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RESUMO

Trigona hyalinata, conhecida como guaxupe, abelha brava e irapua da
asa branca (SCHWARCZ, 1948) se distribui no dominio dos cerrados,
embora nao se restrinja 5 esse habitat (PEDRO, 1992). Possui
comportamento agressivo perante a aproximacao de predadores €/ou
competidores. Trigona hyalinata bem como T. spinipes sao
consideradas pestes em muitas areas do Brasil, principaimente em
laranjais. Elas cortam botdes florais de muitas espécies antes de
abrirem, para obterem néctar, polen e seiva, sem no entanto
desempenharem O papeél de polinizadores. O objetivo deste trabalho
foir analisar a divergéncia genética entre colénias utilizando cinco
individuos provenientes de seis colmeéias, sendo trés colméias
localizadas no Campus Umuarama em Uberlandia (MG), uma em
Monte Carmelo (MG), outra em [tuiutaba(MG) e uma colméia em
Cataldo (GO), analisar a divergéncia genetica dentro da colonia
(Hemocentro), utilizando 15 individuos, isoladamente, para analise; €

~

analisar a divergéncia em “pulks”, utilizando trés, Cinco, dez e quinze
individuos para extracao de DNA em grupos, coletados na colméia do
Hemocentro. A analise do DNA foi feita por RAPD e a matriz gerada
pelo programa STATISTICA 4.5A (1993) foi usada para o calculo das
distancias genéticas e analise de “cluster’, método de Porcentagém de
Desacordo. Na andlise de divergéncia genética entre as colonias
houve a formacdo de dois grupos a 0,0614 de dissimilaridade. Cinco
grupos nao apresentaram divergéncia genética, embora quatro destes
apresentaram individuos de colonias diferentes. Na analise de
divergéncia dentro da colénia do Hemocentro, a divergéncia maxima
foi de 0,0827 para os 15 individuos analisados. Com 0 fracionamento
para cinco € 10, dos 15 individuos analisados, obteve-se uma
correlacdo positiva entre divergéncia genética e numero de individuos
analisados. A analise por meio de “bulks” nao demonstrou
dissimilaridade genética com 0O aumento do numero de individuos
utilizados. Estes experimentos permitiram inferir_que a extragdo de
DNA individual foi mais eficiente do que a extracéo de “bulks”, sendo
gque O numero minimo de individuos necessarios para a andlise de
divergéncia genética dentro de coldnias por RAPD em T. hyalinata foi
de 10 individuos. Repeti¢des dos experimentos sao necessarios para
a espécie estudada, bem como para outras espécies de Meliponinios,
a fim de tentar se obter 0 numero minimo de individuos por colénia

adequado aos estudos de RAPD.



1) INTRODUGAO

1.1) As abelhas

Na classe Insecta, a ordem Hymenoptera destaca-se por sua grande
diversidade de comportamentos sociais e por suas muitiplas relacoes com
plantas e animais. J4 se conhecem cerca de 120 mil espécies dentre
vespas, formigas, abelhas e outras menos conhecidas (SAKAGAMI &
ZUCCHI, 1966; CAMARGO et al., 1973 € KERR et al., 1996).

As abelhas podem ser agrupadas em duas familias: Megachilidae e
Apidae. Dentre 0s apideos sao encontradas trés subfamilias: Xylocopinae,
Nomadinae e Apinae. Os Apinae estao divididos em 19 tribos: 0S
corbiculados (concavidade sem pélos na tibia das patas posteriores
adaptadas ao transporte de pélen e resina). Meliponini, Euglossini, Bombini
e Apini e 0S nao-corbiculados: Pararhophitini, Fideliini, Lithurgini, Anthidiini,
Megachilini, Osmiini, Xylocopini, Manueliini, Ceratinini, Allodapini,
Ammobatini, Caenoprosopidini, Neolarrini, Townsendiellini, Nomadini,
Biastini,  Hexepeolini, Ammobatoidini Brachynomadini, Epeolini,
Tetrapediini, Rhathymini, , Centridini, Anthophorini, Ericrocidini, Melectini,
Osirini, Protepeolini, Isepeolini, Exomalopsini, Ancylini, Eucerini, Emphorini,
Ctenoplectrini, Tapinotaspini (ALSINA & MICHENER, 1993).

Os Meliponinios, abelhas sem ferrao, distinguiveis dos outros Apinae
pela reducao € fragilidade da venacao nas asas, atrofia do ferrac e
presenca de penicilio na tibia posterior (MICHENER, 1990), sao
responsaveis pela polinizagao de 40 a 90% da flora brasileira, conforme O

ecossistema (KERR et al., 1996).



Estudos com diversas espécies de Meliponinios envolvendo morfologia,
localizacao, histologia € desenvolvimento das glandulas salivares (cabeca
e torax) mandibulares, hipofaringeanas, de cera € de cheiro, bem como
estudos sobre a origem embrionaria, diferenga no grau de desenvolvimento
e histologia segundo a idade e sexos ou castas das mesmas, permitiu a
construcdo de um diagrama de relacdes filogeneticas que indica a
derivacdo e grau evolutivo alcancado por este grupo. Tal diagrama fez com
que Trigona Spinipes, T. hyalinata, T. freiremaiai, T. Ssilvestril, T.

