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RESUMO

KULZA, Rodrigo Amaral, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, maio de 2015.
Andlise da estrutura populacional de  Tetragonisca (Hymenoptera, Meliponini)
por marcadores microssatélites e rede de interacfes . Orientadora: Maria Claudia
Colla Ruvolo Takasusuki. Conselheiras: Claudete Aparecida Mangolin e Maria de
Fatima Pires da Silva Machado.

A jatai (Tetragonisca angustula), amplamente distribuida pela América Latina e cujo
mel apresenta diversas propriedades medicinais, € a abelha sem ferrdo mais
manejada pelos meliponicultores. Esta abelha apresenta variagdo na coloracédo de
uma parte do térax, denominada mesepisterno, que pode ser preto, amarelo ou
misto, e classificada, dependendo do pesquisador, em duas espécies, T. angustula
e T. fiebrigi, ou duas subespécies, T. angustula angustula e T. angustula fiebrigi.
Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidar essa questao
taxonO6mica, utilizando-se demarcadores genéticos, como a técnica de locos de
sequéncias simples repetidas (SSR), que permite a analise da estrutura e
divergéncia genética populacional, possibilitando caracterizar as populacdes
amostradas. O objetivo deste trabalho foi analisar a variabilidade genética das
populacdes de T. angustula amostradas, utilizando a técnica SSR e verificar a
interacdo de marcadores moleculares utlizados em outros trabalhos com as
variantes morfologicas de T. angustula, para verificar a possivel existéncia de um
marcador que as diferencie geneticamente. Um total de 60 individuos (cinco por
ninho) foi amostrado em Maringa, Cianorte e Terra Boa, estado do Parana, sul do
Brasil. O acesso a variabilidade genética foi realizado pela analise de quatro locos
de microssatélites e os resultados mostraram que todos os locos se apresentaram
polimorficos. O valor de Fst=0,1173 obtido evidencia que as populacbes estao
moderadamente diferenciadas e a analise de variancia molecular indica que 76% da
variacdo ocorre dentro das populagcdes analisadas. O maior valor de delta K obtido
por inferéncia bayesiana estimou o numero real de populagcbes em 3 (K=3). A
analise das redes de interacdes permitiu verificar que existem mais interacées com
0s marcadores isoenzimaticos, mas que nenhum dos marcadores moleculares

analisados permitiu separar T. angustula em duas espécies.

Palavras-chave: jatai, SSR, diferenciacdo especifica.



ABSTRACT

KULZA, Rodrigo Amaral, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, Maio, 2015.
Analysis of the population structure of Tetragonisca (Hymenoptera, Meliponini)
by microsatellite markers and network interactions) . Adviser: Maria Claudia Colla
Ruvolo Takasusuki. Committee Members: Claudete Aparecida Mangolin e Maria de
Fatima Pires da Silva Machado.

The jatai (Tetragonisca angustula) is the most stingless bee managed by
beekeepers, whose honey has many medicinal properties and it's widely distributed
throughout Latin America. This bee has a variation in the coloring in a part of thorax
called mesepisterno which can be black, yellow or mixed, and depending on the
researcher is classified into two species (T. angustula and T. fiebrigi) or two
subspecies (T. angustula angustula and T. angustula fiebrigi). Several studies have
been conducted in order to elucidate this taxonomic question using genetic markers,
as the technique of simple repeated sequences loci (SSR), which allows the analysis
of the population structure and genetic diversity, making it possible to characterize
the sampled populations. The objective of this study was to analyze the genetic
variability of populations of T. angustula sampled using the techniqgue SSR and verify
the interaction of molecular markers used in other works with the morphological
variants of T. angustula to check whether there is a marker that differentiates
genetically. A total of 60 individuals (five per nest) were sampled in Maringa, Cianorte
and Terra Boa, Parana state, south of Brazil. Access to genetic variability was
performed by analysis of four microsatellite loci. The results showed that all loci
displayed polymorphism. The value of Fst = 0.1173 obtained shows that populations
are moderately differentiated and analysis of molecular variance indicates that 76%
of the variation occurs within populations analyzed. The largest delta value K
obtained by Bayesian inference estimated the actual number of people equal to 3 (K
= 3). The analysis of interaction networks has shown that there are more interactions
with isozymes, but that none of the analyzed molecular markers allowed separate T.

angustula into two species.

Keywords: jatai, SSR, specific differentiation.

vi



1. INTRODUCAO

As abelhas da tribo Meliponini (Hymenoptera, Apidae) sdo conhecidas como
abelhas sem ferrdo, indigenas ou nativas (Camargo e Pedro, 2007). Apresentam
distribuicdo tropical, ocorrendo nas ecozonas neotropical, afro-tropical ou etidpica, e
indo-malaia (Michener, 2007). Essas abelhas apresentam importante papel
ecoldgico, devido as suas relagbes ecoldgicas, com destaque a polinizacdo. Esta &
de grande importancia ambiental e econdmica, pois propicia a reproducdo e
manutencdo da diversidade de espécies vegetais, além de fonte de renda para
criadores, por meio da producao de mel (Kremen et al., 2007).

