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RESUMO

RAMOQOS, Josemar de Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto
de 2009.: Estrutura genética de Melipona capixaba Moure e Camargo,
1994 (Hymenoptera: Apidae). Orientadora: Téania Maria Fernandes
Salomdo. Co-orientadores: Lucio Antdénio de Oliveira Campos e Mara
Garcia Tavares.

A abelha indigena Melipona capixaba, popularmente conhecida como
"urugu preto" ou “urugu negra”, € endémica da regido serrana do Estado do
Espirito Santo, Brasil, e estd incluida, desde 2003, na lista de espécies
ameacadas do IBAMA, sendo o Unico inseto eussocial nesta lista. Com o
objetivo de caracterizar a diversidade genética e estrutura populacional dessa
abelha, foram realizados estudos com operaria de M. capixaba coletadas em
diversas localidades abrangendo os municipios de Afonso Claudio, Alfredo
Chaves, Conceicdo do Castelo, Domingos Martins, Marechal Floriano, Santa
Maria de Jetiba, Santa Tereza, Vargem Alta e Venda Nova do Imigrante.
Empregando primers especificos, o0 DNA total de 93 operarias de M. capixaba
foi utilizado para amplificar sequéncias completas da regiao ITS-1/5.8S/ITS-2
(ITS/5.8S) do rDNA nuclear e da regido tRNA™/COI/tRNA™L2 (tRNA/COI) do
mtDNA seguido pela digestdo com enzimas de restricdo e caracterizagdo dos
padrbes eletroforéticos de restricdo. Nenhum polimorfismo foi identificado na
regido ITS/5.8S sugerindo vulnerabilidade em termos de variabilidade genética
da espécie. Em contrapartida, 8 haplétipos mitocondriais tRNA/COI, embora
com pouca divergéncia entre eles, foram identificados. Haplo6tipos tRNA/COI
compartilhados entre grupos de amostras procedentes de diferentes
localidades foram observados. Uma possivel explicagcdo para este
compartilhamento de haploétipos € a pratica comum de transporte de col6nias
por meliponicultores na regido amostrada. Analises por AMOVA resultaram na
observacao de que esse transporte de coldnias pode estar contribuindo para a
diminuicdo da endogamia, e assim, favorecendo a preservacao da espécie. Os
valores de @gsr obtidos foram acima de 0,25 (0,41 e 0,36 antes e depois do
transporte de colbnias, respectivamente), sugerindo alta estruturacao
geografica da populacédo de M. capixaba analisada. A rede de haplétipos e as
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arvores UPGMA e Dollo Parcimbénia obtidas mostraram baixa divergéncia
genética entre os haplétipos identificados e a mesma divisdo de grupos de
haplétipos. Esforgos no sentido de conduzir o manejo e conservagédo de M.
capixaba devem ser efetuados visando elevar a populagdo em numero de
colénias, preservar a diversidade genética, reintroduzir colénias, da mesma
regido ou da regido mais préxima, em areas onde essa espécie foi extinta ou
esta drasticamente reduzida, bem como assegurar a integridade de toda sua
restrita area de ocorréncia que se encontra bastante degradada.
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ABSTRACT

RAMOS, Josemar de Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, august
of 2009.: Genetic structure of Melipona capixaba Moure e Camargo,
1994 (Hymenoptera: Apidae). Adviser: Tania Maria Fernandes Salomao.
Co-advisers: Lucio Anténio de Oliveira Campos and Mara Garcia Tavares.

The bee specie Melipona capixaba, popularly known as "urucu negra"
(black urugu), is endemic in the mountainous region of the State of Espirito
Santo, Brazil, and it is included since 2003 in the list of threatened species of
IBAMA, the only eusocial insect in this list. In order to characterize the genetic
diversity and populational structure of this bee, studies were performed with M.
capixaba worker collected at various locations, covering the municipalities of
Afonso Claudio, Alfredo Chaves, Conceicdo do Castelo, Domingos Martins,
Marechal Floriano, Santa Maria de Jetiba, Santa Teresa, Vargem Alta and
Venda Nova do Imigrante. Using specific primers, DNA of 93 M. capixaba
workers was used to amplify the complete sequences of the regions ITS-
1/5.8S/ITS-2 (ITS/5.85) of nuclear rDNA and tRNA™/COItRNA"L2
(tRNA/COI) of mtDNA followed by digestion with restriction enzymes and
characterization of the electrophoretic patterns of restriction. No polymorphism
was identified in ITS/5.8S region, suggesting vulnerability in terms of genetic
variability. In contrast, 8 mitochondrials tRNA/COI haplotypes, but with little
genetic difference between them, were identified. tRNA/COI haplotypes shared
among samples groups from different locations was observed. A possible
explanation for this haplotypes sharing is the common practice of transporting
colonies by beekeepers in the survey area. Analysis by AMOVA resulted in the
observation that these colonies transport may be contributing to the inbreeding
reduction, and thus favoring the species preservation. @sr values obtained were
above 0.25 (0.41 and 0.36 before and after colonies transportation,
respectively), suggesting high geographic structuring of the analyzed M.
capixaba population. The haplotypes network, UPGMA and Dollo Parsimony
trees obtained showed low genetic divergence between the identified
haplotypes and the same division of haplotypes groups. Efforts to lead the

management and conservation of M. capixaba must be made in order to



increase the population number of colonies, to preserve the genetic diversity,
reintroduce colonies of the same region or closest region in areas where this
species has become extinct or are dramatically reduced, and ensure the
integrity of all its restricted area of occurrence that is highly degraded.



1-INTRODUCAO

1.1 — Consideracoes Gerais

As abelhas e o vento sdo os vetores de pdlen mais importantes do
mundo (Michener, 2000). As abelhas asseguram a manutencdo do ciclo de
reproducdo sexuada de algumas plantas e, consequentemente, a
disponibilidade de alimento para outros animais. Assim, a extincdo de uma
espécie de abelha pode afetar uma ou mais espécies de plantas por ela
polinizadas, bem como de animais que dependem dessas plantas para se
alimentarem (Campos, 1998).

Segundo Moure et al. (2007), a Subfamilia Apinae inclui a Tribo
Meliponini que compreende 33 Géneros neotropicais (incluindo 1 extinto) e
centenas de espécies. As abelhas da Tribo Meliponini sdo popularmente
conhecidas como “abelhas indigenas sem ferrdao” por possuirem o ferrdo
atrofiado, o que as tornam incapazes de ferroar (Kerr e Lelo, 1962). Apesar do
ferrdao atrofiado as operarias sdo, geralmente, muito efetivas na defesa de seus
ninhos. Elas jogam o corpo, beliscam a pele, puxam pelos e fios de cabelo e,
como exemplo as espécies do género Oxytrigona popularmente conhecidas
como “cagafogo”, podem até ejetar um liquido caustico de suas mandibulas
que queima a pele (Wilson, 1971; Moure et al., 2007).

As abelhas da Tribo Meliponini estdo entre as mais diversas em termos
de morfologia e comportamento bioldégico dentre as abelhas eussociais
(Michener, 2000). Os meliponineos apresentam castas bem definidas, as quais
incluem a rainha, as operarias e o0 zangao (Giannini e Bego, 1988; Michener,
2000). A divisdo de trabalho €, também, claramente definida e as diferentes
tarefas realizadas pelas operarias sdo executadas em uma ordem especifica,
variando de acordo com a idade ou estagio fisioldgico da mesma. Entre outras
tarefas desempenhadas em uma colbnia pode-se citar a de operarias,
geralmente jovens, que alimentam a cria e sdo chamadas de nutridoras, e a de

operérias, geralmente mais velhas, que deixam o ninho para a coleta de



alimentos e sdo chamadas de forrageiras (Hebling et al., 1964; Wilson, 1971;
Michener, 1974).

Muitas espécies de meliponineos tém tido suas populacoes
grandemente reduzidas. A principal causa dessa reducao é a destruicao dos
ambientes naturais, pois, esses insetos formam um grupo isolado e
especializado, cujos individuos dependem das caracteristicas climaticas e
floristicas de suas regides de origem, bem como de substratos naturais para
nidificacdo. Essa destruicdo tem sido causada por desmatamentos, uso
indiscriminado de agrotoxico e pela acdo predatoria de meleiros, que derrubam
arvores para obter o mel, deixando o ninho aberto e exposto a acédo de
predadores (Kerr et al., 1999).

Dentre os meliponineos encontra-se Melipona (Michmelia) capixaba
Moure & Camargo, 1994, popularmente conhecida como “urugu preto”, ou
“urugu negra” e descoberta no sudeste do Brasil, em Domingos Martins no
Estado do Espirito Santo. Essa espécie foi incluida na lista de espécies
ameagadas de extingéo liberada pelo IBAMA em 2003, sendo o Unico inseto
social nesta lista. M. capixaba é considerada como “espécie vulneravel”, o que
significa que esta enfrenta risco de extingdo na natureza devido a redugéo,
maior ou igual a 50 % do tamanho da populacao, durante os ultimos 10 anos
ou trés geracoes, ou ao fato de sua populagao ter sido estimada em menos de
10.000 colénias.

As operarias de M. capixaba sao robustas, de tamanho relativamente
grande, comprimento total aproximado de 10,8 mm, distingue-se das outras
espécies do Género por apresentar cabeca e térax predominantemente
castanho-escuros, mesonoto negro, liso e brilhante com pilosidade fusca,
faixas pré-marginais dos tergos metassomaticos quase nulas e desenhos
amarelos no clipeo e paraoculares inferiores (Moure e Camargo, 1994). A
Figura 1 ilustra exemplares de M. capixaba.

A espécie M. capixaba parece estar restrita a formacdes florestais
localizadas na regido serrana do Estado do Espirito Santo em altitudes que
variam de 800 a 1200 metros. Sua area de ocorréncia natural abrange os
municipios de Afonso Claudio, Alfredo Chaves, Castelo, Conceicao do Castelo,
Domingos Martins, Marechal Floriano, Santa Maria de Jetiba, Santa Tereza,
Vargem Alta e Venda Nova do Imigrante.
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Figura 1 — Exemplares de Melipona capixaba.

A interagao de M. capixaba com vérias angiospermas da mata atlantica
e de cultivo é conhecida. Nascimento (1996) lista algumas dessas espécies,
sendo a “jabuticabeira” (Myrciaria cantiflora), o “coquinho” ou “palmito
vermelho” (Euterpe espiritosantense), o “araca” (Psidum sp.), o “milho” (Zea
mays) e o “eucalipto” (Eucalyptus sp.) visitadas por M. capixaba para
alimentacdo e a “canela” (Ocotea sp e Nectandra sp.), o “ip€” (Tabebuia
serratifolia) e o “Murici” (Byrsonima seriaceae) utilizadas tanto para alimentacao
quanto para nidificacdo. Recentemente, Resende et al. (2008) observaram,
com base em analise de polinarios presos ao escutelo de operarias coletadas
nos municipios de Conceicao do Castelo e Venda Nova do Imigrante, que M.

capixaba pode ser polinizadora de orquideas da Subtribo Maxillariinae.