(Cephalotrigona) capitata, T. (Partamona) cupira, T. (Tetragonisca) jaty,

Melipona rufiventris & M. quadrifasciata ocupassem O mesmo patamar na
escala evolutiva (LANDIM, 1963: MELLO & KERR, 1984).

Trigona € 0 maior género € 0 mais amplamente distribuido em relacao
aos outros Meliponini (56 géneros). Representantes deste género
encontram-se nos Neotropicos (do México a Argentina). Possuem um
interessante mecanismo de orientacdo e diregéo da fonte d= alimento,
utilizando marcacao por trilha de cheiro entre o alimento € a colméia, com
secrecdes produzidas pelas glandulas salivares (KERR & ESCH, 1965;
SAKAGAMI & ZUCCHI, 1966 KERR et al., 1980).

Este género contém cerca de 300 espécies, dentre as quais, as mais
conhecidas sdo: Trigona (Trigona) amailthea Olivier, cilipes Fabricius,
corvina Cockerell, fulviventris Guérin, fuscipennis Friese, hyalinata
Lepeletier, hypogea Silvestri, nigerrima Cresson, pallens Fabricius,
silvestriana Vachal e williana Friese (MICHENER, 1990).

Trigona hyalinata, conhecida como guaxupe, abelha brava e irapua da
asa branca (SCHWARZ, 1948) se distribui no dominio dos cerrados,
embora nao se restrinja & esse habitat (PEDRO, 1992). E muito confundida

com T. spinipes (irapua) devido ao seu comportamento agressivo perante a
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aproximacéo de predadores e/ou competidores e pela coloracao preta do
corpo, comum & ambas as espécies. O que difere morfologicamente (a
olho nu) uma da outra € que, enquanto T. spinipes apresenta asas pretas,
T. hyalinata possui asas esbranquicadas (SCHWARZ, 1948).

Trigona hyalinata bem COmMO T. spinipes sao consideradas pestes em
muitas areas do Brasil, principalmente em laranjais. Elas cortam, com suas
mandibulas robustas e denteadas, botdes florais de muitas espécies antes
de abrirem, para obterem néctar, polen e seiva, sem no entanto
desempenharem o papel de polinizadores. Elas, também, perfuram corola
de Ananas ananassoides (PEDRO, 1992). Entretanto, este habito &
importante na polinizagao de Crotalaria juncea pois, quando as operarias
destas duas espécies fazem um buraco no botdo da carena de flores de
Crotalaria para coletarem pdlen e néctar, outras abelhas sao atraidas e
estas efetivam a polinizagao (AMARAL, 1953, 1955). Todavia, quando
estdao coletando alimento, um interessante comportamento agressivo €
observado nestas duas espécies, t30 intimamente ligadas. Elas,
usualmente, atacam outras abelhas (até mesmo maiores) sobre as flores,
fazendo com que elas voem para longe, evitando O combate (KERR et al.,
1980).

Operarias de T.hyalinata foram observadas em atividade sobre as flores
apenas no més de agosto, na estacao ecolégica de Cajuru (Estado de Sao
Paulo). PEDRO e CAMARGO (1991) inferiram que elas podem estar sendo
influenciadas pelo florescimento de espécies de plantas “atrativas” como
Vernonia ferruginea, V. rubriramea e Gochnatia barrosii, mais do que por
fatores climaticos estacionais. Trigona mostrou habito alimentar altamente
generalista e, embora interacdes agressivas entre T. hyalinata e T. spinipes

ja tenham sido observadas na literatura, em diferentes espécies de plantas



e lugares, isto nao foi observado neste trabalho (PEDRO & CAMARGO,
1991). Também foi observado por PEDRO (1992) que a capacidade de
comunicar a presenca de fontes de alimento e muito desenvolvida nesta
espécie. Isto permite que, em um curto espaco de tempo, seja encontrado

um grande numero de individuos de uma mesma coldnia coletando na

mesma fonte de recursos (PEDRO, 1992).

1.2) Marcadores RAPD

O PCR (Polymerase Chain Reaction) € um método in vitro, utilizado
para produzir grandes quantidades de fragmentos de DNA a partir de
peguenas amostras, por meio de uma DNA polimerase quase termo-
estavel produzida por uma eubactéria termofilica (Thermus aquaticus)
(WILLIAMS et al., 1990). Envolve 0 uso de dois “primers” especificos que
flanqueiam a regiao de interesse e amplificam um fragmento especifico de
DNA (KAMBHAMPATI et al., 1992).

WILLIAMS et al. (1990) revolucionaram a area de marcadores
moleculares baseados em PCR desenvolvendo, a partir deste, uma técnica
que utiliza “primers” simples & curtos (10 bases) de sequéncia arbitraria de
nucleotideos, contendo 50-60% de G-C e denominada RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (CHALMERS et al., 1992, KAMBHAMPATI et
al. 1992; TINGEY et al., 1992, WILLIAMS et al., 1992 KAZAN et al., 1993;
HOWELL et al., 1994; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996).