Dentre as abelhas da tribo Meliponini, a espécie mais conhecida e criada
racionalmente € a Tetragonisca angustula, conhecida popularmente como jatai
(Nogueira-Neto, 1997). E um grupo de abelhas que apresenta aparente plasticidade
adaptativa para diferentes condi¢cdes de nidificacdo, por exemplo, em buracos de
muros, troncos ocos de arvores, caixa de luz, blocos de concreto ou de ceramica,
tubos de pvc e mesmo em cavidades subterrdneas superficiais (Aidar, 1999;
Castanheira e Contel, 2005). Essa plasticidade promoveu sua adaptacao inclusive
ao meio urbano, o que ndo ocorreu com a maioria das espécies de abelhas nativas,
gue sao exclusivas nidificadoras de ocos em troncos de arvores.

Atualmente, ndo existe um consenso sobre a classificacdo de T. angustula,
com alguns autores classificando-a em duas subespécies (T. angustula angustula e
T. angustula fiebrigi) (Schwarz, 1938), e outros em duas espécies (T. angustula e T.
fiebrigi) (Camargo e Pedro, 2007). Ambas as classificacbes baseiam-se em
diferencas morfoldgicas, separando-a por diferencas encontradas na pigmentacao
da regido toracica, denominada mesepisterno (Oliveira et al., 2004; Castanheira e
Contel, 2005).

Castanheira e Contel (2005) buscaram identificar diferencas entre as
subespécies por meio da variagdo alélica da enzima hexoquinase. Oliveira et al.
(2004) investigaram relacdes de parentesco entre as subespécies, por meio da
comparacao de regibes de DNA mitocondrial e morfometria multivariada. Estudos
realizados com marcadores RAPD também demonstraram dois grupos distintos
(Oliveira et al., 2004; Baitala et al., 2006). Embora estes estudos tenham



demonstrado grande variabilidade genética entre as populagbes, eles nao
forneceram base para separar as subespécies.

Ao utilizar isoenzimas esterases, Stuchi et al. (2012) obtiveram resultados
que corroboram a denominacdo de espécie para T. angustula e T. fiebrigi, como
descrito por Camargo e Pedro (2007), sendo encontrados em operarias de T. fiebrigi
as esterases 1, 2 e 4 e em T. angustula as esterases 3 e 4.

A obtencdo de marcadores genéticos que possam vir a diferenciar essas
abelhas é uma ferramenta importante, pois estes irdo contribuir com estudos sobre a
distribuicdo desses meliponineos nas areas neotropicais, além de servir de base
para o planejamento de estratégias de conservacéo, tanto no ecossistema como nos
meliponarios.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a estrutura e diversidade
populacional de Tetragonisca angustula e T. fiebrigi com marcadores microssatélite.
Juntamente com as analises moleculares, esta pesquisa buscou determinar o grau
de interacbes de cada grupo dessas abelhas com os diversos marcadores
moleculares descritos na literatura, na tentativa de encontrar um marcador ou alelo

gue melhor evidencie a diversidade dessas abelhas.



REVISAO DE LITERATURA

2.1. Abelhas sem ferrdo

As abelhas possuem relagdes ecologicas que sdo de grande importancia
para a manutengao da integridade dos ecossistemas, dos recursos naturais e bem-
estar humano (Kremen et al., 2007). Uma delas € a associagdo abelha-flor, que teve
inicio ha mais de 50 milhées de anos e, desde entdo, as abelhas dependem das
flores para obtencéo de substancias utilizadas na alimentacdo, como, néctar para a
demanda energética, e podlen, para a proteica (Velthuis, 1997), lipidios florais, como
alimento e construg¢do do ninho, fragrancias, como atrativo para cOpula e marcacéo
de territério (Roubik, 1992), e as plantas sdo beneficiadas quando polinizadas
(Imperatriz-Fonseca et al., 1994).

A polinizacdo € um processo crucial em quase todos os sistemas produtivos
terrestres, até mesmo nas regides mais remotas do Artico e em desertos, além de
sistemas de producdo altamente gerenciados, como hidroponia e casas de
vegetacdo (Kevan, 1999). O déficit de polinizacdo resulta em perdas de
produtividade e de qualidade dos produtos agricolas (MMA, 2006), pois a
polinizacdo garante a manutenc¢éo da diversidade de espécies vegetais e propicia a
fecundacdo cruzada, que preserva a variabilidade genética da comunidade vegetal,
condicdo importante para a etapa de selecdo em programas de melhoramento de
plantas (Pinto, 2009).

A maioria das plantas cultivadas e das espécies de florestas tropicais é
polinizada por insetos, principalmente por abelhas (Michener, 2007). As regides
neotropical (que compreende a América Latina) e indo-malaia sdo os locais com
maior diversidade de abelhas da tribo Meliponini, popularmente conhecidas como
abelhas sem ferrdo (Camargo e Pedro, 1992). Essas abelhas, também denominadas
de abelhas indigenas sem ferrdo ou nativas, sdo mais comumente representadas no
Brasil pelas jatais (Tetragonisca sp.), mandacaia (Melipona sp.) e a irapua (Trigona
sp.), que apresentam habito social avangcado, com ninhos construidos geralmente
em cavidades pré-existentes (ocos de arvores e ninhos abandonados) e origem
biogeografica indeterminada.

