 1998), a fim de representar graficamente a distdncia genética das
populacdes analisadas. Para esta andlise foi utilizado o programa NTSYS 1.7
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) (Rohlf, 1989), baseado no
complemento aritmético do coeficiente de Jaccard e o programa Popgene 1.31 (Yeh et

al., 1999), baseado no complemento aritmético da distancia genética de Nei (1978).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a identificagdo das abelhas T. angustula L., baseada nas
caracteristicas morfoldgicas, foi possivel dividir a populagdo total em cinco
subpopulagdes (Tabela 1).

O ntmero de fragmentos (ou locos) amplificados com primers para RAPD
depende de fatores tais como tamanho e composi¢do do genoma e das condi¢des da

reacdo (Williams et al., 1990).
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TABELA 1. Identificagdo das populagdes de Tetragonisca angustula L., local de coleta
das amostras e identificagdes de subespécies baseadas nas caracteristicas morfologicas.

Identificacdo da N° da Origem das Identificacéo de
populacéo Colméia abelhas subespécie
Pop 1 01 Maringé T. a. fiebrigi
02 Maringa T. a. fiebrigi
22 Maringé T. a. fiebrigi
Pop 2 03 Maringa T. a. angustula
Pop 3 01 Junqueirdpolis T. a. angustula
02 Junqueirdpolis T. a. angustula
03 Junqueirdpolis T. a. angustula
04 Junqueirdpolis T. a. angustula
05 Junqueirdpolis T. a. angustula
Pop 4 03 Cianorte T. a. fiebrigi
04 Cianorte T. a. fiebrigi
05 Cianorte T. a. fiebrigi
Pop 5 07 Cianorte T. a. angustula
02 Cianorte T. a. angustula

Todos os primers selecionados produziram diferentes padroes de fragmentos
RAPD. A Tabela 2 apresenta a seqiiéncia de nucleotideos dos 12 primers selecionados,
o nimero de fragmentos total e polimorficos e o tamanho dos fragmentos amplificados.
O numero de fragmentos nitidos e reproduziveis gerados por primers em todas as
populagdes analisadas variaram de 8 a 17 fragmentos, uma média de 14,25 fragmentos
por primer, ¢ o tamanho dos produtos amplificados permaneceu entre 300 e 2900 pb.

Os 12 primers usados na reagdo PCR-RAPD em T. angustula produziram 171
fragmentos. Foi observado que, do numero total de fragmentos analisados, 150
apresentaram polimorfismo, correspondendo a 87,72%. Os valores do polimorfismo
encontrado dentro e entre as populacdes analisadas estdo apresentados na Tabela 3.

A populagdo 3, coletada em Junqueirdpolis (SP), apresentou maior propor¢ao de
locos polimorficos (74,27%), em relagdo as demais populacdes analisadas.

Waldschmidt et al. (2002), nos estudos com Melipona quadrifasciata, analisaram
251 fragmentos de RAPD reproduzidos por 29 primers e encontraram 112 fragmentos
polimérficos, correspondendo a 44,62%. Suzuki et al. (2004) utilizaram 12 primers
RAPD, para analise da estrutura genética em duas populagdes de Euglossa truncata, os
quais produziram 127 fragmentos que revelaram os seguintes valores de locos

polimorficos para as duas populagdes: 31,5% e 29,1%. Paula et al. (2004) nos estudos
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com E. pleosticta detectaram 165 fragmentos obtidos por 10 primers RAPD, sendo 109
polimdrficos (66,06%). O resultado obtido revelou um alto grau de polimorfismo em T.

angustula, superior aos valores encontrados para outras espécies de abelha sem ferrdo.

TABELA 2. Primers, seqiiéncias de nucleotideos, tamanho e numero, total e
polimorficos, dos fragmentos amplificados pela reagdo PCR-RAPD em populagdes de
Tetragonisca angustula L.