A técnica de RAPD apresenta varias vantagens, tais como: nao

depender do conhecimento da sequéncia do DNA (CHALMERS et al.,



1992: STILES et al, 1993 TINGEY et al., 1992: KHANDKA et al., 1997,
OLIVEIRA, 1998), capacidade de amostrar regides de DNA repetitivas (LU
8& RANK, 1996) fornecer resultados confiaveis (HAYMER & MCINNIS,
1994: HOWELL et al., 1994), simplicidade (\NEEDEN et al., 1992; LANDRY
et al.. 1993), alto nivel de polimorfismos (WEEDEN et al., 1992; LANDRY
et al., 1993), requerer somente alguns nanogramas de DNA (KESSELI et
al., 1992; TINGEY et al., 1992; LANDRY et al., 1993; STILES et al, 1993),
automatizacdo do processo (muito eficiente em termos de baixo custo €
tempo requerido) (KESSELI et al., 1992: TINGEY et al., 1992: WEEDEN et
al., 1992, LANDRY et al, 1993; STILES et al., 1993;: HAYMER & MCINNIS,
1994: HOWELL et al., 1994), nao requer uso de isétopos radioativos
(LANDRY et al, 1993; LU & RANK, 1996) e nem construcao de bibliotecas
gendémicas (LANDRY et al., 1993).

E um método relativamente simples (baseado na amplificacéo do
DNA) se comparado com outras técnicas como, por exemplo, RFLP, que
necessita de hibridagédo do DNA com P?* radioativo, requerendo um
desenvolvimento prévio de uma biblioteca de sondas especificas para 0
organismo de interesse. No que diz respeito a eficacia, marcadores RAPD
sao de 4 a 6 vezes mais eficientes do queé marcadores RFLP no
mapeamento de polimorfismos € 10 vezes mais eficientes em tempo €
mao-de-obra (PARAN et al, 1991) e as bandas sdo mais faciimente
visualizadas do que bandas RFLP (THORMANN & OSBORN, 1992).

Para que haja amplificacdo de um fragmento RAPD no genoma
analisado, duas sequéncias de DNA complementares ao “primer’ arbitrario
devem estar suficientemente adjacentes (menos de 4000 pares de bases)
e em orientagao oposta, de maneira a permitir a amplificacao. Tipicamente,

cada “primer’ arbitrario utilizado se anela ao DNA em um ou mais locais,



dirigindo a sintese de varios segmentos de DNA, simultaneamente, em
diversos pontos do genoma, resultando assim, na amplificacdo da regiao
de intervencao e fornecendo varias bandas no gel de agarose, que podem
ser visualizadas diretamente com brometo de etidio, sob luz ultravioleta
(KAMBHAMPATI et al. 1992; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).
Algumas das regioes amplificadas sao repetitivas e outras sjo copias
dnicas. A técnica RAPD, tambem, mostra que os fragmentos amplificados
s30 herdados segundo o sistema Mendeliano (WILLIAMS et al, 1990;
WILLIAMS et al., 1992; apud KAMBHAMPATI et al., 1992).

O comportamento dos marcadores RAPD é de carater dominante. Os
polimorfismos sao detectados como presenca (homozigoto dominante €
heterozigoto) ou auséncia de bandas (homozigoto recessivo) (TINGEY et
al., 1992). Diferencas de apenas uma base (mutacdes de ponto) sao
suficientes para causar a nao complementariedade do “primer’ com o sitio
de iniciacdo e assim impedir a amplificagdo de um segmento (KESSELI et
al, 1992; SKROCH et al., 1992, TINGEY et al, 1992; WILLIAMS et al.,
1992: KAZAN et al., 1993, FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996), bem
como intersecdes e delecoes na regido entre 0s sitios de ligacdo do
“primer” (TINGEY et al., 1992; KAZAN et al., 1993), eventos estes que nao
podem ser detectados por marcadores RFLP (KESSEL! et al., 1992).

Varios fatores, incluindo quantidade de “primer’ em relagao ao DNA
molde, diferencas nNOS procedimentos entre diferentes laboratorios
(KESSELI et al., 1992), concentracdo de magnésio (KESSELI et al., 1992;
TINGEY et al, 1992), concentracdo de DNA molde, temperatura de
anelamento do “primer’, comprimento do “primer” € composigéo das bases
afetam a reacdo e deverao ser cuidadosamente controladas (TINGEY et

al., 1992, KHANDKA et al., 1997).
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Diferentes métodos de extracdo de DNA produzem grau de pureza
variados, sendo necessario padronizar O protocolo de extracao, garantindo
assim. a quantidade € qualidade do DNA, a fim de se€ obter
reprodutibilidade e nitidez dos marcadores RAPD (WEEDEN et al., 1992,
WILLIAMS et al., 1992). A qualidade do DNA gendmico tem um grande
efeito na geracao € resolucdo de produtos amplificados. DNAs isolados
com quantidades significativas de polissacarideos ou produtos fenolicos
ndo sio adequados para a amplificacdo e DNA contendo moderados niveis
de impurezas produz bandas RAPD fracas ou “borradas” (WEEDEN et al.,
1992). Muito DNA gendémico pode resultar em empacotamento ou eém
auséncia de bandas claramente definidas no gel, enquanto que pouco DNA

fornece padroes irreprodutiveis (WILLIAMS et al., 1992).
RAPD de “bulks” de DNA de pedigrees andnimos (juntados ao acaso