No Brasil, estima-se que sdo encontradas 300 espécies de abelhas sem
ferrdo, distribuidas em diversos biomas, como o da Mata Atlantica, Cerrado, Floresta
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Amazonica e Pantanal (Camargo e Pedro, 2007). Conforme o ecossistema, séo
responsaveis pela polinizacdo de 40 a 90% das espécies vegetais nativas (Kerr,
1997), devido a baixa sobreposicdo na utilizacdo de recursos florais entre Apis
mellifera e os meliponineos (Pedro e Camargo, 1991; Nogueira-Ferreira e Augusto,
2007).

2.2. Aspectos gerais das abelhas Tetragonisca

Dentre as espécies de meliponineos mais comuns e manejadas, esta a jatai
(Tetragonisca angustula, Latreille, 1811) (Moure, 1961). S&o abelhas bastante
mansas, podendo ser criadas racionalmente em &reas rurais ou urbanas. Como
apresentam ferrdo atrofiado, seu manejo é facilitado, dispensando o uso de
equipamentos de protecdo e possibilitando o emprego de mao de obra familiar,
inclusive no meio urbano (Nogueira-Neto, 1997).

A jatai é uma espécie de abelha generalista (visita flores de varias espécies
de plantas), apresenta comportamento altamente eussocial, que implica em
sobreposicao de geracoes, divisdo do trabalho com um sistema de castas, cuidado
cooperativo da prole e diferencas morfologicas entre rainhas e operarias (Michener,
2007). As operarias de T. angustula caracterizam-se morfologicamente pelo corpo
pequeno (aproximadamente 4-5 mm de comprimento) e por apresentarem a
corbicula (concavidade na tibia posterior) extremamente pequena (Michener, 2007).
Em abelhas altamente eussociais, todas as operarias sdo morfologicamente iguais.
Contudo, em T. angustula existe um grupo de operarias “guardas” (protegem o
ninho) que apresentam pernas maiores e cabecas menores do que as forrageiras
(Gruter et al., 2012).

A coldnia dessas abelhas € constituida por uma rainha, responsavel pelo
desenvolvimento da mesma, realizando uma postura de até 50 ovos por dia na
época de boa florada; zangfes, que tém a funcdo de fecundar a rainha na época de
procriacdo; e pelas operarias, que realizam todo o trabalho da coldnia, semelhante
as operarias da abelha européia (Apis mellifera) (Kerr et al., 1996).

A morfologia da entrada do ninho € tipicamente um tubo com 3 a 4 cm de
comprimento, construido de cerume (Figura 1) (Nogueira-Neto, 1997). O ninho de
jatai é constituido por discos de cria horizontais, envoltos por um involucro de

cerume, formado por varias lamelas (Figura 2), com funcdo termorreguladora



(Campos, 1980). Depdsitos de propolis dentro do ninho sdo encontrados juntamente
com a cera para fechar buracos e para construir as paredes das células do ninho, no

qual ficam os ovos e os potes de alimento (Kerr et al., 1996).

Figura 1 - A - Enxameamento em torno de uma isca e de uma caixa rustica de
criacdo em uma fazenda, no municipio de Terra Boa, onde foi realizada coleta de
abelhas. B — Caixa rustica de criacdo de abelhas jatai, presentes em um sitio na
cidade de Cianorte. C — Ninho natural encontrado em oco de parede em um sitio na
cidade de Terra Boa. D — Entrada de um ninho natural em oco de parede em prédio
da Universidade Estadual de Maringa.

O mel dessas abelhas é composto essencialmente de levulose, uma
substancia mais doce que a sacarose e, apesar de a quantidade produzida por
colonia ser baixa, € muito apreciado, pois seu sabor € peculiar (Lopes et al., 2005).
Apresenta efeitos imunolégico, antiinflamatorio, analgésico, sedativo, expectorante,
hipossensibilizador e antibacteriano (Breyer, 1983).

No Catdlogo de abelhas Moure, Camargo e Pedro (2007) classificam o
género Tetragonisca como parte da tribo Meliponini, sendo composto pelas espécies

T. buchwaldi, T. weyrauchi, T. angustula e T. fiebrigi.
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Figura 2 — Ninho de T. angustulaem caixa rastica mostrando: A — Potes contendo o
mel e o invélucro de cerume formado por lamelas, encobrindo os discos horizontais
de cria. B — discos horizontais de cria evidenciados apdés a retirada do involucro de
cerume, rainha e operaria.

T. angustula esta distribuida desde o Sul do México até a Argentina,
podendo ser encontradas por todo o territorio brasileiro, enquanto que T. fiebrigi est4
restrita & Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil, nos estados do Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Parand, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo (Nogueira-Neto, 1997).

