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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes Gerais sobre Abelhas

No reino Animalia, o filo Arthropoda tém cerca de 34.000.000 de espécies, das
quais 80% pertencem a classe Insecta, sendo portanto, o grupo com maior nimero de
individuos, superando todos os outros grupos animais reunidos (ADIS, 1990). A classe
Insecta divide-se em varias ordens. Uma delas sdo os Hymenoptera que compreendem
as formigas, vespas e abelhas. As abelhas podem ser reunidas na superfamilia Apoidea,
com 10 familias, que se destacam por exibirem grande diversidade de habitats € uma
alta complexidade de comportamentos, culminando em uma alta organizagdo social. A
familia Apidae subdivide-se em 3 subfamilias: Xylocopinae, Nomadinae e Apinae.
Dentre os Apinae, encontramos as tribos corbiculadas: Apini, Meliponini, Bombini e
Euglossini (ROIG-ALSINA & MICHENER, 1993). As trés primeiras estdo num estagio
social avancado. A grande maioria das outras Apoidea sdo abelhas solitarias ou de
hébitos sociais primitivos NOGUEIRA-NETO, 1997).

A origem das abelhas do globo ¢ relativamente recente e esta relacionada com
o aparecimento das Angiospermas (MULLER 1972, 1981 apud CRUZ, 1960). Os
primeiros fosseis conhecidos de himenopteros datam do carbonifero inferior, mas as
abelhas s6 apareceram muito mais tarde, ha cerca de 150 milhdes de anos atrés, no
Cretaceo (CRUZ, 1960).

As abelhas da tribo Meliponini, também conhecidas como abelhas indigenas
sem ferrio, em geral, sdo distinguiveis das outras, principalmente pela atrofia do ferrdo,
reducio e fragilidade da venagdo alar e por ndo possuirem pélos nos olhos (MOURE,
1961; SAKAGAMI, 1982; WILLE, 1983; CAMARGO, 1989; MICHENER, 1990).

Ao longo de sua historia evolutiva, os Meliponinios conquistaram varios
habitats, ocupando grande parte da regido de clima tropical e algumas importantes
regides de clima temperado subtropical (NOGUEIRA-NETO, 1997). Contudo, sua
maior diversidade e abundancia de formas encontra-se nos tropicos (regido Neotropical

e Indo-Malaia) apesar de certos taxa estarem restritos as zomas subtropicais do
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hemisfério sul (MOURE, 1961; KERR & MAULE, 1964, CAMARGO, 1989;
MICHENER, 1990; CAMARGO E PEDRO, 1992).

A importincia dessas abelhas reside no fato de apresentarem uma grande

associa¢do com plantas e outros animais, inclusive o homem. S&o consideradas as mais
eficientes polinizadoras da flora americana, polinizando até 90% das espécies de plantas
nativas (KERR et al., 1996). ABSY et al.(1984) mostraram que 8% das arvores do
médio Amazonas sdo polinizadas por no minimo 5 espécies de abelhas. Todavia, nessa
mesma amostra, 5 arvores sdo polinizadas por apenas 1 espécie de abelha. Assim, a
extingfio dessas abelhas pode resultar na possibilidade de extingdo de espécies vegetais e
conseqiiente desequilibrio no ecossistema (ROUBIK, 1989).

O entendimento dos aspectos biologicos, que compreendem os mecanismos de
reprodugdo das abelhas nativas, estd associado a todos os esforgos que estdo sendo
executados, nos ultimos 50 anos, para a possivel manuten¢do de algumas espécies

geograficamente mais proximas do homem (AIDAR, 1999).

1.2. A espécie Melipona scutellaris

A espécie Melipona scutellaris Latreille, 1811 pertence & tribo Meliponini,
subfamilia Apinae, familia Apidae (ROIG-ALSINA & MICHENER, 1993). A
subfamilia Apinae engloba as abelhas indigenas sem ferrdo, das quais, muitas s3o
conhecidas como “urugu”, que na lingua tupi significa “abelha grande”. Muitas outras
espécies desse grupo foram domesticadas pelos indios, sendo atualmente descritas mais
de 300 espécies, com cerca de 54 géneros que se distribuem em toda a Regido
Neotropical (CAMARGO & PEDRO, 1992).

A abelha Melipona scutellaris ¢ basicamente conhecida como “urugu do
Nordeste” devido a sua distribui¢do geografica alcangar desde a Bahia até o Estado do
Rio Grande do Norte, ocupando principalmente o Bioma chamado de Zona da Mata
(CARVALHO, 1996).

As abelhas sem ferrdo, em seu ambiente natural, tém dificuldades de achar um
lugar para seu novo enxame. A grande maioria usa ocos de arvores, em diferentes
alturas. KERR et al. (1996) encontraram colonias de M. scutellaris (urugu do Nordeste)

e M. rufiveniris (urugu amarela) ocupando ocos de arvores a 40m de altura. Os ninhos
11




7

sdo construidos basicamente de cera pura ou cerume, que ¢ uma mistura de cera,

propolis e barro. Batume é a denominagio para a mistura de propolis e barro e ¢é
geralmente usada na delimitaciio da morada. A maior parte dos Meliponinios faz reserva
de cera, que é armazenada nas bordas dos favos de cria ou sobre o involucro em
pequenas bolinhas, formando pequenos montes proximas a entrada do ninho. Dentro
dos ninhos, os favos de cria sdo dispostos na forma de placas horizontais, cujas células
ou alvéolos se abrem para cima. Estas placas se sobrepdem e sdo separadas por pilastras
de cera, permitindo a passagem das abelhas entre as placas. O mel e o pdlen sdo
armazenados em potes de cera ovais, com volume varidvel (MARIANNO FILHO,
1911).

Os Hymenoptera constituem a 3® maior ordem de insetos. Grande parte de suas
peculiaridades, inclusive sua maior freqii€ncia de espécies com vida social, é devida ao
seu sistema de determinagio de sexo (KERR ef al., 1978). O sistema genético usado por
essas abelhas, denomina-se haplo-diploidia, em que as fémeas originam-se de ovos
fecundados, sendo diploides e os machos originam-se de ovos ndo fecundados, sendo
haploides. Este tipo de sistema genético denomina-se partenogénese arrenotoca
(DZIERZON, 1845). KERR et al (1978) sugerem que a determinagdo de sexo nas
abelhas ocorre em duas fases: a primeira fase ocorre poucas horas apods a postura e a
segunda, no final da fase de pré-pupa, anteriormente a desenvolvimento de todos os
discos imaginais. Existe um equilibrio entre os genes reguladores, que atuam sobre um
conjunto de genes aditivos (ndo compensados) determinadores do sexo feminino e sobre
os genes parcialmente ndo aditivos ou nédo aditivos (compensados), determinadores da
masculinidade. Esse balanceamento génico para determinagio do sexo é um mecanismo
geral que explica a definicdo do sexo por arrenotoquia. O locus xo é o principal
responsavel pela determinagdo do sexo nas abelhas.

A determinagdo de castas nos Meliponinios se da pelo sistema "genético
alimentar". KERR (1975) propds uma explicagio molecular deste mecanismo,
mostrando que este processo seria em conseqiiéncia da combinagdo dos alelos dos genes
determinantes de casta : xa e xb. Cada um desses genes possui dois alelos : xa’, xa?, xb’,
xb°. Assim, as larvas duplo heterozigotas sdo rainhas e as que possuem homozigose em

qualquer um dos dois alelos ou em ambos, sdo operarias.
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Outro aspecto importante da biologia dessas abelhas, que tem muita influéncia

no comportamento de populagdes isoladas, refere-se ao fato de serem particularmente
sensiveis a homozigose dos alelos xo. Nesta condig@o, aparecem machos diploides
(duplo homozigotos para os alelos sexuais) considerados “estéreis”. Em algumas
espécies sociais estes machos sdo eliminados pelas operarias, 0 que também pode
ocotrer com a rainha, podendo ocasionar assim, a morte da colonia. A manutengio de
pequenas populagdes, com menos de 44 coldnias da mesma espécie na sua area
reprodutiva, promove a diminui¢do do niimero dos alelos sexuais xo, induzindo a
formagdo desses machos diploides (KERR & VENCOVSKY, 1982). Em regides onde o
nimero de coldnias € baixo, a espécie pode desaparecer devido a formagdo da
homozigose dos alelos xo, e isto ocorre com freqiiéncia nas pequenas matas primarias
que sdo conservadas (AIDAR, 1996, 1997).

No Brasil, muitas espécies de Meliponinios t€ém sido criadas principalmente
para a produ¢io de enxames, mel, polen, cera e propolis. Contudo, estdio sendo
seriamente ameacadas de extingdo em conseqiiéncia de alteragdes em seus habitats
causadas por desmatamentos, uso indiscriminado de agrotoxicos e varias outras agdes
antropicas prejudiciais ao meio ambiente. A criagio e exploragdo racional dessas
abelhas é uma alternativa que podera preservar muitas espécies, permitindo a obtengao
de seus produtos, sua utilizagio como polinizadoras e facilitar as pesquisas cientificas
com as mesmas.

Melipona scutellaris, em seu ambiente natural, estd separada por mais de
300Km de distancia da area de ocorréncia M. capixaba. Em Uberlandia, elas foram
colocadas no mesmo meliponario, na suposigdo de que fossem completamente isoladas
reprodutivamente (NASCIMENTO, 1996). Contudo, segundo MOURE & CAMARGO
(1994) M. scutellaris é a espécie, relacionada ao grupo da Amazonia, mais proxima
geograficamente da M. capixaba. Estas espécies apresentam algumas similaridades,
como a estrutura das genitalias, que sdo praticamente idénticas, mostrando que sdo
evolutivamente muito proximas.

Entre novembro/95 e margo/96, foi verificado por NASCIMENTO (1996) uma
troca natural de rainha nas colonias de M. capixaba. Pela observagdo morfologica dos
descendentes das colOnias de M. capixaba, detectou-se que eram distintos dos demais e

supds-se a fecundagdo de uma rainha virgem de M. capixaba por machos de M.
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scutellaris, que ocorriam em maior quantidade. Detectou-se também que os
descendentes desta coldnia (supostos hibridos) eram capazes de se reproduzirem e
originarem descendentes férteis, pois, uma das rainhas virgens, filha da rainha que
estava produzindo hibridos, foi fecundada. A confirmaggio dessa hibridag@o foi realizada
por NASCIMENTO & MATUSITA (1996) e NASCIMENTO ef al. (1999) comparando

o0 padrio esterasico entre elas.

