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OLIVEIRA, FRANCIELLY MEDEIROS, DE. Diversidade genética de Euglossa
pleosticta (Hymenoptera: Apidae) de sete fragmentos florestais no norte do
Parana, sul do Brasil. 2009. Dissertacdo de Mestrado Em Genética e Biologia
Molecular. Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR.

Resumo

As abelhas Euglossini apresentam distribuicdo intrinseca aos neotrépicos, onde sé&o
polinizadores importantes de um grande numero de familias de plantas. Euglossa pleosticta
Dressler € uma espécie com ocorréncia relatada exclusivamente para o territério brasileiro,
onde mostra uma ampla distribuicao geografica. Apesar de ser um constituinte importante
das comunidades de Euglossini em remanescentes de Mata Atlantica no sul e sudeste do
Brasil, ndo existem ainda estudos sobre a diversidade genética de populagdes de E.
pleosticta presentes nos remanescentes deste bioma brasileiro tdo severamente ameacgado.
Neste estudo a diversidade genética de populagbes de E. pleosticta de sete fragmentos de
florestais, localizados no estado do Parana, foi investigada por meio de marcadores PCR-
RFLP e microssatélites, obtidos a partir da analise de 157 machos desta espécie. Nas
analises de PCR-RFLP, amplicons do gene 16S-(rDNA) e da regido entre os genes
citocromo C oxidase | e Il (COI-COIll) do DNAmt de E. pleosticta foram cortados com as
endonucleases Asel, Dral e Sspl, resultando em nove haplétipos-compostos, dos quais
quatro foram haplotipos exclusivos. Nas analises de microssatélites foram amplificados sete
locos, resultando na identificacdo de 57 alelos, os quais variaram em numero de seis a dez
alelos por loco amplificado. A analise de variancia molecular (AMOVA), aplicada aos dados
mitocondriais, indicou estruturagdo nao significativa e auséncia de variagdo genética entre
as sete amostras analisadas. Os valores estimados de divergéncia de nucleotideos (d), de
0,0000 a 0,0420, indicam baixa divergéncia de nucleotideos entre as amostras. De modo
distinto, as analises de microssatélites, revelaram uma particao significativa na variacéao
genética entre os grupos de abelhas dos sete fragmentos florestais, com valores de Fgr
(0,036 - 0,169) indicativos de baixa a alta diferenciagdo genética entre os 21 pares de
amostras analisados. A falta de estruturagdo genética entre as amostras de E. pleosticta,
revelada pelos marcadores mitocondriais, parece ser decorrente da maior conservagao do
genoma mitocondrial quando comparado as regides de microssatélites. Os resultados
sugerem que a fragmentagao da Mata Atlantica na regido estudada resultou na ocorréncia
de subpopulagdes de E. pleosticta nesta regiao.

Palavras-chave: Euglossini, Euglossa pleosticta, fragmentos florestais, microssatélites,

DNA mitocondrial.
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OLIVEIRA, FRANCIELLY MEDEIROS, DE. Genetic diversity of Euglossa
pleosticta (Hymenoptera: Apidae) from seven Forest fragments in northern
Paranda, southern Brazil. 2009. Dissertation of Postgraduation (Masters) In Genetic
and Molecular Biology. Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR.

Abstract

The Euglossini bees show an intrinsic distribution to neotropics, where they are important
pollinators of many plant families. Euglossa pleosticta Dressler is a euglossine bee found
exclusively in Brazilian territory, where this species shows a wide geographic distribution.
Despite these bees constitute an important component of the Euglossini fauna in Atlantic
Forest remnants in southern and southeastern Brazil, there is no information about the
genetic diversity of E. pleosticta populations present throughout this severely threaten
Brazilian biome. In this study, the genetic diversity of E. pleosticta from seven forest
fragments in northern Parana state was investigated using PCR-RFLP and microsatellites
markers, produced by the analysis of 157 males of this species. In the PCR-RFLP analysis,
amplicons of gene 16S-(rDNA) and the region between cytochrome oxidase | and Il (COlI-
COIll) genes of mtDNA were cut with enzymes Asel, Dral e Sspl, resulting in nine composite-
haplotypes, four of which were exclusive haplotypes. The microsatellites analysis involved
the amplification of seven loci and identification of 57 alleles, which varied in number from 6
to 10 per loci. The analysis of molecular variance (AMOVA), applied to PCR-RFLP markers,
showed no significant structuring of genetic variation among the seven samples analyzed. A
low nucleotide divergence (0), with values varying from 0.0000 to 0.0420, was also detected
among these samples. In contrast, the microsatellites analysis revealed a significant partition
in the genetic variation among all E. pleosticta samples, with values of Fsr (0,036 - 0,169)
indicating genetic differentiation varying from low to high between pairs of samples. The
absence of genetic differentiation between pairwise samples revealed by mitochondrial
markers could be attributed to the higher conservation of this genome compared to
microsatellites regions. The present findings suggest that the Atlantic Forest fragmentation
across the studied region determined the occurrence of subpopulations of E. pleosticta in this

region.

Key Words: Euglossini, Euglossa pleosticta, forest fragments, microsatellites, mtDNA
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l. Introducgao

Apo6s um longo periodo de destruicdo, a Mata Atlantica encontra-se reduzida
a cerca de 7% da floresta original. Esta é considerada a segunda maior formagao de
floresta tropical da América do Sul, sendo reconhecida por sua alta biodiversidade e
endemismos (DI BITTETI et al., 2003; TONHASCA et al., 2003). Em ecossistemas
tropicais, como € o caso da Floresta Atlantica, a diversidade de espécies vegetais é
extremamente alta quando comparada com a de outras regides (WILSON, 1988
apud SCHLINDWEIN, 2000).

No Parana, sul do Brasil, as areas de florestas foram ocupadas para a
formagéo de cidades e desenvolvimento da agricultura, causando a devastagéo da
Mata Atlantica. Atualmente, a regido norte do estado do Parana possui apenas entre
2 e 4% de sua cobertura vegetal original (SOARES; MEDRI, 2002; TOREZAN,
2002).

De acordo com Primack e Rodrigues (2001), comunidades biolégicas podem
ser bastante afetadas por atividades humanas, mesmo quando um habitat ndo esta
destruido ou fragmentado. Essas comunidades podem sofrer impactos e as
populacoes de espécies serem levadas a extincdo por fatores externos que nao
alteram a estrutura dominante da comunidade, sendo que este dano pode nao ser
imediatamente notado. Hoje, a Mata Atlantica se caracteriza por apresentar uma
paisagem fragmentada, com pequenas manchas de floresta em meio a
monoculturas, pastos, estradas e cidades. Além do efeito do isolamento, uma vez
perdidas suas espécies, estas areas isoladas sao dificeis de serem recolonizadas
(DI BITTETI et al., 2003).

Segundo Neff e Simpson (1993), para que a diversidade de plantas
presentes em um ecossistema seja mantida, faz-se necessario a conservagao da
diversidade dos polinizadores que fazem parte deste ecossistema. Deste modo, a
fragmentagdo de habitat ameaga a existéncia de espécies de modos mais sutis,
podendo limitar o potencial de uma espécie para a dispersao e colonizagdo. Muitas
espécies nao colonizam os fragmentos apds a populagdo original ter desaparecido,
se a dispersao animal é reduzida de um habitat, plantas que dependem desses
animais para dispersar suas sementes ou mesmo para a sua polinizagao, serao
afetadas também (PRIMACK; RODRIGUES, 2001). Muitas vezes, espécies

confinadas a um unico fragmento precisam ser capazes de migrar além da extensao
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do habitat em busca de recursos escassos, como por exemplo, recursos alimentares
com disponibilidade variavel no tempo e no espago (PRIMACK; RODRIGUES,
2001).

Em diversas comunidades vegetais do mundo as abelhas constituem o
principal grupo de polinizadores (NEFF; SIMPSON, 1993; VINSON; FRANKIE;
BARTHELL, 1993; MICHENER, 2000). Na regido Neotropical, as abelhas da tribo
Euglossini sdo importantes polinizadores das florestas tropicais e subtropicais da
América Central e da América do Sul (TONHASCA et al., 2003). Estas abelhas sao
de extrema importancia para estudos da fauna tropical, pois possuem relagdes
particulares com plantas de diversas familias, especialmente as Orchidaceae
(DODSON et al., 1969; ZUCCHI et al., 1969; DRESSLER, 1982; WILLIAMS;
WHITTEN, 1983; REBELO, 2001). De fato, machos Euglossini sdo os polinizadores
primarios de alguns grupos de orquideas Neotropicais (DRESSLER, 1982;
ACKERMAN, 1983; ROUBIK; HANSON, 2004). Assim, devido a intima inter-relagéo
entre os machos destas abelhas e as orquideas, as euglossinas passaram a ser
conhecidas popularmente como ‘abelhas das orquideas’.

A tribo Euglossini possui aproximadamente 200 espécies, distribuidas em
cinco géneros: Aglae, Exaerete, Eulaema, Eufriesea e Euglossa (DRESSLER, 1982;
CAMERON, 2004). Os Euglossini formam um grupo distinto dentro da familia
Apidae, por apresentarem frequentemente tegumento metalico, glossa longa e, no
caso dos machos, as tibias das pernas posteriores modificadas para a coleta e
possivel metabolizagdo de substancias aromaticas (DRESSLER, 1982; ROUBIK;
HANSON, 2004). Muitas espécies desta tribo sao solitarias, mas algumas
apresentam associagdes pequenas ou médias com comportamento do tipo comunal
e eussocial (DRESSLER, 1982; GAROFALO, 1992; REBELO, 2001; AUGUSTO;
GAROFALO, 2004).

Este grupo de abelhas era desconhecido até o final da década de 1960,
quando algumas pesquisas empregando cromatografia a gas levaram a identificagéo
de diversos compostos quimicos presentes nas fragrancias de orquideas visitadas
pelos machos (DODSON; HILLS, 1966; DODSON et al., 1969; WILLIAMS;
WHITTEN, 1983). O conhecimento destes compostos (obtidos sinteticamente)
permitiu o desenvolvimento de técnicas para a atragdo de machos euglossineos,

empregando iscas-odores.
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Apesar de serem abelhas aparentemente sensiveis a fragmentagdo de
habitats, particularmente em areas de Mata Atlantica, ainda sdo poucos os relatos
dos efeitos da fragmentacdo sobre a fauna de Euglossini (PERUQUETTI et al.,
1999; TONHASCA; ALBUQUERQUE; BLACKMER; 2003; SOFIA et al., 2005;
AGUIAR; GAGLIANONE, 2008). Alguns estudos tém indicado que a riqueza e a
diversidade das comunidades de Euglossini podem ser afetadas de forma
significativa pelo tamanho do fragmento e da cobertura e condigcbes de conservacao
destes (SOFIA; SUZUKI, 2004; AGUIAR; GAGLIANONE, 2008). Foi demonstrado
recentemente que a abundancia destas abelhas se mostrou positivamente
correlacionada com o tamanho dos fragmentos florestais estudados e negativamente
relacionada com a forma (raz&o borda:area) destes (BROSI, 2009). Ainda segundo
este autor, a fragmentacao florestal parece afetar mais intensamente a fauna de
Euglossini do que outros grupos de abelhas. A conservagdo mais efetiva destas
abelhas aparentemente requer a presenca de areas de florestas (BROSI et al.,
2008).