Castanheira e Contel (2005) propuseram que T. angustulae T. fiebrigi
fossem classificadas como duas subespécies, T. a. angustula e T. a. fiebrigi,
podendo ser separadas morfologicamente pela coloracdo do mesepisterno na regiao
toracica, com T. a. angustula apresentando coloracéo negra e T. a. fiebrigi coloracéo
amarela. Estas autoras ainda descreveram a existéncia de hibridos, que apresentam
mesepisterno negro com manchas amarelas (Figura 3).

O fato dessas abelhas apresentarem ampla gama de lugares para
nidificagcéo, tendo adaptado-se ao meio urbano, somado a sua importancia ecologica
e econdmica, torna de suma importancia a resolucédo dessa incerteza taxonémica. O
conhecimento do nivel de variacdo genética e da sua distribuicdo entre e dentro de
populacdes € fundamental para 0 manejo de espécies naturais visando a sua
conservagao e exploracdao comercial (Dias e Kageyama, 1991). Dessa forma, os
estudos da biologia de populagbes, que envolvem aspectos demogréaficos,
ecologicos e genéticos, sdo necessarios, pois permitem obter dados que esclarecam
sobre taxons controversos, que resultam em diferentes medidas de conservacao e

de manejo (Haig, 1998).



Figura 3 — Vista lateral do térax de trés operarias de jatai e classificacdo segundo
Castanheira e Contel (2005) pela coloracdo do mesepisterno (setas). A —
mesepisterno preto de T. angustula. B — mesepisterno amarelo de T. fiebrigi. C —
mesepisterno de coloracao hibrida.

2.3. Marcadores moleculares

Existem diversas estratégias para a avaliacdo da variabilidade genética.
Dentre elas, as analises com base em caracteres morfolégicos e fenotipicos séo
pioneiras, mas ndo sao totalmente resolutivas e confiaveis, pois 0 numero de

caracteres é limitado, além de haver forte influéncia dos fatores ambientais e
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diferencas de acordo com o estagio de desenvolvimento do organismo (Marques,
2002). Dessa forma, a analise genética dessas abelhas por meio da utilizagdo de
marcadores moleculares na tentativa de distincdo das espécies € de grande
importancia.

Um marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fendtipo
decorrente da expressao de um gene, como no caso de proteinas, ou de um
segmento especifico de DNA (correspondentes a regides expressas ou nao do
genoma), cuja sequéncia e funcdo podem ou ndo ser conhecidas (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

ApOs a elucidacgdo da estrutura molecular do DNA na década de 1960, o uso
de marcadores moleculares de DNA tornou-se importante ferramenta na avaliacéo
da variabilidade genética. Esses marcadores sdo de grande aplicabilidade, pois
auxiliam na melhor compreensao dos genomas, podendo ser utilizados em testes de
paternidade, na caracterizagdo de variabilidade genética e na elucidacdo de
relacbes genéticas existentes entre genotipos. Auxiliam ainda no desenvolvimento
de metodologias para 0 manejo e conservacao da variabilidade genética existente
em bancos de germoplasmas e possibilitam a identificacdo de genes ou a
associacdo de marcas relacionadas a importantes caracteristicas de interesse

bioldgico e agrondmico (Hayden et al., 2010).

2.4. Microssatélites (SSR)

Os microssatélites, também conhecidos por locos de sequéncias simples
repetidas (SSR), ou repeticdes curtas em tandem (STR), sdo repeticbes de 1 a 6
pares de bases (pb), distribuidas aleatoriamente no genoma dos eucariotos e
procariotos (Jacob et al., 1991). As sequéncias de DNA que flanqueiam os
microssatélites sdo geralmente conservadas entre os individuos de uma mesma
espécie, permitindo a selecdo de primers especificos que amplificam, via PCR,
fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os genotipos (Schiétterer, 2000). O
polimorfismo € detectado quando existe diferenca no comprimento do segmento,
sendo que cada segmento amplificado de tamanho diferente representa um alelo
diferente do mesmo loco. O produto da amplificacéo € separado por eletroforese em
géis de agarose de alta resolucdo ou em géis de poliacrilamida corados com nitrato
de prata (Borém et al., 2009).



Os marcadores SSR constituem a classe mais polimérfica de marcadores
moleculares atualmente disponiveis. Muito frequentes, distribuidos ao acaso, séo
caracteres mendelianos e codominantes que permitem a mais completa cobertura
de qualquer genoma eucarioto (Strassmann et al., 1996). Todas estas
caracteristicas reunidas fazem com que os marcadores baseados em SSR sejam
ideais para 0 mapeamento genético e fisico de genomas, bem como para a
identificacdo e discriminacdo de genotipos e estudos de genética de populacbes

(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

2.5. Apesquisa em Tetragonisca

Diversas pesquisas envolvendo marcadores bioquimicos e moleculares
foram realizadas com T. angustula, com o intuito de analisar a estrutura genética de
populacbes dessa espécie. Andlises envolvendo o uso de PCR-RFLP (Koling e
Moretto, 2010) e divergéncia cariotipica entre T. angustula e T. fiebrigi, com a
presenca de cromossomos B ocorrendo em T. fiebrigi (Barth et al., 2011) sustentam
a separacao especifica descrita por Camargo e Pedro (2007). Pesquisas utilizando
marcadores isoenzimaticos realizadas por Stuchi et al. (2012) reforcam a
classificacdo sugerida por Camargo e Pedro (2007) em dividir em duas espécies, T.
angustula e T. fiebrigi, ao verificar diferencas no nimero de esterases, no padrao de
migracao eletroforética, na afinidade por substrato e na termoestabilidade.