Primer Sequéncia de Tamanho dos N° de N° fragmentos
nucleotideos fragmentos (pb) fragmentos polimorficos

OPA-03  5-AGTCAGCCAC-3' 500-2400 16 15
OPA-07  5-GAAACGGGTG-3' 350-2100 13 12
OPA-11  5-CAATCGCCGT-3' 300-1750 13 11
OPA-13 5'-CAGCACCCAC-3' 400-2000 16 15
OPB-10  5’-CTGCTGGGAC-3 400-2500 15 13
OPC-06 5'-GAACGGACTC-3' 400-1900 15 13
OPL-11 5'-ACGATGAGCC-3' 420-1800 13 13
OPM-03  5-GGGGGATGAG-3' 460-2400 11 08
OPM-07  5-CCGTGACTCA-3' 320-1200 08 07
OPP-02 5'-TCGGCACGCA-3' 400-2900 17 14
OPP-07 5'-GTCCATGCCA-3' 400-2100 17 15
OPP-11 5'-AACGCGTCGG-3' 450-2000 17 14
Total 171 150

TABELA 3. Numero total e propor¢ao de fragmentos polimorficos encontrados
nas cinco populag¢des de Tetragonisca angustula L. obtidos por PCR-RAPD.

Identificacdo da  Individuos N° locos Locos
populacéo analisados  polimdrficos  polimdrficos (%)
Pop 1 15 93 54,39
Pop 2 05 42 24,56
Pop 3 25 127 74,27
Pop 4 15 93 54,39
Pop 5 10 88 51,46
Total 70 150 87,72

A estimativa da diversidade genética pelo indice de Shannon foi de 0,3929 (+
0,2329) considerando todos os individuos analisados. O maior valor encontrado foi para
a populacdo 3 (0,3666 = 0,2669). Os valores obtidos por este indice de diversidade esta

apresentado na Tabela 4.
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Tanto em numero de locos polimodrficos, quanto em relagdo ao indice de
Shannon, (I) a populacdo de Junqueirdpolis apresentou valores maiores em relacdo as

populacdes de Maringé e Cianorte.

TABELA 4. indice de Shannon (I) calculado pelo programa Popgene 1.31 para
as populagdes de Tetragonisca angustula coletadas em Maringd, Cianorte e

Junqueiropolis.

Populacdo Indice de Shannon (1) Desvio-padrao
Pop 1 0,2674 +0,2778
Pop 2 0,1349 +0,2469
Pop 3 0,3666 +0,2669
Pop 4 0,2674 +0,2814
Pop 5 0,2550 +0,2795
Total 0,3922 +0,2329

O fluxo génico (Nm) para todas as populagdes analisadas foi de 1,4474 e o valor
de Ggr foi de 0,2568. A Tabela 5 apresenta uma matriz com os valores do Nm e Gsr ,
agrupando as populagdes duas a duas. O maior valor de Nm (6,3135) foi obtido entre
Pop 1 ¢ Pop 4 que correspondem T. a. fiebrigi de Maringa e Cianorte, mostrando que
essas duas populagdes estio em contato (Tabela 5). O menor valor de Nm foi 1,0508
obtido entre as Pop 2 e Pop 3 (T. a. angustula de Maringa e Junqueiropolis).

De maneira geral, os valores de fluxo génico (Nm) podem ser considerados baixos
quando comparados com outras espécies de animais. Suzuki et al. (2004) encontraram
um valor de Nm de 8,55 entre duas populagdes de Euglossa truncata. Paula et al.
(2004), nos estudos com E. pleosticta, encontraram valores de Nm que variou entre 4,77
a7,74.

Esses resultados permitem sugerir que pode estar ocorrendo endocruzamento
entre as abelhas jatai analisadas. Essa reducdo de fluxo génico pode ser resultado da
fragmentacdo das matas na regido noroeste do Parand. Apesar do pouco tempo (em
torno de 50 anos) decorrido desde a derrubada da cobertura natural, ¢ da alta
variabilidade genética observada, esses resultados sugerem que, em longo prazo, podera
ocorrer uma reducao no grau de polimorfismo desses insetos, decorrendo em alteragdes
importantes na sua estrutura de populagdo. A reducdo das populagdes destes insetos
poderd reduzir a polinizagdo de plantas em mata natural e em culturas regionais,

diminuindo as populagdes e a produgao respectivamente.
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TABELA 5. Valores do fluxo génico (Nm) e Ggr obtidos pelo programa
Popgene 1.31 para as cinco populagdes de Tetragonisca angustula L.