As Euglossini sdo abelhas reconhecidamente dotadas de grande capacidade
de véo (JANZEN, 1971). Embora areas desmatadas possam constituir barreiras para
o deslocamento de algumas espécies desta tribo (POWELL; POWELL, 1987), varios
estudos mostram que tais abelhas s&o capazes de se deslocar entre fragmentos
florestais (RAW, 1989; TONHASCA; ALBUQUERQUE; BLACKMER, 2003) ou
mesmo transpor distancias de cerca de 500 m sobre corpos d’agua separando, por
exemplo, ilha e continente (MURREN, 2002). Tonhasca, Albuquerque e Blackmer
(2003) observaram que diversas espécies de Euglossini transitam livremente entre
remanescentes maiores de floresta e fragmentos de mata espalhados em areas de
pastagens. Contudo, ndo se sabe exatamente qual a distancia limite para os
deslocamentos das diferentes espécies em ambientes fragmentados. Encontra-se
bem estabelecido na literatura que fragmentos florestais podem funcionar como ilhas
ou trampolins, contribuindo para o deslocamento de animais e manutencado do fluxo
génico das populagdes presentes em ambientes fragmentados (DI BITTETI et al.,
2003; METZGER, 2004). Contudo, se de algum modo a fragmentagdo de habitats
inibir ou limitar o fluxo génico entre as abelhas de fragmentos florestais distintos,
pode-se esperar em longo prazo um declinio na variagdo genética das populagdes
afetadas de abelhas (MORATO, 1998). Tal possibilidade torna-se um problema

ainda mais preocupante quando se considera o fato de que estudos tém mostrado
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que diversas espécies de Hymenoptera apresentam normalmente uma variagéo
genética menor quando comparada a insetos de outros grupos (BERKEHALMER,
1983; GRAUR, 1985; CRESPI, 1991; SHOEMAKER et al., 1992; PACKER; OWEN,
2001). Dentre os himenopteros, as abelhas, vespas e formigas sao elementos
fundamentais dos ecossistemas terrestres, onde desempenham papéis ecoldgicos
importantes em ecossistemas naturais e agricolas (ZAYED; PACKER, 2005). Neste
grupo de insetos as abelhas destacam-se como polinizadores e sdo, na atualidade,
foco de atengcado em diversos estudos, os quais tém apontado um declinio mundial
na diversidade e abundancia de tais insetos (WILLIAMS; MINCKLEY; SILVEIRA,
2001; STEFFAN-DEWENTER; POTTS; PACKER, 2005).

A variabilidade genética pode ser compreendida por dois aspectos:
diversidade alélica e heterozigosidade. Em populagbes pequenas isoladas a
variabilidade genética pode ser substancialmente reduzida por meio da deriva
genética e endogamia resultando na perda de alelos e declinio na heterozigosidade.
Estas reducdes podem resultar na diminuicdo da aptidao da populagao e eventual
extingdo desta (FERGUNSON et al, 1995). Encontra-se estabelecido que
populacbes menores sdo mais vulneraveis a depressao endogamica e a outros
problemas associados com o tamanho reduzido da populacdo (PRIMACK;
RODRIGUES, 2001). A depressdo endogaémica € causada principalmente pelo
aumento da homozigosidade de alelos recessivos raros; além disso, € um dos
fatores prejudiciais da endogamia, pois os efeitos da endogamia podem se tornar
quantitativos em termos de redugdo da heterozigosidade (HARTL, 2008). A
endogamia ndo muda diretamente as frequéncias alélicas, mas pode levar a redugao
do valor adaptativo médio se gerar proles homozigotas por alelos deletérios. Ao
aumentar a propor¢gao de individuos da populagdo que sdao homozigotos, a
endogamia aumenta a frequéncia com que os alelos deletérios recessivos afetam os
fenotipos (FREEMAN; HERRON, 2009). Assim, o principal efeito da endogamia é o
aumento da frequéncia de gendtipos homozigotos em uma populagdo, em relagéo a
frequéncia esperada em cruzamentos aleatorios. A quantidade de endogamia pode
ser medida por meio da proporgao real de gendtipos heterozigotos na populagéo,
comparada a propor¢ao de gendtipos heterozigotos que ocorreriam em cruzamentos
aleatorios (HARTL, 2008).

Uma das caracteristicas dos himendpteros € o sistema haplodipléide de

determinagéo de sexo, no qual fémeas se desenvolvem de ovos fecundados, sendo,
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portanto, organismos dipléides, enquanto machos sdo hapldides, com
desenvolvimento a partir de ovos nao-fecundados (CROZIER, 1977; COOK, 1993;
UNRUH; MESSING, 1993). Este processo de reprodugdo, por partenogénese, no
qual machos sado produzidos a partir de ovos nao fertilizados € conhecido como
arrenotoquia (UNRUH; MESSING, 1993). De acordo com estes autores, embora a
oogénese em fémeas arrendtocas seja comparavel a de outros insetos dipldides, e
inclua recombinacdo cromossOmica e permuta entre 0s cromossomos, a
espermiogénese em machos hapldides € um processo ameidtico, sem pareamento
entre os homodlogos, recombinagcdo e permuta. O sistema hapléide de machos de
abelhas é uma caracteristica distinta dos Hymenoptera e tem consequéncias
importantes para a alocagdo de sexo e evolugdo do comportamento social dentro
deste grupo de insetos (COOK; CROZIER, 1995). No sistema haplodipléide de
determinagéo de sexos, machos dipléides podem também ser produzidos em alguns
himenodpteros, sendo tais individuos normalmente estéreis e pouco viaveis
(CROZIER, 1977; COOK; CROZIER, 1995; ZAYED; PACKER, 2005).

Enquanto em insetos dipléides o sexo de um individuo é determinado por um
balango entre cromossomos sexuais € autossOmicos, 0S Cromossomos Ssexuais
propriamente ditos ndo ocorrem em himendpteros, sendo desta forma dificil de
justificar para tais insetos o modelo de balan¢go cromossémico na determinagao
sexual (UNRUH; MESSING, 1993). Na verdade, o modo de determinagao sexual
experimentalmente demonstrado nestes insetos € o mecanismo de alelos (sexuais)
multiplos (ou mecanismo de Whiting) (WILSON, 1971; UNRUH; MESSING, 1993).
Atualmente, o mecanismo proposto, e mais amplamente aceito, para explicar a
determinagao sexual em himendpteros, baseado nos estudos de P.H Whiting, é o da
determinagdo sexual por um unico loco, apresentando uma variedade de alelos
(sexuais) ou sl-CSD (do inglés single-locus complementary sex determination)
(ZAYED; PACKER, 2005). Em tal mecanismo, individuos dipldides heterozigotos
desenvolvem-se em fémeas e hapldides (hemizigotos) em machos. Este mecanismo
ja foi demonstrado para varias espécies de abelhas (UNRUH; MESSING, 1993).
Entretanto, se em homozigose, nos cromossomos materno e paterno, os alelos
sexuais resultarao no desenvolvimento de um macho diploide (individuo homozigoto
dipléide, portanto) (WILSON, 1971; COOK, 1993). Em razdo de machos dipldides

serem nao funcionais (estéreis) e com baixo valor adaptativo, existe uma forte
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selecao contra estes e ao mesmo tempo uma selecao para uma alta diversidade de
alelos sexuais.

Enquanto em organismos diploides, a depressdo genética por
endocruzamento aumenta o risco de extingdo, no caso de organismos hapldides, &
comumente aceito que, os alelos deletérios sdo mais rapidamente eliminados da
populacao, tornando, deste modo, os organismos com sistemas haplodipléides mais
‘imunes’ aos efeitos desta depressao genética e, teoricamente, com riscos reduzidos
a extingdo quando comparado aos organismos diploides (HEDRICK; PARKER, 1997
apud ZAYED; PACKER, 2005). Contudo, o sistema de loco unico de determinagao
sexual complementar (sI-CSD), imp&e por meio da homozigose uma fonte nao usual
de carga genética em populagées pequenas que resulta na produgdo de machos
diploides inviaveis ou efetivamente estéreis (ZAYED; PACKER, 2005). Como
consequéncia deste fato, a taxa de extincdo em populagdes haplodipléides que
mostra produ¢cdo de machos diploides pode ter uma ordem de grandeza maior que
na auséncia destes, conforme modelo (estocastico) utilizado por estes autores.
Considerando-se ainda o fato dos machos dipléides serem oriundos de ovos
fertilizados, tais machos podem ser vistos como tentativas mal sucedidas na
producdo de fémeas. Assim, frequéncias elevadas de machos dipldides refletem
uma reducado na populagdo de fémeas e, por conseguinte no numero efetivo da
populacdo (CROZIER, 1976). O aumento no numero de machos dipldides em
populacbes de algumas espécies de Euglossini tem sido reportado na literatura
(ROUBIK; WEIGT; BONILHA, 1996; ZAYED; ROUBIK; PACKER, 2001, 2004).
Contudo, as frequéncias de machos dipléides nas populagdes de Euglossini tém se
mostrado variavel entre diferentes espécies, sugerindo que algumas espécies sejam
mais suscetiveis que outras a mudangas no ambiente e a pressdao antropogénica
(LOPEZ-URIBE; ALMANZA; ORDONEZ, 2007).

A Biologia da Conservacéo trabalha contra a crise da biodiversidade e inclui
uma nova area de investigacdo cientifica, conhecida como Genética da
Conservagéao, que envolve dados moleculares e a genética de populagbes (PEREZ-
SWEENEY et al., 2004). O estudo de populagdes e a conservagao de populagdes a
longo prazo tém como objetivos: evitar a endogamia em espécies que ndo sao
naturalmente endogamicas, manter o maior potencial evolutivo possivel (alta
variabilidade genética), independente da fragmentacdo, além da analise genética

das populagdes e da identificagdo de sua estrutura genética com os fatores que a
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afetam, como tamanho efetivo da populagéo, fluxo génico e sistemas de
acasalamento. Os niveis de fluxo génico da populagdo também auxiliam na analise
da intensidade em que a fragmentacado impede a troca génica entre as populagdes
(PEREZ-SWEENEY; RODRIGUES; MELNICK, 2004).