O comportamento biolégico dos meliponineos é caracteristico. As
rainhas de meliponineos, ao contrario de Apis que é fecundada em média por
17 machos durante o véo nupcial, geralmente acasalam-se somente com um
macho (Kerr, 1969). Em Meliponini, assim como na maioria dos Hymenoptera,
0s machos s&o haploides e as fémeas séo diploides. Porém alelos sexuais (x0)
em homozigose (xo'xo') induzem ao desenvolvimento de machos dipléides.
Assim, se uma rainha de Melipona portando alelos sexuais xo'xo* acasala-se
com um macho portador do alelo xo' ou xo0* 50 % de sua prole dipléide sera
composta por machos (Mackensen, 1951; Kerr, 1987; Nascimento, 1996).
Esses machos dipléides, geralmente, sao invidveis e depois que nascem sao
eliminados da col6nia pelas operarias que também matam a rainha (Camargo,
1977). Somente colbnias fortes sobrevivem a esse processo devastador.

Dessa forma, — considerando que em populagdes pequenas da maioria
dos animais, quanto menor a area de sua ocorréncia, maior é a possibilidade
de endogamia e menor é a variabilidade genética — a probabilidade de
diminuicdo da variabilidade genética e o risco de extincdo dos meliponineos
sdo ainda maiores. Além de a endogamia originar machos dipldides inviaveis
as colbnias, por possuirem rainhas fisogastricas (Wilson, 1971), ndo fogem do
local em que vivem, no caso de perturbacdes como o fogo ou desmatamento,
tornando-se extremamente suscetiveis a degradacao do ambiente.

Nascimento (1996) estimou o numero de alelos sexuais para a
populacdo de M. capixaba em Domingos Martins como sendo 24, e para
manter este nimero seria necessaria uma populagdo mininima viavel com
cerca de 1000 colbénias na mesma area. Para abrigar essa quantidade de
coldnias seriam necessarios cerca de 28,26 Km? de mata. Os fragmentos de
Mata Atlantica remanescentes na regido, entretanto, t&ém em média 12,56 Km?,
separadas por espacos de 2 a 11 km de campos ou culturas. Nesta mesma
regiao Melo (1996) observou a presenca de apenas 17 ninhos desta espécie,
sendo 12 localizados em uma fazenda, quatro em outra e um encontrado em
condicdes naturais.

Para o presente estudo, expedicdes foram realizadas abrangendo os
municipios de Afonso Claudio, Alfredo Chaves, Castelo, Conceicao do Castelo,
Domingos Martins, Marechal Floriano, Santa Teresa, Santa Maria de Jetiba,
Vargem Alta e Venda Nova do Imigrante, todos eles localizados na porcéo sul
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do Estado do Espirito Santo. Um total de 142 colénias de M. capixaba foram
amostradas sendo que apenas 9 delas encontravam-se em mata nativa. As
demais colbnias encontravam-se em criatérios caseiros.

Poucos estudos genéticos com M. capixaba foram reportados até o
momento. Nascimento et al. (2000) descreveram evidéncias de hibridizacao
entre M. capixaba e M. scutellaris (abelha comum na chapada Diamantina no
Estado da Bahia), sugerindo que essas duas espécies sido evolutivamente
muito relacionadas.

Benevenuto et al. (2008) utilizando marcadores microssatélites,
analisaram 24 col6énias de M. capixaba coletadas em localidades dos
municipios de Domingos Martins, Afonso Claudio, Venda Nova do Imigrante e
Conceicao do Castelo. Os resultados mostraram baixa estruturacao genética
da populacdo de M. capixaba analisada. Os autores ressaltaram necessidade
de estudo aprofundado analisando maior numero de coldnias.

Nogueira (2009) utilizou a técnica de ISSR para estudar 95 operarias de
M. capixaba (uma de cada colbnia) coletadas em 25 localidades do Estado do
Espirito Santo. Os resultados mostraram que a populacdo analisada
apresentava alta estruturacédo com alta similaridade genética entre colénias.

Os conhecimentos referentes a biologia e genética de M. capixaba ainda
Sa0 poucos e ja chamam a atengdo para o potencial risco de extincao dessa
abelha e, portanto, para a necessidade de elaboracdo de um plano de manejo
adequado para a espécie. Esse manejo deve envolver a conservagao e a
recuperacdo de habitats, a educacdo de meliponicultores e até mesmo a
reintroducao de colbnias em outras localidades para o aumento da populacao
efetiva e da variabilidade genética.

Para a elaboracao de um projeto de manejo e conservacao adequado
para M. capixaba é importante conhecer as caracteristicas fisicas especificas
da regido onde esta abelha ocorre, a disponibilidade de recursos no ambiente —
principalmente alimento, substratos para nidificacdo e materiais de construcéao
para o ninho — (Westrich, 1996), bem como a distribuicdo da variabilidade
genética existente na populagao e as necessidades especificas da espécie.

Ampliar os estudos genéticos com M. capixaba é, no momento,
necessario. Os conhecimentos adquiridos serdao importantes para o

estabelecimento de procedimentos que visem a manutencao do fluxo génico e
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da variabilidade genética da populacao, que sdo fundamentais na elaboracéao
de estratégias que objetivam a preservacdo e exploragdo racional dessa

espécie ameacada de extingao.

1.2 — Marcadores moleculares baseados em PCR-RFLP

Marcador molecular é definido como todo e qualquer fen6tipo molecular
oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de uma
sequéncia especifica de DNA correspondente a uma regido expressa ou nao.
Quando um marcador molecular tem um comportamento de acordo com as leis
de Mendel, ele é também definido como um marcador genético (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Existem diversas técnicas de biologia molecular que permitem a
obtencado de um grande numero de marcadores moleculares ao nivel de DNA.
Essas técnicas sdo capazes de cobrir todo o genoma do organismo e detectar
variabilidade genética (locos polimérficos), e assim, podem ser Uteis para as
mais diversas aplicacdes (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Uma das técnicas atualmente empregadas em estudos genéticos se
baseia na deteccdo de polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo
(RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism) utilizando enzimas de
restricdo. Esta metodologia foi inicialmente empregada para detectar
polimorfismo de comprimento de restricdo de DNA de virus (Grodzicker et al.,
1974). Posteriormente, outros pesquisadores propuseram a utilizacdo dessa
técnica para analise genémica, onde o DNA é submetido a restricdo por
endonucleases e em seguida hibridizado com sondas para a visualizacao de
fragmentos especificos (Botstein et al., 1980; Wyman e White, 1980). Com o
advento da técnica de amplificacido de fragmentos de DNA via reacdao em
cadeia da DNA polimerase (PCR) (Mullis e Foloona, 1987; Saiki et al., 1988)
passou-se a realizar RFLP diretamente sobre o produto da PCR (PCR-RFLP),
descartando a necessidade de utilizacdo de sondas se tornando uma técnica
relativamente rapida e eficiente.

Marcadores obtidos com base em RFLP possuem expressdo co-
dominante, ou seja, em cada loco estudado € possivel identificar genotipos
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heterozigotos e homozigotos (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Da mesma forma,
analise do DNA por PCR, seguido por digestdo com enzimas de restricdo para
determinacao do fenétipo (bandas no gel) também possibilita a identificacao
tanto de homozigotos quanto de heterozigotos (Fuijii et al., 1991; Bastos et al.,
1998).

O polimorfismo de restricdo pode ser ocasionado por mutagdes em
sequéncias especificas (sitios de restricdo), geralmente de quatro a oito pares
de bases, reconhecidas pelas endonucleases de restricdo ou pode ser causado
por insercdes, delecoes ou outros rearranjos (translocacdes, inversdées) em

regides flanqueadas pelos sitios de restricdo (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

1.3 — DNA ribossomal nuclear (rDNA) e mitocondrial (mtDNA) em estudos
genéticos

No DNA nuclear de eucariotos existem varias copias do gene codificador
para as subunidades 28S, 5.8S e 18S do rRNA. Esses genes nucleares sdo
compostos pelas regides conservadas 18S, 5.85 e 28S, regibes semi-
conservadas ETS (external transcribed spacer), 1TS-1 e ITS-2 (Internal
Transcribed Spacer 1 e 2) e pela regiao nao-conservada NTS (non-transcribed
spacer) (Figura 2) (Sheppard e McPheron, 1991; Lewin, 2000; Gorab, 2001).

As sequéncias que codificam o pre-rRNA encontram se organizadas em
blocos, conforme a Figura 2, repetidos em série, organizados em grupos e
ocorrem em numero variavel nos diversos organismos. Esse conjunto de genes
codificadores para pre-rBRNA é chamado de rDNA. Nos eucariotos superiores,
centenas de coOpias desses genes estao organizadas em uma ou mais regides
cromossbémicas, principalmente na regido nucleolar (Lewin, 2000; Gorab,
2001). As unidades individuais do rDNA nuclear ndo evoluem em total
independéncia uma da outra, um fenémeno que é também conhecido para
outros genes e chamado de evolugcdo em concerto. O numero elevado de
copias presentes nos grupos de genes pode refletir a necessidade de sintetizar
certos produtos génicos em grande quantidade, como € o caso do rRNA
(Nahum, 2001). Embora essas repeticbes de unidades individuais do rDNA

nuclear tenham evoluido juntas, alguns genomas contém uma consideravel
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diversidade dessas unidades individuais do rDNA nuclear que sao chamadas
de unidades paralogas (Buckler, 1997).

Os espacadores ITS do rDNA (ITS-1 e ITS-2), por serem muito variaveis
entre os diferentes organismos e consequentemente exibir grande
heterogeneidade (Yokota et al., 1989), sdo frequentemente utilizados para
estudos inter e intra-especifico.

Esses espacadores ITS sofrem pressdo seletiva menor do que as
regides codificadoras do RNA ribossémico (Shinohara e Lobuglio, 1999). A
pressao seletiva nos espacadores ITS € atribuida ao fato de que esses podem
ser necessarios para a manutencdo da estrutura secundéaria do pre-rRNA,
requerida para um processamento pos transcricional (Sande et al.,, 1992). A
excisao correta dos espacadores no processamento do pre-rBRNA é passo
fundamental na biogénese de uma unidade ribossomal ativa (Van Nues et al.,
1995; Oliverio et al., 2002).

NTS  ETS 185 ITS1 585 ITS-2 285 NTS

Figura 2 — Esquema de uma unidade individual do rDNA nuclear de Apidae. ITS-1 e
ITS-2: espacgadores internos transcritos 1 e 2. NTS: espacgador intergénico nao
transcrito. ETS: espagador externo transcrito. 18S, 5.8S e 28S: regides codificadoras
das subunidades do RNA ribossomal. ETS e NTS compbdem a regido espacgadora
intergénica (IGS - intergenic spacer), que é uma sequéncia de nucleotideos localizada
entre uma copia do gene e outra. Adaptado de Sheppard e McPheron (1991).

Outra caracteristica importante dos espacadores ITS, é que eles séo
flanqueados nas extremidades 5 e 3’ por regides conservadas que sao
codificadoras do rRNA (5.8S, 18S e 28S) possibilitando a utilizacao de primers
heter6logos para a amplificagcao desses espacadores via PCR.

O conteudo genético de uma célula eucaridtica ndo esta localizado
somente no nucleo. A mitocondria e o cloroplasto sdo organelas celulares que
também contém material genético. O DNA mitocondrial € compacto e codifica
para um pequeno numero de proteinas que sa&o necessarias para a
manutengdo da organela na célula e as regides nao codificadoras sdo raras
(Lewin, 2000; Alberts et. al, 2004).