1.3. O Uso de Dados Moleculares em Estudos de Populagdes

Até os anos 60, os marcadores utilizados em estudos genéticos eram
controlados por genes associados a caracteres morfologicos de facil identificagdo visual
(OLIVEIRA, 1998).

A utilizagdo da dados moleculares, em diversos estudos, vem sendo feita cada
vez com mais freqiiéncia, nos mais diferentes grupos taxondmicos e tem contribuido
para avangos consideraveis na genética e sistematica da ordem Hymenoptera (COSTA,
1998). A utilizagdo de marcadores moleculares tem varias vantagens sobre marcadores
morfolégicos convencionais: os marcadores moleculares exibem neutralidade fenotipica
sem influéncia ambiental, sdo herdados codominantemente (RFLP, Restriction
Fragment Length Polymorphism) e/ou de forma dominante (RAPD, Random Amplified
Polymorphic DNA), raramente exibem interagdes epistaticas ou pleiotropicas, podendo
ser detectados tanto em individuos jovens como adultos (TANKSLEY ef al., 1989).
Outros marcadores como isoenzimas, analises de DNA,;, mini e microssatélites também
sdo amplamente usados em uma grande variedade de estudos de populagdes.

CONTEL & MESTRINER (1974) foram os primeiros publicar a dados sobre a
variabilidade alozimica em Meliponineos. Eles descreveram o polimorfismo no locus
Est 3 de Melipona subnitida e M. quadrifasciata. Depois, varios trabalhos surgiram
sobre polimorfismos de populagdes do grupo. CONTEL & MESTRINER (1975) e
RESENDE (1997) caracterizaram a atividade esterasica durante o desenvolvimento
ontogenético de trés espécies de Melipona. DEL LAMA & MESTRINER (1984),
LIMA & MESTRINER (1985), CURSINO & CONTEL (1991), MACHADO ef al.
(1992), SANTOS (1993), dentre outros, avaliaram padrdes proteicos de varios sistemas

enzimaticos para diferentes espécies, analisando a variabilidade entre elas.
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Analises de proteinas por eletroforese tém sido usadas para detectar variagSes
em insetos mas, alguns grupos de insetos com baixos niveis de variagdo genética
detectaveis, ndo podem ser estudados a ndo ser por marcadores mais sensiveis, como os
provenientes de analises de DNA (HOY, 1994).

O aspecto fisico do DNA também oferece varias vantagens sobre isoenzimas.
O DNA ¢ encontrado em todas as células, de todos os organismos e pode ser extraido
tanto de tecido vivo, quanto de tecido morto. Além disso, tecidos podem ser facilmente
estocados sob varias condi¢Ges, € em muitos casos apenas poucos nanogramas de DNA
s30 necessarios para as andlises (quando amplificados por PCR, Polymerase Chain
Reaction). A molécula é tdo estavel que pode se manter intacta por milhdes de anos
(PARKER et al, 1998).

A diversidade genética dentro de populagSes e espécies ¢ influenciada por uma
multiplicidade de fatores, incluindo ciclo de vida, tempo de geragdo, principios de
dispersdo de poélen, proporg¢do geografica e nicho ecologico. Essas caracteristicas
biologicas poderdo ser reconhecidas mais a fundo, em estratégias desenvolvidas pela
diversidade quantificada por marcadores de DNA (WILLIAMS et al., 1993). No mais,
analises moleculares permitem comparagdes de seqiiéncias de DNA e produzem dados,
que podem ser convertidos para estimar seqii€ncias divergentes.

Na década de 80, um enorme avango ocorreu na genética quando Kary Mullis
desenvolveu a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A facilidade,
rapidez, versatilidade e sensibilidade da PCR torna-a particularmente poderosa para
estudos genético-moleculares envolvendo grande nimero de individuos de qualquer
organismo vivo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996).

Esta técnica tem sido utilizada em varios estudos de seqiiéncias especificas e
aleatorias do DNA. Ela envolve a sintese enzimatica in vifro de milhdes de copias de
um segmento de DNA, na presenca da enzima DNA polimerase, dNTPs e magnésio.
Esta reagdo baseia-se no anelamento e extensdo enzimatica de oligonucleotideos (
primers, pequenas moléculas de DNA fita simples) utilizados como iniciadores, que
delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplifica¢do. Estes primers sio
sintetizados artificialmente, de maneira que suas seqiiéncias de nucleotideos sejam
complementares as seqiiéncias especificas que flanqueiam a regido alvo. Um ciclo de

PCR envolve 3 etapas: desnaturagdo, anelamento e extensdo. A fita dupla do DNA alvo
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¢ desnaturada por meio da elevagdo da temperatura para 90-94°C. Na etapa de

anelamento, a temperatura € rapidamente reduzida para 35-60°C, dependendo
essencialmente do tamanho e seqiiéncia do primer utilizado, permitindo a hibridagdo
DNA-DNA de cada primer com as seqiiéncias complementares que flanqueiam a regido
alvo. Em seguida, a temperatura ¢ elevada para 70-72°C para que a enzima DNA
polimerase realize a extensdo a partir de cada extremidade 3’ dos primers. Esta extensdo
envolve a adigio de nucleotideos utilizando como molde a seqii€ncia-alvo, de maneira
que uma copia desta seqiiéncia é feita no processo. Este ciclo é repetido algumas
dezenas de vezes até que se consiga a quantidade de DNA desejada (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996).

Com base na PCR, varias outras técnicas foram desenvolvidas para a detecgdo
de polimorfismos de DNA, como AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RNA display, VNTR (Variable
Number of Tanden Repeats) e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), dentre

outras.

1.3.1. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A tecnologia de primers arbitrarios em PCR (AP-PCR), mais comumente
conhecida como Amplifica¢do ao Acaso de DNA Polimérfico (RAPD) utiliza um anico
primer especifico (WELSH & McCLELLAND, 1990) ou dois primers diferentes
(WILLIAMS et al., 1990) para produzir uma impressdo digital do DNA gendmico, via
PCR. Nesta reagio, os primers se associam as regides homologas do DNA gendmico,
em dois sitios diferentes nas fitas opostas do DNA. Nestes dois sitios, dentro de uma
distancia amplificavel, ndo superior a 4000pb, o produto de DNA ¢ produzido por meio
de uma amplificagdo termociclica.

A idéia de se utilizar primers curtos e de seqiiéncia arbitraria para dirigir a
reagio de amplificagdo, eliminando assim a necessidade de conhecimento prévio da
seqiiéncia, gerou um grande avango na area de marcadores moleculares. Além desta
vantagem do RAPD, podem ainda ser citadas a necessidade de pequena quantidade de
DNA, a ndo utilizagdo de sondas e eliminagdo da necessidade de isdtopos radioativos. O

uso da técnica ndo requer experiéncia aprofundada em biologia molecular e nem
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tampouco instalagdes sofisticadas de laboratorio, além de ser simples, rapida e de baixo
custo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996, WILLIAMS et al., 1993). Outra

importante vantagem desta técnica ¢ que ela permite uma "busca" por todo genoma,

permitindo a analise de regides codificadoras e ndo-codificadoras e de seqiiéncias
repetitivas (RAFALSKI & TINGEY, 1993; SCHIERWATER, 1995). Considerando as
regides ndo-codificadoras e seqiéncias de DNA repetitivas, variagdes mais
consideraveis podem ser encontradas, como mudangas de seqiiéncias de nucleotideos.
Essas mudangas, teoricamente, tem maiores chances de persistirem no genoma, uma vez
que sdo consideradas mutagSGes nulas. Tais seqiiéncias sdo consideradas como um
reservatorio de variagdo genética. Principios evolutivos operam diferentemente nestas
regides ¢ em regides de genes de copia Unica, e por isso podem ser mais apropriadas
para descrever certos relacionamentos sistematicos e filogenéticos (HAYMER &
MCcINNIS, 1994).

Contudo, algumas desvantagens também sdo citadas na literatura. Os
fragmentos gerados por RAPD geralmente apresentam de 200 até 2700 pb. O
polimorfismo € reconhecido como a presenga de um fragmento especifico amplificado
em um gendtipo e ndo amplificado no outro gendtipo. Tais polimorfismos comportam-
se como marcadores genéticos dominantes, de forma que néo € possivel a identificagdo
de heterozigotos (WILLIAMS ef al., 1990). Esse baixo conteido de informagdo por
locus, é sua principal limitagdo. Outra grande desvantagem é que os padrdes gerados
sdo bastantes sensiveis as condigdes das reagdes, podendo haver uma baixa
repetibilidade nos resultados (quando as condigdes das reacdes ndo sio mantidas
constantes).

Devido & grandes criticas sobre a falta de repetibilidade no padrio de bandas
geradas pelo RAPD, vérios autores tém publicado sobre como a fidelidade nas
condi¢des das reagdes é importante para minimizar essa limitag&o.

MEUNIER & GRIMONT (1993) testaram a repetibilidade de 2
termocicladores e trés marcas da enzima 7ag DNA Polimerase. Utilizando trés primers
e DNA de 3 espécies diferentes de bactérias, eles concluiram que houve diferengas no
padrio de amplificagio entre enzimas de marcas diferentes, como também entre
enzimas com tampdes diferentes. Detectaram também diferengas com a mudanga da

temperatura de anelamento com o mesmo primer.
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WEEDEN et al. (1992) investigaram a heranga e confianga dos marcadores
RAPD em populagdes de ervilhas e macds. Eles testaram todos os reagentes da reagdo e
verificaram que a menor mudanga no fenotipo RAPD foi com 1,5 a 3,0 mM de MgCl; e
temperatura de anelamento entre 35 e 42°C. Detectaram que o 6leo mineral usado nas
reagdes (para evitar a evaporagdo dos reagentes) quando contaminado, as inibia.