Atualmente, varias técnicas moleculares tém sido empregadas como
ferramentas no estudo da biodiversidade molecular de diferentes organismos, o que
tem auxiliado de modo significativo os estudos de genética da conservacao.
Algumas destas técnicas sao baseadas nas analises do DNA mitocondrial dos
animais investigados, outras se baseiam na analise no genoma total do organismo
(CHENUIL, 2006).

Entre os principais tipos de marcadores moleculares disponiveis merecem
destaque os marcadores microssateélites, os quais tém sido amplamente usados em
estudos populacionais de diferentes organismos. Conhecidos também como
repeticdes curtas em tandem (STRs) ou sequéncias simples repetidas (SSRs), os
microssatélites representam um tipo de sequéncia gendmica de DNA nao
codificante, as quais se encontram distribuidas em grande quantidade pelo genoma,
apresentando altos niveis de polimorfismo alélico (OLIVEIRA et al., 2006). Na
verdade, cada loco de microssatélite consiste de sequéncias curtas de nucleotideos
(usualmente, di, tri ou tetranucleotideos) que estdo arranjados em tandem em uma
localizagao cromossOmica particular (AVISE, 2004). Assim, a natureza da variagao
dos microssatélites corresponde ao numero de codpias das unidades repetidas
(MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001), com tais variagdes representando os diferentes
alelos (algumas vezes 20 ou mais) de um determinado loco dentro de uma
populacao (AVISE, 2004).

O motivo para o elevado polimorfismo alélico relaciona-se ao fato de a taxa de
mutacdo em regides de microssatélite ser mais alta do que em outras partes do
genoma, com variacdo de 102 a 10° nucleotideos por loco, por geragdo. Erros
durante a recombinagao, crossing-over desigual e deslizamento da polimerase na
replicacdo ou no reparo do DNA podem explicar esta alta taxa de mutacgao
(OLIVEIRA et al.,, 2006). Em consequéncia deste fato, particularmente, dentro do
conjunto de técnicas que se utilizam da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
atualmente, a técnica de microssatélites € a mais difundida na analise de
polimorfismos (MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001).
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Os microssatélites apresentam reconhecidamente heranga mendeliana
simples e sdo marcadores co-dominantes, possibilitando identificar heterozigotos em
genomas dipldides (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Tais marcadores sao
importantes para estudos da variabilidade genética de populagdes, estudos de DNA
forense, mapeamento genético, manejo e conservagao de recursos biologicos entre
outras aplicagdes (HANATAKA; GALETTI Jr, 2003).

O fator limitante para o emprego da técnica de microssatélites é a
disponibilidade de informagéo (em termos de sequéncias de nucleotideos) a respeito
das regides que possuam repeticbes para o organismo que se deseja estudar
(MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001; OLIVEIRA et al.,, 2006). Mas, pesquisas
mostram que pares de primers determinados para uma espécie podem ser utilizados
em outras espécies do mesmo género ou para espeécies de géneros proximos da
mesma familia, possibilitando a reducao de custos elevados que o desenvolvimento
de primers especificos de microssatélites muitas vezes impde (OLIVEIRA et al.,
2006). Em um estudo recente, Souza et al. (2007) desenvolveram varios primers de
microssatélites com base no genoma de duas espécies de abelhas Euglossini. Tais
primers se mostraram eficientes para amplificacao de diferentes locos polimérficos
de microssatélites em diversas espécies do grupo.

Dentro do conjunto de marcadores moleculares disponiveis para estudos
populacionais incluem-se ainda os marcadores obtidos a partir da combinagédo das
técnicas PCR e RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism), conhecidos como marcadores PCR-RFLP, os quais sdo baseados
nas analises dos padrdes de fragmentos produzidos pela digestdo de um
determinado DNA com uma endonuclease especifica. Saiki et al. (1985) utilizaram a
técnica de PCR junto a de RFLP para detec¢ao de polimorfismos. A detecgao de
polimorfismos por meio da técnica de PCR-RFLP pode ser utilizada na avaliagdo da
estruturagao e variagdo genética de populagdes, fornecendo informagdes relevantes
para a conservacao e manejo adequado de populagdes ameagadas. Neste caso, a
etapa de amplificacdo precede a digestdo do DNA por enzimas de restricdo
(MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001).

De acordo com Arias, Francisco e Silvestre (2003), nas décadas de 1970-80,
a molécula de DNA mitocondrial (DNAmt) passou a fazer parte de muitos estudos
envolvendo estrutura populacional, relagdes filogenéticas e o entendimento de varios

aspectos bioldgicos e evolutivos de uma grande variedade de organismos (cf.
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HILLIS; MORITZ; MABLE, 1996; AVISE, 2004). O conhecimento de diversas
sequéncias de DNAmt de varios filos levou ao desenvolvimento de primers
universais, que permitem o acesso ao genoma do DNAmt de espécies
desconhecidas, o sequenciamento e a comparagcdo de genes homdlogos de
espécies proximas e de populagcdes de uma dada espécie (PALUMBI, 1996).

O DNA mitocondrial (DNAmt) animal € uma molécula de fita dupla circular e
apresenta heranca uniparental, via materna; sendo assim, este genoma reune
caracteristicas ideais para estudos filogenéticos, tem estrutura genética simples e
nao possui modelos complexos de DNA repetitivo, elementos de transposicéo,
pseudosgenes e introns, com transmissdo genética direta, ndo segue os padroes
mendelianos de segregacdo e n&o sofre recombinacao ou rearranjos, podendo servir
para tragcar uma genealogia materna (ATTARDI, 1985; ARIAS; INFANTE-
MALACHIAS, 2001; ARIAS; FRANCISCO; SILVESTRE, 2003). Além disso, o DNA
mitocondrial animal possui alta taxa evolutiva, devido a baixa eficiéncia no sistema
de reparo das mitocondrias e alta exposicdo a radicais livres gerados durante o
processo de respiragdo. As regides A+T sdo as que acumulam mais mutagoes,
substituicbes de bases ou insergao/delegcbes, sendo que as insergdes e delegdes
podem alterar o tamanho total da molécula. O gene da subunidade citocromo
oxidase c¢, entre outros genes mitocondriais acumulam mais rapidamente
substituicbes de bases; entretanto, genes codificadores para as subunidades
ribossémicas, incluindo a regido ribossomal 16S, estdo entre os genes mais
conservados (CALCAGNOTTO, 2001; ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001; ARIAS
et al., 2006).

Em abelhas estes dois genes mitocondriais tém sido utilizados para estudos
da estrutura genética de diferentes espécies, mas principalmente em estudos
envolvendo a abelha Apis mellifera varios estudos tém se baseado em marcadores
mitocondriais para o estudo da estrutura genética de populagbées (HALL; SMITH,
1991; BOUGA et al., 2005; COLLET; ARIAS; DEL LAMA, 2007; LOPEZ-URIBE; DEL
LAMA, 2007). Além disto, a regido intergénica COI-COIl tem também sido objeto de
analise em estudos com populagbes de abelhas (COLLET et al., 2006; INSUAN et
al., 2007). Na maioria destes estudos a técnica de PCR-RFLP foi a principal técnica
utilizada para a obtencdo dos marcadores moleculares, técnica esta que tem se
mostrado eficiente em estudo de populagdes de abelhas (BOUGA et al., 2005;
COLLET; ARIAS; DEL LAMA, 2007).
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Desta forma, considerando-se a escassez de estudos genéticos envolvendo
espécies nativas de abelhas, bem como a eficiéncia de marcadores moleculares
mitocondriais, obtidos a partir da técnica PCR-RFLP, e marcadores microssatélites
aplicados a estudos de populacdes, torna-se necessario um maior uso de tais
marcadores em estudos genéticos com estas abelhas. O uso de tais marcadores
torna-se ainda mais interessante quando o foco principal for a obtencdo de
informacdes que possam contribuir para um manejo mais adequado e conservagao

de espécies.
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Il. Objetivos

I1.1. Objetivo geral

Obter, com base em marcadores moleculares, informagdes sobre a diversidade

genética da espécie Euglossa pleosticta, uma espécie Euglossini com ampla

distribuicdo geografica no Brasil, comumente presente em fragmentos florestais,

remanescentes de Mata Atlantica, na regido sul e sudeste do Brasil.

11.2. Objetivos especificos

A partir de marcadores mitocondriais PCR-RFLP e microssatélites,
investigar a estrutura genética populacional de E. pleosticta de fragmentos
florestais de Mata Atlantica no estado do Parand, apresentando tamanhos
e graus de conservacgao distintos;

Avaliar a possivel ocorréncia de relagéo entre o tamanho dos fragmentos
estudados e os niveis de variagdo genética para os diferentes grupos de
E. pleosticta analisados.

Comparar os resultados obtidos com os dois marcadores moleculares
empregados neste estudo a fim de fornecer um quadro mais completo
sobre os efeitos da fragmentacéo na espécie estudada.

Fornecer informagdes que possam vir a subsidiar estratégias que visem
uma maior conservacdo da espécie estudada e de remanescentes de

Mata Atlantica mantidos na forma de fragmentos florestais.



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
2
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

lll. Artigo

Diversidade Genética de Abelhas Euglossa pleosticta (Hymenoptera, Apidae) de

Sete Fragmentos de Mata no norte do Parana, sul do Brasil

Trabalho a ser submetido ao Peridédico Genetics and Molecular Biology

12



10

11

12

13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

13

Diversidade genética de abelhas Euglossa pleosticta (Hymenoptera, Apidae,

Euglossini) de sete fragmentos de mata no norte do Parana, sul do Brasi

Francielly M. de Oliveira, Alessandra N. Alves, Gabriele A. Freiria e Silvia H. Sofia’

Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de

Biologia Geral, Londrina, PR, Brasil.