O genoma mitocondrial nos organismos de diversos grupos taxonémicos

varia tanto em numero de pares de bases (pb) quanto na forma molecular



(linear e/ou circular) (Nosek e Tomaska, 2003). A maioria dos animais
apresenta mtDNA com tamanho variando de 13 kb a 22 kb e com cerca de 37
genes codificantes (Burger et al., 2003). Erros na replicacdo, altas
concentracoes de compostos de oxigénio na mitocondria capazes de danificar
o DNA e um sistema de reparo provavelmente ineficiente, podem ser causas
do acumulo de mutagdes no mtDNA. Suas caracteristicas peculiares tais como,
a heranga uniparental geralmente materna, auséncia de recombinacao e altas
taxas evolutivas quando comparado ao genoma nuclear, tornam o mtDNA uma
ferramenta importante no estudo das relacées genéticas (Wilson et al., 1985;
Hartl e Jones, 1998; Lewin, 2000; Calcagnotto, 2001).

Recentemente, esforcos despendidos visando sequenciar o genoma
mitocondrial de meliponineo resultou no sequenciamento de 14.422 pb, cerca
de 78 % do tamanho estimado do genoma mitocondrial de Melipona bicolor,
por Silvestre et al. (2008). A Figura 3 representa os genes e a ordem génica

identificada.

ND2 Col  COll ATPE/& COIl  ND3 ND5  ND4 ND4L NDE CytB  WD1 165 125

| i i L N - il L M il

Figura 3 — Esquema linear de cerca de 78 % do tamanho estimado do genoma
mitocondrial de Melipona bicolor. ND2: subunidade 2 da NADH desidrogenase. COl:
subunidade 1 do citocromo ¢ oxidase. COIl: subunidade 2 do citocromo c oxidase.
ATP8/6: subunidade 8 e 6 da ATP sintase. COIll: subunidade 3 do citocromo ¢
oxidase. ND3: subunidade 3 da NADH desidrogenase. ND5: subunidade 5 da NADH
desidrogenase. ND4: subunidade 4 da NADH desidrogenase. ND4L: cadeia leve da
subunidade 4 da NADH desidrogenase. ND6: subunidade 6 da NADH desidrogenase.
CytB: citocromo B. ND1: subunidade 1 da NADH desidrogenase. 16S: rDNA 16S. 12S:
rDNA 12S. As partes pontilhadas indicam as posi¢cdes dos genes de tRNA. A porcao
rachurada indica uma regido nao sequenciada. Adaptado de Silvestre et al. (2008).

Estudos populacionais e evolucionarios de abelhas tém aumentado nos
ultimos anos. Marcadores moleculares obtidos com base na andlise do rDNA
nuclear e do mtDNA tém sido muito Uteis nesses estudos.

Fernandes-Salomao et al. (2005) estudaram diferentes espécies de
Melipona com base em analise de sequéncias ITS-1 do rDNA nuclear.
Sequéncias ITS-1 completas foram obtidas para M. quadrifaciata, M.
mandacaia e M. scutellaris. A comparacado entre estas sequéncias mostrou
baixo nivel de divergéncia genética entre M. quadrifaciata e M. mandacaia e
alto nivel entre essas duas e M. scutellaris. Esses dados sustentam a hip6tese



de que M. quadrifaciata e M. mandacaia divergiram recentemente. Sequéncias
ITS-1 parciais de outras 5 espécies de Melipona também foram obtidas. Os
resultados da analise filogenética obtida com base na comparacao entre todas
estas sequéncias foram claramente concordantes com a classificagdo dessas
espécies baseada em caracteres morfoldégicos (Moure, 1992; Silveira et. al,
2002) nos Subgéneros Eomelita (M. bicolor e M. marginata), Michmelia (M.
rufiventris e M. scutellaris), Melipona (M. quadrifasciata e M. mandacaia) e
Melikerria (M. quinquefasciata e M. compressipes).

Embora o sequenciamento de DNA seja um método direto para a andlise
de diversidade genética entre organismos, variagcdes nas sequéncias de DNA
podem, também, ser identificadas indiretamente utilizando PCR-RFLP, que é
uma técnica simples, rapida, eficiente e de alta reprodutibilidade.

Francisco et al. (2001) utilizaram 17 enzimas de restricdo para
caracterizar, por RFLP, mtDNA total de 5 espécies de Plebeia. Trinta sitios de
restricdo espécie especificos foram identificados e foi demonstrada alta
variabilidade genética entre as espécies analisadas.

Fernandes-Salomao et al. (2002) realizaram estudo de caracterizacéao
genética comparando padrdes RFLP obtidos por analise da regiao COI/COII do
mtDNA e da regidao ITS-1 do rDNA nuclear de 16 espécies de Melipona
utilizando 8 enzimas de restricdo. Os autores detectaram alto nivel de
variabilidade genética interespecifica. No entanto, M. capixaba, M. scutellaris e
M. subnitida mostraram padrdes eletroforéticos RFLP idénticos nas duas
regidbes analisadas. O mesmo foi observado com M. quadrifasciata e M.
mandacaia. Os resultados foram compativeis com informacdes obtidas por
Rocha e Pompolo (1998) em estudo por comparacdo de cariétipo, da
composicao da cromatina (heterogénea ou homogenia) e do quantitativo de
heterocromatina de 23 espécies de meliponineos brasileiros.

O mtDNA de duas espécies de Partamona foi caracterizado por Brito e
Arias (2005) utilizando sequenciamento da regidao COI/COIll e analise por PCR-
RFLP de diversas regides do mtDNA utilizando 8 enzimas de restricdo. Os
resultados obtidos pelas duas metodologias foram concordantes. Os autores
sugeriram que a variabilidade encontrada pode ser utilizada para investigar
relagdes filogenéticas entre grupos de Partamona.
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Songram et al. (2006) estimaram a diversidade genética de Apis cerana
de diversas regides da Tailandia empregando PCR-RFLP da regido ATPase6-
ATPase8 do mtDNA utilizando 33 enzimas de restricdo. Dessas, 3 enzimas
foram polimérficas e evidenciaram 8 haplétipos. Os autores relataram alta
divergéncia genética entre os individuos de diferentes regides amostradas,
porém, dentro das regides a divergéncia entre os individuos foi baixa.

Taylor et al. (2006) analisaram sequéncias ITS-1 de individuos de 6
espécies de vespa do Género Spalangia (Hymenoptera: Pteromalidae),
coletadas na América do Norte, America do Sul, Europa e Asia, com o objetivo
de determinar relacdes filogenéticas entre populacdes do velho e do novo
mundo. O tamanho das sequéncias ITS-1 variou de 655 a 922 pb. Altos niveis
de variagao entre as sequéncias foram observados e analise da regido ITS-1
por PCR-RFP, utilizando as enzimas Msel e Taql, permitiu diferenciar todas as
espécies analisadas.

Com base em variagdes nas sequéncias do gene 16S do mtDNA
detectadas com andlises de restricdo, utilizando 6 enzimas de restricdo, Collet
et al. (2007) inferiram relagdes filogenéticas entre subespécies de abelhas
meliferas (A. mellifera mellifera, A. m. scutelata e A. m. ligustica) coletadas no
Brasil, no Uruguai, na Col6bmbia e na Venezuela. Trés padrdes PCR-RFLP, um
para cada subespécie, foram observados quando as enzimas Dral ou Vspl
foram utilizadas ou quando digestao dupla foi realizada utilizando as enzimas
Vspl e EcoRl.

Barni et al. (2007) analisaram Melipona rufiventris e Melipona mondury
com base em padrdes polimérficos de restricio de 9 regides mitocondriais
utilizando 4 enzimas de restricdo. As duas espécies foram discriminadas por 6
sitios de restricao espécie especificos. Os resultados foram concordantes com
os relatados por Melo (2003) que avaliou caracteres morfolégicos destas duas
espécies.

De La Rua et al. (2007b) analisaram, empregando a técnica PCR-RFLP,
a regiao ITS-2 de Melipona beecheii e M. yucatanica procedentes de diferentes
regibes do México. Os padroes de restricdo obtidos utilizando 12
endonucleases permitiram discriminar as duas espécies. Foi possivel, também,
discriminar trés ecotipos de M. beecheii associados com a distribuicdo

geografica e caracterizados com diferentes padrées RFLP ITS-2. Os resultados
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mostraram que o espacador ITS-2, neste caso, foi Util para discriminagao intra
e interpopulacional. Além disso, os resultados foram concordantes com a
diferenciacao entre estas duas espécies estimada por caracteres morfologicos
e por analise utilizando DNA mitocondrial e microssatélite proposta por
Quezada-Euan et al. (2007).

Batalha-Filho et al. (2009) analisaram, por PCR-RFLP da regido COI do
MiDNA, espécimes compreendendo duas subespécies de Melipona
quadrifasciata (M. q. quadrifasciata e M. q. anthidioides) coletadas em 198
localidades no Brasil. Dois padrées RFLP da regidao COIl, quando digerida com
as enzimas Hinfi ou Mbol, foram observados. Isso permitiu discriminar M. q.
quadrifasciata, que possui faixas tergais amarelas continuas e distribuicdo
geografica no Brasil que vai do Rio Grade do Sul a porcao sul de Sao Paulo, de
M. q. anthidioides, que possui faixas tergais amarelas descontinuas e
distribuicdo geografica que vai da porcao norte de Sdo Paulo ao norte da
Chapada da Diamantina na Bahia. Moretto e Arias (2005) também
diferenciaram essas duas subespécies com base em padroes RFLP utilizando
as enzimas Hinfl e Ndel e 9 regiées do mtDNA.

Como visto, informacdes obtidas por estudos com marcadores
moleculares sdo de grande importancia para o conhecimento da variabilidade e
da estrutura genética de populacbes de abelhas. O entendimento da
composicao genética de uma espécie e de como ela esta organizada no
ambiente estdo entre os principais focos da genética de conservacao sendo,
assim, Util para a elaboracdo de estratégias para evitar a perda de alelos e
diminuicdo da diversidade genética. E importante, também, entender como a
influéncia antropica (fragmentacdo ou degradacao de habitats) esta afetando
esta estruturacdo. Do ponto de vista genético, a fragmentacdo pode alterar o
fluxo génico entre populacées ou entre subpopulacées tornando-as mais
vulneraveis a processos de deriva genética e/ou endogamia. Sendo assim, a
obtencao de dados moleculares é fundamental, pois, eles sdo muito Uteis para
o desenvolvimento de estratégias efetivas que visem o manejo e a

conservacao da Melipona capixaba, espécie restrita e ameacgada de extingéao.
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2 - OBJETIVOS

Geral:

Ampliar os conhecimentos genéticos sobre M. capixaba e obter dados
moleculares que possam ser utilizados em futuros programas de manejo e
conservacgao desta espécie ameacada de extingao.