Pop/ID 1 2 3 4 5
1 0,0000 0,1785 0,2049 0,0734 0,0829
2 2,3011 0,0000 0,3224 0,1768 0,2003
3 1,9401 1,0508 0,0000 0,1813 0,2096
4 6,3135 2,3288 2,2576 0,0000 0,0802
B 5,5258 1,9960 1,8849 5,7317 0,0000

* Os valores de Ggr estdo representados acima da diagonal e do fluxo
génico (Nm) abaixo da diagonal.

Nm = 0.5(1 - Gst)/Gst

Os valores da distancia genética de Nei (1978), entre as cinco populacdes
analisadas, estdo apresentados na Tabela 6. A populacdo de Junqueir6polis (Pop 3, T. a.
angustula) apresentou as maiores distancias genéticas, indicando o isolamento dessa

populagdo em relagao as demais populagdes do Parana.

TABELA 6. Valores da Identidade Genética e Distancia Genética de Nei
(1978) obtidos pelo programa Popgene 1.31 para as cinco populagdes de
Tetragonisca angustula L.

Pop/ID 1 2 3 4 5
1 0,0000 0,9428 0,8701 0,9732 0,9712
2 0,0589 0,0000 0,8201 0,9434 0,9368
3 0,1391 0,1984 0,0000 0,8892 0,8716
4 0,0272 0,0582 0,1174 0,0000 0,9725
5 0,0292 0,0653 0,1374 0,0279 0,0000

* Os valores da Identidade Genética de Nei estdo representados acima da diagonal e
da Distancia Genética de Nei abaixo da diagonal.

O dendrograma (Figura 2) mostra que a Pop 3 forma um segundo grupo, se
separando das outras populagdes. As populagdes de T. a. angustula coletadas em
Cianorte e Maringd apresentaram pequena distancia genética, contudo parece nao estar
ocorrendo hibridizacao entre elas. Tal fato pode ser observado no dendrograma de
distancia genética que mostra a formagdo de uma subpopulagdo com as T. a. angustula
da Maringa (Figura 2).

Entre as duas populagdes de T. a. fiebrigi analisadas foram observadas as
menores distancias genéticas, apesar dessas duas populagdes estarem localizadas em
pontos diferentes (Pop 1 - Maringd e Pop 4 - Cianorte). O dendrograma baseado na

distancia genética de Nei (Figura 2) mostra que essas duas populacdes podem ser
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consideradas como unica. Esses achados indicam que, apesar da distancia, deve estar
ocorrendo hibridizacdo entre elas, como também foi observado pelo valor do fluxo
génico que foi o maior valor entre estas duas populagdes.

Os resultados obtidos permitem verificar um nitido isolamento entre as
populagdes do noroeste do Parana (Maringa e Cianorte) da populagao de Junqueirdpolis
(SP). Esses resultados permitem sugerir que as populagdes do Noroeste do Parana estao

se isolando, apresentando menores valores de polimorfismo que em outras localidades.

pop 1 (T. a. fiebrigi — Maring)

pop 4 (T. a. fiebrigi — Cianorte)

pop 5 (T. a. angustula — Cianorte)

pop 2 (T. a. angustula — Maringa)

pop 3 (T. a. angustula — Junqueir6polis)

0,20 0,10 0,00

FIGURA 2. Dendrograma baseado no complemento aritmético da distancia genética de
Nei (1978), obtido por marcadores RAPD. Os individuos das populagdes de Tetragonisca
angustula, coletadas em Maringa (pop 1 e pop 2), Junqueirdpolis (pop 3) e Cianorte (pop 4
e pop 5), foram agrupados pelo método UPGMA, utilizando o programa Popgene 1.31.

O dendrograma baseado no indice de similaridade de Jaccard (Figura 3) separou
as abelhas analisadas em dois grupos: as T. a. angustula, coletadas em Junqueirdpolis e
o segundo grupo com as T. a. angustula e T. a. fiebrigi, coletadas em Maringa ¢
Cianorte. Nessa analise, os primers utilizados nao diferenciaram as duas subespécies de
T. angustula do Parana (Figura 3).