Titulo resumido: Diversidade genética de E. pleosticta

Palavras-chave: DNAmt, estrutura genética, Mata

microssatélites

"Autor para correspondéncia

Silvia Helena Sofia

Universidade Estadual de Londrina

Centro de Ciéncias Bioldgicas

Departamento de Biologia Geral

Caixa Postal 6001, 86051-990

Londrina, Parana, Brasil

E-mail: shsofia@uel.br

Phone: +55-43-33714437; Fax: +55-43-33714207

Atlantica, PCR-RFLP,



AW N —

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

14

Resumo

Neste estudo a diversidade genética de populagbes de Euglossa pleosticta de
sete fragmentos de Mata Atlantica foi investigada por meio de marcadores PCR-
RFLP e microssatélites, obtidos a partir da analise de 157 machos desta espécie.
Nas analises de PCR-RFLP, amplicons das regides 16S-(rDNA) e COI-COIl do
DNAmt foram cortados com as endonucleases Asel, Dral e Sspl, resultando em
nove haploétipos-compostos. Nas analises de microssatélites foram amplificados sete
locos, resultando na identificagdo de 57 alelos distintos. A AMOVA, realizada a partir
dos dados de PCR-RFLP, indicou estruturagdo nao significativa na variagéo genética
das amostras analisadas, com 100% da variacdo dentro dos grupos. Os valores
estimados de divergéncia de nucleotideos (8), de 0,0000 a 0,0420, indicou baixa
divergéncia de nucleotideos entre as amostras. De modo distinto, as andlises de
microssatélites, indicaram uma particdo significativa na variagdo genética entre os
grupos de abelhas dos sete fragmentos florestais, com valores de Fst (0,036 - 0,169)
indicativos de baixa a alta diferenciagdo genética entre os 21 pares. Os resultados
para os locos de microssatélites analisados sugerem possiveis efeitos de deriva
genética, restricdo do fluxo génico, aumento da endogamia ou ainda efeitos de
gargalo de garrafa entre as abelhas dos diferentes fragmentos, reforcando a
necessidade de uma maior atengdo a estrutura genética da populagédo de E.
pleosticta em toda a regido estudada para uma melhor conservacéo da diversidade

genética.
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Introdugao

As abelhas da tribo Euglossini formam um grupo monofilético primariamente
Neotropical, representado por cinco géneros (Aglae, Eufriesea, Euglossa, Eulaema,
e Exaerete) e cerca de 200 espécies (Roubik e Hanson, 2004; Ramirez, 2005; Lopes
et al., 2007). Dentre eles, o género Euglossa € o mais numeroso, com mais de 100
espécies descritas (Ramirez, 2005).

O grupo como um todo desempenha um papel importante na polinizagao de
diversas espécies vegetais, incluindo mais de 650 espécies de orquideas
neotropicais (Dressler, 1982; Roubik e Hanson, 2004). De acordo com Tonhasca et
al. (2003), se a dispersao de abelhas Euglossini for afetada pela fragmentagcédo dos
ecossistemas, a exemplo do que aconteceu com a Mata Atlantica, a polinizagcdo em
tais ecossistemas pode ser prejudicada, pois varias espécies vegetais, incluindo
orquideas, dependem destes insetos para obter sucesso na polinizagéao.

Nos ultimos anos, alguns trabalhos tém demonstrado o efeito negativo da
fragmentacgao sobre as populagbes de Euglossini (Aguiar e Gaglianone, 2008; Brosi,
2009; Giangarelli et al., 2009). Além disto, embora tenha sido demonstrado que
algumas espécies desta tribo sejam capazes de transpor areas desmatadas (Raw,
1989; Tonhasca et al., 2003) e coletar fragrancias fora dos limites dos fragmentos
(Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2005), aparentemente areas fragmentadas podem
constituir barreiras para determinadas espécies, impedindo o deslocamento destas
para areas circunvizinhas (Powell e Powell, 1987; Morato, 1994; Peruquetti et al.,
1999). Tal fato poderia resultar na reducdo do fluxo génico e da variabilidade
genética, com um possivel comprometimento a longo prazo da sobrevivéncia destas

populacdes (Morato, 1998) e de populagcbes de outras espécies, podendo gerar um
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efeito cascata nesses ecossistemas, devido a diminuicdo da capacidade adaptativa
e consequentemente, resultando na extingdo de tais populagdes.

Nas ultimas décadas, varias técnicas moleculares tém sido empregadas como
ferramentas no estudo da biodiversidade molecular de diferentes organismos, as
quais vém demonstrando um alto potencial para estimar o efeito da fragmentacao
dos habitats e a estruturagdo genética das populagdes (Waldschmidt et al., 2005).
Algumas destas técnicas sdo baseadas nas analises do DNA mitocondrial (DNAmt)
dos animais investigados, enquanto outras se baseiam na analise no genoma total
do organismo (Avise, 2004; Chenuil, 2006). Alguns estudos genéticos de populagdes
tém combinado o uso de marcadores nucleares e analises do genoma mitocondrial,
obtendo resultados positivos, principalmente porque estes dois marcadores revelam
diferentes tipos de informacdo, tanto na capacidade de encontrar diferenciacao
genética, como também de detectar diferentes processos ecolégicos e evolutivos
(Haavie et al., 2000).

Em abelhas, assim como para a maioria dos animais, o DNAmMt é uma
molécula que apresenta herancga citoplasmatica uniparental, geralmente via materna
(Meusel e Moritz, 1993; Hillis et al., 1996). Tal fato faz esta molécula particularmente
util para estudos de populagdes de espécies ou grupos de animais em que a coleta
de fémeas apresenta algumas dificuldades ou restricdbes. Nestes casos, a
investigagdo do genoma mitocondrial dos machos pode fornecer informagdes
relevantes sobre as populacbes das fémeas. No caso especifico de abelhas
Euglossini, além da coleta de machos ser bem mais facil e eficiente que a de
fémeas, ela ndo afeta de forma tao profunda as populagdes destes insetos (Becker
et al., 1991), uma vez que sdo as fémeas os organismos diretamente envolvidos

com a produgao da prole (Williams e Dodson, 1972; Dressler, 1982).
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Em areas de Mata Atlantica, ainda sdo poucos os relatos dos efeitos da
fragmentacgao sobre a fauna de Euglossini (Peruquetti et al., 1999; Tonhasca et al.,
2003). No sul e sudeste do Brasil, Euglossa pleosticta € um constituinte importante
das comunidades de Euglossini em remanecentes deste bioma, sendo uma das
espécies de ocorréncia normalmente frequente. Apesar disto, ndo existem ainda
estudos sobre a diversidade genética de populagdes desta espécie. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo investigar, com base em marcadores
moleculares mitocondriais e nucleares, a diversidade genética de populagdes de E.
pleosticta de sete fragmentos de Mata Atlantica no norte do estado do Parana, sul
do Brasil. Para a obtencédo dos marcadores genéticos foram empregadas as técnicas
de PCR-RFLP e microssatélites, duas técnicas moleculares que tém se mostrado
eficazes para o estudo da estrutura genética de populagdes de diferentes espécies

de abelhas (Widmer e Schimid-Hempel, 1999; Collet et al. 2006; Insuan et al., 2007).

2. Materiais e Métodos

2.1. Areas de estudo

As abelhas foram coletadas em sete fragmentos florestais na regido norte do
estado do Parana, sul do Brasil (Figura 1). Originalmente, esta regido era recoberta
por Floresta Estacional Semidecidual, um dos ecossistemas associados de Mata
Atlantica (Morellato e Haddad, 2000), restando atualmente pouco (<5%) desta
vegetacao nativa na regidao norte do estado.

Dos sete fragmentos estudados, o maior em tamanho (fragmento A), constitui
uma reserva governamental (Parque Estadual “Mata dos Godoy”), com cerca de 580

ha de floresta madura ainda bastante conservada, que forma junto com outros
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fragmentos de mata fora dos limites da reserva, um grande fragmento florestal, com
cerca de 2800 ha (Sofia et al., 2005). Outros quatro fragmentos estudados
constituem reservas de mata em propriedades rurais particulares, sao estes:
fragmentos B, C, D e E com tamanhos variando de 180 a 14,6 ha (Tabela 1). Com
excegdo do fragmento B, com 170 ha de vegetacédo originalmente nativa ainda
preservada, os outros quatro fragmentos de mata privados apresentam a vegetagao
consideravelmente alterada e representada por mata secundaria. Todos estes cinco
fragmentos encontram-se circundados por areas agricolas ou pastagens, que
avancam até a borda destes fragmentos. Os ultimos dois fragmentos estudados
(fragmentos F e G) encontram-se localizados em area urbana, sendo o fragmento F
uma reserva governamental (Parque Municipal “Arthur Thomas”), com 66 ha e o
fragmento G, uma mata de 13,4 ha, localizada no campus da Universidade Estadual
de Londrina cuja vegetacao foi consideravelmente modificada por agdo antrépica
(Tabela 1). As distancias aproximadas entre os sete fragmentos estdo indicadas na

(Tabela 2).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos sete fragmentos florestais estudados (A-G), incluindo tamanho em hectares (ha), localizagao, tipo

de reserva e vegetagdo. Sao apresentados os totais de machos da espécie E. pleosticta coletados em cada fragmento (N) e o

numero de coletas em cada fragmento.

Fragmento Tamanho (ha) Localizagdo Reserva Tipo de N Numero de
Florestal (Categoria) (Coordenadas geograficas) vegetacdo coletas
Faz. Doralice 170 Ibipora .
(A) (grande) (23°18' S: 50°59' W) Particular Madura 23 3
Pq. Mata dos Godoy 580 (+ 2200) Londrina
(B) (grande) (23°27 S: 51°14' W) Governamental Madura 23 2
Faz. Cachoeira 2C 180* Sertanopolis . -
(C) (grande) (22°58'S; 50°59'W) Particular Secundaria 24 5
Faz. Santo Antonio 70 ha Sertaneja . -
(D) (médio) (22°57'S: 50°54'W) Particular Secundaria 22 4
Estancia Patrial 14,6 Londrina : .
(E) (pequeno) (23°22'S; 51°14'W ) Particular Secundaria 20 14
Pq. Arthur Thomas 66 ha Londrina Governamental/ Secundaria 24 4
(F) (médio) (23°20’ S; 51°08' W) Urbana
Horto/UEL 13,4 Londrina .
(G) (pequeno) (23°19'S: 51°12'W) Urbana Secundaria 21 15

*Tamanho do fragmento = a soma de dois fragmentos menores com 66,7 e 117,3 ha, distantes 230 m entre si e considerados como um unico

fragmento.
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Tabela 2 - Distancia geografica (km) entre os sete fragmentos florestais estudados.

A B C D E F G
27,8 *kk
33,8 50,4 e
36,8 63,23 7,6 i

26,3 7,35 49,5 56,7 e
16,15 12,4 40,9 10,15 10,15 **
23,3 12 43,1 50,6 6,1 6,6 e

@ M moOO W >

2.2. Coleta das abelhas e extragao de DNA

A captura dos machos teve como base a metodologia descrita por Sofia e
Suzuki (2004). Para a atragcado das abelhas, foram utilizadas iscas-odores de trés
esséncias quimicas, eucaliptol, eugenol e vanilina, as quais tém se mostrado
eficientes na atracdo de machos de Euglossini na regido estudada (Sofia et al.,
2004) Os machos atraidos as iscas foram coletados com uma rede entomoldgica e
acondicionados vivos em frascos individuais. O material coletado foi identificado no
laboratério sob esteremicroscopio (Zeiss), com base em uma colegéo de referéncia.
Apds a identificacdo, as abelhas foram mantidas em freezer, a temperatura de —
20°C, até a extracdo do DNA total.