Especificos:

Estimar a diversidade genética e caracterizar a estrutura populacional de
M. capixaba;

Avaliar o impacto da translocacao de colénias de M. capixaba dentro da
regiao amostrada.
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3 — MATERIAL E METODOS

3.1 — Amostragem

A area de ocorréncia da M. capixaba, localizada na regiao serrana ao sul
do Estado do Espirito Santo abrangendo cerca de 2660 km?, parece ter como
fatores delimitantes o relevo acidentado, altitudes entre 700 a 1200 m,
formacao vegetal que possivelmente seja tipica da regido e situacdes
climaticas préprias da regido caracterizada por ser chuvosa com temperaturas
médias anuais variando entre 10 e 15° C (Figuras 13 e 14 - ANEXO). Essa
espécie pode estar bem adaptada a esse ambiente especifico, 0 que a torna
restrita e talvez incapaz de colonizar outras areas. Regido com condigcdes de
relevo e clima semelhantes a essas no Brasil € encontrada somente na regiao
central do estado do Rio de Janeiro.

Foram analisadas amostras de DNA de 93 operarias de M. capixaba
(uma por colbnia) coletadas em 38 pontos na regido serrana do Estado do
Espirito Santo abrangendo 23 localidades distribuidas em 9 municipios (Tabela
5 - Anexo, Figura 4 e Tabela 1). Os pontos de coleta abrangem as cidades
que possuem caracteristicas de altitude e clima iguais ou semelhantes as da
regido de Pedra Azul, municipio de Domingos Martins. Apdés a coleta e
transporte, as operarias foram armazenadas em ultrafreezer a -80° C nas

dependéncias da Universidade Federal de Vigosa.
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Figura 4: Mapa de relevo do Estado do Espirito Santo mostrando a area de coleta de
Melipona capixaba.m: Sede dos municipios amostrados. e: pontos de coleta. e: pontos
de coleta de colbnias translocadas.

Tabela 1 — Municipios e localidades de coleta com suas respectivas
coordenadas geogréficas e nimero de amostras

L . . . Tamanho
Municipio Localidade Latitude (S) Longitude (W) Amostral
Afonso Claudio Alto Guandu -20°14'45,6" -41°04' 48,0" 3
Alfredo Chaves Matilde -20°32'56,4" -40°48' 03,6" 3
Conceigao do Castelo Ribeirdao do Meio -20°16'19,2" -41°16'15,6" 8

Sao Roque de Maravilha -20°33' 25,2" -40°51'43,2" 2
Sao Bento de Urania -20°30'21,6" -40°53' 09,6" 6
Domingos Martins Alto Jucu -20°18' 36,0" -41°01'48,0" 4
Brago do Sul -20°28'40,8" -41°03' 50,4" 4
Lajinha -20°15'07,2" -41°03'32,4" 13
Pedra Azul -20°24'50,4" -41°02'20,4" 4
Portal Pedra Azul -20°23' 34,8" -41°01'40,8" 2
Sao Paulo do Aracé -20°26'13,2" -41°01'22,8" 5
Tujuco Preto -20°14'34,8" -40°54' 57,6" 3
Marechal Floriano Victor Hugo -20°24'57,6" -40°54' 252" 3
Santa Teresa Sao Pedro -19°57'10,8" -40°36' 21,6" 2
Santa Teresa -19°56'27,6" -40°35'20,4" 1
Vargem Alta Castelinho -20°30' 57,6" -40°59'13,2" 4
Sao Bras de Maravilha -20°34'19,2" -40°57'10,8" 1
Taquarugu -20°33' 54,0" -40°59'13,2" 3
Vargem Alta -20°33'57,6" -41°00' 36,0" 1
Vila Maria -20°32'13,2" -40°59' 34,8" 6
Venda Nova do Imigrante Alto Caxixe -20°26' 42,0" -41°04'19,2" 11
Venda Nova do Imigrante -20°18'57,6" -41°07'55,2" 4

*Nao ha pontos de coleta no municipio de Santa Maria de Jetiba, porém ha amostras que foram translocadas da
localidade de Garrafao, localizada ao sul desse municipio, para o municipio de Santa Tereza.
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3.2 — Extracao de DNA

Cerca de trés operarias de cada colénia foram utilizadas para extracao
individual do DNA total. Porém somente uma das trés extracoes foi selecionada
e utilizada nas andlises.

A extracdo do DNA das operérias foi realizada conforme o protocolo
recomendado por Fernandes-Salomao et al. (2005), com modificacées. A
cabeca e o mesossoma de cada individuo foram macerados em tubos
Eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de tampé&o de extragdo gelado constituido
de: CTAB a 2 % (Brometo de Hexadecil Trimetii Aménio), EDTA (Acido
Tetraacético Diamino Etileno) a 20 mM (pH 8,0), NaCl a 1,4 M, Tris-HCI a 100
mM (pH 8,0) e 100 pg/mL de protease. O macerado foi incubado a 65°C por
trinta minutos. A desproteinizacdo foi feita com um volume de cloroférmio /
alcool isoamilico 24:1 por duas vezes. Apds cada desproteinizagdo o macerado
foi centrifugado a 13.000 rpm (13.790 g) por oito minutos em microcentrifuga
refrigerada (Jouan MR23i). A precipitagdo do DNA foi feita com um volume de
isopropanol seguida de incubagdo a —20° C por, no minimo, duas horas. O
material foi, entdo, submetido a centrifugagdo a 13.000 rpm (13.790 g) por
trinta minutos e o precipitado formado foi lavado duas vezes com etanol 70 % e
seco a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 100 uL de TE (Tris-
HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0). Em seguida, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8 % contendo 0,2 ug/mL de

brometo de etidio, para verificar a integridade e a pureza do DNA extraido.

3.3 — PCR-RFLP do mtDNA e do rDNA nuclear

As amplificagbes foram realizadas utilizando primers especificos visando
amplificar sequéncias completas da regidao ITS-1 / 5.8S / ITS-2 do rDNA
nuclear (ITS/5.8S) e da regido tRNA™ / COl / tRNA*'L2 do mtDNA
(tRNA/COI). As Figuras 5A e 5B ilustram as regides do DNA nuclear e
mitocondrial analisadas, genes flanqueadores e a posicdo aproximada do local

de pareamento dos primers utilizados.
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Figura 5 — Esquema mostrando a posi¢cao aproximada do local de pareamento dos
primers no rDNA nuclear (A) e no mtDNA (B) de Melipona capixaba. 1: CAS18sFt. 2:
CAS28sB1d MOD. 3: COX1. 4: COX4. O tamanho dos blocos na Figura nao
corresponde ao tamanho real dos genes e espacadores representados.

As amplificagbes da regido ITS/5.8S foram realizadas utilizando o par de
primers CAS28sB1d MOD (CAS28sB1d modificado de Ji et al., 2003) e
CAS18sFt (Ji et al.,, 2003). As sequéncias desses primers sao,
respectivamente, 5-TCC TCC GCT GTC TAK TAT ATG C-3 e 5-TAC ACA
CCG CCC GTC GCT ACT A-3. A mistura de reacdo PCR foi composta de
aproximadamente 50 ng de DNA, 0,8 pL de cada oligonucleotidio concentrado
a 10 uyM, 2,5 uL de MgCl, a 25 mM, 2 uL de uma mistura dos quatro dNTPs a
uma concentragdo total de 100 mM, 5 pL de tampao 10X GoTag® Flexi Buffer
(Promega), e agua ultra pura para um volume final de 25 pyL de reacdo. As
amplificagdes foram conduzidas em termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf®), programado para um passo de desnaturacio inicial a 94°C por
sete minutos seguido de um passo de pareamento de primer a 57°C por
quarenta segundos e logo apds, 70°C por dez segundos. Neste ponto, o
processo foi interrompido e em cada reagéo foi adicionado 1,5 U de GoTag®
Flexi DNA polymerase (Promega). Ap6s a adigdo da Tagq, seguiu-se um passo
de extensdo a 70°C durante trés minutos e trinta segundos e uma sequéncia de
trinta ciclos de 94°C por quarenta segundos, 57°C por quarenta segundos e
70°C por trés minutos e trinta segundos. Depois de ocorrido os trinta ciclos,
foram realizados um passo de extensao final a 70°C por sete minutos e
resfriamento a 4°C. Os produtos da amplificacdo foram analisados em gel de
agarose a 15 % (p/v) contendo brometo de etidio (0,2 pg/mL) e

fotodocumentados utilizando o sistema AlphaDigiDoc.
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Nas condicdes de amplificagéo acima, o primeiro passo de desnaturacéo
foi realizado em condi¢des diferentes do geralmente recomendado (95° por 2
minutos). Testes preliminares realizados neste estudo mostraram maior
eficiéncia das amplificagbes quando a temperatura e o tempo para
desnaturacao completa do DNA foram de 94° C e 7 minutos, respectivamente.
Uma possivel explicacdo para este resultado é o fato da sequéncia ITS/5.8S
ser uma sequéncia grande, tamanho esperado de 3650 pares de bases (pb),
com alto conteudo GC, o que requer tempo maior para a completa
desnaturacao do DNA. Adicionalmente, a Tag DNA polimerase tem atividade
6tima a temperatura de 75-80° C e uma meia vida de 9 minutos a 97,5° C
(Lawyer et al., 1993). Assim, a temperatura de 94° C por 7 minutos, diminui
consideravelmente a estabilidade da enzima. Como se tratava da amplificacao
de fragmentos grandes, requerendo um alto desempenho da Tagq, procurou-se
manter sua integridade por maior tempo introduzindo-a na reacdo somente
apdés do primeiro passo de desnaturacdo, o que também resultou em maior
eficiéncia no processo de amplificagcao.

A regidao tRNA/COI foi amplificada utilizando a combinagao dos primers
COX-1 (5°-AAG TTA AAT AAA CTA TTA ATC TTC-3’) localizado na posicao
1389 a 1411 pb do gene tRNA™ e COX-4 (5-CTT GAA ATG AAA TTA TAT
TTC ATG TTG-3) localizado na posicao 3202 a 3228 do gene COIll do genoma
mitocondrial de Melipona bicolor (Batalha-Filho, 2008; Silvestre et al., 2008). A
mistura de reacao PCR foi composta de aproximadamente 50 ng DNA, 0,8 uL
de cada oligonucleotidio a 10 uM, 2,5 yL de MgCl, a 25 mM, 2 uL de uma
mistura dos quatro dNTPs a uma concentracao total de 100 mM, 1X de GoTag®
Flexi Buffer (Promega), 1,25 unidades de GoTag® Flexi DNA polymerase
(Promega) e agua ultra pura para um volume final de 25 pL. A amplificagéo foi
conduzida em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf®), programado
para um passo de desnaturacgéao inicial a 94°C por cinco minutos, 34 ciclos de
94°C por um minuto, 50°C por um minuto e vinte segundos, 64°C por dois
minutos e um passo de extensado final a 64°C por dez minutos seguido do
resfriamento a 4°C. Os produtos da amplificacdo foram analisados em gel de
agarose a 15 % (p/v) contendo brometo de etidio (0,2 upg/mL) e
fotodocumentados utilizando o sistema AlphaDigiDoc.
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3.4 — Digestao com enzimas de restricao

A digestao dos produtos PCR foi realizada em uma mistura de reacao
contendo 10 a 15 yL do produto PCR, 2,5 pyL do tampao 10 X especifico para
cada enzima de restricao, 6 U da enzima e agua ultra-pura para volume final de
25 pL. A mistura de reacdo foi incubada durante 6 horas em termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf®) a temperatura ideal de atividade para cada
enzima de restricdo, acrescido de quinze a vinte minutos a temperatura de
inativacao térmica recomendada para cada enzima. O produto da digestao foi
analisado por eletroforese utilizando gel de agarose a 2 % (p/v) contendo
brometo de etidio (0,2 ug/mL) ou gel de poliacrilamida 12 % (p/v) corado com
solucdo de brometo (0,8 pg/mL). Os padrées RFLP obtidos foram
fotodocumentados utilizando o sistema AlphaDigiDoc.