Em um estudo mais recente, KHANDKA ef al. (1997) usando DNA de 4
espécies diferentes (Asparagus officialis, Dactylis glomerata, Mercurialis annua e
Escherichia coli) também examinaram a variabilidade no padrdo de amplificagdo
associada aos constituintes da reagdo. Detectaram que existe uma propor¢do de DNA e
enzima 7aq polimerase e que um aumento na proporgdo da enzima em relagdo ao DNA,
aumenta o nimero de fragmentos amplificados, enquanto que o contrario, reduz esse
niimero. Verificaram também que um aumento na concentragdo de primer resulta na
amplificagdo de fragmentos de menor peso molecular e vice-versa. Avaliaram a
manipulagio mecanica do DNA (por sonicagdo) antes da montagem da reagio e
verificaram uma correlagdo positiva no grau de degradagdo do DNA e redugdo de
produtos amplificados. Testaram também digestdes do DNA gendmico antes das
reagdes e observaram que DNAs digeridos apresentam mais fragmentos amplificados
que DNAs ndo digeridos.

A respeito do DNA, WILLIAMS et al. (1993) citam que devido a diferentes
métodos de extragdo oferecerem DNA de pureza e integridade diferentes, torna-se
necessario otimizar a quantidade de DNA usada nas reagdes RAPD para se alcangar
uma boa repetibilidade e um forte sinal de amplificagdo.

Embora o protocolo RAPD seja relativamente simples e rapido, sua aplicagio
pritica para estudos genéticos de populagdes heterogéneas € ainda limitada nos casos
em que grandes numeros de individuos precisam ser examinados. Uma pesquisa que
veio minimizar essa limitagdo foi o uso de bulks de amostras de DNA gendmico.

Varios autores usaram a metodologia de bulk ou pools (conjunto de individuos
incluidos na mesma amostra) como um método para identificar rapidamente marcadores
ligados & qualquer gene especifico ou regido gendmica. MICHELMORE et al. (1991)
descreveram esse método chamado BSA (Bulk Segregant Analysis) como um método
rapido de identificar marcadores ligados a qualquer gene especifico ou regiio gendmica.

Em uma populagdo segregante para uma caracteristica de interesse, individuos sio
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agrupados, baseado na expressdo da caracteristica. Em cada bulk os individuos sdo

idénticos para uma caracteristica particular ou regido gendmica, mas segregam
aleatoriamente para todos os outros genes. Amostras de DNA de cada grupo, sio
agrupadas separadamente, e os dois pools de DNA submetem-se a varredura para
polimorfismos RAPD ou RFPL. Marcadores polimoérficos entre os dois bulks sdo
geneticamente ligados ao Joci que determina a caracteristica usada para construir os
bulks.

GIOVANNONI ef al. (1991) demonstraram a utilidade de se criar bulks de
DNAs em individuos homozigotos, baseado no conhecimento de marcadores RFLPs
prévios, usados no mapeamento das populagdes analisadas.

REITER et al (1992) usou esta estratégia para identificar 100 marcadores
RAPD especificos do cromossomo 1 de Arabidopsis thaliana. A saturagdo de mapas
genéticos utilizando o pooling (agrupamento na mesma amostra de individuos
semelhantes 3 uma determinada caracteristica) permitiu enfocar mais eficientemente
regides especificas do genoma.

KHANDKA et al. (1997) testaram a viabilidade do uso de métodos de bulks de
DNA com marcadores RAPD. Amplificaram DNAs obtidos de um bulk de 10
individuos ¢ DNAs individuais de machos e fémeas de Mercurialis annua, usando 131
primers. Foram encontrados 18 fragmentos polimorficos entre machos e fémeas, sendo
que 16 foram marcadores "falsos positivos". Tais marcadores foram polimorficos entre
plantas individuais de ambos os sexos ou estiveram presentes ou ausentes em todos
individuos. Contudo, foi possivel detectar 2 fragmentos polimorficos verdadeiros nesse
caso.

A técnica RAPD tem sido utilizada em uma ampla variedade de estudos
genéticos. Marcadores RAPD tém sido aplicados em mapeamentos de genes, genética
de populagdes (fluxo génico, discriminagdo de espécies e diversidade genética em
coleges de germoplasmas) sistematica e taxonomia molecular e marcadores associados
a selegdo de acasalamentos de plantas e animais (TINGEY et al., 1992; WILLIAMS et
al., 1993).

No reino animal o RAPD vem sendo cada vez mais aplicado, principalmente
em genética de populagdes. NAGARAJA & NAGARAJU (1995) diferenciaram

gendtipos do bicho-da-seda, Bombyx mori, com e sem diapausa por meio de marcadores
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RAPD que geraram 216 produtos amplificados usando 40 primers, baseados na

comparagio de pareamento dos produtos amplificados, coeficiente de similaridade
genética e analise de cluster hierarquico.

KRAUS & HUNT (1995) avaliaram espécimes do é&caro, Varroa jacobsoni,
coletados em coldnias de Apis mellifera da California, Texas e Alemanha e espécimes
coletados em coldnias de Apis cerana da Malasia. Encontraram uma porcentagem de
bandas monomorficas que indicaram uma baixa variabilidade genética dentro das
populagdes. Contudo, encontraram marcadores especificos entre populagdes de acaros
coletados em colonias de diferentes espécies de abelhas e entre diferentes estados.

ABADI et al. (1996) estimaram a variabilidade genética entre isolados do
fungo FExserobilum turcicum, patogeno do milho e sorgo, por meio de 20 primers
RAPD. A maioria dos primers detectaram polimorfismos hospedeiro-especifico, mas

néo raga-especificos do fungo.

1.3.2. RAPD em Populagdes de Insetos

CHAPCO et al. (1992) analisaram a similaridade genética entre 7 espécies de
gafanhotos de 2 subfamilias (Melanophinae ¢ Oedipodinae) dos Acrididae. Encontraram
uma similaridade entre individuos da mesma espécie de 51,2%, enquanto que para
espécies ou géneros diferentes encontraram 35%, avaliando o RAPD como satisfatorio
em analises sobre Sistematica Molecular.

Estudos filogenéticos em populagdes de insetos por marcadores RAPD tém
sido amplamente desenvolvidos devido as facilidades da técnica. KAMBHAMPATI et
al. (1992) analisaram geneticamente especies e populagdes do mosquito Aedes,
identificando espécies desconhecidas e reconstruindo a filogenia por meio de 2 primers
aleatorios.

Com a finalidade de caracterizar biotipos de microhimendpteros dos géneros
Anaphes e Trichogramma, parasitas usados no controle bioldgico de Lepidopteros, que
sio pragas de diversas espécies de plantas comerciais, LANDRY et al(1993)
selecionaram 13 primers, que geraram 57 loci polimérficos informativos. Esses Joci
foram usados em analises filogenéticas, em que 3 puderam diferenciar 2 biotipos de

Anaphes sordidatus e varios outros loci identificaram uma nova espécie, Anaphes sp.
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nov.. Foi encontrado um maior nivel de heterozigosidade na nova espécie, sendo

justificado por diferentes padrdes de comportamento reprodutivo e de oviposi¢do. Nos
Trichogramma encontraram maiores diferengas no padrdo de amplificagdo, onde a
heterogeneidade foi maior dentro e entre espécies indicando que um sistema de
marcagio mais eficiente é requerido para monitorar a integridade genética dos biotipos
comerciais.

HAYMER & MCINNIS (1994) identificaram marcadores genéticos RAPD
caracterizando populagdes da mosca da fruta mediterranea Ceratitis capitata. Com os
diferentes primers analisados, foi possivel detectar diferentes niveis de polimorfismos
de diferentes populages. Foram detectados marcadores genéticos que puderam
distinguir entre populagGes cultivadas em laboratorio de populagdes selvagens, bem
como subpopula¢des de moscas de localidades geograficas distintas.

Para constatar a possibilidade de que a divisdo de trabalho nas vespas, Polybia
aequatorialis tinha um componente genético, O’DONNELL (1996) avaliou operarias
forrageadoras de diferentes fontes (resina, néctar, agua e insetos pilhadores). Por
marcadores RAPD, estimou a similaridade genotipica baseada no compartilhamento de
bandas variaveis. Padroes de associagio de marcadores RAPD segundo as

especializagdes de forrageamento foram constantes em 2 das 3 coldnias analisadas,
sugerindo sele¢do a nivel de colonia, como fator favorecendo a manutengdo da alta
variabilidade genética neste e em outros grupos de insetos.

DIMOPOULOS et al. (1996) demostraram como marcadores RAPD tém sido
integrados em mapas genéticos e citogenéticos do mosquito vetor da malaria, Anopheles
gambie. Foram mapeados 15 marcadores por recombinagdo, relativos a microssatélites
que tinham sido mapeados previamente. Foram purificadas do gel, clonadas e
sequenciadas 34 bandas RAPD, gerando 31 sitios de seqiiéncias etiquetadas (STSs) que
podem ser usados como pontos dentro do genoma, enriquecendo o mapa gendmico do
mosquito.

CARTER et al. (1996) estimaram alta divergéncia genética por andlise de

cluster e isoenzimas em populagdes do besouro Tomicus piniperda nos Estados Unidos.

Contrariando dados obtidos por proteinas, que sugerem baixos niveis de variabilidade

genética para himenopteros.
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LU & RANK (1996) estimaram uma diversidade genética 10 vezes superior a

encontrada por dados de isoenzimas, para machos (n) de 5 populagSes geograficamente
isoladas de uma abelha polinizadora de alfafa (Megachile rotundata). Foram testados 16
primers (130 bandas polimorficas) € os resultados foram obtidos por célculo da
heterozigosidade, divergéncia de nucleotideos e distdncia genética.

TABERNER et al. (1997) caracterizaram a populagdo de um coledptero que
ataca plantagbes de beterraba destinada a produgdo de agucar no sul da Espanha. A
distincia genética entre as populagdes foi estimada, podendo-se inferir a evolugdo desta
peste nas plantagdes vizinhas. Os resultados obtidos foram compativeis com um tnico
evento de colonizagdo, seguido pela dispersdo para areas vizinhas.