e sem critério no “bulk”) devem ser criticamente avaliados para frequentes
marcadores falso-positivos resultantes dos diversos alelos amostrados. Os
falsos fragmentos polimérficos podem ser devidos a formacao de uma
molécula de DNA “heteroduplex” (HUNT & PAGE, 1992; KHANDKA et al.,
1997). A variabilidade genética no “pulk” de DNA pode ser responsavel
pelo falso polimorfismo. Uso de material genético mais homogéneo, COmo
“bulk’ de geragdes F1, F2, F3, obtidas por retrocruzamento, pode reduzir a
probabilidade de obter tais resultados (KHANDKA et al., 1997).
Concentracdes de Mg+2 entre 1,5e3,0mMe peguenas alteracoes na
concentragdo de tampao nao proporcionam uma mudanca muito
significativa no fendtipo RAPD (WEEDEN et al, 1992). Todavia a
concentracdo de cada dNTP influencia na intensidade das bandas, sendo
que, concentracbes menores do que 100mM produz bandas fracamente

coradas (WILLIAMS et al., 1992).



O 6leo mineral, usado para impedir a volatizacdo da reacao quando
submetida a altas temperaturas no termociclador, também pode conter
impurezas que inibem a reagao de amplificagcao (WEEDEN et al., 1992).

Diferentes marcas de Tag DNA polimerase revelam variacoes
drasticas entre as copias obtidas a partir de um anico “primer’, podendo ser
explicado principalmente pela diferenca nas atividades das enzimas € pela
diferenca na composigéo do tampao de reacao (MEUNIER & GRIMONT,
1993). Todas as polimerases que derivam de Thermus aquaticus produzem
padroes de amplificacao similares (mas nao idénticos) entretanto, todas as
polimerases de outras fontes amplificam muito pouco ou nem discriminam
(SCHIERWATER & ENDER, 1993). Quando se aumenta a quantidade de
Taq DNA polimerase, aumenta-se 0 numero de produtos amplificados
(KHANDKA et al., 1997).

Mudancas significativas nos parametros do ciclo produzem OS
principais efeitos nos fenotipos RAPD (WEEDEN et al., 1992), assim, ao S
utilizar diferentes termocicladores, diferencas discrepantes na comparacao
dos resultados serao encontradas (MEUNIER & GRIMONT, 1993).

Concentracdes de “primer” entre 0,1 e 2,0mM sao ideais, sendo que,
concentragcées menores, torna dificil a deteccao de produtos amplificados,
enquanto que concentracbes maiores, fazem aparecer bandas até antes
inexistentes (WILLIAMS et al., 1992). Quando a concentracdo do “primer” €
menor, tende a amplificar fragmentos maiores (1500 a 3000pb), enquanto
que, 0S MesmMos desaparecem quando a concentracdo aumenta, sendo
substituidos, as vezes, por muitos fragmentos menores (200 a 400pb)
(WEEDEN et al., 1992, KHANDKA et al., 1997).

A distribuicéo de variabilidade entre e dentre populagtes varia entre

“primers”. Alguns deles detectam maior variabilidade entre populagdes,



enquanto outros detectam maior grau de polimorfismo dentro das
populacoes (CHALMERS et al., 1992), mas O numero de bandas no perfil
RAPD ¢é independente da complexidade do genoma (WILKIE et al., 1993).

WILKIE et al. (1993) analisaram cinco espécies do género Allium por
RAPD por meio de 20 “primers” (10b) € obtiveram 91 posicoes de bandas.
O dendrograma por RAPD foi similar & outras classificacdes existentes.
Eles ainda ressaltaram que, para maior confiabilidade na obtencao dos
valores de distancia genética € produgdo de dendrograma, deve-sé
analisar no minimo 50 locos.

Uma desvantagem da técnica € que, por ter problemas na
reprodutibilidade dos resultados (WEEDEN et al., 1992, KHANDKA et al.,
1997), torna-se inviavel na constituicao de um banco de dados de copias
para identificacao de cepas (KESSELI et al., 1992, MEUNIER & GRIMONT,
1993). Outra desvantagem €é quanto 3 amostragem do numero de
alelos/’locus’ (onde alelo dominante € representado por presenca de
banda e alelo recessivo por auséncia de banda) (KESSELI et al., 1992;
KHANDKA et al, 1997). A técnica & incapaz de identificar “loci”
heterozigoto (CHALMERS et al., 1992, KAMBHAMPATI et al, 1992;
KESSELI et al., 1992; TINGEY et al., 1992), 0 que impossibilita testar a
hipotese de acasalamento ao acaso ém populacdes naturais
(KAMBHAMPATI et al., 1992). Esta desvantagem pode Ser superada
utilizando-se progénies haploides, linhagens recombinantes ou populagdes
retrocruzadas. Uma outra limitacdo € o fato de que bandas geradas por
diferentes “loci” migrem juntas no gel. Isto dificulta a comparagao com

dados de outro taxa, especiaimente aqueles baseados em diferentes
técnicas (LU & RANK, 1996).