3.5 — Analises dos dados

Andlises preliminares foram realizadas digerindo os produtos PCR das
regides 1TS/5.8S e tRNA/COI de 12 operarias de M. capixaba (uma de cada
colénia) com 50 enzimas de restricdo (Tabela 6 - Anexo). O objetivo dessas
analises foi selecionar, com base nos padrdes de restricdo obtidos, enzimas
adequadas para avaliar as regides ITS/5.8S e tRNA/COI das 93 operarias de
M. capixaba previstas neste estudo.

O software DNAFRAG versdao 3.03 (Nash, 1991) foi utilizado para
calcular o tamanho em pares de bases (pb) dos fragmentos de DNA
amplificados e dos fragmentos de DNA resultantes da digestdo com enzimas.
Foi utilizado como referéncia os marcadores de peso molecular 1 kb
(Invitrogen) e 100 pb plus (Fermentas).

Os padrées PCR-RFLP polimérficos obtidos com cada enzima de
restricdo foram analisados e nomeados (A, B, C e D) por ordem alfabética de
acordo com a ordem de deteccdo de cada um no gel de eletroforese. A
composicao haplotipica foi determinada por combinagdo dos padroes
observados para cada enzima utilizada. Como foram cinco enzimas de

restricdo, dentre as 50 previamente testadas, que resultaram em padrdes
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polimérficos, a composi¢do haplotipica foi composta pela combinacdo de 5
letras.

A partir da determinacao da composicao haplotipica dos 93 espécimes
analisados, foi construida uma matriz binaria utilizando o software GENERATE,
do programa REAP versdo 4.0 (McElroy et al., 1991), onde 1 representou a
presenca de sitio de restricdo e 0 a auséncia desse sitio. Somente sitios
polimérficos foram considerados para a construgdo da matriz binaria. Essa
tabela foi submetida ao software GROUP, do programa REAP, onde as
composicoes haplotipicas duplicadas foram removidas.

A matriz bindria dos 8 haplotipos resultantes foi introduzida no software
D, do programa REAP, para construgdo de uma matriz de distancia genética
com base na estimativa do nimero médio de substituicdo nucleotidica dos
sitios de restricao (Nei e Tajima, 1981; Nei e Miller, 1990).

A matriz de distancia genética foi feita com atribuicdo de pesos para
cada enzima de restricdo conforme a classificacao (valores r = 4, 14/3, 5, 16/3
ou 6) proposta por Nei e Tajima (1981) com base no numero de bases
especificas reconhecidas pelas enzimas de restricdo. Assim, para as enzimas
Hinfl, Mspl e KspAl (r = 4) foi atribuido peso 4 e para as enzimas Dral e Sspl (r
= 6) peso 6.

Essa matriz de distancia foi, entdo, introduzida no software SAHN, do
programa NTSYSpc versao 2.2 (Rohlf, 1988), para agrupamento dos haplétipos
pelo método UPGMA.

Os softwares SEQBOQOT, DOLLOP e CONSENSE, ambos do programa
PHYLIP versédo 3.57c (Felsenstein, 1989), foram utilizados para a construcao
de um fenograma pelo método Dollo Parcimbnia, com 10000 replicacdes, a
apartir da matriz binaria, obtida com o programa REAP, sem atribuicao de
pesos para enzimas de restri¢ao.

A matriz binaria também foi utilizada no programa NETWORK, versao
4.5.1.0 (2004—2009 Fluxus Technology), para a construcdo de uma rede de
haplétipos por median-joining e no programa GENES (Cruz, 2005) para a
elaboracao de uma projecao tridimensional da distancia no plano.

O software Alles In Space (AIS) (Miller, 2005) foi utilizado para avaliar a
correlacdo entre a distancia genética (baseada na matriz binaria das 93
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amostras sem atribuicdo de pesos) e a distancia geografica através do Teste
Mantel (Mantel, 1967).

Duas anédlises de varianca molecular (AMOVA - Excoffier et al., 1992)
foram realizadas. Uma delas foi considerando a regidao de origem de todas as
colénias como sendo a regido de coleta e a outra considerando algumas
colénias translocadas como sendo procedentes da sua real regido de origem e
nao da regidao de coleta. Para isso, as 93 amostras analisadas foram divididas
em grupos de acordo com a distribuicao geografica das mesmas. A AMOVA foi
realizada no programa ARLEQUIN, versdao 3.11 (Schneider et al., 2000),
utilizando a frequéncia de hapl6tipos observada em cada grupo.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

O tamanho da regido ITS/5.8S do rDNA nuclear de M. capixaba foi
estimado em 3650 pb. Resultado similar foi relatado para populacdes de
Melipona subnitida do nordeste do Brasil, em que a regiao 1TS/5.8S do rDNA
nuclear foi amplificada e as estimativas de tamanho variaram de 3650 a 3700
pb (Cruz et al., 2006).

O tamanho da regiao tRNA/COI de M. capixaba foi estimado em 1850
pb. Tamanhos similares foram obtidos para sequéncias tRNA/COI de Melipona
bicolor - 1838 pb (Silvestre et al., 2008 — GeneBank, acesso NC_004529), M.
scutellaris e M. quadrifasciata - 1837 pb (Cristiano, 2009 - comunicacao
pessoal).

As regides ITS-1 e ITS2 do rDNA nuclear ndo sao codificadoras e,
portanto, sdo mais variaveis em relacao as regides codificadoras do DNA
nuclear. No entanto, as analises preliminares demonstraram que nenhum
polimorfismo PCR-RFLP foi detectado quando sequéncias ITS/5.8S, das
operarias de M. capixaba avaliadas, foram digeridas com 50 enzimas de
restricdo. A ndo deteccado de polimorfismos nessa regido sugere, portanto,
baixa variabilidade genética na populacao de M. capixaba analisada.

Em outras espécies de abelhas e até mesmo em outros insetos,
polimorfismos genéticos na regido ITS tém sido reportados e utilizados para
inferéncias filogenéticas, estrutura populacional e discriminacao de espécies.

Ciociola et al. (2001) analisaram 7 espécies do Genero Trichogramma
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) comparando sequéncias e padrdes de
restricdo da regiao ITS-2 das mesmas. Com base no tamanho das sequéncias
ITS-2 e na presenca ou auséncia de sitios de restricdo foi construida uma
chave molecular simples e precisa que permitiu a identificagdo dessas vespas.

Cruz et al. (2006) analisaram sequéncias parciais da regidao ITS-1 de
Melipona subnitida, abelha endémica da regiao nordeste do Brasil, procedentes
de 30 localidades com distancias geograficas variando de 23 a 737 km e
observaram altos niveis de divergéncia genética entre elas. Segundo o autor,

essa alta divergéncia genética entre as populacdes pode ser consequéncia do
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fato de Melipona subnitida estar amplamente distribuida e ser muito antiga na
regiao.

No caso de M. capixaba, neste estudo, a baixa distancia geografica
entre os locais de coleta pode estar contribuindo para a baixa variabilidade
genética observada.

A regiao ITS-1 foi utilizada por De La Rua et al. (2007a) em estudos
filogenéticos e populacionais com subespécies de Apis mellifera. A
comparagdo entre as sequéncias obtidas permitiu discriminar A. m. scutellata
de A. m. intermissa. Essas duas subespécies exibem distribuicao norte e sul da
Africa, respectivamente.

Apesar de nas analises preliminares nenhum polimorfismo RFLP ter sido
detectado para a regidao ITS/5.8S, antes de descartar a possibilidade de
utilizacdo desta regido nas analises previstas neste estudo, DNA total de 93
operarias de M. capixaba foi amplificado e digerido com as enzimas Hinfl, Mspl
e Tasl. A escolha dessas enzimas foi feita com base nos padrées RFLP obtidos
nas analises preliminares. Novamente nenhum sitio polimérfico RFLP foi
detectado.

Diante desse resultado, as andlises prosseguiram analisando apenas
fragmentos PCR obtidos por amplificacao da regido tRNA/COI de M. capixaba.
Em contraste ao resultado obtido com andlises da regido ITS-5.8S,
polimorfismos foram identificados quando a regidao tRNA/COI de 12 operarias
de M. capixaba foi digerida com as enzimas de restricao Dral, Hinfl, KspAl,
Mspl ou Sspl.

Os produtos da amplificagao da regiao tRNA/COI de 93 operarias de
M. capixaba foram, entdo, digeridos com as enzimas Dral, Hinfl, KspAl, Mspl e
Sspl. Os padrdes PCR-RFLP (Figura 6) foram analisados e 8 haplétipos
mitocondriais foram observados (Tabela 2). A distribuicdo geografica dos
haplétipos, das 93 amostras de M. capixaba analisadas, esta representada na
Figura 7A e o local de coleta de cada amostra estd descrito na Tabela 5 do
Anexo.

Essa distribucdo geogréafica de haplétipos mitocondriais identificados
para M. capixaba demonstra uma estruturacao haplotipica onde cada haplétipo,
exceto os denominados Il, VI e VIII, encontra-se com mais frequéncia em uma

dada regido geografica.
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Figura 6 — A esquerda: Esquema dos padrées PCR-RFLP obtidos por digestdo da
sequéncia tRNA/COI do DNA de 93 amostras de M. capixaba com as enzimas Dral,
Hinfi, KspAl, Mspl e Sspl. | a VIII representam os 8 haplotipos mitocondriais
identificados. A direita: Perfil eletroforético dos padrdes obtidos. A, B, C e D: Padrdes
RFLP. *: DNA sem digerir. M: marcador de peso molecular 100 pb plus (Fermentas)
para Mspl e 1 kb (Invitrogen) para as demais enzimas. Fragmentos menores que 50
pb ndo foram considerados.

Tabela 2 - Hapl6tipos mitocondriais de M. capixaba

identificados
Hanl6tioo Padrées RFLP tRNA/COI
plotip Dral Hinfl KspAl Mspl Sspl
| A B A B B
[ A A A A c
i B B A B B
\% A A A A A
v B A A A c
Vi A A A A D
vii B A B A c
vl B A A B c

Haplétipos com ampla distribuicdo na regido amostrada, como é o caso
dos haplétipos I, Il e V, também sao observados. Os haplétipos I, IV e V foram
os mais frequéntes, abrangendo 81 % das amostras analisadas (Figura 7C).
Os haplétipos II, I, VI, VIl e VIl foram os menos frequentes sendo o haplétipo
VIII detectado exclusivamente na amostra de numero 92. A extincdo de
colénias de M. capixaba por predadores (incluindo meleiros), desmatamento
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e/ou até mesmo a ndao amostragem podem ter contribuido para a baixa
frequéncia observada para estes haplétipos.