Por outro lado, por meio do sequenciamento de regides de DNA mitocondrial
e andlise de microssatélites, Francisco et al. (2014) relataram a ocorréncia de
hibridacao entre T. angustula e T. fiebrigi, e que a divergéncia entre as espécies &
recente e com introgressao assimétrica, sugerindo a classificacdo de subespécie.

Santos (2014) analisou a varialibidade genética em amostras de T.
angustula, T. fiebrigi e hibridos de trés estados brasileiros (Parana, Rond6nia e S&o
Paulo), utilizarando a técnica PCR-RFLP. Ela verificou que T. angustula e T. fiebrigi
nao estdo totalmente separadas, havendo hibridacdo entre elas e que esta ocorreu
entre fémeas de T. angustula e machos T. fiebrigi.

Em estudos realizados utilizando o marcador RAPD, nao foi possivel a
diferenciacdo especifica, somente populacional (Oliveira et al., 2004; Alves et al.,
2006; Baitala et al., 2006).



2.6. Redes de interacdes

7

Redes de interacbes € uma metodologia que utiliza meios gréaficos para
facilitar a compreenséo da dinamica das relagbes mutualisticas, pois permitem uma
representacdo de sua complexidade e uma avaliacdo de toda a estrutura das
interagcbes (Bascompte e Jordano, 2007). A metodologia possui ampla
aplicabilidade, sendo largamente utilizada em estudos administrativos, de impacto
ambiental e ecolégicos (interacdo planta-polinizador, hospedeiro-parasita), na
internet, como em redes sociais e nas vias metabdlicas no interior das células (Albert
e Barabasi, 2002). Dessa forma, a abordagem de redes permite estudar problemas
aparentemente bem diferentes e explicar processos fundamentais como derivados
de principios comuns (Amaral e Ottino, 2004).

Diferentes padrbes estruturais podem ser observados em redes de
interacdes. Eles permitem a inferéncia sobre os processos que organizam as redes
estudadas e auxiliam na predicdo de como a estrutura das interagcdes entre 0s

elementos do sistema modulam processos de interesse (Guimaraes Junior, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biol6gico

Foram utilizadas operarias adultas de T. angustula e T. fiebrigi, coletadas em
quatro localidades do estado do Parana: Maringa (seis ninhos), Cianorte (um ninho),
Terra Boa (quatro ninhos) e Malu (um ninho), distrito de Terra Boa (Figura 4). As
abelhas foram coletadas, de forma aleatéria, em garrafas pet posicionadas no
canudo dos ninhos, preferencialmente ninhos naturais ou caixas racionais que nao
haviam sido divididas. A coleta procedeu-se até que chegasse a um numero proximo
de vinte abelhas por ninho. Estas foram sacrificadas por congelamento em freezer e
estocadas em frascos com alcool 70%. Estes continham etiquetas com os seguintes
dados para preenchimento: data da coleta, municipio, estado, georreferenciamento,
namero do ninho, se o0 ninho era natural ou estava em caixa ruastica, ninho dividido
ou nao, espécie (diferenciada pela coloracdo do mesepisterno) e numero de
individuos coletados. Apdés a coleta, os frascos com as abelhas coletadas foram

mantidos em temperatura ambiente até a extracao do DNA.

Figura 4 — Representacédo geografica dos locais de coleta no estado do Parana, sul
do Brasil, das abelhas Tetragonisca angustula analisadas. Maringd em verde,
Cianorte em amarelo e Terra Boa em vermelho.
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A analise morfolégica foi realizada de acordo com a coloracdo do
mesepisterno proposta por Camargo e Pedro (2007) e os resultados estao
apresentados no Quadro 1. Dos doze ninhos coletados, seis eram naturais,
provenientes de ocos de arvores ou de buracos e canos expostos em paredes. Os
outros seis ninhos s&o provenientes de caixas racionais que os criadores informaram
gue ndo haviam sido divididas, apenas usaram iscas para que as abelhas se

instalassem nelas.