Mesmo com restricdes, esta técnica revolucionou 0s laboratorios de
Biologia Molecular no mundo, em estudos de populagoes. Pesquisadores
tém utilizado os marcadores RAPD no mapeamento genético (HUNT &
PAGE, 1992; KESSELI et al., 1992; TINGEY et al., 1992, WEEDEN et al.,
1992: WILLIAMS et al., 1992; KAZAN et al., 1993, LANDRY et al., 1993,
WILKIE ef al.. 1993), estudos filogenéticos e de populagao (CHALMERS et
al, 1992; KAMBHAMPATI et al., 1992; TINGEY et al, 1992; WEEDEN et
al., 1992; SKROCH et al., 1992; WILLIAMS et al., 1992; KAZAN et al,
1993: PUTERKA et al., 1993, STILES et al., 1993; WILKIE et al., 1993,
HAYMER & MCINNIS, 1994, HOWELL et al., 1994; LU & RANK, 1996;
OLIVEIRA, 1998), caracterizagao de germoplasma (SKROCH et al., 1992
TINGEY et al, 1992; HOWELL et al., 1994; THORMANN & OSBORN,
1992), “fingerprinting’” (LANDRY et al, 1993; HOWELL et al, 1994),
manejo, conservagao e melhoramento de arvores tropicais (CHALMERS et
al, 1992), clonagem de genes de resisténcia (KESSELI et al., 1992),

dentre outros.
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2) OBJETIVOS

1) Estimar a divergéncia genética entre colénias de T. hyalinata

provenientes de Uberlandia, Monte Carmelo, ltuiutaba (MG) e Cataldo

(GO).
2) Estimar a divergéncia genética dentro da col6nia de T. hyalinata.

3) Estimar o nimero minimo de individuos dentro de coldnias a ser

utilizado em ensaios RAPD em T. hyalinata.

4) Analisar as extracoes de DNA em “bulks” e individuais e compara-las na

sua eficiéncia no fornecimento de polimorfismos.
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2) MATERIAL E METODOS

A abelha, material material biolégico desse estudo, espécie Trigona

hyalinata Lepeletier, foi identificada pelo prof. Dr. José Maria Franco de

Camargo - USP de Ribeiréo Preto.

1)

3)

Foram estabelecidos os seguintes experimentos:

Analise da divergéncia genética entre coldnias: utilizou-se cinco
individuos provenientes de seis colméias, sendo trés colméias
localizadas no Campus Umuarama em Uberlandia (MG) (blocos 2E,
4C, Hemocentro), uma €m Monte Carmelo (MG), outra em
ltuiutaba(MG) e uma colmeia em Cataldao (GO). Os 30 individuos
foram processados em extracdes individuais de DNA.

Analise da divergéncia genetica dentro da coldnia
(Hemocentro): foram utilizados 15 individuos, isoladamente, para
analise.

Analise da divergéncia em “bulks”: foram utilizados trés, cinco,
dez e quinze individuos para extracdo de DNA em grupos. Estes

foram, também, coletados na colméia do Hemocentro. As datas €

locais de coleta constam na Tabela 1.

Os individuos foram coletados com pucas na entrada das colméias

que, no geral, localizam-se no alto de muros € paredes, a mais ou menos 7

metros de altura.



TABELA 1: Relacdo dos locais e datas de coleta das abelhas.

LOCAL DATA DE COLETA

HEMOCENTRO (Uberlandia-MG) OUTUBRO/1998

OUTUBRO/1999

BLOCO 2E (Uberlandia) OUTUBRO/1998

BLOCO 4C (Uberlandia) OUTUBRO/1998
CATALAO (GO) MARCO/1999
ITUIUTABA (MG) MARCO/1999
MONTE CARMELO (MG) MARCO/1999

As amostras de Uberlandia foram colocadas em vidros de coletas e
estocadas em “freezer” a —80° C, até a extragao do DNA. As demais foram
colocadas em recipientes com alcool 70% até chegarem ao laboratorio e
entdo, colocadas em “freezer’ _80° C. As abelhas estocadas em alcool,
foram submetidas a lavagens sucessivas em tampao (10mM de Tris HCI
pH 8,0; 100mM de NaCl: 1mM de MgCl,.6H;0), antes do processo de
extracdo do DNA a fim de hidrata-las.

A extracdo de DNA destas abelhas foi feita utilizando-se o protocolo
de SHEPPARD et al. (1992) modificado. Em microtubos de 2ml, macerou-
se a abelha (somente o térax) em nitrogénio liquido, acrescentou-se 600ul
de tampao de Maceracao (Tris 10mM, NaCl 60mM, Sacarose 30mM, EDTA
10mM), 600uI de tampéao de Lise (Tris 300mM, SDS 40mM, EDTA 20mM,
DEPEC 0,7%). Em seguida, adicionou-se 10ul de proteinase K (10mg/ml) e
os microtubos foram mantidos em banho-maria a 45°C, por 45 min.
Acrescentou-se 10ul de RNAse (10mg/ml) e foram mantidos por 1 hora a
37°C_ Procedeu-se a duas lavagens sucessivas com fenol, a fim de se
retirar o excesso de corantes da abelha que sempre ficou no DNA ao se

utilizar apenas uma lavagem com fenol. Em seguida a duas lavagens com
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clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico - 24:1) seguidas do acréscimo de
1/10 do volume de NaCl 2M, completando-se o volume com etanol 100%
gelado. Incubou-se 0 DNA por 2 horas ou “overnignt” para a precipitacao.
Os DNAs foram centrifugados por 15 min a 13.000 rpm, lavados com
etanol 70% e secados a vacuo. Em seguida, ressuspendidos em 70ul de
agua destilada.