Foi analisado um numero variando de 20 a 24 machos de E. pleosticta de
cada fragmento florestal, totalizando 157 individuos (Figura 2). Antes das extragdes
as abelhas foram lavadas em alcool 70% para a remogao de contaminantes, como
polen ou fungos. O DNA total das amostras foi extraido por meio de trés lavagens

sucessivas em: fenol; fenol/cloroférmio/alcool isoamilico; e, cloroférmio/alcool
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isoamilico conforme metodologia descrita por Sofia et al. (2005). O material obtido

da extragao foi ressuspendido em 100 pyL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e

armazenado a -200C.

2.3. Marcadores PCR - RFLP e Microssatélites

Para as amplificagbes, a concentracao de DNA das amostras foi determinada
em fluorimetro Hoefer, DyNA Quant 200 (Pharmacia) e, posteriormente diluida para
uma concentracdo padréo de 5 ng.pL'1.

Para a obtencdo de marcadores PCR-RFLP foram amplificadas as regides
16S (rDNA) e intergénica COI-COIll do genoma mitocondrial das abelhas. Os pares
de primers 16SWb (3’-CACCTGTTTATCAAAAACAT-5) (Dowton e Austin, 1994) e
874-16S (3-TATAGATAGAAACCAATCTG-5) (Cameron et al., 1992) e, 5'-
TCTATACCACGACGTTATTC-3 e 5-GATCAATATCATTGATGACC-3' (Hall e Smith,
1991), desenvolvidos para a espécie de abelha Apis mellifera, foram empregados
para as amplificagdes das regides 16S e COI-COIl, respectivamente.

As reacgdes de amplificacdo das regides 16S e entre os genes COI-COII,
foram produzidas em um volume total de 25 L, contendo a concentragao tampéo de

reagao 1x, 0,2 yM de dNTP, 3 mM de MgCIz, 0,5 uM de cada primer, 1,5 U de Taq

polimerase (VJR), 10 ng de DNA e agua ultrapura para completar o volume da
reagao. As amplificagdes ocorreram em termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.)
e o protocolo de amplificacdo consistiu de uma desnaturacéo inicial a 94°C por 4
min, seguida de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 42°C e 45 s a 64°C; com uma
extensao final de 4 min a 72°C. Posteriormente, aliquotas dos produtos da PCR

foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% e tampéao de corrida TBE
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(Tris 0,89 mM, 0,89 mM de acido bérico, 2 mM de EDTA, pH 8,3), diluido 1:20 (v:v).
Apés eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio, visualizados e
fotografados sob transluminador luz UV, usando-se o sistema da fotodocumentagéo
digital Kodak EDAS 290. Marcador de 100 pb (Invitrogen) foi aplicado ao gel para a
estimativa do peso molecular dos produtos amplificados.

Para a analise de restricdo, amostras de 2 pyL dos produtos da PCR foram
submetidas a digestdo simples, com 16 endonucleases (Mspl, Dral, Ndel, Sspl,
Asel, Xhol, Bcll, Xbal, Hindlll, BsuRIl, Eco321, BamHI|, Mobl, Pvull, Pstl e EcoRlI),
por um periodo de seis horas, conforme as recomendagdes do fabricante.
Posteriormente, os fragmentos foram separados por eletroforese (8,3 V.cm™) em

géis de poliacrilamida de 9%, em tampao TBE 1x, corados com nitrato de prata
(AgNOS-), fotografados com camera digital e analisados. Marcadores de pesos

moleculares de 25 e 50 pb (Invitrogen) foram aplicados no mesmo gel que as
amostras, para a estimativa dos tamanhos dos fragmentos de restrigao.

Pare a obtencdo de marcadores microssatélites foi utilizado o protocolo de
Souza et al. (2007), com algumas modificacbes. As reacdes de PCR, foram
produzidas em um volume total de 15 pL, contendo tampao de reagao 1x, 0,25 mM

de dNTP, 2 mM de MgCIz, 0,5 uM de cada primer, 1 U de Taq polimerase (VJR),

10ng de DNA e agua ultrapura para completar o volume da reagéo. As amplificagdes
foram realizadas em termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.), de acordo com o
seguinte protocolo: uma desnaturagéo inicial a 94 °C por 4 min, seguida de 29 ciclos
de 30 s a 94 °C para desnaturagdo, 20 s a 56 °C/ 60 °C/62 °C. (sendo as
temperaturas de anelamento otimizadas para cada primer de microssatélite
utilizado), 1 min a 72 °C para extensdo, com uma extensao final de 10 minutos a 72

°C. Nas amplificagbes foram utilizados 9 primers diferentes (Egc 17, Egc 18, Egc 24,
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Egc 26, Egc 30a, Egc 30b, Egc 35, Egc 37 e Egc 51) desenvolvidos para a espécie
Euglossa cordata (Souza et al., 2007).
Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de

poliacrilamida 8%, a 200 V por 2 horas e vinte minutos, corados com nitrato de prata
(AgNO3-) e fotografados com céamera digital. Um marcador de peso molecular de 10

pb (Invitrogen) também foi aplicado ao gel, para a posterior estimativa do peso
molecular dos fragmentos.

Para ambos os tipos de marcadores empregados neste estudo, os pesos das
bandas obtidas foram estimados com o auxilio do programa computacional

Fragment Length Calculator - FRAGLEN1 v.3.5 - (Ray, 2000).
2.4. Analise dos dados

Nas analises dos marcadores mitocondriais PCR-RFLP, os diferentes perfis
eletroforéticos obtidos foram designados com uma letra maiuscula, conforme a
ordem de aparecimento destes. Assim, um codigo de multiplas letras foi utilizado na
discriminacao do haplétipo-composto de cada individuo das amostras analisadas.

Para as analises computacionais, uma matriz binaria foi construida com base
na presenga e auséncia dos diferentes fragmentos de restricao identificados, na qual
os valores 1 e 0 foram atribuidos a presengca e auséncia destes fragmentos,
respectivamente. Em algumas ocasides, as endonucleases produziram fragmentos
de restrigdo de peso molecular pequeno e apenas os fragmentos maiores puderam
ser computados com maior confiabilidade. Nestes casos, variagdes nos tamanhos
dos fragmentos de restrigdo foram inferidas apenas com base nestes fragmentos de

maior peso molecular.
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A partir da matriz binaria e utilizacdo do programa computacional REAP
(McElroy et al., 1992) foram estimados os graus de diversidade de haplétipos (h) e
de nucleotideos (n) dentro de cada amostra e o grau de divergéncia de nucleotideos
(®) entre os pares de amostras das diferentes areas de estudo.

A andlise de varidancia molecular (AMOVA), realizada pelo programa
computacional Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2005), foi empregada para o calculo da
variagdo genética dentro e entre os pares de amostras e para a estimativa dos
valores de ®st, ou indice de fixagdo alélica (estimador analogo ao Fst de Wright).
Os componentes de variancia, baseados na matriz de distancia Euclidiana, foram
testados estatisticamente por método ndo-paramétrico usando-se 1000 permutagdes
e foram considerados significativos valores de p < 0,05. A AMOVA foi também
aplicada aos dados de microssatélites para as estimativas destes mesmos
parametros, a partir dos dados obtidos nas analises do genoma total dos machos
das abelhas. Nas analises dos marcadores microssatélites os alelos de cada
individuo foram comparados um a um, para cada loco, nos perfis eletroforéticos
gerados com os diferentes primers. Cada alelo foi cuidadosamente identificado e
posteriormente classificado numericamente, com base em seu respectivo peso
molecular.

O programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997) foi empregado para a estimativa da
proporcao de locos polimérficos obtidos com base nos polimorfismos dos tamanhos
dos fragmentos de restricdo obtidos e para o calculo da heterozigosidade (nao-
enviesada) esperada (Nei, 1978) para os diferentes locos de microssatélites

analisados.
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A determinacdo de uma possivel associagdo entre a distancia geografica e
valores de ¢s7 para os diferentes pares de amostras foi calculada pelo coeficiente de

Spearman.

3. Resultados e Discussao

Os amplicons das duas regides mitocondriais dos 157 machos de E.
pleosticta analisados mostraram tamanhos aproximados de 620 pb (segmento do
gene 16S) e 670 pb (segmento da regido intergénica COI — COII).

Apenas as endonucleases Dral, Asel e Sspl, das 16 endonucleases testadas,
se mostraram efetivas na producdo de fragmentos de restricdo. Na Figura 3 é
mostrado um perfil eletroforético dos fragmentos de restrigdo obtidos para a regiao
16S, digerida com a enzima Asel, de alguns individuos de E. pleostica coletados no
fragmento de mata E, com cerca de 15 ha (Tabela 1).

As trés endonucleases que resultaram em fragmentos de restricdo para as
duas regides mitocondriais amplificadas sao enzimas de corte raro, que reconhecem
sequéncias de seis pares de bases em sitios AT (Asel: 5ATVTAAT3 -
3TAATATAS; Dral: 5TTTVAAA3 - 3AAAATTTS; e Sspl: 5AATVATT 3 -
I TTAATAAS). A eficiéncia destas trés enzimas em reconhecer e cortar apenas
regides entre bases AT no genoma mitocondrial de E. pleosticta pode ser atribuida a
reconhecida predominancia destas duas bases no DNAmt de abelhas (Crozier e
Crozier, 1993; Silvestre et al., 2008), caracteristica esta também observada para
diversas espécies da tribo Euglossini (Dick et al., 2004). Tendo em vista 0 menor

numero de pontes de hidrogénios entre os pares de bases AT do que entre os pares
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CG, genomas ricos em bases AT sao potencialmente mais propensos a incidéncia

de insergdes e delegdes (‘indels’) (Arias e Infante-Malachias, 2001).

CDBBABCBBBAACA

170

146
140

Figura 3 - Perfil eletroforético, em um gel de poliacrilamida 9%, mostrando os 4
haplotipos (A-D) obtidos para a regido 16S digerida, com a enzima Asel, de machos
de E. pleostica coletados no fragmento de mata E (14,6 ha). Nas duas primeiras
colunas aparecem o0s marcadores de peso molecular de 50 e 25 pb,
respectivamente. A direita da figura sd0 mostrados os pesos moleculares (pb) dos

fragmentos de restricdo que aparecem no gel.