Poucos trabalhos utilizando marcadores RAPD foram feitos até o momento
para os Apideos. O primeiro trabalho em Apis mellifera foi feito por HUNT & PAGE
(1992a), onde foi demonstrado, pela primeira vez, que marcadores RAPD nio sdo
herdados somente de maneira dominante. Por meio da segregacdo dos marcadores
RAPD em rainhas (2n) e zangdes (n) por inseminagdo instrumental, foram encontrados
4 tipos de polimorfismos em zangOes e rainhas virgens F1. Os polimorfismos para
presenca/auséncia e intensidade de bandas foram herdados de maneira dominante. Os
polimorfismos por tamanho de fragmento que segregaram em 1:1 na progénie de
zangdes, seriam marcadores alélicos para os mesmos, ou estariam compactamente
ligados em trans. O ltimo tipo de polimorfismo observado, caracterizou-se como uma
banda diploide-especifica de zangdes (2n) obtidos por retrocruzamento. Observou-se
que quando os produtos amplificados por PCR de dois zangdes haploides diferentes
eram misturados, uma banda diploide-especifica se restabelecia, sendo portanto
resultado da formagio de um heteroduplex no DNA de alelos alternados no
heterozigoto.

O locus da determinagdo de sexo (xo) em Apis mellifera foi mapeado pela
segregacio de marcadores RAPD em cruzamentos por inseminagdo instrumental
(HUNT & PAGE, 1992b). Foi obtido um marcador polimorfico para zangdes diploides.
Este foi clonado e parcialmente seqiienciado. Primers foram construidos para este locus
STS (Sequence-Tagged Site) e a progénie foi testada. Observou-se que os marcadores
RAPD e STS foram codominantes (devido a ocorréncia de alelos por tamanho de

fragmento). Quatro zangGes diploides da progénie foram homozigotos para esses
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marcadores e somente 3 operarias, das 181, foram homozigotas recombinantes.
Portanto, a distancia entre o locus xo e o locus sts foi estimada em 1,6 cM.

HUNT & PAGE (1995) construiram o mapa de ligagdo de Apis mellifera com
base em 365 marcadores RAPD polimorficos. Os testes foram feitos em machos (F1)
originados de cruzamento artificial, com outros dois marcadores segregantes: a cor preta
do corpo e o locus da malato desidrogenase. O mapa de marcadores cobriu 3110 cM em
26 grupos de ligagdo, sendo o tamanho total do genoma estimado em 3450 c¢cM. Foi
observado, pelo tamanho do mapa, que existe uma alta taxa de recombinagdo nesta
espécie.

SUAZO et al. (1998) detectaram marcadores RAPD que distinguiram abelhas
meliferas Africanas e Européias. Foram selecionados 5 primers, dentre os 700 testados.
Eles identificaram um marcador RAPD populagio-especifico, altamente informativo,
que gerou resultados consistentes com marcadores RFLP populagdes-especificos
prévios, que sugeriram um grau de hibridagdo entre tais populages.

LAURENT et al. (1998) construiram 3 mapas de ligagdes compostos do
genoma da vespa parasitoide, Trichogramma brassicae, baseado na analise da
segregacdo de marcadores RAPD em 3 populagdes F2. Essas populagdes foram
constituidas de progénies de machos (n) de varias rainhas virgens F1, as quais vieram de
cruzamentos de 4 linhagens parentais, que foram fixadas para diferentes marcadores
RAPD polimoérficos e que foram polimorficos para caracteres como longevidade e
fertilidade. Foram organizados 84 marcadores dentro de 5 grupos de ligagdo. O
intervalo entre os 2 marcadores foi de 17,7¢M, e o mapa composto mediu 1330cM.

LOU et al. (1998) descreveram a estrutura populacional e variabilidade RAPD
entre e dentro de populagdes naturais de Cephus cinctus Nortan (Hymenoptera:
Cephidae), um inseto praga de trigo. Foram selecionados 31 dentre os 62 primers
testados. Vinte primers geraram 60 fragmentos usados para analises da homogeneidade
entre as populagdes, sugerindo 77% de divergéncia genética.

OLIVEIRA (1998) determinou a distdncia genética por marcadores RAPD
entre populagdes de Tefragonisca angustula provenientes de 26 localidades (3 paises da
América Latina), duas amostras de Tetragonisca buchwaldi, e usando Apis mellifera
como outgroup. Foram analisados 18 primers, sendo 7 longos e 11 curtos, que

produziram 218 bandas com uma média de 3,8 polimorfismos por primer. Foi
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encontrado que primers longos foram mais eficientes na distingdo de grupos mais
distantes, enquanto que primers curtos distinguiram melhor genétipos mais proximos.
Outro resultado interessante foi que o grau de distancia genética entre 1. angustula e T.
buchwaldi, que pertencem ao mesmo género, foi maior do que entre 7. angustula e 4.
mellifera.

Analisando 21 genotipos diferentes de Melipona rufiventris, VASCONCELOS
(1998) determinou a distdncia genética entre populagdes alopatricas, provenientes de 6
localidades, utilizando a técnica de marcadores RAPD. Foram identificados 84
marcadores, que permitiram separar os gen6tipos em 3 grupos distintos, a nivel de 27%
de distancia genética.

WALDSCHMIDT et al (1998), calcularam a variabilidade genética
intracolonial por marcadores RAPD, em coldnias de M. quadrifasciata. Calculos
realizados utilizando o coeficiente de Jaccard, demonstraram que a variabilidade
genética intracolonial nesta espécie ¢ bastante reduzida, o que pode ser explicado pelo
acasalamento de rainha com um unico macho.

TAVARES et al. (1999), analisaram a freqiiéncia de polimorfismos e o padrio
de heranga de marcadores RAPD em machos haploides de uma populagdo de Melipona
quadrifasciata. Foram detectados 3 tipos de polimorfismos: presenga/auséncia da
banda, intensidade da banda e comprimento do fragmento. Estes tipos de polimorfismos
ocorreram 96, 12 e 20 vezes, respectivamente. Todos estes marcadores segregaram na
proporgio de 1:1 entre os machos haploides filhos da mesma rainha, de acordo com a
expectativa Mendeliana. A maioria dos polimorfismos detectados foram como
presenga/auséncia do produto amplificado.

Seguindo seus estudos, TAVARES et al. (1999) utilizando marcadores RAPD,
construiram um mapa de ligagio genética para M. quadrifasciata com 77 primers. Os
marcadores que segregaram na proporgdo de 1:1 entre os machos haploides, foram
analisados utilizando o programa Mapmarker. As analises revelaram 22 grupos de
ligagdo, variando em tamanho de 11 a 211 cM, e 39 marcadores ndo ligados. Estes 22

grupos de ligagdo incluiram 89 marcadores RAPD e cobriram uma distancia genética de

1416 cM.
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1.4. Objetivo e Justificativas

Este trabalho tem como objetivo analisar a divergéncia genética entre uma
populagdo de Melipona scutellaris isolada geograficamente ha 12 anos (Uberlandia,
Minas Gerais) de sua populagdo original (Lengois e Catu, Bahia) por meio de
marcadores RAPD.

Estudos da variabilidade genética de populagdes de abelhas podem fornecer
dados importantes para o estabelecimento de estratégias que visem a preservagio das
mesmas. Portanto, esse trabalho ira elucidar aspectos genéticos sobre a conseqii€ncia da
instalagdo do Meliponario, bem como a variabilidade genética da populagdo que foi
introduzida ha 12 anos em Uberlandia, em relagdo & populagéo original da Bahia. E com
vista nos poucos trabalhos moleculares existentes para Meliponineos, torna-se
necessario uma maior caracteriza¢do genética dessa fauna de tdo grande importincia
ambiental.

Uma das estratégias a ser usada na preservagdo da biodiversidade, ¢ preservar
grupos de organismos que sdo importantes para a manutengdo da diversidade em outros
grupos. As abelhas, dada sua importincia como polinizadoras, sdo sobremaneira
importantes para a manuten¢do da diversidade de plantas que, por sua vez, tém papel
fundamental na manuten¢io de comunidades animais. No mais, 30% da alimentagdo
humana depende de plantas polinizadas por abelhas (ABSY e al., 1984).

Estas justificativas sdo de extrema importincia, considerando que a enorme
biodiversidade dos Meliponineos esta sendo ameagada pela acelerada devastagdo das

florestas nativas e a degradativa agdo antropica.

1
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2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genética e no Laboratorio de
Genética Molecular do Departamento de Genética ¢ Bioquimica (DEGEB) da

Universidade Federal de Uberlandia.

2.1. Material Bioldgico

" Figura 1: Vista interna do ninho de Melipona scutellaris

O material biologico utilizado nesse experimento foram abelhas indigenas sem
ferrdo, da espécie Melipona scutellaris (Figura 1) conhecida como "urugu do Nordeste"
por se distribuir desde a Bahia até o Estado de Rio Grande do Norte.

O Meliponario Uberldndia foi criado com 14 coldnias trazidas em margo de
1987, da cidade de Lengois-BA (regido da Chapada Diamantina). Posteriormente, em
novembro de 1990, foram trazidas mais 8 coldnias e a partir dessas 22 coldnias originais
foram feitas diversas divisdes, formando assim a populagdo de Uberlandia. A escolha da
Chapada Diamantina deveu-se devido a sua altitude e temperaturas mais baixas, o que

facilitaria a adaptagdo das colonias ao clima de Uberlandia-MG (CARVALHO, 1996).
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Na implantagdo do Meliponario Uberlandia, varios aspectos foram observados,
mas principalmente se as caracteristicas climaticas e floristicas eram semelhantes a da
regifo de origem. Também tomou-se cuidado quanto ao tipo de colméia (caixa) a ser
adotada, bem como a localizagdo das mesmas (distdncia entre as caixas, exposi¢do a
chuva e ao sol e acesso de inimigos naturais).

Com a estrutura do meliponario ja formada, foram sendo introduzidas mais
colonias e rainhas de outras localidades, e também outras espécies. A primeira
introdugdo de rainhas ocorreu em maio de 1992, com 13 rainhas fisogastricas de
Lengois-BA. Em julho de 1993, foram introduzidas 3 rainhas fisogastricas de Catu-BA.
Em maio de 1994, ocorreu a introducdo de 11 rainhas de Lengdis-BA, as quais foram
introduzidas em col6nias recém-formadas. Em margo de 1995, foram trazidas 3 colOnias
resultantes de divisGes feitas em Lengdis (CARVALHO, 1996). Todas as introdugdes
foram da espécie Melipona scutellaris.