Quadro 1 — Cidade de coleta, classificacdo das abelhas coletadas pela coloracao do
mesepisterno, de acordo com Camargo e Pedro (2007) ecoordenadas geograficas
do ninho em que a coleta foi realizada

_ _ Coordenadas geogréficas
Cidade/estado Ninho

Latitude (S)

Longitude (W)

Maringa (PR) T. fiebrigi 23° 40' 48.178" 51°93'92.217"
T. fiebrigi 23° 40' 22.987" 51° 94' 07.753"

T. fiebrigi 23° 40" 47.332" 51° 93' 95.289"

T. angustula 23° 35' 56.437" 52° 06' 97.421"

Hibrido 23° 35'56.437" 52° 06' 97.421"

Hibrido 23° 35'56.437" 52° 06' 97.421"

Cianorte (PR) T. angustula 23° 39' 24.955" 52° 32'23.107"
Terra Boa T. angustula 23° 44' 52.345" 52° 25' 39.280"
(PR) T. angustula 23° 44' 52.345" 52° 25' 39.280"
T. angustula 23° 44' 51.565" 52° 25' 34.816"

Hibrido 23° 44' 51.565" 52° 25' 34.816"

Malu (PR) T. angustula 23° 40' 16.860" 52° 22' 47.910"

3.2. Extragcdo do DNA nuclear

A extracdo do DNA nuclear foi realizada seguindo metodologia descrita por
Yu et al. (1993), com modificacdes. Foi utilizado o DNA do toérax de cinco operarias
de cada ninho.

Os torax foram homogeneizados e macerados, individualmente, em tubos de
1,5 mL, contendo 300 pL de tampéao de lise, composto por 200 mM TrisHCI (1M pH
8,0); 50 mM EDTA (0,5 mM pH 8,0); 250 mM (NaCl 5M); 0,5% SDS [10%] e 4 uL de
Proteinase K. Esse homogeneizado foi incubado, por 60 minutos, em banho-maria, a
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65°C, seqguido de centrifugacédo, por 10 minutos, a 12.000 rpm (10.000 xg), e o
sobrenadante foi transferido para novo tubo com igual volume de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1). Posteriormente, foi realizada nova centrifugacdo nos mesmos
padrdes e repetida a transferéncia do sobrenadante para novo tubo com cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) para desnaturar as proteinas presentes na extracdo, que
ficam insoluveis a fase aquosa em que se encontra 0 DNA. O sobrenadante final foi
transferido para um novo tubo, contendo 250 pL de isopropanol gelado, para a
precipitacdo do DNA e incubado a -20°C overnight. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 xg, por 10 minutos, e o sobrenadante descartado. O DNA
precipitado foi lavado com 1,0 mL de etanol 70%, a -20°C, e deixado para secar em
temperatura ambiente. Apds a secagem, o DNA foi ressuspendido, por duas horas,
em 30 uL de tampéo TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA), tratado com RNAse
(10 pg/mL) e mantido por duas horas em temperatura ambiente antes de ser
armazenado em freezer a -20°C.

A guantificacdo do DNA foi avaliada por meio do espectrofotometro Picodrop

(modelo PICOPETO01), seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.3. Amplificacdo dos locos microssatélites (SSR)

As amplificages via PCR foram realizadas em termociclador “Biosystems,
Veriti 384" conforme protocolo original descrito por Brito et al. (2009). O processo de
amplificacdo foi iniciado com uma desnaturacdo inicial, a 94°C, por 4 minutos,
seguida de 35 ciclos de 30 segundos, a 94°C, anelamento por 30s em temperatura
especifica para cada primer (Quadro 2), extensdes, por 30 segundos a 72°C, e 5
minutos a 72°C para extensao final.

Os produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 4% (preparado com 50% de agarose MS8 e 50% de agarose comum) a 60
V, utilizando o volume total da reacdo (20 pyL) adicionado a 2 uL de load (azul de
bromofenol [0,25%] e glicerol [30%]). Para a determinacdo do tamanho dos
fragmentos amplificados, foi utilizado marcador de peso molecular de DNA Ladderde
100pb (Invitrogen). ApOs a eletroforese, os géis foram corados em solucdo de
brometo de etidio (0,5 pg/mL), por 60 minutos, seguindo com a revelagdo das
bandas por luz ultravioleta e os géis fotodocumentados em sistema L-Pix HE da

Loccus biotecnologia.
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Quadro 2 - Pares de primers de microssatélites, descritos por Brito et al. (2009), que
foram utilizados para amplificacdo de regides do DNA de Tetragonisca angustula e
T. fiebrigi e suas respectivas temperaturas de anelamento. F — sequéncia forward; R
— sequéncia reverse

Par de NuUmero de Primers Temperatura 6tima
primers Loco repeticbes (5'->3)) de anelamento
1 Tangll (GA)2 F:-TATTCCTATTCACGCGATGC 53°C
R:AGACGATATGGTGGCATTCA
2 Tangl12 (GA)24 F:CCAGATGCAACCCTTTGACT 53°C
R:AGGCCCATCGAAGACCAT
3 Tang77 (CT)16CC(CT)3  F:CGTTTGAACGATGAACTGGA 55°C

R:CCTATTTCCGACGCTCTGTC

4 Tang78 (CT)23 F:CGAATACGATCTGCACTCCTC 55°C
R:ATTCACGACGATACGCCACT

3.4. Andlise dos dados

As andlises dos dados moleculares envolveram a interpretacdo dos
fragmentos de DNA nuclear obtidos pela eletroforese em gel de agarose.