Nao é possivel identificar com precisdo qual haplétipo mitocondrial é o
ancestral, por ndo saber ao certo qual o rumo da evolucdo. Contudo,
considerando que a probabilidade de se perder um sitio de restricdo € maior do
que a de ganha-lo, pois a substituicdo de um unico nucleotideo ja é o suficiente
para que a enzima nao reconheca o sitio, os haplotipos possivelmente
ancestrais seriam aqueles determinados pelos maiores numeros de sitios
reconhecidos pelas enzimas (Arias e Infante-Malachias, 2001). Desta forma, os
haplétipos que apresentam o maior numero de “1” (presenca de sitio de
restricdo) na matriz binaria podem ser considerados os haplétipos ancestrais. A
matriz binaria de haplétipos obtida para M. capixaba (Tabela 7 - ANEXO).
mostra que os haplétipos Il e VII (apresentam 6 dos 7 sitios de restricdo que se
mostraram polimérficos) seriam entao os haplétipos mais antigos seguido pelos
haplétipos 1V, V e VI (apresentam 5 dos 7 sitios de restricdo que se mostraram
polimorficos) e haplotipos VIII, | e 11l (apresentam respectivamente 4, 3 e 2 dos
7 sitios de restricdo que se mostraram polimorficos). Assim, parece que a
dispersao para a porcdo mais ao sul da regiao de ocorréncia de M. capixaba
(hapldétipos | e Il na Figura 7A) se deu recentemente.

A projecao tridimensional da distancia genética no plano (Figura 7B)
apresentou valores de eficiéncia adequados com niveis de estresse e distorcao
bem inferiores a 20 % (7,32 e 3,15 % respectivamente). Além disso, a
correlacdo entre distancias originais e estimadas foi superior a 0,95 (0,99),
evidenciando alta correlacdo entre as distancias genéticas analisadas e a
dispersao grafica representada.

O grafico de projecao tridimensional da distancia genética no plano
(Figura 7B) mostra que os haplétipos tRNA/COI de M. capixaba foram
distribuidos em 3 grupos. Um dos grupos formado pelos haplétipos I, V, VI, VI
e VIII, outro pelos haplétipos | e lll e o terceiro inclui apenas o haplétipo IV. O
agrupamento observado corresponde parcialmente com a distribuicdo
geografica dos 8 haplotipos. Essas andlises demonstram que haplétipos
geneticamente distantes se encontram lado a lado, como é o caso, por
exemplo, dos haplétipos da coldnia de niumero 13 com os das colbnias de
namero 12 e 14.
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Figura 7 — A: Mapa de relevo, adaptado de Miranda (2005), representando a
distribuicdo geografica dos 8 haplétipos tRNA/COI detectados na populacdo de M.
capixaba. B: Projegéo tridimensional da distancia genética no plano sugerindo que,
para algumas amostras, ndo ha correlacdo entre a distribuicdo geogréfica dos
haplétipos e a distancia genética. C: Legenda de haploétipos com suas respectivas
composicao e frequéncia.
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Agrupamento semelhante foi relatado por Nogueira (2009) ao utilizar
projecao tridimensional da distancia genética no plano para analisar, por ISSR,
95 amostras de M. capixaba procedentes de 25 localidades da regido serrana
do Espirito Santo. Correspondéncia parcial entre projecao tridimensional e
distribuicado geografica, também, foi observada por Borges (2007) ao analisar
operarias de 66 colénias da abelha sem ferrdo Partamona helleri coletadas em

5 localidades do Estado de Minas Gerais.
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Figura 8 - Resultado do Teste Mantel mostrando baixa correlagdo entre distancia
genética (com base na matriz binaria) e distancia geografica (km). Correlagéo entre
distancias genéticas e geograficas: r = 0,177. Probabilidade de observar uma
correlacdo maior ou igual a observada: p = 0,0001. Probabilidade de observar
correlacdo menor ou igual a observada: p = 1,0. 1000 replicagbes foram realizadas.

O Teste Mantel (Figura 8) mostrou magnitude do valor r baixa, apesar
de significativa (0,177), evidenciando baixa correlacdo entre distancia genética
e geografica das colbnias de M. capixaba. Esse resultado é consistente com
observacbes feitas através da distribuicdo de haplétipos e da projecao
tridimensional da distancia genética no plano (Figuras 7A e 7B).

Essa correlacdo parcial entre distdncias geogréficas e genéticas
observada na populacdo de M. capixaba, tanto através da comparacao entre a

projecao tridimensional da distancia genética no plano com a distancia
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geografica quanto através do Teste Mantel, tem se mostrado comum quando
se trata de meliponineos, principalmente os localizados na mata atlantica que
sofrem grande influéncia antrépica. Colénias sao retiradas das matas por
criadores, transportadas de uma regido para outra e se tornam
semidomesticadas para exploracdo. Essas colénias, na maioria das vezes, por
péssimas condicbes de manejo, acabam sendo extintas. Ha também os
meliponicultores, que fazem divisdo racional de colénias e promovem seu
transporte de uma localidade para outra.

Considerando que a maioria das colénias de M. capixaba se encontra
nas maos de criadores (apenas 9 amostras foram coletadas de col6nias em
condigdes naturais), a influéncia antrépica tem reflexos diretos na disperséao e
na perpetuacao dessa espécie.

Praticamente os mesmos grupos observados na projecao tridimensional
da distancia genética no plano foram também observados nos fenogramas
obtidos pelos métodos UPGMA (utilizando matriz de distancia genética com
atribuicdo de pesos para cada enzima de restricdo - Tabela 3) e Dollo
parciménia (utilizando matriz binaria dos haplétipos tRNA/COI — Tabela 7 -
Anexo) mostrados nas Figuras 9 e 10, respectivamente. Nesses
agrupamentos, a populacdo de M. capixaba foi dividida em dois grupos
principais. Um dos grupos formado pelos haplétipos | e Il e o outro pelos
haplétipos I, IV, V, VI, VIl e VI, sendo este ultimo subdividido em dois
subgrupos compostos pelos haplétipos Il, IV e VI e haplétipos V, VI e VIII.

A Tabela 3, matriz da distancia genética entre haplétipos tRNA/COI de
M. capixaba, mostra que a maior distancia genética (0,194) foi observada entre
o haplétipo Il e os haplétipos IV e VI, enquanto que a menor (0,019) foi
observada entre o haplétipo Il e os haplétipos 1V, V e VI.

Tabela 3 — Matriz da distancia genética entre haplétipos tRNA/COI de M. capixaba
com base no numero estimado de substituicdo nucleotidica dos sitios de restricao

I Il 11 v Vv Vi VI
Il 0.078
0l 0.037 0.119
v 0.119 0.019 0.194
Vv 0.119 0.019 0.103 0.047
\ 0.119 0.019 0.194 0.047 0.047
Vi 0.138 0.035 0.126 0.063 0.020 0.063
VI 0.096 0.042 0.074 0.076 0.025 0.076 0.053
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Figura 10 — Fenograma de haplétipos mitocondriais de M. capixaba por Dollo
parciménia com 10000 repeticbes e sem atribuicdo de pesos para enzimas de

restricao.
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A rede de haplétipos obtida para M. capixaba (Figura 11) também
corrobora com os agrupamentos obtidos pelos métodos descritos acima. Os
agrupamentos definidos na rede de haplétipos mostraram baixa divergéncia
genética entre os hapl6tipos mitocondriais. Apenas dois passos mutacionais
separam os dois grupos principais. E possivel que outros haplétipos
intermediarios ndo tenham sido amostrados e/ou que a acao de meleiros e a
retirada de colbnias da mata nativa por criadores, somado ao alto grau de
fragmentacdo da regido de ocorréncia de M. capixaba, tenham acarretado a

extincao de haplotipos intermediarios.

Figura 11 — Rede de haplétipos tRNA/COI de M. capixaba. Os tragos transversais
entre dois haplotipos representam o nuimero de passos mutacionais entre eles. O
diametro de cada circulo é proporcional a frequéncia do haplétipo.

Os meliponineos sdo altamente suscetiveis ao desmatamento. Brown e
Albrecht (2001) mediram a abundancia de espécies do Género Melipona em
locais com diversos graus de perturbagdo antrépica em uma area de 3150 km?
da floresta amazénica no Estado de Rondbnia e sugeriram que essas abelhas
apresentam um grande potencial como bioindicadores. Um dos fatores
responsaveis por essa sensibilidade é a presenca de um abdome desenvolvido
nas rainhas que as impedem de voar. Dessa forma, as col6nias sdo incapazes
de fugirem de areas que sofreram algum tipo de distirbio, como
desmatamentos ou queimadas.

Gouvéa et al. (2007) estudaram o efeito da fragmentacdo sobre a
diversidade de Meliponini no corredor central da mata atlantica. Os autores

realizaram coletas mensais em um periodo de 11 meses na RPPN da

30



Michelin/Bahia que compreende uma &rea de 9000ha localizada no baixo sul
desse Estado. Do total de individuos coletados (5726), 95 % foram encontrados
em areas de mata primaria (fragmentos na escala de centenas e acima de
1000ha) e apenas 5 % em areas de fragmentos florestados (fragmentos na
escala de dezenas de hectares). A riqueza de espécies também foi maior em
areas de mata primaria (21 espécies distribuidas em 5 géneros) do que nas
areas de fragmentos florestados (12 espécies e 4 géneros). O Género
Melipona foi encontrado somente em areas de mata primaria. Os autores
relataram que a auséncia deste género nos fragmentos florestados pode estar
relacionada a falta de arvores de grande porte ou a baixa disponibilidade de
cavidades arboreas naturais requeridas por espécies do Género Melipona para
nidificacao.

Diante do exposto, a preservacao da vegetacdo existente e a
recolonizacao de areas onde M. capixaba foi extinta sao acdes fundamentais
para conservacao dessa espécie.

As col6nias de numero 91, 92 e 93 foram transportadas da regidao de
Garrafdo no municipio de Santa Maria de Jetiba para a cidade de Santa
Tereza. A sobrevivéncia destas colénias em outra area a qual fica localizada a
cerca de 25 km de sua regiao de origem, mostra que € possivel a colonizagao
de M. capixaba em areas com condigbes de relevo e clima similares as do
entorno de Pedra Azul no municipio de Domingos Martins. A manutencéo de
grupos mais distantes pode possibilitar o estabelecimento, mesmo que em
longo prazo, de outra unidade evolutiva, fortalecendo a capacidade de
sobrevivéncia da M. capixaba diante dos processos de selecao natural. Além
disso, a existéncia de um haplétipo mitocondrial exclusivo na populagao
amostrada (haplétipo VII, colénia de nimero 92) e o transporte desse haplotipo
para a regido de Santa Tereza onde nado foram observadas col6nias nativas,
pode originar um novo grupo de colénias com diferenciagdo genética
divergente das demais pelo efeito fundador.

A recolonizacado de outras localidades pode ser feita a partir da divisdo
racional de colénias de M. capixaba pré-existentes. Luiz Fabio Feitoza Caliman,
um meliponicultor do municipio de Venda Nova do Imigrante, relatou a revista
Mensagem Doce (n® 96, maio de 2008) que comecgou sua criacdo de M.

capixaba com trés colbnias no ano de 1994 e que em 2008 chegou a um total
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de 94 colénias empregando técnicas de manejo para essa espécie. A Reserva
Particular de Patrimbénio Natural (RPPN) Oiutrem, Unica unidade de
conservacao localizada na érea de ocorréncia de M. capixaba e primeira RPPN
estadual do Espirito Santo, localizada em Matilde no municipio de Alfredo
Chaves, também possui em seu meliponario colénias de M. capixaba com o
objetivo de desenvolver técnicas de manejo, reproducdo de enxames e
producao de mel.