Em novembro de 1995, foram trazidas 5 coldnias de Melipona capixaba,
provenientes da regiio de Domingo Martins-ES. Na época, havia no Meliponario
Uberlandia, 52 coldnias de M. scutellaris, 3 de M. quadrifasciata, 2 de M. bicolor e
algumas outras de Trigona spinipes, Tetragonisca angustula e Frieseomelitta varia
(NASCIMENTO, 1996).

A coleta das amostras provenientes do Meliponario Uberlandia, deu-se
diretamente do interior das colméias racionais. As abelhas foram colocadas em
conjuntos de 5 individuos por frasco, o qual continha alcool comercial (99,5%) e, em
seguida, foram estocadas em freezer a -80°C at¢ o momento da extragdo do DNA.

As amostras provenientes do estado da Bahia foram fornecidas por criadores da

regido.
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Tabela 1: Namero, Origem e Posi¢cdes Geograficas das amostras de Melipona

scutellaris
Amostra - . Origem daamostra . Posicio geogrifica -
MG322 Meliponario Uberlandia — MG S 18°55° /W 48° 17’
MG335 Meliponario Uberlandia - MG S 18°55° /W 48° 17
MG441 Meliponario Uberlandia — MG S18°55°/W48° 17
MG445 Meliponario Uberlandia - MG S 18°55° /W 48°17
MG480 Meliponario Uberlandia — MG S18°55° /W48° 17’
MG519 Meliponario Uberlandia - MG S 18°55° /W 48° 17
MG533 Meliponario Uberlandia - MG S 18°55° /W 48° 17
BA32 Lengois — BA S 12°33° /W 41°23°
BA33 Lengdis — BA S 12°33° /W 41°23
BA34 Lengois — BA S 12°33° /W 41°23°
BA35 Lengois — BA S 12°33° /W 41°23°
BA36 Lencois — BA S 12°33° /W 41°23°
BA38 Catu - BA S 12°21'/ W 38°23'
BA39 Catu — BA S 12°21'/ W 38° 23"

MG: Minas Gerais; BA: Bahia; os niimeros representam o nimero da colonia

amostrada; S: latitude ¢ W longitude.

2.2. Andlise Molecular

2.2.1. Extracdo do DNA gendmico

Um bulk de S individuos de uma mesma coldnia foi usado na extragdo do DNA
gendmico, representando cada coldnia amostrada, com a finalidade de assegurar a
representatividade genotipica da populagdo do Meliponario Uberlandia.

Nos Meliponineos ha tendéncia a baixa variabilidade genética dentro de uma
colonia, devido ao seu sistema de cruzamento. Ao contrario das rainhas de Apis, que
chegam a cruzar-se com mais de 19 zang0es, as rainhas dos Meliponineos cruzam-se
apenas com um macho ou, ocasionalmente, com até 5 machos (PAXTON ef al., 1999).
Este fato tende a diminuir a variabilidade genética dentro de uma mesma coldnia,

tornando-a mais homogénea, uma vez que todas as operarias descendentes desse
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cruzamento compartilham os mesmos alelos paternos. Para minimizar essa baixa
representatividade genética das coldonias amostradas e o aparecimento dos “falsos
positivos”, teve-se o cuidado de coletar operarias de uma mesma geragio. KHANDKA
et al. (1997) mostraram que o uso de material genético mais homogéneo na formagio de
pools de DNA, reduz a probabilidade de se obter fragmentos polimérficos falsos.

Inicialmente, os individuos de cada coldnia amostrada foram re-hidratados em
tampiio de lavagem (TrisCl 0,01M, pH 8,0; NaCl 0,IM e MgCl; 0,001M) em trés
banhos sucessivos de 15 minutos e, em seguida, secos em papel de filtro.

Foram utilizados na extragdo apenas os tecidos do torax. Foram retirados os
apéndices e abdomem de cada individuo, com uma lamina de bisturi estéril para evitar
possivel contaminagdo com bactérias simbidticas (CAMPOS, 1997).

O protocolo utilizado para extragdo do DNA genémico foi o descrito por
PAXTON et al. (1996) com as seguintes modificagdes. Os torax de 5 abelhas foram
macerados em cadinho, com nitrogénio liquido e transferidos para um microtubo
(estéril) de 2 ml. Foi adicionado 1ml de tampdo de extragdo SET (NaCl 0,15M, Tris-
HC1 0,02M, EDTA 1mM, pH 8,0), 36ul de proteinase K (10mg/ml) e 44ul de SDS
25%. A suspensio foi incubada a 55°C por 2 horas, invertendo os tubos ocasionalmente.
Apds a incubagio, seguiu-se a precipitagdo dos acidos nucleicos com a adigdo de 660l
de NaCl 6M e 330ul de Tris-HCI 0,01M pH 8,0, misturando a solugdo em vortex e
centrifugando-a por 10 minutos a 13.000 rpm. Em seguida, completou-se o volume final
de 2m] com etanol 100% gelado e a solugdo foi deixada a -20°C overnight. No dia
seguinte, os microtubos foram centrifugados por 30 minutos a 13.000 rpm. Lavou-se o
pellet de DNA que se encontrava aderido ao fundo do microtubo com etanol 70%,
deixando-o secar em estufa por aproximadamente 1 hora. Ressuspendeu-se o pellet seco
em 200p] de tampdo TE (Tris-HCl 10mM e EDTA 1mM pH 8,0) e adicionou-se 2,5ul
RNAse (100 mg/ml) com a finalidade de degradar o RNA presente, incubando a
solugdo por 1 hora a 37°C. Logo apos, inativou-se a RNAse com a elevagio da

temperatura para 95°C, por 15 minutos. As amostras foram armazenadas em freezer a -

20°C.
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2.2.2. Quantificagdo do DNA gendmico

O DNA de cada amostra foi quantificado por leitura de absorbancia a 260nm
em espectrofotometro Hitachi U-2000. Sua qualidade foi avaliada pela razdo
ABS260/A280 nm e por eletroforese em gel de agarose 0,8%. Aliquotas de 10ul foram
diluidas 10 vezes em agua ultrapura e submetidas a leitura em espectofotometro. Apos a
quantificacfo, as amostras foram aliquotadas: uma solugdo de trabalho a Sng/ul e outra
solugdo estoque contendo o restante da extragdo, com concentragdo de
aproximadamente 1.000ng/ul. A solugdo estoque foi mantida a —80°C para melhor
manutengdo da integridade do DNA, enquanto que a solugdo de trabalho foi mantida a
4°C.

2.2.3. Amplificagdo com primers aleatérios

As reagdes de RAPD foram realizadas segundo WILLIAMS et al. (1993) com
algumas modificagSes para otimizar o melhor sinal de amplificagdo dos fragmentos.
Variou-se principalmente a concentragdo de DNA (5, 10, 12,5, 15, 20 e 25ng) sendo que
com o restante dos reagentes, ndo houve variagBes nas concentragdes inicialmente

usadas.

As condi¢Bes previamente otimizadas apresentaram volume final de 15pul, com
os seguintes reagentes: 5ng de DNA gendmico, 1,5 unidades da enzima Taqg DNA
polimerase (GibcoBRL®), Tampdo da Tag 1X (GibcoBRL®), 100uM de cada dNTP
(Pharmacia Biotech), 2mM de MgCl; (GibcoBRL®), 10pmoles de primer (OPERON
Technologies INC.), 1,4pl de BSA (Bovine Serum Albumin) e o volume completado
com 4agua ultrapura. Cada reacdo foi coberta com 10ul de 6leo mineral para evitar
evaporagdo dos reagentes.

Cada bateria de reagdes continha um controle negativo, com todos os
componentes da reagdo, exceto 0 DNA. Esse procedimento foi adotado para confirmar
se os produtos amplificados nas reagdes representavam DNA gen6émico amplificado, ou

contaminagdes e artefatos dos primers.
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As reagdes foram amplificadas em termociclador PCR Express-Hybaid. Os

passos consistiram de 2 ciclos iniciais de 94°C/lmin., 35°C/lmin. e 72°C/2min,,

seguidos por 40 ciclos de 92°C/1min., 35°C/1min. e 72°C/2min., com um passo final de
72°C/5min. e 4°C/24h. (WILLIAMS ef al. 1990, HUNT & PAGE, 1992a).

Os primers decimeros (10 bases) aleatérios foram adquiridos da OPERON
Technologies INC., EUA. Cada primer foi testado de 2 a 3 vezes para garantir a

repetibilidade das bandas a serem analisadas.

Tabela 2: Lista dos primers utilizados para amplificar o DNA das 14 amostras de

Melipona scutellaris e suas respectivas seqiiéncias de nucleotideos.

Sl cSeqiiéneia
5’GTTGCGATCC3’
OPC 07 5’GTCCCGACGA3’
OPC 11 5’AAAGCTGCGG3’
OPC 15 5’GACGGATCAG3’
orPC16 5’CACACTCCAGY’
OPF 02 SGAGGATCCCTY
OPF 03 5S’CCTGATCACCY
OPF 16 5GGAGTACTGGY
OPG 04 5’AGCGTGTCTG?’
OPG 08 S’TCACGTCCAC3’
OPG09 5S’CTGACGTCAC3’
OPG10 5Y’AGGGCCGTCT3’
OPG14 5’GGATGAGACC?’
OPI 01 5’ACCTGGACAC3’
OPI 02 5’GGAGGAGAGG3’
OPI 03 5’CAGAAGCCCAY
OPM 07 5CCGTGACTCA3
OPM 09 5’GTCTTGCGGA3’
OPM 12 5’GGGACGTTGG3’
OPM 14 5’AGGGTCGTTC3’
OPM 15 5’GACCTACCACY
OPM 18 5’CACCATCCGT?’
OrO 02 SACGTAGCGTCY
OPO 06 5’CCACGGGAGG3’
OPV 07 5’GAAGCCAGCC3’
OPV 10 5’GGACCTGCTG3’
OPV 15 5’CAGTGCCGGT3’
OPV 18 5’ TGGTGGCGTT3’
OFPZ 07 5CCAGGAGGACY
OPZ11 5’CTCAGTCGCAY
OPZ15 S’CAGGGCTTTC3
OPZ18 5’AGGGTCTGTG?’
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2.2.4. Separagdo e Visualizagdo dos produtos amplificados

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose 1,2% a 150V
por 2 horas, nas dimensdes de 20cm x 24,5cm x 0,6cm, em tampao Tris-Borato-EDTA
(TBE) 0,5X, conforme SAMBROOK et al. (1989). O corante usado foi brometo de
etidio na concentragdo final de 0,5ug/ml de gel. A cada amostra de amplificagdo de
15ul foi adicionado 3ul de tampao de carregamento (azul de bromofenol 3,61M, xileno
cianol 4,64M, sacarose 1,17M e EDTA 0,1M, pHS,0).