Houve dificuldades a principio, em relagéo a este protocolo. Quando
acrescentava-se fenol e/ou clorofil pela segunda vez, nao havia formacao
de duas fases (o0 que era de se esperar), fazendo com qué toda a extragao
fosse inutilizada pois, O sobrenadante, que era o que interessava, nao era
delimitado. Nao se sabe ainda 0 que causou esta homogeneizacdo da
solucdo, talvez problema de pH ou concentracoes destas solugoes.
Quando foi feito novo fenol o problema nao se repetiu.’

A qualificagao e quantificagdo do DNA foi feita por meio de aplicacao
de uma aliquota (10ul) das amostras em gel de agarose a 0,8% com
coloracdo por brometo de etidio € leitura em espectrofotometro do DNA a
260 nm, respectivamente. Em seguida, os DNAs foram diluidos com agua
ultrapura, para 5ng e estocados a - 20°C.

Foram testados 22 “primers” de sequéncia arbitraria. Qito “primers’
(sendo seis “primers” curtos da Operon Technology € dois longos
sintetizados pelo Laboratorio de Genética da UFU) que forneceram um

bom padrdo de amplificagdo, foram selecionados (Tabela 2).



TABELA 2: Lista de “primers” utilizados nos experimentos € Suas
respectivas sequéncias de nucleotideos.

“Primer” 5-3’ Sequéncia

OPC7 GTCCCGACGA

OPV1 TGACGCATGG

OPV7 GAAGCCAGCC

OPV10 GGACCTGCTG

OPV15 CAGTGCCGGT

OPV18 TGGTGGCGTT
MAU101 TCAAACAGCATCTAGGCGG
MAU902 CCAATTCAGTATGTGCTGAGT

Cada reacao de amplificacdo consistiu de Tampéo da Taq 1X; MgCl,
1.5mM: dNTPs 100uM de cada (dCTP, dATP, dGTP, dTTP); 10 pmoles de
“primer”; 1U de DNA polimerase; 15 ng de DNA gendmico e volume final
completado, com agua ultrapura, para 20ul. Cada reacao foi coberta com
uma gota (~20ul) de oleo mineral para evitar a evaporacao e centrifugada a
4000 rpm por 10 segundos.

Cada bateria de reacOes apresentou um controle negativo, com todos
os componentes da reacao, exceto o DNA, para confirmar se 0S produtos
amplificados representavam DNA gendmico amplificado, contaminacdes ou
artefatos do “primer”.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose
1,2%, corados com brometo de etidio, visualizados e fotografados em uv.

Foi construida uma matriz binaria de acordo com presenca (1) ou

auséncia (0) de bandas para estimar a distancia genética entre as colénias

e entre os individuos da coldnia testada.
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A matriz gerada pelo programa STATISTICA 4.5A (1993) foi usada
para o calculo das distancias genéticas e andlise de “cluster”, segundo 0

método de Porcentagem de Desacordo, dado pela férmula:

N /N7 PUTERKA et al., (1993)

Onde, N’ oz & 0 numero total de bandas polimorficas entre 0s genotipos
comparados e Nt é o nimero total de bandas. A analise de “cluster” foi
feita pelo método nao-ponderado de agrupamento aos pares utilizando
médias aritméticas (UPGMA — “Unweighted pair-group method using
arithmetic averages”) o qual agrupa, inicialmente, individuos mais similares
e assim, sucessivamente, até os individuos ou grupos mais distantes.

O grafico de correlagdo das disténcias genéticas pelo namero de

individuos foi obtido por meio do programa STATISTICA 4.5A (1993) -
BASIC STATISTICS AND TABLES.



4) RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar a descricdo dos resultados obtidos, 0s gendtipos de
T. hyalinata serao discriminados pelo local de origem.

Ao se analisar a divergéncia genética entre as colonias
provenientes das cidades de Uberlandia (Blocos 4C, 2E e Hemocentro),
Monte Carmelo (MG), Cataldao (GO) e ltuiutaba (MG) por meio dos oito
“primers” selecionados, foi obtida uma divergéncia genética maxima de
0,0614, que dividiu os individuos em dois grupos, um contendo 23
individuos e o outro com os sete gendtipos restantes (Figura 1). Foi
observado a presenca de cinco grupos de gendtipos que n&o diferiram
geneticamente, com individuos de diferentes colénias e lugares, sendo
agrupados no mesmo “cluster’. Apenas 0s representantes da colonia do
Bloco 4C apresentou todos os seus individuos agrupados, embora este
mesmo “cluster’ também apresentou gendétipos de outros locais, padréao
este, que nao era o esperado, visto que, individuos mais proximos
geneticamente deveriam estar agrupados em “clusters” isolados
(TABERNER et al., 1997). FUTUYMA (1992) menciona que quanto mais
distanciadas estdo as populagbes, mais divergentes elas sdo em
frequéncias alélicas e nas caracteristicas de base genética, embora nao
haja, geralmente, correlacéo estrita entre ambas.

Neste dendrograma foram observados dois genotipos (ltuiutaba 4
e 5) que nao se agruparam em “clusters”, mantendo-se também isolados
entre si.