Kerr e Vencovsky (1982) recomendaram um numero minimo de 44
colébnias em uma mesma regido para uma populacdo de Meliponini ser
mantida. Os Meliponini requerem esse numero de coldnias para manter 6
alelos determinadores do sexo (xo0). Quanto maior o numero de alelos sexuais,
menor é a probabilidade de ocorrerem acasalamentos entre individuos
idénticos o que prejudicaria o desenvolvimento da col6nia com a geragao de
machos dipléides. Os autores estimaram que a frequéncia de acasalamentos
que resulta em 50 % de machos dipldides para 10 colénias de M.
quadrifasciata em uma mesma regido € de 35,97 %, com taxa de 13 % de
possibilidade de eliminacdo de colbnias. Essas estimativas diminuem para
17,33 % e 3 % respectivamente quando ha 40 colénias em uma mesma regiao.

Diante dessas observacées, um melhor entendimento da estrutura
genética da populagéo de M. capixaba e da influéncia antropica nessa estrutura
se fez necessario. Para isso, a populacao de M. capixaba foi dividida em
grupos de colénias conforme o tipo e a frequéncia de determinado haplétipo
(Figura 12). Haplotipos compartilhados entre os grupos propostos é claramente
observado. Uma possivel explicagao para esse compartilhamento de haplétipos
€ a pratica comum de transporte de colonias de M. capixaba entre localidades,
conduzidas por meliponicultores ou criadores. Um exemplo dessa pratica é a
translocacdo das colénias de numero 91, 92 e 93 da regido do Garrafdo no
municipio de Santa Maria de Jetiba para o municipio de Santa Tereza. A
Tabela 5 do Anexo mostra outros exemplos de coldnias translocadas. A
identificagdo do local de origem dessas col6nias foi feita com base em
informacgdes fornecidas por proprietarios de coldnias de M. capixaba.

32



75
63|76 m
§4|77|71
78 90|
¢ @73
0 v‘ :
|37]23] m:
34]
35]

892

Figura 12: Divisdo das amostras de colonias de M. capixaba em grupos para
realizacdo da AMOVA. E demonstrada, de acordo com informagdes fornecidas pelos
proprietarios das coldnias, a translocagao de colénias de M. capixaba entre grupos. As
setas partem do grupo de origem (ndo exatamente o local) apontando para a colénia
que foi transportada. As amostras de numero 6, 4, 5, 42, 70, 84, 85, 86, 89 foram
coletadas de col6nias em condigbes naturais na regido amostrada. As colénias de
numero 91 a 93 tém sua origem nas proximidades das col6nias de numero 88 a 90 e
nao foram encontradas colbnias nativas na regido em que estas Ultimas foram
amostradas. Demais amostras, mesmo as suspeitas de terem sido translocadas, foram
consideradas nas analises como sendo sua regido de origem a regido de coleta das
mesmas.

Os grupos formados foram, entdo, submetidos a duas anadlises de
varianga molecular (AMOVA). Uma das analises foi realizada considerando a
regidao de origem de todas as colbnias como sendo a regido de coleta das
mesmas e a outra, considerando colénias que foram translocadas como sendo
procedentes da regido de onde foram translocadas e ndo da regido de coleta
das mesmas.
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Tabela 4 — Andlises de varianca molecular (AMOVA) com base em sitios de restricao
das sequéncias tRNA/COI de M. Capixaba

Transporte I o o
de coldnia Fonte de variacao GL SQ Estimativa %o
Antes Entre grupos 4 13,217 0,175 40,72
Dentro dos grupos 88 22,493 0,266 59,28
Total 92 35,710 0,431 100
®sr=0,41
Entre grupos 5 12,288 0,151 35,94
Depois Dentro dos grupos 87 23,422 0,269 64,06
Total 92 35,710 0,420 100
®sr=0,36

* GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. Estimativa: estimativa dos componentes de
variancga. %: porcentagem de variagédo. p = 0,000 + 0,000.

Os resultados das andlises de varidnga molecular mostraram que nas
duas condi¢cdes avaliadas a variagdao genética estimada foi maior dentro (59,28
e 64,06 % respectivamente) do que entre os grupos (40,72 e 35,94 %
respectivamente). Esses resultados, somados a baixa divergéncia genética
observada entre os 8 haplétipos tRNA/COI, sugerem que ndo ha grande
divergéncia genética entre os grupos propostos, de forma que a populacao de
M. capixaba pode estar compartilhando o mesmo pool génico. Resultado
similar foi relatado por Nogueira (2009) que também obteve maior variacao
dentro do que entre grupos ao analisar M. capixaba por ISSR.

O aumento da variabilidade haplotipica tRNA/COIl dentro dos grupos
propostos para M. capixaba, (de 59,28 % para 64,06 %) sugere que O
transporte de col6nias pode estar contribuindo para o aumento do fluxo génico
e, consequentemente, diminuicdo de endogamia. Outra vantagem de se ter
uma distribuicdo ampla dos haploétipos na regido de ocorréncia, principlamente
em areas fragmentadas, € a possibilidade de que o haplétipo nao va
desaparecer com apenas um evento catastréfico, como por exemplo, a
degradacao de uma regiao pelo fogo.

Os valores ®sr estimados por PCR-RFLP da regido tRNA/COI de M.
capixaba foram acima de 0,25 (0,41 e 0,36 antes e depois do transporte de
colénias, respectivamente), sugerindo alta estruturacdo da populacao de M.

capixaba analisada. Valor ®gr indicando alta estruturacdo da populacao
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também foi relatado por Nogueira (2009) (®s7 0,28) ao analisar, por ISSR, 95
amostras (uma por colbnia) de M. capixaba procedentes de 25 localidades da
regiao serrana do Estado do Espirito Santo.

Ao avaliar os valores @®gr obtidos para M. capixaba € importante
considerar o comportamento bioldgico desta abelha. Rainhas fecundadas de
abelhas sem ferrdo possuem o abdome altamente desenvolvido o que as
impedem de voar, dificultando a migracdo entre os grupos. Além disso, as
abelhas operarias ndo voam muito longe por dependerem de uma orientacao
para retornarem ao ninho e as rainhas virgens de meliponineos, geralmente,
fundam ninho proximo a matriz e mantém ligagdo com esta por um
determinado tempo. Ja os machos voam sem rumo e a distancias maiores sem
a “preocupacao” de retornarem para a colénia (Campos, 2009 - comunicagao
pessoal). Nesse modelo de estruturacao, em que cada grupo de colbnias troca
migrante somente com o grupo vizinho (modelo passo a passo — Wright, 1978),
um haplétipo recém surgido é disperso na regido por etapas (de geracao em
geracao). Como ninhos de meliponineos descendentes mantém vinculo com a
matriz no inicio do desenvolvimento (Wilson, 1971) o deslocamento de rainhas
virgens de M. capixaba é limitado, levando-se consideravel tempo para a
dispersao de um haplétipo mitocondrial por toda a regiao de ocorréncia.

Borges (2007) estudou a abelha sem ferrdo Partamona helleri coletada
nos municipios de Porto Firme, Rio Vermelho, Sdo Miguel do Anta, Teixeiras e
Vigosa no Estado de Minas Gerais. Um total de 66 col6nias foi analisado com
base em marcadores microssatélites e o valor Fg estimado foi de 0,55.
Considerando as proximidades dos pontos de coleta de P. helleri, a autora
atribuiu a causa desse valor Fg alto a limitada capacidade de véo desta abelha
que foi estimada, também pela autora, em aproximadamente 1710 m.

Harizanis e Bouga (2003) ao analisarem 60 colénias de Apis mellifera
adami distribuidas na Ilha de Creta, na Grécia, observaram variacdo
intrapopulacional quando segmentos génicos COIl foram amplificados e
digeridos com a enzima de restricio BstUl. Os autores relataram que a
estrutura da populacdo pode ter mudado devido a apicultura migratéria e a
reproducdo comercial com a importagdo de rainhas de outras localidades da
Grécia para a llha de Creta.
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O entendimento da estrutura de determinada populagdo € de grande
importancia para a elaboracao de planos de manejo e conservacdo da mesma.
Se uma espécie que ocupa uma determinada area encontra-se dividida em
grupos geneticamente distantes, a estratégia de conservagcdo deve ser no
sentido de assegurar a diversidade genética de toda a area, pois podem existir
adaptacoes locais que se perderiam caso o0 conteudo genético fosse
compartilhado. Se a espécie é geneticamente homogénea dentro da sua area
de ocupacdo, as estratégias de conservacdo podem se concentrar em um
determinado local e os individuos dessa regido podem ser utilizados para
recolonizar outras dareas (Lopes, 2004). Porém, aspectos da biologia da
espécie e ecologia da regido, também, sdo de importancia fundamental e
devem ser considerados a fim de planejar estratégias eficazes para a
conservacao da espécie.

Diversas caracteristicas de M. capixaba como seu comportamento
biolégico, tamanho restrito da populacao, dispersao limitada, o problema da
endogamia, area de ocorréncia relativamente pequena e fragmentada
associadas aos dados genéticos obtidos neste estudo que mostram alta
estruturacdo geografica da populacédo, baixa divergéncia genética entre os
haplétipos mitocondriais detectados e a nao deteccao de polimorfismo na
regiao ITS/5.8S do rDNA nuclear, sugerem a preservacao de toda a area de
ocorréncia de M. capixaba e, até mesmo, recomposicao florestal.

Apesar de M. capixaba ser endémica, sua biologia geral € pouco
conhecida. Estudos adicionais referentes a alimentacdo e comportamento
dessa abelha, bem como o aperfeicoamento de técnicas de criacdo devem ser
realizados a fim de elaborar um projeto de manejo adequado para a
conservacao e exploracao racional dessa espécie.

Parcerias com as comunidades locais devem ser realizadas, a fim de
conscientizar sobre a importancia da protecdo e manutengao de colénias de M.
capixaba em seu habitat natural. Também € importante orientar os
meliponicultores sobre técnicas de manejo adequadas procurando manter
niveis recomendaveis de alelos sexuais de M. capixaba em seus meliponarios.
Recomenda-se, até mesmo, o transporte racional de algumas col6nias de M.
capixaba em prol da conservagao dessa espécie simbolo da regido serrana do
Espirito Santo.
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5 — CONCLUSOES

A baixa variabilidade genética, inferida pela baixa deteccdo de
polimorfismos na populacdo de M. capixaba analisada, somada a baixa
divergéncia genética observada, sdo preocupantes e, certamente, estédo
contribuindo com a condicao de espécie ameacada de extingao.

A alta estruturacédo da populagdo de M. capixaba inferida pelos valores
de ®gr, estimados através de polimorfismos tRNA/COI, deve ser interpretada
com cuidado, considerando o comportamento biol6gico da mesma, tamanho da
populacao, influéncia antrdpica e outros fatores, incluindo selecao natural e

frequéncia de haplétipos.