Os géis foram visualizados em transluminador UV e fotografados em VDS
Image System—Pharmacia, usando filtro laranja, com tempos de exposigdo variando

entre 2,17 a 2,86 seg., contraste entre 6 e 8 e fator de corregiio da camara 0,45.

2.2.5. Andlise dos dados

Uma matriz binaria foi montada com dados referentes a presenga (1) e auséncia
(0) de bandas, utilizando sempre aquelas mais intensas e definidas, que apresentaram
boa repetibilidade. A matriz gerada foi analisada pelo programa STATISTICA 4.5 A
(1993) para o calculo das distdncias genéticas e analise de cluster. As distancias

genéticas foram calculadas pelo método de porcentagem de desacordo:

N’/ Nr (PUTERKA ef al.1993: apud CABRAL, 1997)

onde, N’ é o niimero total de bandas polimorficas entre os genétipos comparados e
NT é o nimero total de bandas. A analise de cluster foi feita pelo método ndo-
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 mais distantes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a finalidade de facilitar a descricdo dos resultados, os genotipos das

Populagdes de Melipona scutellaris foram discriminados pelo Estado de origem e

umero da colonia amostrada.

3.1. Otimizagdo das reagdes utilizadas

A concentra¢do de DNA que apresentou 0 melhor resultado na repetibilidade
do padrdo de amplificagio foi com 5ng de DNA para um volume final de 15ui por
reagdo. O excesso de DNA na reagdo inibiu a amplificagdo de alguns fragmentos. Tem
sido demonstrado, que essa inibigdo ocorre principalmente pela competicdo dos primers
por um grande niimero de sitios de anelamento (SAIKI er al. 1988; MEUNIER &

GRIMONT, 1993; WILKIE et al. 1993; KHANDKA et al. 1997).
Existe uma correlagdo na propor¢ao DNA:enzima apropriada para garantir um

bom padrio de amplificagio. KHANDKA ef al. (1997) testaram o efeito das diversas
concentragdes de DNA e enzima Tag DNA polimerase. O nimero de produtos
amplificados avaliados para diversas concentragGes de DNA e enzima mostraram que a
alta proporgdo de enzima em relagdo a0 DNA, amplifica mais fragmentos, enquanto que
altas propor¢des de DNA em relagio & enzima reduz o nimero de fragmentos

amplificados.
Durante a otimizagdo, para melhorar a qualidade e uniformidade das

amplificagdes, foi adicionado BSA ( 10mg/ml). O BSA ¢ comumente utilizado como um

estabilizador das atividades enzimaticas, contra a desnaturagdo durante o

armazenamento, em dilui¢do ou reagdes enzimaticas in vitro, tais como clivagens de
DNA, sintese de cDNA ou ligagdes. O BSA, no ensaio RAPD, estabiliza a atividade da
Tag DNA polimerase, protegendo-a de impurezas agregadas ao DNA gendmico, bem
ons presentes na parede de alguns tipos de plasticos utilizados na fabricagio

como de i
s usados no laboratério (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996). A

dos microtubo
adicio do BSA resultou em amplificagdes mais intensas, facilitando a leitura dos perfis

RAPD.
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3.2. Andlise dos padrées de amplificagdo com primers
aleatdrios

Foram selecionados 32 primers para a analise da diversidade genética entre os
genodtipos de M. scutellaris. Estes apresentaram alta repetibilidade nos padrdes de
amplificagiio. Apenas as bandas mais intensas e bem definidas foram consideradas na
analise da matriz das distAncias genéticas, para evitar erros advindos da considerag¢do
incorreta dos produtos amplificados. Foram desconsiderados 6 primers por
apresentarem um padrdo de bandas muito compacto ou por ndo apresentarem
repetibilidade para as condigoes estabelecidas nas reagdes.

Dos 32 primers selecionados, 21 geraram padrdo de bandas monomorficas e 11
geraram polimorfismos. As amplificagdes resultaram em 136 posi¢des de bandas

amplificadas, com tamanhos variando entre 300 ¢ 2600 pb. O nimero de posigdes de

bandas polimorficas detectadas variaram em média de 1 a 3. Os 11 primers

polimoérficos, apresentaram em média 1,7 posigdes de bandas, representando 16,2% do

total de posigdes de bandas obtidas (Tabela 3).
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Tabela 3: Relagio do niimero de posi¢des de bandas monomorficas e polimoérficas por

primer selecionado para amplificagdo do genoma de Melipona scutellaris.

'Vil’r‘ime‘r‘s ~.. Posicbes de bandas - Posi¢oes de bandas
A  monomdrficas " polimérficas .
OPA 20 04 00
OPC 07 04 00
OPC 11 04 00
OPC 15 02 00
OPC 16 04 02
OPF 02 04 01
OPF 03 04 03
OPF 16 02 02
OPG 04 02 00
OPG 08 03 00
OPG 09 03 00
OPG 10 05 00
OPG 14 06 00
OP1 01 01 00
OPI1 02 05 00
OPI 03 06 01
OPM 07 03 01
OPM 09 01 00
OPM 12 05 00
OPM 14 03 00
OPM 15 03 01
OPM 18 03 00
0oro 02 04 02
OP006 05 00
OPV 07 05 00
OPV 10 05 00
OPV 15 09 00
OPV 18 03 00
OPZ 07 00 03
OPZ 11 02 02
OPZ 15 03 01
OPZ 18 04 00
"TOTAL 117 o 19(162%) -

A matriz das distincias genéticas (Tabela 4) entre os gendtipos foi construida
com base na presenga e auséncia de bandas e analisada pelo método de Porcentagem de
Desacordo. A dissimilaridade genética maxima entre as 2 populagdes de M. scutellaris
foi de 6,7 %. Os dados da matriz foram utilizados para a analise de cluster e o

dendrograma resultante desta analise ¢ mostrado na Figura 2.
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Tabela 4: i e ”»
4: Matriz das distdncias genéticas expressa em Porcentagem de Desacordo

obti "
tida para os 14 gendtipos de Melipona scutellaris por meio de 136 posigdes de bandas

RAPD.
Variaveis MG MG MG MG MG MG MG BA BA BA BA BA BA BA
_\*__322 335 441 445 480 519 533 32 33 34 35 36 38 39
MG322 .00
MG335 04 .00
!f MG441 04 .02 .00
MG445 o4 04 .02 .00
MG480 05 .03 .02 .01 00
MG519 06 05 .03 .04 04 00
MG533 04 04 03 05 05 .03 .00
BA32 o7 .08 .06 .05 07 06 .07 .00
BA33 06 .05 04 04 .05 04 04 .04 .00
BA34 07 07 .06 .05 .05 04 .06 .03 .04 .00
BA3S 04 07 04 02 04 04 06 .03 .04 .04 .00
BA36 03 .05 .04 .04 05 06 .04 .04 .03 06 .03 .00
BA38 08 .0 .09 .09 .10 09 .09 .09 07 .09 .09 .07 .00

Os maiores valores de distancias genéticas encontradas foram entre o genotipo
BA38 e todos os genotipos de Minas Gerais, € ainda com os genotipos BA32, BA34 e

BA35 com dissimilaridade genética média de 0,09. O gendtipo BA32 em relagio a

similaridade genética (Tabela 4).

MG335, apresentou 0,08 de dis
o entre MG441 e MG335 com 0,02

por sua Ve€z, est

Os menores valores,
om 0,02; BA35 e MG445 com 0,02 e MG480 ¢ MG445

MG441 e MG445 € MG480 ¢
tica. Pode-se observar que 0s menores valores mostraram-

com 0,01 de divergéncia gené
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se, em sua maioria, entre as colonias de Minas Gerais. Na amostragem das colonias do

Meliponario Uberlandia, teve-se o cuidado de ndo incluir entre as amostras, colonias

maes e filhas. Contudo, nio foi possivel determinar se 0S machos de uma mesma

coldnia fecundaram mais de uma rainha das colonias analisadas. Além disso, o alto

nivel de endogamia na populagdo de Uberlandia deve ser considerada, sendo que,

quanto maior o indice de endocruzamentos em uma populagdo, menor sua variabilidade

genética.
A diminuigdo da divergéncia genética dos alelos sexuais xo na populagdo de
Uberlandia tem sido também detectada pela sua contagem na populagao desde 1991

(CARVALHO, 1996).

Figura 2: Dendrograma representativo das distdncias genéticas por porcentagem de
desacordo e agrupamento pelo método de UPGMA, entre os 14 genotipos de Melipona

llaris, por meio de 136 posigoes de bandas produzidas por 32 primers RAPD.

scule

MG322
BA36
BA3S

MG335

MC44!

T
—
] e
MC80
4}______
I

MGSIY

MG533
BA3Z
BA34
BA33
BA39
BA38

0.009 0.019 0.029 0.039 0.049 0.059 0.069

Gendtipos

0.001
Distancia Genética
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A analise do dendrograma baseada em 32 primers (Figura 2) permitiu a
separagdo dos gendtipos de M. scutellaris em 2 grupos, com uma distincia genética
limite de 0,067. O primeiro grupo inclui 11 genotipos: MG322, BA36, BA35, MG335,
MG441, MG445, MG480, MG519, MG533 BA32 e BA34. O segundo grupo abrangeu

os 3 gendtipos restantes: BA33, BA39 e BA38.