Estes resultados permitem algumas inferéncias:

1) Que talvez T. hyalinata possa apresentar mitiplas rainhas fisogastricas,

ovipondo simultaneamente na colénia. Estudos com a espécie
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congenérica T. spinipes mostraram que nesta espécie ocorre apenas
uma unica rainha poedeira, embora em Melipona bicolor ja foram
observadas varias rainhas ovipondo ao mesmo tempo (KERR, 1949).
N3o sdo conhecidos trabalhos sobre comportamento reprodutivo de
T hyalinata, bem como outros trabalhos de sua biologia sao escassos.
Acredita-se que um dos fatores que contribuam para esta deficiéncia
seja o seu alto grau de agressividade, o que dificulta os trabalhos de
observacao direta.

2) Que as rainhas desta espécie possam ser fecundadas por multiplos
zangdes. Esta ndo é uma caracteristica comum para os meliponinios,
embora ja tenha sido relatado para Plebeia por FALCAO & CONTEL
(1991).

3) O numero de “primers” tenha sido insuficiente para estabelecer o
parentesco filogenético. O aumento do numero de “primers” cobriria uma
maior regiao no genoma e, consequentemente, uma maior taxa de
polimorfismos poderia confirmar 0s dados obtidos. WILKIE et al. (1993),
analisando cinco espécies do género Allium por meio de 20 “primers”,
observaram que O numero minimo de locos para uma anélise
significante por RAPD deve ser de 50. Neste trabalho, especificamente,
no estudo da divergéncia entre as seis colméias, a quantidade de locos

foi inferior a este valor (46 locos).
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FIGURA 1:
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Dendrograma da divergéncia genética entre 30

individuos de seis coldnias de T. hyalinata coletados em Outubro de 1998
(individuos dos Blocos 2E, 4C e Hemocentro) e em Margco de 1999
(individuos de Cataldo, Iltuiutaba e Monte Carmelo) apoiada em 46
marcadores RAPD.

Um exemplo do padrdao de amplificacdo com o “primer’ OPV01,

obtido entre os 30 individuos (analise entre as seis coldnias) € observado

na Figura 2. Pode-se visualizar uma banda polimérfica, presente para as

colénias dos Blocos 2E e Hemocentro (Uberlandia) e Cataldao. As outras

posicbes de bandas analisadas foram monomorficas para todos os

individuos.
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4AC 2E H 1 Cc mC

FIGURA 2: Eletroforese em gel de agarose (1.2%) dos produtos
amplificados obtidos com 0 “primer” OPV01. 4C — Bloco 4C,
9E — Bloco 2E, H — Hemocentro, todas de Uberlandia. | —
ltuiutaba, C — Cataldo e MC — Monte Carmelo. A seta indica
uma posigdo de banda polimoérfica para as colénias 2E, H e
Catalao.

A analise da distancia genética entre os individuos de mesma
colénias (Figura 3) por meio dos mesmos oito “primers” usados na analise
anterior forneceu 58 locos, que produziram uma dissimilaridade genética
maxima de 0,0827. Neste valor foram encontrados dois grupos, um com 13
individuos e outro com dois. Ao se comparar a divergéncia maxima
encontrada nesta analise com o valor maximo (0,0614) da analise entre as

colbnias, observa-se que este foi maior. Isto pode ser devido a dois fatores:

1) A fotografia do gel com os 15 individuos é mais ampliada do que a do
gel com os 30 individuos, favorecendo a melhor resolugdo da posigao das
bandas mais discretas. Isto pode ter influenciado na escolha de um numero
maior de posicdo de bandas para a analise da distancia genética entre
individuos da colonia.

2) Na analise da divergéncia dentro da colonia, utilizou-se um maior
nimero de individuos, isto também pode ter contribuido para o aumento

observado de distancia genética, visto que com uma amostragem maior
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por colénias, aumentou-se a probabilidade de se mapear locos

polimérficos.

Esta relacdo pode ser observada na Figura 4. Ao se fracionar o

numero de gendtipos aleatoriamente para cinco e 10 individuos, obteve-se

0,0775 e 0,0819 de distancia genética, respectivamente.

Hi|
H3 |
H4t
H5 |
H6 |
H12 |
H15 |
H2|
H9 |
H10 |-
H11 |
H7 |
H8|
H13 |

ra

GENOTIPOS

0.001 0.009 0.019 0.029 0.039 0.049 0.059 0.069 0.079 0.089

DISTANCIA GENETICA

FIGURA 3: Dendrograma da divergéncia genética entre 15 individuos da

coldnias do Hemocentro de T. hyalinata coletados em Outubro
de 1999, apoiado em 58 marcadores RAPD.
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FIGURA 4: Dendrograma da divergéncia genética entre 10 (A) e
cinco (B) individuos de T. hyalinata escolhidos ao acaso dentre os 15

individuos analisados anteriormente.
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A correlacao (Figura 5) foi positiva, sendo que o0 maior valor de
incremento de distancia obtido, de cinco para 10 genétipos, foi de 0,004
(80% da distancia genética total), enquanto que, de 10 para 15 individuos
foi apenas de 0,001 (20% restante). P6de-se observar que a inclinagao da
reta diminuiu ao se utilizar mais de 10 individuos na analise. Se tivessem
sido acrescidos mais individuos (acima de 20) neste experimento, talvez
fosse obtido a estabilizacdo da reta e consequentemente, o numero
adequado de individuos a serem analisados, a fim de se mapear a
distancia genética “real” dentro da col6nia. Mesmo assim, vale ressaltar
que, a partir de 10 individuos, os valores de distancia nao se alteraram
significativamente, indicando, assim, um nimero minimo a ser amostrado
sem perder a confiabilidade dos dados e, simultaneamente, sem dispender
material biologico e dinheiro com trabalhos futuros a serem desenvolvidos
com essa especie.