As T. a. angustula de Maringa parecem estar mais isoladas e ndo haver contato
com a populagdo de Cianorte, enquanto as T. a. fiebrigi de Maringd conseguem
hibridizar com a populagdo de Cianorte (Figura 2, Tabela 6). Esses achados permitem
sugerir que a fragmentagdo de matas naturais e o crescimento das cidades estdo
interferindo na dindmica destas populacoes, dificultando o fluxo génico entre elas.
Portanto, apesar de ainda existir alto grau de polimorfismo entre essas populagdes, serd
necessario desenvolver métodos de manejo das abelhas e de manutencdo dos
fragmentos de mata para que essas abelhas possam continuar desempenhando de forma

adequada seu papel como polinizadores.
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FIGURA 3. Dendrograma baseado no complemento aritmético do coeficiente de
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70 T. a. angustula de Cianorte (C) e 51-65 T. a. fiebrigi de Cianorte (C). Os
individuos analisados foram agrupados pelo método UPGMA, utilizando o programa
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Marcadores de populagdo

De acordo com a Tabela 1, que apresenta a identificacio das abelhas
Tetragonisca por meio de marcadores morfologicos, podemos verificar que nas
populagdes de Maringa e Cianorte foram identificados mais ninhos de T. a. fiebrigi,
contudo por meio de RAPD, ndo foi possivel separar as duas subespécies (Figura 2).

Apesar do primer OPL-11 ter sido identificado por Oliveira et al. (2004) como
marcador molecular entre as duas subespécies de T. angustula, neste trabalho nao foi
possivel utilizd-lo com esta finalidade, no entanto, ele serviu como marcador para
separar as cinco populagdes avaliadas em dois grupos: Maringd, Cianorte e
Junqueirdpolis.

Além do marcador proposto por Oliveira et al. (2004), encontramos seis novos
marcadores (OPA-07, OPA-11, OPB-10, OPP-02, OPP-07 e OPP-11) que
possibilitaram diferenciar as populagdes de T. angustula dos Estados de Sao Paulo e
Parana.

O primer OPA-07 apresentou um fragmento com aproximadamente 2100 pb
presente somente na populagdo coletada em Junqueiropolis (T. a. angustula). Os
primers OPA-11, OPP-07 (Figura 4A) ¢ OPP-02 apresentaram regides informativas
com 700 e 1300 pb; 450 e 2100 pb; e 1100 pb respectivamente, para as populacdes de
Junqueirdpolis.

O primer OPB-10 apresentou um fragmento com aproximadamente 450 pb
caracteristico das popula¢des de Maringa ¢ Cianorte. O primer OPP-11 apresentou dois
fragmentos capazes de identificar as duas populagdes: o fragmento de aproximadamente
950 pb, caracteristico das popula¢des do Parana, e outro com 3000 pb caracteristico da
populacdo de Junqueirdpolis (Figura 4B).

O uso de marcador molecular RAPD foi eficiente para separar populacdes
diferentes, porém ndo conseguiu diferenciar as duas subespécies de T. angustula. A
utilizagdo desse marcador serd importante, pois contribui para o entendimento do grau
de variabilidade genética dentro e entre as populagdes dessas abelhas. As informagdes
obtidas, utilizando este marcador molecular, poderdo contribuir para o melhor
conhecimento da estrutura de populacdes das abelhas jatai e, futuramente, serem

utilizados como ferramenta para a sua manutengdo e/ou manejo.
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FIGURA 4. Perfis eletroforéticos de RAPD das populagdes de Tetragonisca
angustula, coletadas em Maringa (1 a 4), Junqueiropolis (5 a 8) e Cianorte (9 a 12).
(A) e (B) Fragmentos amplificados com o primer OPP-07 e OPP-11
respectivamente. M = Marcador de peso molecular de DNA (DNA Ladder-
Invitrogen). As setas indicam os marcadores encontrados para os grupos.
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CONCLUSOES

Foi observada alta variabilidade genética e baixo fluxo génico dentro e entre as
populagdes de T. a. angustula no noroeste do Parana. Ja nas T. a. fiebrigi, foram
detectados alta variabilidade genética e alto fluxo génico. Esses achados indicam que
esta ocorrendo hibridizacao entre as populagoes de T. a. fiebrigi.

A utilizagdo de RAPD foi eficiente em detectar novos marcadores moleculares
para populacdes de T. angustula, tendo sido encontrados seis marcadores.

A utilizagdo de RAPD nao permitiu identificar as T. a. angustula e T. a. fiebrigi.

Essas abelhas possuem Otimo material genético para sua manutengdo em

ambientes naturais e para seu posterior manejo e utilizagdo na meliponicultura.
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