No caso da regido 16S, Asel, Dral e Sspl produziram entre 4 e 8 fragmentos
de restricdo, enquanto que para a regidao COI-COIll somente as duas primeiras
endonucleases foram capazes de reconhecer e cortar o segmento amplificado,
produzindo entre 3 e 5 fragmentos de restricdo para a espécie estudada (Tabela 3).

Para a regiao 16S, foram identificados 4 haplétipos distintos para a enzima Asel (A,
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B, C e D), 3 haplétipos com a enzima Dral (A, B e C) e 2 haplétipos com a Sspl. As
enzimas Dral e Vspl (um isoesquizOmero de Asel) se mostraram também eficazes
na produgcdo de fragmentos de restricio em segmentos dos genes mitocondriais
16S de outras trés espécies de Euglossa: E. cordata, E. securigera e E. townsendi
(Lépez-Uribe e Del Lama, 2007).

As enzimas Asel e Dral revelaram, cada uma, 3 haplétipos distintos para
para a regido intergénica (COI-COIl). Os resultados apresentados na Tabela 3
revelam algumas diferengcas encontradas no tamanho total dos fragmentos
amplificados das regides 16S e COI-COIl, produzidas pela somatéria dos varios
fragmentos de restricdo. Tais diferencas sao provavelmente decorrentes da
dificuldade em discriminar, no gel, fragmentos de restricao de tamanhos reduzidos.

Lépez-Uribe e Del Lama (2007) analisando o genoma mitocondrial de trés
espécies de Euglossa encontraram polimorfismos no comprimento de fragmentos de
restricdo em segmentos dos genes 16S e citocromo B para duas delas (E. cordata e
E. securigera). O sequenciamento de tais segmentos revelou que os polimorfismos
encontrados eram decorrentes de substituicdes de nucleotideos. Considerando-se
que no presente trabalho nenhuma grande variagéo foi detectada no tamanho dos
amplicons dos dois fragmentos de DNAmt amplificados, podemos assim atribuir as
variagdes encontradas nos fragmentos de RFLP a possiveis ganhos ou perdas em

sitios de restricio.
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Tabela 3 - Padrbes de fragmentos de restricdo (estimado em pares de bases) observado para os segmentos das regides de

DNAmt 16S e COI-COIll, produzidos com as endonucleases Asel, Dral e Sspl, para as sete amostras de E. pleosticta. Letras A — D

representam os haplétipos encontrados com cada enzima de restri¢ao.

16S COI-COll
Asel Dral Sspl Asel Dral

A B Cc D A B C A B A B Cc A B Cc
170 - - - 270 - - 275 275 230 - - - - -

- 146 146 146 - 175 - 205 205 225 225 225 - - -
140 140 140 140 - - 150 - - 175 175 175 180 - 180

- - 92 125 125 125 93 - - 165 165 175 175 175

- - - 87 90 90 90 - 48 - - - 150 150 150
74 74 74 74 - 88 - 47 47 - - - 125 125 -
60 60 60 60 - - 70 - 45 - 65 65 - 110 -
52 52 - - 60 60 60 - - - - - - 80 75
48 48 - - - - 42 - - - - 40 - - 45
45 45 45 45 40 40 40 - - - - - - - -

- - 36 - 30 30 30 - - - - - - - -
35 35 - 35 - - - - - - - - - - -

- - 32 - - - - - - - - - - - -

Total 624 600 625 587 615 608 607 620 620 630 630 670 630 640 625
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Quando combinados, os haplétipos dos individuos de E. pleosticta analisados
resultaram em nove haplétipos-compostos diferentes (daqui por diante denominados
apenas haplétipos) (Tabela 4). Do total de nove haplétipos observados, quatro (tipos
[, Il, VI e VII) foram compartilhados pelas amostras de abelhas dos sete fragmentos
florestais estudados, um ocorreu entre as amostras de apenas dois fragmentos e
outros quatro foram haplotipos exclusivos (Tabela 4). O haplétipo AAAAA, comum
aos sete grupos de abelhas estudados, foi o que apresentou a maior frequéncia de
incidéncia (35% - 52,2%) entre as diferentes amostras. O segundo haplétipo mais
comum (BAAAA), também presente entre as amostras de todos os remanescentes
estudados, ocorreu em frequéncias de 20,8% a 52,1%. Os demais haplétipos
ocorreram em frequéncias bem menores, entre 4,2 e 5,0%.

O polimorfismo de tamanho de fragmentos resulta de mutagdes nos sitios de
restricdo ou de insergdes/delegdes (indels), ou rearranjos entre os sitios de
clivagem, como translocagdes e inversdes, que alteram a distancia entre os sitios de
restricao (Hillis et al., 1996). Segundo McLean et al. (1999) haplotipos ancestrais sdo
geralmente mais frequentes e amplamente distribuidos entre populagbes. Com base
neste pressuposto, os haplotipos AAAAA e BAAAA seriam provavelmente os mais
antigos nas sub-populagdes de E. pleosticta das regides estudadas, enquanto que,
os haplétipos menos frequentes, incluindo os quatro exclusivos, teriam se originado,
ao longo das diferentes geragdes, de haplotipos ancestrais, como o AAAAA.

O numero de haplétipos por fragmento estudado variou de 4 a 6, com as
amostras dos remanescentes A e C, duas reservas particulares com tamanhos entre
150 e 200 ha, apresentando o maior numero de haplétipos (Tabela 4).

Surpreendentemente, a amostra do fragmento B, uma reserva governamental com
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cerca de 580 ha de mata primaria ainda bem preservada (Tabela 1), foi uma das que

apresentou apenas 4 haplétipos.

Tabela 4 - Frequéncia e distribuicado dos nove haplétipos-compostos de machos de

E. pleosticta nos sete fragmentos florestais estudados (A-G), produzidos pela da

restricdo dos segmentos mitocondriais 16S e COI-COIll com as endonucleases Asel,

Dral e Sspl; e valores estimados de diversidade de haplétipos (h), e respectivos

erros padrdes (EP), diversidade de nucleotideos (%) e numero de individuos (N).

Fragmentos Florestais

HAPLOTIPOS TIPO A B c D E F G
A AAAA I 0,391 0,348 0,416 0,454 0,350 0,458 0,476
B AAAA Il 0,434 0,521 0,208 0,364 0,350 0,333 0,285
B AABA [ - - 0,042 - - - -
B BABA v - - 0,042 - - 0,042 -
CBAAA \% 0,043 - - - - - -
CBABA Vi 0,043 0,086 0,083 0,045 0,150 0,125 0,095
CBABB Vi 0,043 0,043 0,208 0,136 0,100 0,083 0,142
CBACB VI 0,043 - - - - - -
DCBBZC IX - - - - 0,050 - -

Diversidade de haplétipos (h) 0,680 0,625 0,761 0,671 0,758 0,710 0,69

(EP) (0,065) (0,068) (0,060) (0,060) (0,057) (0,060) (0,070)
Diversidade de nucleotideos (r)
(%) 0,78 0,77 0,82 0,80 0,94 0,84 0,82
N 23 23 24 22 20 24 21

De um modo geral os valores estimados de diversidade de haplotipos (h)
dentro de cada amostra de E. pleosticta se mostraram mais ou menos proximos e
pouco elevados, variando de 0,62 (amostra B) a 0,76 (amostra E) (Tabela 4). A
diversidade de nucleotideos (m) dentro de cada amostra estudada foi também
consideravelmente baixa, com valores variando de 0,77 (fragmento B) a 0,94%

(fragmento E), e uma média de 0,83%. De forma similar, esta diversidade de
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nucleotideos entre os diferentes pares de amostras também revelou valores baixos,
variando de 0,75 a 0,88% (dados ndo mostrados). Os valores estimados de
divergéncia de nucleotideos (0) entre os pares de amostras se mostraram bastante
baixos, variando de 0,0000 a 0,0420 (amostras B-C), indicando, assim, baixa
divergéncia de nucleotideos entre os diferentes pares (dados ndo mostrados).

Ainda com base nos marcadores mitocondriais, a maior propor¢cdo de locos
polimérficos (P = 57,5) foi detectada para a amostra de abelhas do fragmento E,
enquanto as demais amostras apresentaram valores mais ou menos similares de
variagao genética (Figura 5). Esta maior variacdo genética da amostra da area E
(reserva particular de apenas 14,6 ha), pode ser atribuida a presenca de dois sitios
exclusivos de restricdo apresentado por um individuo de E. pleosticta desta amostra,
o qual exibiu os haplétipos simples D para a regiao 16S (cortada com a enzima Asel)
e C (para a regiao intergénica, cortada com a enzima Dral) (Tabela 3).

A andlise de variancia molecular com base nos marcadores mitocondriais
revelou auséncia estruturagdo na variagao genética entre as amostras dos diferentes
fragmentos florestais, com 100% da variagao dentro dos grupos estudados (Tabela
7). Tais resultados corroboram aqueles obtidos com as estimativas de divergéncia
de nucleotideos, apresentados acima, entre as amostras de abelhas das sete areas
de estudo, os quais revelaram valores extremamente baixos de divergéncia de

nucleotideos entre estas amostras.
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Figura 4 - Estimativa de variacdo genética (%) de amostras de machos de E.
pleosticta dos sete fragmentos florestais estudados (A-G), obtida com base na
proporcdo de locos polimdrficos, calculados a partir de marcadores PCR-RFLP
gerados pela restricdo de segmentos das regides mitocondriais 16S (rDNA) e
intergénica COI-COIl.

Em relagao as analises de marcadores microssatélites, foi observado que dos
nove locos de microssatélites investigados, sete foram amplificados com sucesso e
se mostraram polimérficos, com uma variagao de 6 a 10 alelos identificados por loco,
totalizando 57 alelos distintos identificados (Tabela 6). Para os locos Egc 30a e Egc
30b as amplificagcdes ndo se mostraram eficientes, e estes foram excluidos das
analises. Souza et al. (2007) analisando estes mesmos locos de microssatélites para
quatro machos de E. pleosticta também encontraram polimorfismos para todos os
locos analisados, com um numero de alelos variando de dois a quatro alelos por
loco.

Com excecéao do loco Egc 35, alelos exclusivos foram encontrados para todos
os locos analisados, em frequéncias variando de 4,16 (alelo a 9 do loco Egc18) a
36,84% (alelo 6 do loco Egc 26). Na Figura 6 € mostrado um perfil eletroforético,

obtido para o loco Egc 26, mostrando os varios alelos de marcadores microssatélites
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encontrados para os 21 machos de E. pleosticta coletados no fragmento G
(Horto/UEL).