As barreiras da fragmentacéo florestal e da limitacdo de dispersao da M.
capixaba parecem estar sendo ultrapassadas através de translocacdes de
colénias conduzidas por meliponicultores e/ou criadores. Essa translocacéo de
colénias pode estar contribuindo para a diminuicdo da endogamia e com isso
favorecendo a espécie.

Esforcos no sentido de conduzir o manejo e conservacao de M. capixaba
devem ser efetuados visando elevar a populagdo em numero de colbnias,
aumentar a diversidade genética, recolonizar areas onde essa espécie foi

extinta, bem como garantir a integridade de sua area de ocorréncia.
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6 — ANEXO

Tabela 5 — Amostras avaliadas, hapl6tipos identificados e localidades

de coleta
A H Municipio e respectiva localidade
1 | AIC - Matilde (RPPN Oiutrem) - Adquirida na regiao de Tijuco Preto — DM
2 Il AIC - Matilde (RPPN Oiutrem) - Adquirida na regiao de Tijuco Preto — DM
3 | AIC - Matilde (RPPN Oiutrem) - Adquirida na regido de Sao Bento de Urania
4 Il AIC - Sdo Roque de Maravilha - Nativa da regiéo
5 Il AIC - Sdo Roque de Maravilha - Nativa da regiao
6 Il AIC - Trés Cruzes / Sao Bento de Urania - Nativa da regiao
7 IV MF - Victor Hugo
8 IV MF - Victor Hugo
9 IV MF - Victor Hugo
10 Il AIC - Sao Bento de Urania (A)
11 IV AIC - Sdo Bento de Urania (A)
12 Il AIC - Sao Bento de Urania (B)
13 V  AIC - Sao Bento de Urania (B)
14 Il AIC - Sao Bento de Urania (B)
15 Il VA - Castelinho (A)
16 | VA - Castelinho (A)
17 | VA - Castelinho (A)
18 | VA - Castelinho (B)
19 | VA - Vila Maria (A)
20 | VA - Vila Maria (A)
21 | VA - Vila Maria (A)
22 | VA - Vila Maria (B)
23 | VA - Vila Maria (B)
24 | VA - Vila Maria (B)
25 | VA - Taquaragu
26 | VA - Taquaragu
27 | VA - Taquaragu
28 | VA - Sao Bras de Maravilha
29 | VA
30 Vv CC - Adquirida em Mata Fria
31 VI CC - Adquirida em Ribeirdo do Meio
32 Il CC - Adquirida em Mata Fria
33 IV CC - Ribeirdo do Meio - Corrego do Pilao - BR262 Km 125
34 VIl CC - Ribeirao do Meio - Coérrego do Pilao - BR262 Km 125
35 VIl CC - Ribeirdo do Meio - Cérrego do Pilao - BR262 Km 125
36 VI CC - Vizinho da fazenda acima
37 VIl CC - Vizinho da fazenda acima
38 IV VNI - Alto Caxixe - (A)
39 IV VNI - Alto Caxixe - (A)
40 | VNI - Alto Caxixe - (B)
41 IV VNI - Alto Caxixe - (B)
42 IV VNI - Alto Caxixe - (B)- Nativa da regiao
43 IV VNI
44 V. VNI
45 Il VNI - Adquirida na regido de Alfredo Chaves
46 Il VNI - Adquirida na regido de Alfredo Chaves
47 | DM - Séao Paulo do Aracé - (A)
48 | DM - Séao Paulo do Aracé - (A)
49 IV VNI - Alto Caxixe - (C)
50 IV VNI - Alto Caxixe - (C)
51 IV VNI - Alto Caxixe - (C)
52 IV VNI - Alto Caxixe - (D)
53 V VNI - Alto Caxixe - (D)
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Tabela 5 — Continuacao

A H Municipio e respectiva localidade
54 V VNI - Alto Caxixe - (D)

55 IV DM - Brago do Sul

56 \ DM - Brago do Sul - Adquirida em S&o Paulo do Aracé
57 IV DM - Brago do Sul

58 \ DM - Brago do Sul - Adiquirida em S&o Paulo do Aracé
59 IV DM - Alto Jucu

60 | DM - Alto Jucu

61 | DM - Alto Jucu

62 | DM - Alto Jucu

63 V  AfC - Fazenda Alto Guandu

64 \ AfC - Fazenda Alto Guandu

65 IV AfC - Fazenda Alto Guandu

66 Il DM - Lajinha (Fazenda Roda D'agua)

67 IV DM - Lajinha (Fazenda Roda D'agua)

68 V DM - Lajinha (estrada para Afonso Claudio)

69 V  DM- Lajinha (estrada para Afonso Claudio)

70 Vv DM - Lajinha (estrada para Afonso Claudio) - Nativa da regiao
71 V DM - Lajinha (Fazenda Santo Antdnio)

72 IV DM - Lajinha (Fazenda Santo Antbnio)

73 \ DM - Lajinha (Fazenda Santo Antonio)

74 IV DM - Lajinha

75 \Y DM - Lajinha (Fazenda Fundacéo Faesia)

76 \Y DM - Lajinha (Fazenda Fundagao Faesia)

77 Vv DM - Lajinha (Sitio do Vovo)

78 Vv DM - Lajinha (Sitio do Vovo)

79 IV DM - Rota do Lagarto Km3 - Pedra Azul

80 IV DM - Rota do Lagarto Km3 - Pedra Azul

81 IV DM - Rota do Lagarto Km5 - Pedra Azul

82 IV DM - Rota do Lagarto Km5 - Pedra Azul

83 IV DM - Sitio Pedra Azul

84 IV DM - Sitio Pedra Azul - Nativa da regiao

85 IV DM - Sao Paulo do Aracé (B)- Nativa da regiao
86 IV DM - Sao Paulo do Aracé (B)- Nativa da regiao
87 IV DM - Sao Paulo do Aracé (C)

88 \ DM - Tijuco Preto

89 \ DM - Tijuco Preto - Nativa da regido

90 \ DM - Tijuco Preto

91 \Y ST - Sao Pedro - Adquirida em Garrafao - SMJ
92 VIIl ST - Sdo Pedro - Adquirida em Garrafao - SMJ
93 \ ST - Adquirida em Domingos Martins

* A: Amostra. H: haplétipos. AfC: Afonso Claudio. AfC: Alfredo Chaves. CC: Conceicdo do
Castelo. DM: Domingos Martins. MF: Marechal Floriano. SMJ: Santa Maria de Jetiba. ST:
Santa Tereza. VA: Vargem Alta. VNI: Venda Nova do Imigrante. As amostras identificadas
como nativa da regiao foram coletas na mata. A, B, C e D indicam pontos de coleta distintos na
mesma localidade.
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Tabela 6 — Enzimas de restricdo utilizadas para avaliar DNA de 12
operarias de M. capixaba e o nimero de fragmentos observados

N2 de fragmentos
observados
rDNA mtDNA

Enzima Sitio de restricao

Acul (BioLabs)

BamHlI (Invitrogen) 5 GGATCC & 0 0
Banll (BioLabs) 5 GRGCYC & 2 2
Bccl (BioLabs) 5 CCATCNNNNN 3 3 2
Bcel | (Promega) 5 TGATCA 3 3 4
Ben | (Cau ll) (Fermentas) 5"CCCGG & 5 0
Bfal (BioLabs) 5 CTAG 3 6 0
Bgl | (BioLabs) 5 GCCNNNNNG 3 2 0
Bgl Il (Amersham Pharmacia) 5 AGATCT & 2 0
BsaBI (BioLabs) 5" GATNNNNATC & 0 3
BseG | (Fok |) (Fermentas) 5 GGATGNN 3’ 2 2
Bsll (BioLabs) 5" CCNNNNNNNGG 3 6 3
Bsp68 | (Nru l) (Fermentas) 5 TCGCGA T 3 0
Bsn (BioLabs) 5 ACTGGN 3’ 2 4
BstNI (BioLabs) 5 CCWGG 3’ 3 3
BtsCl (BioLabs) 5 GGATGNN 3 3 2
Cfrd2 |1 (Sac Il) (Fermentas) 5" CCGCGG 3’ 5 0
Cla | (Invitrogen) 5 ATCGAT 3 0 0
Dral (Fermentas) 5 TTTAAA 3 2 4 ou
EcoR | (Invitrogen) 5 GAATTC & 0 0
EcoR V (Invitrogen) 5 GATATC ¥ 2 0
Fokl (BioLabs) 5 GGATGN;3 3 3 2
Hae |l (BioLabs) 5 RGCGCY 3 0 0
Hind 11l (Invitrogen) 5 AAGCCTT 3’ 0 0
Hinf | (Fermentas) 5" GANTC 3’ 9 3ou4
Hph | (Fermentas) 5" GGTGANNNNNNNN 3’ 3 0
HpyCH4IV (BioLabs) 5 ACGT 3 7 2
KspA | (Hpa l) (Fermentas) 5 GTTAAC & 2 Oou2
Mfel (BioLabs) 5 CAATTG 3’ 2 3
Mmel (BioLabs) 5" TCCRACNy 3’ 3 2
Msp | (Sigma) 5 CCGG ¥ 11 Oou2
Nco | (Fermentas) 5" CCATGG 3’ 0 0
Nde | (Invitrogen) 5 CATATG 3 0 0
NmuC | (Tsp45 |) (Fermentas) 5 GTSAC & 7 0
Pst 1 (Invitrogen) 5" CTGCAG 3’ 0 0
Pvu Il (Invitrogen) 5 CAGCTG & 2 0
Rsa | (Invitrogen) 5 GTAC 3’ 3 0
Sac | (Promega) 5 GAGCTC ¥ 0 3
Sau3A | (Mbo l) (Promega) 5 GATC 3’ 2 5
Sca | (Invitrogen) 5" AGTACT & 0 0
ScrFl (BioLabs) 5" CCNGG 3’ 0 4
Sma | (Promega) 5" CCCGGG 3’ 3 0
Ssp | (Sigma) 5 AATATT 3 0 50u
StyD4l(BioLabs) 5" CCNGG 3’ 0 4
Taq | (Invitrogen) 5 TCGA 3 3 3
Tas | (TspE 1) (Fermentas) 5 AATT 3 7 3
Tse | (BioLabs) 5 GCWGC 3’ 4 5
TspRI (BioLabs) 5 NNCASTGNN 3 0 0
Xba | (Invitrogen) 5 TCTAGA 3 0 0
Xho | (Invitrogen) 5 CTCGAG 3 3 0

5 CTGAAGN;16 3’

0

2

*(RYGouA.(Y)CouT. (W)AouT.(S) CouG. (N)G, A, Tou C. Fragmentos

menores que 50 pb ndo foram considerados.
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Tabela 7 — Matriz binaria de haplétipos estimada com
base nos sitio de restricdo polimérficos para a regido
tRNA/COI do mtDNA de M. capixaba

HAPLOTIPO Dral Hinfl KspAl Mspl Sspl

| 1 0 0 0 011
] 1 1 0 1 111
]} 0 0 0 0 011
v 1 1 0 1 110
\'} 0 1 0 1 111
Vi 1 1 0 1 101
Vil 0 1 1 1 111
Vil 0 1 0 0 111

* 1: presenga de sitio de restricdo. 0: auséncia de sitio de restricao
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