Com dissimilaridade genética de 0,057, o grupo 1 foi dividido em 2 subgrupos.
O primeiro subgrupo apresentou dois grupos irmdos com 0,045 de similaridade
genética. No primeiro grupo irmdo estdo os gendtipos MG322, BA36 e BA35 que
apresentam entre si similaridade de 0,037. Neste agrupamento, obteve-se ainda
similaridade de 0,029 entre MG322 e BA36. O outro grupo irmdo também dividiu-se
em 2 agrupamentos (0,040). O primeiro incluindo MG335, MG441, MG445 e MG480
(0,029) ¢ o segundo incluindo MG519 e MG533 (0,029). Nestes agrupamentos os pares
genotipicos MG335 e MG441, MG445 e MG480, apresentaram, respectivamente,

similaridades equivalentes a 0,021 e 0,014. O segundo subgrupo do grupo 1 incluiu os

gendtipos BA32 e BA34 & nivel de 0,029.
O grupo 2 dividiu-se em 2 subgrupos irmdos. O primeiro contendo os

gendtipos BA33 ¢ B

de similaridade genética.
A proximidade genética do genotipo MG322 (Uberldndia-MG) com os

A39 (0,029) e ambos agrupados com o genotipo BA38 com 0,051

genotipos BA36 e BA35 (Bahia) pode ser justificada pelo fato que, a rainha presente na
col6nia MG322, era ainda uma rainha descendente direta de Lengois-BA. Essa rainha
foi fecundada em 1993, ano em que s6 havia colOnias descendentes das originais
(Lengdis-BA) e ndo havia ocorrido nenhuma introdugdo de rainhas ou de colonias de
outras localidades. Portanto era esperado que seus descendentes estivessem mais

proximos geneticamente das populagdes originais.
O agrupamento de genotipos de Minas Gerais com gendtipos da Bahia no

primeiro grupo, demonstra 0s esforcos de se manter a variabilidade genética da

populagio do Meliponario Uberlandia, com introdugdes de rainhas (27 de Lengois e 3

de Catu) e com a manutengdo de um elevado nimero de colonias.
A proximidade entre gen6tipos de uma populagdo “isolada” em Minas Gerais

com os de sua populagdo original nativa (BA), evidencia que tal populagio introduzida

38



\

380ph

ndo foi depauperada geneticamente. A variabilidade genética original pode ter sido

mantida em conseqiiéncia das introdugdes de rainhas fisogastricas.
Analisando a matriz de distancias genéticas, observa-se que ha uma tendéncia

dos genotipos de Minas Gerais estarem mais proximos geneticamente. Embora o
dendrograma demonstre que tais genotipos agrupam-se com genotipos da Bahia, a
proximidade genética entre as duas populagdes pode ser justificada pela recente
separagdo entre elas (+12 anos). Durante esse periodo houve apenas cerca de 2 3 ¢

gerages por coldnia, 0 que parece ndo ter sido suficiente para distanciar geneticamente

a populagdo original da amostra fundadora da popula¢do de Uberlandia.
A maior proximidade entre o genotipo BA39 (Catu) com BA33 ( Lengois) do

que com BA38 (Catu). Coloca-se sob suspeita a autenticidade da origem das coldnias
fornecidas pelos meliponicultores. As amostras BA38 ¢ BA39 encontravam-se em
colméias racionais que, segundo o criador, foram obtidas na regido de Catu. Contudo,

ndo temos como verificar se houve intercdmbio de colonias ou rainhas entre os seys

criadores nos meliponarios daquela regiao.

23 4 5 6 7 8 910111213 14

M 1

Figura 3. Padrdo de amplificagdo de fragmentos d‘f DNA _(.RAP Ds) obtidos com o primer
OPM 15, para os 14 genotipos de Melipona scutellaris , analisados por eletroforese em gel de

, ) dor de peso molecular de DNA, 1-MG322, 2-MG335, 3-MG441, 4-
Mchfarge G533, 8-BA32, 9-BA33, 10-BA34, 11-BA35, 12-BA36, 13-

agarose 1.2%.
dor OPM15.38Kb para a populagio de Uberlandia-

MG445, 5-MG480, 6-MG519, 7-M
BA38 E 14-BA39. A seta indica o marca

MG.
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Na busca de marcadores genéticos populagdo-especifico, encontrou-se o
primer OPM15 (Figura 3) que gerou um marcador de aproximadamente 380 pb,
intitulado OPM15.38Kb. Esse marcador esteve presente em todos os genétipos de
Minas Gerais e nio foi observado em nenhum gendtipo da Bahia, em todas as repetigdes
realizadas. Baseado nesse primer foi possivel separar as pop ulagbes em 2 grupos
distintos; um correspondente a populagio de Minas Gerais e outro a da Bahia.

Esses dados sugerem que esta espécie, na populagdo de Uberlandia, pode ter
sofrido alguma alteragio genética apos sua fundagio. A primeira suposi¢do € que a
banda populagdo-especifica represente um alelo que ja estava presente na populagio
original, porém numa baixa proporgdo. Uma vez que a populagdo de Uberlandia foi
submetida 4 uma pequena area reprodutiva, a proporgdo desse alelo na populagio

aumentou.
Uma hip6tese para justificar a presenga deste marcador, seria a a¢io do Efeito

de Fundador. MAYR (1954) utilizou esta expressao para descrever a alteragdo inicial

por deriva genética nas freqiéncias alélicas, que promovem uma cadeia de mudangas

genéticas em outros 10cos. A evolugdo numa populagdo de ampla distribuigdo ¢ lenta,

porque o conjunto génico co-adaptado resiste @ mudangas, enquanto que em coldnias

recém-formadas, provavelmente ¢ mais rapida e p
e. As pressoes seletivas atuantes sobre a nova colonia s3o, provavelmente,

ode favorecer alteragdes de grande

magnitud
diferentes porque o ambiente de uma area pequena ¢ mais homogéneo em relagdo a uma

grande area.
Assim, sugere-se que durante sua fundago, a populagdo de M. scutellaris de

se geneticamente menos varidvel, porque os poucos

Uberlandia apresentava-
enas uma fracdo da variabilidade genética da populagdo de

colonizadores possuiam ap

origem. Deste modo, a eliminaga

o as freqiiéncias alélicas em alguns locos,
). Essa mudanga pode ainda ter sido agravada pelo alto indice de

o acidental de genes ou ainda, a sele¢do, pode ter

alterad propiciando uma mudanga genética

(FUTUYMA, 1992
endogamia a que €ssa po

relacionado & alguma caracteristica 1
rrado, como por exemplo a aclimatagdo fisiologica, gerando um maior

pulagdo foi submetida. O alelo selecionado pode estar

mportante para a maior adaptagdo da espécie a

regido de Ce
o da temperatura da colonia, num clima mais frio.

fitness para manutenga
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Outra suposigo para tais alteragdes, s3o possiveis introdugSes de alelos
diferentes, provenientes de outra espécie, uma vez que estdo instaladas fora de sua 4req

reprodutiva e em constante contato com esta espécie congenérica, M. capixaba,

introduzida na regido a partir de 1995.
A hibridagdo das espécies M. scutellaris ¢ M. capixaba ¢ a verificagdo da

formagdo de um hibrido fértil ja foi constatada (NASCIMENTO, 1996). Observagges
morfoldgicas como coloragdo de pélo e padrio de listras do abdomem sdo indicadores
da ocorréncia de tal hibridagdo. Assim, possivelmente, descendentes de uma rainha de
M. scutellaris com um macho de M. capixaba, podem ter sido coletadas para as
analises, embora o nimero de coldnias de M. capixaba represente menos de 5% de
todas as col6nias do meliponario. No entanto, essa hibridagdo ndo aumentoy ,
variabilidade genética da populagdo de Uberlindia, em relagdo & populagio da Bahia,
considerando todos os primers em conjunto. Para elucidar essa hipétese, seria

necessario introduzir amostras de M. capixaba e do hibrido na anilise do Drimer

OPM15.
A detecgio do marcador OPM15.38Kb foi de grande importancia nesse estudo

e incentiva estudos posteriores sobre ambas populagbes para elucidar a natureza do

mesmo. Apesar da pouca sensibilidade da técnica RAPD em diferenciar individuos de

populagdes separadas por tdo pouco tempo (12 anos), encontrou-se esse marcador,

gerado por apenas 1 tnico primer dentre os 32 selecionados.
Mesmo que marcadores populacionais especificos ndo fornegam informagges

diretas a respeito do stafus ou variabilidade de tais populagdes, a habilidade para
determinar movimentos de genes pode ser importante para o entendimento de padrdes
de migragdo, necessidade de novos habitats, padrdes de dispersdo, estrutura de
megapopulagdes e pesquisas regulatorias, tal como contrabando ilegal (HAIG, 1998).
Um grande numero de primers apresentaram apenas posi¢des de bandag
monoméificas, Esse baixo indice de polimorfismos, ainda pode estar relacionado com 5
técnica escolhida para detectar divergéncias. Unida ao carater dominante dos

marcadores RAPD, a analise por eletroforese em gel de agarose, reduze a quantidade de
informagdes obtidas (TINGEY e/ al., 1992; HUNT & PAGE, 1992a; WILLIAMS ¢7 al.,

1993),
41
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Em outros trabalhos, marcadores RAPD gerados por poucos primers, tem sido
de grande aplicabilidade em taxonomia molecular. HU & QUIROS (1991) utilizando
marcadores gerados por meio de 4 primers, foram capazes de discriminar 14 cultivares
de brocolo (Brassica oleracea var. italica) e 12 cultivares de couve-flor (Brassicq
oleracea var. borrytis). KAMBHAMPATI ef al. ( 1992) analisaram espécies
populagdes do mosquito Aedes, identificando fragmentos RAPD espécies-especificos
por meio de 2 primers RAPD. HOWELL et al.(1994) utilizaram a técnica RAPD para
identificar 116 produtos de amplificagio em germoplasmas de Musa, utilizando 9
Primers. Identificaram marcadores RAPD que foram especificos para cada um dos 9
gendtipos de Musa, podendo classifica-los em diferentes classes gendmicas, STEWART
& PORTER (1995) reconheceram individuos clonais em uma espécie de Malvaceae,
Hiamna corei, considerada em extingdo nos Estados Unidos, com somente 2 primeys

RAPD, dentre os testados. Além disso, esclareceram relagdes taxondmicas entre esta

espeécie e H. remota, as quais ji foram classificadas como uma so espécie.
Uma nova abordagem para analisar tais popula¢les seria estudar apenas os

machos (individuos hapléides) minimizando assim a limitagdo da técnica RAPD em
detectar os heterozigotos. Em individuos dipléides a dominancia dos marcadores RAPD
resulta na superestimativa da freqiiéncia de alelos representados por posigses de bandas
na populaggo. O uso de apenas machos (haploides) iria prevenir tal tendéncia e evitaris
a formagdo de bandas compactas e heterodiplex que sdo observadas com grande
freqiiéncia nos sistemas diploides. Além disso, alelos em genomas haploides estio
sujeitos a altos niveis de selegdo, o que similarmente ocorre com alelos ligados ao
cromossomo X nos diploides (HUNT & PAGE, 1992a; LU & RANK, 1996).