No presente trabalho, os marcadores microssatélites revelaram
heterozigosidade esperada (He) em todos os locos analisados, variando de 0,2410
(loco Egc 26, amostra D) a 0,8889 (loco Egc 18, amostra A). Tais valores de He se
mostram mais ou menos similares aos obtidos com estes marcadores para esta e
outras espécies de abelhas. No caso de E. pleosticta, para os quatro machos
analisados desta espécie, Souza et al. (2007) encontraram valores de
heterozigosidade esperada variando de 0,38 a 0,75. Com base em amostras de 67
machos e 67 fémeas de outra espécie de Euglossa, E. cordata, estes mesmos
autores encontraram, para os nove locos de microssatélites analisados, valores de
heterozigosidade esperada variando de 0,51 a 0,92, enquanto Widmer e Schimid-
Hempel (1999), a partir da analise de fémeas das abelhas sociais da espécie
Bombus pascuorum, encontraram para os seis locos de microssatélites analisados

valores de heterozigosidade esperada variando de 0,045 a 0,872.
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Tabela 6 - Frequéncias de alelos de microssatélites nas amostras de machos de
Euglossa pleosticta dos sete fragmentos florestais estudados (A-G). Tamanhos das
amostras sdo apresentados entre parénteses. pb = pares de bases do alelo

observado. Para informacdes sobre as localidades consultar a Tabela 1.

Fragmentos Florestais

Loco pb A B c D E F G
Egc 17 (23) (23) (24) (22) (19 (24) (21)
1 248 02083 00909 02272 00454 01052 0,0416  0,1904
2 239 03333 0,0909 02272 0,1818 00526 0,0416  0,2857
3 236 02083 02727 01363 0,1363 00526 0,1666  0,1904
4 230  0,1666  0,2272 0,0909 01363 0,1578 02083  0,1904
5 224 00416  0,0454  0,2272 - 0,3684  0,3333  0,0476
6 221 00416  0,1818  0,0454 - - 0,0833  0,0476
7 218 - 0,009  0,0454 - - 0,0833 -
8 215 - - - 0,3636 0,1578  0,0416 -
9 212 - - - 0,1363  0,1052 - -
10 209 - - - 0,0454 - - -
He 0,7691  0,8330 0,8330 0,8245 0,8080 0,8156  0,8051
Egc 18 (23) (23) (24) (22) (19 (24) (21)
1 221 00434 00869 00416 00909 00526 00416  0,0952
2 212 0,1304  0,2608 0,0833 01818 0,2105 00416  0,1428
3 203  0,1304  0,0869 0,0416 0,0909 00526 08333  0,0952
4 197 0,304 01739 0,0833 02727 0,579  0,3333  0,0476
5 194 0,739 00869 04166 0,0909 02105 0,0833  0,3333
6 188 0,739  0,0434 011250 0,1818 0,1579  0,2083  0,0952
7 170 00869 02174 0,0416 00454 0,579  0,2083 -
8 167 00434 00434 011250  0,0454 - - 0,1904
9 164 - - 0,0416 - - - -
10 161 0,0869 - - - - - -

He 0,8889 0,8464 0,7908 0,8499 0,8706 0,8014 0,8223




Continuacgao

Fragmentos Florestais

Loco PB A B c D E F G
Egc 24 (23) (22 (22 (22) (20) (239 (209
1 210 00434 01304 00416 02727 02500 0,0416  0,0476
2 207 00869 02173 0,1250 0,3181 0,2000 0,0833  0,2380
3 204 02608 02608 0,666 0,1363 0,2500 0,1250  0,3333
4 201  0,2608  0,3913 0,2083 0,2727 0,500  0,2083  0,0476
5 198 0,2608 - 0,1666 - 0,0500  0,0416  0,1428
6 195  0,0869 - 0,1666 - - 0,2083  0,1904
7 192 - - 0,1250 - - - -

8 186 - - - - - 0,2916 -

Ho 07961  0,7304 08582 0,7484 0,7641 08271  0,7666
Egc 26 (23) (23) (24) (22) (19 (24) (21)

1 180 00869  0,0869 00416 0,1363 0,0526  0,0833  0,1904
2 174 00434 05652 02083 08636 0,1052 0,9166 05714
3 171 04343  0,3478  0,6250 - 0,1052 - 0,2380
4 165  0,2174 - 0,1250 - 0,1579 - -

5 159  0,2608 - - - 0,2105 - -

6 156 - - - - 0,3684

He 07034  0,5643 0,5758 0,2410 0,7966  0,1560  0,5947
Egc 35 (23) (23) (24) (22) (19 (24) (21)

1 180 - 0,0434 0,0416 00454 00526 00416  0,1428
2 174 0,304  0,0869 0,0416 04090 02631 04166  0,0476
3 171 06521 04347 0,666 05000 0,3684  0,5416  0,2857
4 165 0,304 0,739 02083 0,0454  0,1578 - 0,0952
5 159 - 0,1304  0,4166 - 0,1578 - -

6 157 - 0,1304  0,1250 - - - -
He 07536  0,7729 0,7518 05920 0,7624 05426  0,7201




Continuacgao

Fragmentos Florestais

Loco PB A B c D E F G
Egc 37 (23) (22 (24) (22) (20) (24) (21)
1 203 04347 00454 0,0454 00454 0,000 0,0416  0,0952
2 185 04347 0,0454 0.0909  0,0454  0,2000  0,0416  0,0476
3 173 00869 0,454 03181 04090 0,1500  0,0833  0,1428
4 170 03043 01818 02727 01363 0,1500  0,0833  0,1904
5 167 04347 02727 0.0909 0,1818 0,1500  0,2916  0,1904
6 161 04347 02272 0,1818 - 0,2000  0,2500  0,1904
7 158 0,0869  0,1363 - 0,0454 0,000  0,1250  0,0952
8 155 04347  0,0454 - 0,1363 - 0,0833  0,0476
9 149  0,1304 - - - - - -
Ho 08541  0,8330 0,807/ 0,7738 0,8615  0,8298  0,8688
Egc 51 (23) (23) (24) (219 (18 (24) (21)
1 225 00434 01304 0,3333 0,0454 00555 0,1250  0,0952
2 219 00869 02174 06250 05909 0,1111  0,2500  0,0952
3 216 02174 02174 00416 0,1818 0,1666 04583  0,1428
4 213 0,304  0,1304 - 0,0454 0,0555 0,1666  0,4285
5 210 0,3478  0,1739 - 0,1363  0,2222 - 0,2381
6 207 0,304  0,1304 - - 0,1666 - -
7 203 0,0434 - - - 0,1111 - -
8 200 - - - - 0,1111 - -
He 08039 08425 05071 05807 0,8825 06986  0,7387

*parcela perdida para o determinado loco.
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7  Figura 5 - Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 8%, obtido com o primer Egc
8 26 (Souza et al., 2007), mostrando dois alelos de microssatélites encontrados para
9 0s 24 machos de E. pleosticta coletados no remanescente florestal F. M: Marcador

10 de peso molecular de 10pb.

11 Quando baseada nos dados de microssatélites, embora a AMOVA tenha
12 revelado uma maior variagdo genética dentro dos grupos (91,85%) de E. pleosticta
13 do que entre estes grupos (8,25%), foi observado também uma estruturagéo
14 significativa da variagdo genética entre as amostras analisadas, com um valor de Fst

15 de 0,0825 (p<0,05).

16 Tabela 7 - Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) e comparagao da variancia da
17 frequéncia génica (Fst), entre grupos de E. pleosticta dos sete fragmentos florestais
18  estudados, baseados em marcadores PCR-RFLP (obtidos a partir da amplificacdo de
19 segmentos de genes mitocondriais 16S e COI-COIll) e marcadores microssatélites
20 (obtidos para os locos Egc 17, Egc 18, Egc 24, Egc 26, Egc 35, Egc 37 e Egc 51).

Fonte de Soma de Componentes Porcentagem (O
variagao Quadrados de Variancia da Variagao
Entre grupos 9,469 -0,04817 1,85 -0,01846"
PCR-RFLP Dentro de 398,672 2,65781 101,85
grupos
Entre grupos 46,713 0,23213 8,25 0,08247*
Microssatélites Dentro de 387,383 2,58255 91,75
grupos
Total 263,957 1,88905

21 (5% de significancia, ns= nao significativo)
22
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Tabela 8 - Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) e comparagdo da variancia da

frequéncia génica (<IJST e Fst) par a par, entre grupos de E. pleosticta dos sete

fragmentos florestais estudados, baseados em marcadores PCR-RFLP (obtidos a partir
da amplificacdo de segmentos de genes mitocondriais 16S e COI-COIl) e marcadores
microssatélites (obtidos para os locos Egc 17, Egc 18, Egc 24, Egc 26, Egc 35, Egc 37 e
Egc 51).

Porcentagem de variagao Dsr Fst
Comparativo Fonte de variagdo PCR-RFLP Microssatélite PCR-RFLP Microssatélite

A-B Entre os Grupos -3,86 3,69 -0,03855"™ 0, 03689*
Dentro dos Grupos 103,86 96,31

A-C Entre os Grupos 1,6 6,08 0,01640" 0,06076**
Dentro dos Grupos 98,4 93,92

A-D Entre os Grupos -2,94 14,03 -0,02936 "™ 0,14029*
Dentro dos Grupos 102,94 85,97

A-E Entre os Grupos 0,55 4,83 0,00552"¢ 0,04831*
Dentro dos Grupos 99,45 95,17

A-F Entre os Grupos -2,8 14,24 -0,02797 "™ 0,14239*
Dentro dos Grupos 102,8 85,76

A-G Entre os Grupos -0,72 4,32 -0,00721" 0,04324*
Dentro dos Grupos 100,72 95,68

B-C Entre os Grupos 4,86 6,74 0,04856 " 0,06744**
Dentro dos Grupos 95,14 93,26

B-D Entre os Grupos -2,94 5,97 -0,02936 ™ 0,05970*
Dentro dos Grupos 102,94 94,03

B-E Entre os Grupos 0,55 4,77 0,00552"° 0,04771*
Dentro dos Grupos 99,45 95,23

B-F Entre os Grupos -2,8 5,09 -0,02797 ™ 0,05086*
Dentro dos Grupos 102,8 94,91

B-G Entre os Grupos -0,72 1,92 -0,00721 " 0,01918*
Dentro dos Grupos 100,72 98,08

Cc-D Entre os Grupos -0,21 13,86 -0,00209 "™ 0,13860*
Dentro dos Grupos 100,21 86,14

C-E Entre os Grupos -3,27 9,40 -0,03275"™ 0,09402*
Dentro dos Grupos 103,27 90,60

C-F Entre os Grupos -2,76 16,39 -0,02758 "™ 0,16390*
Dentro dos Grupos 102,76 83,61
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Continuacgéo da Tabela