Foram calculadas as medidas de proporcédo de locos polimorficos, niamero
médio de alelos, heterozigosidade observada (Ho) € heterozigosidade esperada
pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg (Hg). Para determinar a significancia da
diferenciacdo genética entre as populacdes, foi realizada a analise de multi-loci
utilizando os indices de fixagédo Fis e Fst calculados pelo software POPGENE versao
1.32 (Yeh et al., 1999). A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi obtida pelo
software GenAlex versao 6.501 (Peakall e Smouse, 2012).

A estimativa do namero real de populacbes foi realizada de acordo com
Evanno et al. (2005), utilizando a estatistica de delta K = Ln (P (X / K) entre
sucessivos valores de K (numero de populacdes) e onde X = probabilidade de
observar os dados. A estimativa foi feita com valores de K variando de 2 a 8 e o
valor de K utilizado foi aquele que apresentou maior valor de delta K. Esta estimativa
foi realizada utilizando o software Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) e estrutura
Harvester (http://taylorO.biology.ucla.edu/struct_harvest/). O burn-in foi fixado em 3
mil repeticdes e o Método de Monte Carlo via cadeias de Markov (MCMC) em 30 mil.

O numero estabelecido de itera¢des foi 10.

3.5. Andlise das redes de interacdes

As analises foram feitas utilizando-se dados de seis trabalhos do Laboratdorio

de Genética Animal da Universidade Estadual de Maringad. Esses trabalhos
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compreendem analises moleculares com diferentes populacdes de Tetragonisca sp.
utilizando microssatélites (Bronzato, 2011; o presente trabalho), isoenzimas (Ruiz,
2006; Silva, 2002; Stuchi et al., 2012) e PCR-RFLP (Santos, 2014).

Os dados coletados foram transformados em uma matriz binaria para a
construcdo da rede de interagfes qualitativa, estabelecendo que, quando o individuo
apresentou determinado alelo, ele recebeu o numero 1 (presenca do alelo), e
quando o alelo ndo estava presente em um individuo, recebeu o niumero 0 (auséncia
do alelo).

Os célculos e os grafos das redes de interacfes foram obtidos a partir do
pacote bipartite (Dormann et al., 2008) do software R versédo 2.14.1 (R Development
Core Team, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacdo morfologica

As abelhas coletadas foram separadas em duas populacdes, com base na
distancia geografica entre os ninhos. A primeira populacdo foi constituida pelas
abelhas coletadas na cidade de Maringa e a segunda pelas abelhas coletadas nas
cidades de Cianorte e Terra Boa, uma distancia de 20 km entre as cidades. A cidade
de Maringa esta a 74 e 64 quildmetros de Cianorte e Terra Boa, respectivamente
(Figura 5).

Flanrga

20,24 km

Figura 5 — Mapa marcando a distancia entre as cidades em que foram realizadas as
coletas.

Na cidade de Maringa, foram coletadas abelhas de seis ninhos. Trés deles
eram naturais e as abelhas coletadas foram classificadas como T. fiebrigi. Os outros
trés ninhos eram de caixas rusticas, provenientes da Fazenda Experimental de
Iguatemi, sendo um com abelhas classificadas como T. angustula e os outros dois
com abelhas com coloracéo hibrida.

Na segunda populacdo considerada, as abelhas coletadas na cidade de
Cianorte foram classificadas como T. angustula e sao provenientes de um ninho

natural em que o canudo da entrada do ninho estava em contato com o chdo, com o
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ninho instalado na raiz de uma arvore derrubada. Em Terra Boa, foram coletadas
abelhas de quatro ninhos: dois ninhos naturais e um ninho de caixa rustica, que
continham abelhas classificadas como T. angustula, e outro ninho também de caixa
rustica, formado por abelhas de coloragcdo hibrida. Em Mald, distrito de Terra Boa,
foram coletadas abelhas de um ninho em caixa rustica, classificadas como T.

angustula.

4.2. Andlise molecular por microssatélites

4.2.1. Distribuicdo genotipica e alélica

Todos os 4 locos analisados mostraram-se polimorficos na genotipagem dos
60 individuos, apresentando um total de 15 gendtipos. As duas populacdes
evidenciaram numero diferente de gendtipos, com um total de doze gendtipos na
populacdo 1 e dez na populacdo 2. Além disso, a populacdo 1 exibiu um genétipo
heterozigoto a mais em relacdo a populacdo 2 (trés e dois gendtipos heterozigotos,
respectivamente).

Conforme apresentado no Quadro 3, a analise dos quatro locos nessas
populacdes revelou apenas 12 alelos, nimero bem inferior aos 53 detectados por
Brito et al. (2009) com 0os mesmos quatro locos.

Diferentemente do numero de genotipos, a populacdo 2 apresentou maior
namero de alelos em relacéo a populagéo 1: onze alelos na populacéo 2, contra dez
na populacdo 1 (Quadro 3). O numero de alelos detectados por loco variou de dois
(Tangll e Tang77) a quatro (Tangl2 e Tang78), com uma média de 3 por loco. Brito
et al. (2009), utilizando os mesmos marcadores, obtiveram uma média de 13,25
alelos por loco, variando de 10 a 16 alelos ao analisar 19 ninhos. Acredita-se que o
menor numero de alelos encontrados no presente trabalho se deve a proximidade
geografica dos ninhos em que as abelhas foram coletadas, quando comparado ao
trabalho de Brito et al. (2009) que se utilizaram de abelhas coletadas de ninhos de
diversas regides do Brasil.