Outra abordagem seria 2 analise de regides hipervariaveis. Recente isolamento
de Joci de DNA hipervariével, tal como mini e microssatélite, tem revolucionado a
habilidade para identificar a estrutura de populagSes. Como exemplo, DNA

, o s di jteis de mudancas na diversidade 3ti
Jingerprintings podem ser indicadores ute: ¢ genética de

Populagdes em um curto periodo de tempo (HAIG, 1998).
A versatilidade e rapidez da técnica RAPD em monitorar populagdes, a grande

Quantidade de Joci que podem ser analisados € a pequena quantidade de DNA do

Mmaterial biolégico requerida, fazem com que os marcadores RAPD sejam de extrema
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aplicabilidade em estudos de populagdes (KAMBHAMPATIL, et al.,, 1992; CHAPCO
elal., 1992; LU & HANK, 1996).

A detecglio da diversidade dentro e entre populagdes € uma das majores
contribuigdes que os geneticistas conservacionistas podem dar para a avaliagdo dg
variabilidade genética. Conseqiiéncias do fluxo ou perda de genes, em populacgdes
depauperadas geneticamente, mais fragmentada, e mais proxima ou distantes de outras
podem ser estimadas previamente. Isto implica na identificagdo de populagses que
necessitem de novos individuos, ou que necessitem de futuras consideragGes
demograficas ou ambientais (HAIG, 1998).

Informagdes genéticas referentes a populagdo de Uberldndia sdo de extrema

importancia para a manutengdo e conseqiiente preservacdo das mesmas. Uma vez fora

de sua 4rea reprodutiva natural, estas colonias devem ser monitoradas continuamente,
principalmente devido a sua sensibilidade & endogamia e perda da variabilidade dosg
alelos xo.
Os resultados apresentados neste estudo tém muita aplicabilidade em relacdo a
populagdo de Uberldndia. Mesmo com tentativas de aumentar a variabilidade genética

~ : i itos, com constantes introducd
na populagio, esforgos maiores precisam ser feitos, co odugGes de

novos individuos.
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4. CONCLUSOES

* A anjlise de 136 marcadores RAPD permitiu a separagdo das populagbes de Melipona

scutellaris, com dissimilaridade genética maxima de 6.7%.

® As populagdes foram separadas em dois grupos. O primeiro grupo inclujy 1
genotipos: MG322, BA36, BA35, MG335, MG441, MG445, MG480, MG519, MG533
BA32 e BA34. E o segundo grupo abrangeu os 3 genotipos restantes: BA33, BA39 ¢

BA3s.

* Ocorreu o agrupamento de gendtipos de Minas Gerais com genotipos da Bahia,
demonstrando a proximidade genética entre as duas populagdes. Esse agrupamento

indica que a populagdo do Meliponario Uberlandia, isolada geograficamente, ainda ngo

Se apresenta geneticamente distante de sua populagdo original nativa.

* Os genodtipos da Bahia, apresentaram os maiores valores de distancia genética
intrapopulacional, confirmando sua maior variabilidade. Os representantes da populagso

analisada estdo em permanente contato com populagdes nativas, inseridos dentro de

uma grande area reprodutiva.

* Os gendtipos de Minas Gerais apresentaram-se geneticamente proximos, e em bajxa
variabilidade genética, o que pode ser decorrente do fato de estarem fora da 4req

reprodutiva natural da espécie. Os esforgos realizados para manter a variabilidade

genética desta populagdo devem ser continuos e intensificados.

* A maioria dos primers ndo demonstrou divergéncia genetica entre as duas populagges
Esse baixo indice de polimorfismo, pode estar relacionado ao pouco tempo de separagio

Cntre elas (+12 anos) considerados insuficientes para distanciar geneticamente duas
-_— >

Populagdes.
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* Foi detectado um marcador polimorfico, gerado pelo primer OPM15, que permitiu a
Separagdo das populagdes em dois grupos distintos: um correspondente aos genétipos de
Uberlandia e o outro aos gendtipos de Lengois e Catu-BA. A presenca deste marcador
na populagio de Uberlandia, sugere que esta possa ter sofrido alteragSes genéticas. Tais
alteractes podem ter ocorrido devido & agdo do Efeito de Fundador agravado pela
endogamia, onde os poucos genes presentes nos individuos colonizadores foram

selecionados, alterando as freqiiéncias alélicas em relagdo & populagdo original, oy

ainda, devido & hibridagdo da espécie com Melipona capixaba.

e A técnica RAPD mostrou-se como uma poderosa ferramenta para identificar g

diversidade genética entre duas populagdes proximas, detectando o nivel de

variabilidade genética entre elas.
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RESUMO

A criagdo raci <
¢do racional das abelhas sem ferrdo (Meliponineos) pode ser uma alternativa p
ara

preservar mui sei = .
; muitas espécies que estao sendo seriamente ameagadas de extingdo, em conseqiiénci
as alteracd . . i ’ éncia
acdes de seus habitats, além de facilitar as pesquisas cientificas com as mesmas. C
s. Com

esse intui R . , . o .
tuito, foi criado o Meliponario Uberlandia-MG com coldnias de Melipona scutellari
aris

-BA. Com a finalidade de analisar geneticamente a

(Urugu) trazidas da regido de Lengdis e Catu
inais, esse trabalho avaliou a

populagio de Uberlandia em relagdo as populagdes naturais orig

divergéncia genética, por marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) entre tai
ais

os 32 primers arbitrarios que revelaram 136 marcadores RAPD

populagdes. Foram testad
des de Melipona scutellaris com dissimilaridade genética

permitindo a separagdo das populag
méaxima de 6,7%. Dentre os primers testados, 11 demonstraram divergéncia entre as duas
populagdes, gerando 16,2% de bandas polimdrficas. Contudo, as amostras do Meliponario
Uberlandia mostraram menor divergéncia genética, 0 que pode ser justificado pelo fato de
estarem isoladas reprodutivamente ha 12 anos de suas populagdes originais. O contrario foi
ue estio em permanente contato com populagdes nativas,

observado nas amostras da Bahia, g
possuindo assim uma grande 4rea reprodutiva. O primer OPM 15 revelou um marcador
roximadamente 380 pb, entre as d

dente 4 populagdo de Uberlandia
populaqﬁo de Uberlandia, pode ter sofrido alguma alteragio

imeira suposigdo é que a banda populagdo-especifica

polimérfico, de ap uas populagdes, separando-as em 2 grupos
distintos (um correspon e outro a da Bahia). Esses dados
sugerem que esta espécie, na
genética apés sua fundagao. A pr

represente um alelo que ja estava presente na
ulagdo de Uberlandia foi su

ulagdo aumentou. A segund

5o devido 2 hibridagdo com
plicabilidade em relagdo a populagdo de Uberlandia e

abilidade genética na populagdo, esforgos maiores

s de novos individuos e colonias da drea de

populagdo original, porém numa baixa proporgao.
Uma voz que a pop bmetida 4 uma pequena area reprodutiva, a
proporgéo desse alelo 12 pop a, ¢ que possa ter ocorrido a introdugio
46 diforentos alelos nesta POPU lag Melipona capixaba. Os resultados

apresentados neste estudo tém muita 2
tivas de aumentar 2 vari
m constantes introdugoe
¢ mostrou como uma
ulagoes proximas, detecta

mesmo com tenta
poderosa ferramenta para identificar a

ndo o nivel de variabilidade entre

precisam ser feitos €O
origem. A técnica RAPD s
diversidade genética entre duas pop

elas_
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SUMMARY

The stingless beekeeper (Meliponineos) can be an alternative to preserve a Jo of species
I risk of extinction, as consequence of the alterations of their habitats, besides
lacilitating the scientific researches with this species. Uberlandia’s Meliponary wag
created in order to keep colonies of Melipona scutellaris (Urugu) for beekeeper
Programs and biology’s researches. The colonies came from Lengois and Catu, bogy,
cities from the Brazilian State of Bahia. Our work analyzed the genetic divergence
among the population of Uberlandia in relation to the original natural populations, using
molecular techniques called RAPD markers (Random Amplified Polymorphic DNA).
Thirty-two arbitrary primers were tested and they revealed 136 markers RAPD.
allowing the separation of the populations of Melipona scutellaris with the maxim’
genetic dissimilaridade of 6,7%. Concerning the tested primers, 11 demonstrated
divergence between the two populations, generating 16,2% of polimorfic bands.
However, the Uberlandia's Meliponary samples showed smaller genetic divergence,
What can be justified by the fact of 12 years of reproductive isolation among the origina]
Populations. The opposite was observed in the samples from Bahia, that are i
Permanent contact with native populations, possessing like this a great reproductive
area. The primer OPM 15 revealed a polimorfic marker, of ~ 380 pb, among the two
Populations, separating them in 2 different groups (one of then corresponding to the
population of Uberlandia and the other one, to the population of Bahia). Those data
Suggest that this species, in the population of Uberldndia, can have been suffering some
genetic alterations after its foundation. The first supposition is that the population-
specific band represents an alelo that was already present in the original population,
even so in a low rate. Once the population of Uberlandia was submitted to a smaj]
reproductive area, the proportion of this alelo in the population increased. Second, it can
be happened the introduction of different alelos in this population due to the

hybridization with Melipona capixaba. The results presented in this study have a ot of
applications in relation to the population of Uberlandia and even with attempts of

increasing the genetic variability in the population, larger efforts are necessary with
b . Al L] .

constant introductions of new individuals and colonies of the original area. Technjea]

RAPD was shown as a powerful tool to identify the genetic diversity among close two

Populations, detecting the variability level among them.
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