y = 0.076+0.001*x+eps

.083

.082 |

DISTANCIA GENETICA

.078

4 6 8 10 12 14 16
NUMERO DE INDIVIDUOS

FIGURA 5: Correlacao entre a distancia genética obtida por UPGMA e
numero de individuos da colbnia de T. hyalinata (Hemocentro)
coletados em Outubro de 1999, com base em 58 marcadores
RAPD.
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Estes experimentos deverdao ser reforcados com andlise de um
maior numero de individuos dentro da col6nia, maior nimero de coldnias e
‘primers”.

A analise da divergéncia genética de individuos de mesma colénias
(Hemocentro) por meio de “bulks” com trés, cinco, 10 e 15 individuos
forneceram 51 bandas, ndo demonstrando dissimilaridade genética com o
aumento do numero de individuos amostrados. Estes resultados ndo sdo
condizentes com os dados obtidos por meio de andlise de DNA extraido
individualmente. Era esperado que, com o aumento do nUmero de
individuos, o numero de posicdo de bandas polimérficas aumentaria. Isto
nao foi verificado (Figura 6). Existem relatos na literatura que polimorfismos
resultantes de “bulks” podem ser devido a formacao de “heteroduplex’, sdo
os chamados “falsos-polimorfismos” que n&o aparecem nas analises
individuais, tornando pouco confidvel a utilizacdo de “bulks” para testes de
divergéncia genética (HUNT & PAGE, 1992; KHANDKA et al., 1997). Se
existem estes polimorfismos no experimento dos “bulks”, ndo foi possivel
detecta-los, porque ndo foram utilizadas amostras de DNA extraidas
individualmente no mesmo conjunto de reagdes para serem comparadas.

3 5§10 15 3 5§10 15 3 5§10 15

. C

FIGURA 6: Eletroforese em gel de agarose (1,2%) dos produtos
amplificados obtidos com os “primers” OPV1 (A), MAU101 (B)
e OPV10 (C), a partir de “bulks” de trés (3), cinco (5), 10 (dez)
e 15 (quinze) individuos.
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5) CONCLUSOES

& O método de extracdo de DNA para T. hyalinata foi eficiente, fornecendo

DNA de boa qualidade com alta quantidade.

4, Na analise de divergéncia genética entre as colénias (Blocos 4C, 2E e
Hemocentro) — Uberlandia (MG) e de Monte Carmelo (MG), ltuiutaba
(MG) e Cataldo (GO), por meio de oito “primers” (46 posicOes de
bandas), houve a formacéo de dois grupos a 0,0614 de dissimilaridade.
Na mesma andlise houve a formacdo de cinco grupos que nao
apresentaram divergéncia genética, embora quatro destes mesmos
apresentaram individuos de colonias diferentes. Isto pode ter sido
devido a presenca de muiltiplas rainhas fisogastricas, rainha fecundada

por multiplos zangbes e/ou baixo numero de “primers” utilizados no

experimento.

& Na andlise de divergéncia dentro da coldnia do Hemocentro por meio
dos mesmos “primers” anteriores (58 posicoes de bandas), a
divergéncia maxima foi de 0,0827 para 0s 15 individuos analisados.
Este valor, superior a andlise de divergéncia maxima obtida entre as
colénias (0,0614), pode ter sido devido ao maior numero de individuos
utilizados na analise que proporcionou uma maior probabilidade de se
mapear locos polimérficos e/ou um artefato de fotografia, que possibilita

fotos de géis com melhor resolucao do que as obtidas de géis com

maior quantidade de reacgées.
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% Com o fracionamento para cinco e 10, dos 15 individuos analisados,
obteve-se um maior incremento de divergéncia na classe um (cinco para
10 individuos) correspondendo & 80% da dissimilaridade genética total
do que o encontrado para a classe dois (dez para 15 individuos) que
contribuiram apenas com o0s 20% restantes. A correlacao foi positiva

entre divergéncia genética e nimero de individuos analisados.

% A andlise da divergéncia de individuos de mesma col6nia (Hemocentro)
por meio de “bulks” contendo trés, cinco, 10 e 15 individuos com 0s
mesmos ‘“primers” (51 posicoes de bandas) nao demonstrou
dissimilaridade genética com o aumento do numero de individuos
utilizados. Isto pode ter ocorrido devido a formagdo de bandas

“heteroduplex”, as quais ja foram relatadas por outros autores.

& Estes experimentos permitiram inferir que a extragdo de DNA individual
foi mais eficiente do que a extracdo de “bulks”, sendo que 0 numero
minimo de individuos necessarios para a andlise de divergéncia
genética dentro de colonias por RAPD em T. hyalinata foi de 10

individuos.

%, Repeticoes dos experimentos s30 necessarios para a especie estudada,
bem como para outras espécies de Meliponinios, a fim de tentar se

obter o niimero minimo de individuos por colénia adequado aos estudos

de RAPD.
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