Porcentagem de variagao (O Fst
Comparativo Fonte de variagado PCR-RFLP Microssatélite PCR-RFLP Microssatélite

C-G Entre os Grupos -2,76 7,39 -0,02758 "™ 0,07387*
Dentro dos Grupos 102,76 92,61

D-E Entre os Grupos -2,32 10,15 -0,02318"™ 0,10153*
Dentro dos Grupos 102,32 89,95

D-F Entre os Grupos -4,32 5,41 -0,04319" 0,05406*
Dentro dos Grupos 104,32 94,59

D-G Entre os Grupos -4 .15 9,77 -0,04148 "™ 0,09767*
Dentro dos Grupos 104,15 90,23

E-F Entre os Grupos -2,16 10,22 -0,02157 "™ 0,10217*
Dentro dos Grupos 102,16 89,78

E-G Entre os Grupos -3,76 6,30 -0,03758 "™ 0,06304*
Dentro dos Grupos 103,76 93,70

F-G Entre os Grupos -2,16 9,34 -0,02157 "™ 0,09339*
Dentro dos Grupos 102,16 90,66

1 * 5% de significancia; ** 1% de significancia; ns = n&o significativo - A: Faz. Doralice; B: Pq. Mata
2 dos Godoy; C: Faz. Cachoeira 2C; D: Faz. Sto. Antonio; E: Estancia Patrial; F: Pq. Arthur Thomas;

3 G: Horto UEL.

4 As comparacdes, com base nos marcadores PCR-RFLP, realizadas entre os

5 diferentes pares de amostras também indicaram, em todos os casos, auséncia de

6 diferenciacdo genética entre as amostras das diferentes localidades (Tabela 8).

7 Além disto, quase todos os valores de ¢st encontrados foram negativos,

8 provavelmente em razdo de alguma imprecisdo no algoritmo usado pelo programa

9 computacional na estimativa dos valores de ¢st (Foster et al., 2006). De modo

10 bastante distinto, a AMOVA aplicada aos dados de microssatélites nas 21

11 comparagles entre pares de amostras revelou, em todos os casos, valores de Fsr

12 estatisticamente diferentes de zero, indicando diferenciacdo genética entre as

13 amostras de E. pleosticta dos diferentes fragmentos (Tabela 6). Os valores de Fst

14 obtidos nestas comparagdes variaram de 0,03698 (par A-B) a 0,1639 (par C-F). De
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acordo com Wright (1978), valores tedricos de Fst variando conforme a seguinte
escala: zero a 0,05 a 0,05; 0,05 a 0,15 e de 0,15 a 0,25 s&o indicativos de baixa,
moderada e alta diferenciagdo genética, respectivamente.

O DNA mitocondrial animal tem sido apontado como um genoma adequado
para estudos populacionais, em parte por apresentar uma alta taxa de evolugéo (10
vezes superior a de um gene de copia unica), fato este explicado pela baixa
eficiéncia do sistema de reparo na mitocéndria e a alta exposi¢céo a radicais livres
gerados durante o processo de respiragao (Arias e Infante-Malachias, 2001). Por
outro lado, € um genoma que praticamente n&o apresenta regides nao-
codificadoras, fato ja demonstrado para o genoma da espécie de abelha Apis
mellifera (Crozier e Crozier, 1993) e outras de abelhas (Cha et al., 2007; Silvestre et
al., 2008). Assim, embora o genoma mitocondrial tenha se mostrado adequado ao
estudo da estrutura genética de diferentes espécies de abelhas (Collet et al., 2006;
Insuan et al., 2007), marcadores mitocondriais como os detectados pela técnica de
PCR-RFLP tendem a ser muito menos variaveis ou polimérficos que os marcadores
microssatélites. Deste modo, os resultados obtidos no presente trabalho, com as
andlises de PCR-RFLP e microssatélites, parecem refletir as caracteristicas
inerentes dos dois tipos de genomas acessados aqui por estas duas técnicas
moleculares. Embora alguns genes mitocondriais, a exemplo do gene das
subunidades da citocromo oxidase c¢ (aqui parcialmente amplificado nos segmentos
das regides COI e COIl) acumulem mais rapidamente substituicbes de bases (Arias
e Infante-Malachias, 2001), a falta de estruturagao genética entre as amostras de E.
pleosticta, revelada pelos marcadores mitocondriais, parece ser decorrente da maior
conservagdo do genoma mitocondrial quando comparado as regides de

microssatélites.
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Na literatura corrente existem varios estudos voltados a biologia da
conservagao que interpretam os baixos valores de ¢st como ocorréncia de fluxo
génico, quando na verdade tais valores deveriam ser interpretados como a historia
evolutiva dos grupos estudados dentro de uma longa escala do tempo e ndo como
processos em andamento (Sork et al., 2003). Em um estudo desenvolvido por Dick
et al. (2004), baseado no sequenciamento de parte do gene COIl de 14 espécies de
Euglossini, representadas por populacdes distribuidas ao longo dos Andes e/ou da
bacia Amazébnica, foi observado a falta de estrutura filogeografica para todas as
populacdes estudadas. Tais resultados foram interpretados como a combinagao de
especiagdao Quaternaria, expansao de populagdo e/ou fluxo génico ocorrendo em
grandes distancias, desde que as abelhas Euglossini sdo reconhecidas por sua
grande capacidade de disperséo (Janzen, 1971; Dressler, 1982).

A partir dos valores de Fst encontrados nas analises de microssatélites, foi
testada a possivel associagéo entre distancia geografica e os valores de distancia
genética (valores de Fst) detectados para os diferentes pares de amostras.
Entretanto, nenhuma associagao significativa foi detectada (rs = 0,09) entre estes
dois parametros.

Na regido estudada, a fragmentacédo florestal da Mata Atléantica € um
processo recente, com cerca de 80 anos de histéria (Torezan, 2002). Tal fato
explicaria esta auséncia de diferenciacdo genética, a partir da analise do genoma
mitocondrial, entre as amostras de E. pleosticta dos sete fragmentos de mata. De
modo diverso, a analise por meio de marcadores microssatélites, indicou
estruturagao significativa e alteragdo da variagdo genética possivelmente como
consequéncia de um ou mais dos seguintes processos genéticos envolvendo as

amostras de E. pleosticta dos sete fragmentos florestais estudados: deriva genética,
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efeito de gargalo de garrafa, aumento da endogamia e restricdo no fluxo génico.
Embora alguns estudos tenham demonstrado que algumas espécies de Euglossini
sejam capazes de transpor areas desmatadas (Raw, 1989; Tonhasca et al., 2003),
os resultados revelados com as andlises de microssatélites sugerem dentre outros
efeitos, limitacdo de fluxo génico como um potencial fator determinando a ocorréncia
de diferenciagcado genética entre os 21 pares de amostras que mostraram diferengas
significativas na quantidade de variagdo genética.

De acordo com Fergunson et al. (1995), os modelos de genética de
populacdo mostram que diferengas substanciais nas frequéncias de alelos nao
ocorrem em um curto periodo de tempo, exceto por meio de selecdo ou do tamanho
efetivo reduzido da populagédo, ou ainda como resultado do efeito de “bottleneck”
que pode conduzir a deriva genética. No presente trabalho, o maior esforco de
coleta empregado nos dois fragmentos menores de mata (E e G) para se obter
tamanhos de amostras similares aos dos outros cinco fragmentos florestais
estudados (Tabela 1), sugere que estes fragmentos menores apresentam um
numero menor de individuos quando comparados aos demais grupos; embora, nao
se possa descartar a possibilidade de os machos destes locais estarem explorando
outras fontes de recursos nestas areas (Ambruster, 1993); embora esta ultima
hipétese pareca pouco provavel nestes dois casos. Considerando-se que os machos
de abelhas que visitam as iscas-odores em busca de fragrancias quimicas, séo
individuos adultos em idade reprodutiva (Zimmerman e Madrinan, 1988), se de fato,
tais fragmentos menores tiverem sofrendo declinio no numero de machos, isto seria
também indicativo de uma reducdo no tamanho efetivo das populagbes de E.
pleosticta estudadas. Segundo Primack e Rodrigues (2001) espécies podem se

torna extintas nos fragmentos, por flutuagdo populacional e sucessao, e novas
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espécies poderdo deixar de chegar a estes habitats por problemas de disperséo.
Como consequéncia, o numero de espécies no habitat diminuird com o passar do
tempo, pois, € possivel que fragmentos pequenos ndo possam sustentar
subpopulagdes grande o suficiente para que esta sobreviva por um longo periodo. A
reducdo no tamanho efetivo das populagdes tem sido atribuida como uma das
causas determinantes no aumento de machos dipléides de algumas espécies de
Euglossini (Roubik et al., 1996; Zayed et al., 2004). A producéo destes machos, que
sdo individuos inviaveis ou estéreis dentro das populagbes de abelhas e outros
himenopteros, € consequéncia do sistema de determinacdo complementar de sexo
apresentado pela maioria dos Hymenoptera, e impde elevada carga genética as
populacdes destes insetos haplodipléides, com um aumento acentuado nos riscos

de extingédo destas (Zayed e Packer, 2005).

Diante da ameaca na redugdo de polinizadores, incluindo populagdes de
espécies de abelhas (Kevan e Phillips, 2001), os resultados obtidos com os
marcadores de microssatélites indicam a necessidade de uma maior atencédo a
diversidade genética das populagbes destes poinizadores, pois tais resultados
indicam uma particdo da diversidade genética entre as ‘subpopulagdes’ de E.
pleosticta dos fragmentos florestais estudados. Sugere-se que maiores esforgos
sejam dirigidos para uma maior conservagao e manejo dos fragmentos florestais
existentes, de forma a garantir tanto a sobrevivéncia das populacbes desta espécie

de Euglossini quanto a preservagao da diversidade genética de tais populagdes.
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IV. Conclusoes

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusées:

e Os marcadores microssatélites mostraram-se eficientes para o estudo de
estrutura genética da espécie em estudo, indicando a ocorréncia de variagcao
genética para o genoma nuclear hapléide analisado.

e As duas regides mitocondriais analisadas ndo mostraram diferenciacdo genética
entre as amostras.

e Os marcadores moleculares utilizados revelaram resultados divergentes nas
analises da estrutura genética de populagdes de E. pleosticta.

e O efeito da fragmentagdo da Mata Atlantica no norte do Parana, por meio dos
marcadores microssatélites, indica restricdo de fluxo génico entre as amostras
estudadas, com a formagao de uma meta-populacao, por possiveis efeitos de deriva
genética e/ou endogamia.

o Faz-se necessario ressaltar a importancia na conservacdo de remanescentes de
Mata Atlantica estudados para a manutengdo da diversidade genética da espécie

estudada.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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