No loco Tangl1, o alelo de 180pb foi 0 que apresentou maior frequéncia nas
duas populacdes, variando de 43,33% a 95%. O alelo de 180pb do loco Tangl2

aparece somente na populacdo 1, numa frequéncia de 6,67%. Esse alelo esta
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presente em homozigose em dois individuos de um mesmo ninho, classificado como
hibrido. Por outro lado, o alelo de 210pb deste mesmo loco esta presente somente
na populacdo 2, numa frequéncia de 10%. Ele também estd presente em
homozigose, porém em trés individuos de um ninho natural, classificado como T.
angustula. Neste loco, o alelo mais frequente € o de 200pb, variando de 56,67% a
83,33%.

Quadro 3 - Frequéncia alélica nas populacbes estudadas, heterozigosidade
observada (H,) e heterozigosidade esperada pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg (He)

Heterozigosidades Heterozigosidades
Pop. 1 Pop.2
para a Pop. 1 para a Pop. 2
Alelo Alelo
Loco Frequéncia Frequéncia
(o) 1 (o) O
180 0,9500 0,0333 (H,) 180 0,4333 0,0667 (H,)
Tangll
190 0,0500 0,0966 (H.) 190 0,5667 0,4994 (H,)
180 0,0667 180 Fkkkdkkk
190 0,3667 0,0667 (H,) 190 0,0667 0,0000 (H,)
Tangl2
200 0,5667 0,5492 (He) 200 0,8333 0,2960 (He)
210 Fxkkkokkk 210 0,1000
210 0,3000 0,0000 (H,) 210 0,2667 0,0000 (H,)
Tang77
and’t 220 0,7000 04271 (Ho) 220  0,7333 0,3977 (Ho)
220 0,5000 220 0,1667
250 0,4667 0.0667 (H,) 250 0,5167 0,0333 (H,)
Tang78
280 0,0333 0.5401 (He) 280 0,3000 0,6254 (He)
310 Fxkkokkk 310 0,0167

No loco Tang77, o alelo de 220pb é o mais frequente nas duas populagdes,
aparecendo com 70% na populacédo 1 e com 73,33% na populacéo 2.
No loco Tang78, o alelo mais frequente € o de 250pb, variando de 46,67%,

na populacao 1, a 51,67%, na populagéo 2. Por outro lado, o alelo de 310pb deste
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loco aparece exclusivamente na populagdo 2, com frequéncia igual a 1,67% na
forma heterozigota do ninho de Cianorte.

Os valores de heterozigosidade observada e esperada presentes nestas
populacdes sdo menores do que os observados por Brito et al. (2009).

Em ambas as populagfes, a heterozigosidade observada € menor do que a
esperada, havendo excesso de homozigotos, o que ocasionou desvio das
proporcdes de Hardy-Weinberg (p<0,05). Esses resultados foram confirmados com
os valores de Fis (indice de fixacdo) positivos e proximos de 1 (Quadro 4), que

demonstram haver excesso de homozigotos nas duas populagdes analisadas.

Quadro 4 — Iindices de fixacdo dentro (Fis) e entre as populacdes (Fst) e total (Fir)
para todos os alelos polimérficos e individuos analisados

Loco Fis Frr Fst

Tangll 0,8294 0,8828 0,3129
Tangl2 0,9198 0,9274 0,0955
Tang77 1,0000 1,0000 0,0014
Tang78 0,9127 0,9193 0,0747
Media 0,9210 0,9302 0,1173

Por meio do valor de Fsr, podemos observar que as populacdes estéo
moderadamente diferenciadas, pois o valor estimado foi de 0,1173 e, de acordo com
Wright (1969), valores de Fst entre 0,05 e 0,15 indicam diferenciacdo moderada.
Esse grau moderado de diferenciacdo de popula¢gBes que estdo proximas pode ser
consequéncia de dois processos: a fecundacao por um Unico macho e a filopatria da
fémea.

Na maioria dos meliponineos, as rainhas sdo fecundadas por apenas um
macho, condicdo denominada de monoandria (Peters et al., 1999). Este
comportamento gera menor variabilidade genética dentro de uma colbénia, quando
comparado ao comportamento poliandrico presente em A. mellifera, por exemplo. A
baixa variabilidade genética € prejudicial as populacdes por estar relacionada a

baixa capacidade adaptativa e ao aumento da sua probabilidade de extincao.
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Entretanto, existe outra consequéncia negativa, cujos efeitos sao praticamente
imediatos. Em abelhas, foi descoberto que a baixa variabilidade genética diminui a
imunocompeténcia em Bombus muscorum (Whitehorn et al., 2011) e aumenta a
ocorréncia de infeccoes em Apis sp. e Bombus sp. (Baer e Schmid-Hempel, 2001,
Tarpy, 2003; Cameron et al., 2011; Whitehorn et al., 2011). Portanto, esse € mais
um processo pelo