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RESUMO

A abelha sem ferrdo da espécie Melipona rufiventrs, Lepelletier 1836, existente
desde o norte do Brasil estendendo-se até Santa Catarina, assim como outros
Meliponineos tém tido seu nimero grandemente reduzido pelos desmatamentos e

queimadas das nossas florestas, e pela acao indiscriminada dos meleiros .

A enorme ocupacgdo territorial de Melipona rufiventris tem ocasionado o

fracionamento de suas populagdes e concomitantemente, o seu isolamento geografico.

Por meio de métodos moleculares estimou-se as relagdes evolucionarias

envolvidas no processo de especiagdo em suas populacdes. Analises moleculares

permitiram comparagdes de sequéncias de DNA nuclear e do gene rRNA 16S mitocondrial

produzindo dados que convertidos possibilitaram estimar seqliéncias divergentes.entre as

populagdes analisadas.
A andlise de 84 marcadores RAPD permitiu a separacgéo de trés grupos distintos

com 27% de distancia genética. O grupo 1 representado pela populagéo de Minas Gerais,

como o geneticamente mais distante dos de
de Santa Catarina como o segundo mais diverg
populacdes do Espirito Santo, Bahia, Piaui e Ma
populacional para todas as populagGes amostrada

entre populagbes com excecdo das mais préximas geog

mais. O grupo 2 representado pela populacdo
ente e o terceiro grupo representado pelas
ranhdo. Houve grande similaridade intra
s. Pequena similaridade foi encontrada

raficamente como as do Piaui e

Maranh3o e entre as do Espirito Santo e Bahia.
A analise de mutagdes do fragmento do gene mitocondrial 16S rRNA pela teécnica

de SSCP revelou trés haplotipos entre as populages analisadas. O primeiro reuniu as
populaces do Maranhéo, Piaui € Bahia. O segundo grupo foi formado pelas populagbes
de Santa Catarina e Espirito Santo e o terceiro pela populagéo de Minas Gerais. Houve
as taxas de divergéncia do DNA nuclear e mitocondrial (para o gene
¢éo entre 0s resultados obtidos pelas metodologias empregadas
ito Santo. O mesmo haplétipo foi obtido para as populagtes de

anto, sendo que tais popula¢des por marcadores RAPD

concordancia entre
analisado). Houve varia
para a populagdo do Espir

Santa Catarina e Espirito S

encontram-se em grupos distintos. Estes resultados revelam uma possivel zona de contato
entre dois grupos com taxas diferencias de evolugéo para o DNA nuclear e mitocondrial.



1.INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo pertencem & familia Apidae e subfamilia Meliponinae.
Essa subfamilia se divide em dois grandes grupos: tribo Meliponini, que inclui um

Unico género, Melipona, que possui 40 espécies e a tribo Trigonini,

comprendendo 54 géneros e cerca de 300 espécies. A maior diversidade de

Meliponinae ¢é encontrada na regido neotropical, com 30 géneros e cerca de 300
espécies descritas. Ja na regi&o Indomalasia tém-se 14 taxa supra especificos e

60 espécies descritas. Na Africa ha 10 géneros com 50 espécies. Em Madagascar

é conhecido apenas 1 Unico género com 4 espécies. Na Nova Guiné foram

descritos 4 géneros e 5 espécies e na Austrélia ocorrem 2 géneros com

aproximadamente 10 espécies (CAMARGO & PEDRO, 1992).

As abelhas se integram nos ecossistemas em que vivem, de onde obtém

recursos alimentares. ABSY et al. (1984) mostrou que 8% das arvores do meédio

Amazonas sdo polinizadas por diversas espécies de abelhas e que 14% s&o

polinizadas por apenas uma espécie de abelha. Nas matas de terra firme as

abelhas brasileiras constituem-se nos polinizadores principais de 90% das

arvores brasileiras (KERR et al,, 1994).
VASIL & HERRERA-ESTRELA (1994) alertaram para a necessidade de se

tentar manter a diversidade vegetal de nossos ecossistemas e de se preservarem

as espécies vegetais sivestres ameacadas de exting@o pela crescente destruicdo
das florestas naturais.

Nos trépicos onde existe abundancia de espécies vegetais e elevado ndmero
de meliponineos, observa-sé uma grande variagéo no tamanho de individuos

entre as espécies 0 qué proporciona grande eficiéncia destes importantes



agentes polinizadores no ciclo reprodutivo dos vegetais tropicais (ROUBIK, 1989).
1.1 A espécie Melipona rufiventris

A abelha sem ferrdo, Melipona rufiventris LEPELLETIER 1836, foi descrita
por MOURE & KERR (1950) que apresentaram, além de dados sobre os

caracteres morfologicos fundamentais da espécie, uma divisdo em 5 subgrupos:
Melipona rufiventris  rufiventris, ~Melipona rufiventris  flavolineata, Melipona

rufiventris paraensis, Melipona rufiventris brachychaeta e Melipona rufiventris

dubia com suas respectivas distribuicoes geograficas. Ocorre desde o norte do
Brasil (Amazonas, Para, Amapé, Maranh&o) até o Centro-sul do Brasil (Goias,
Minas Gerais, sul da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o Paulo Parana e

Santa Catarina). Tal grupo n&o sofreu revisdo até o momento e ndo se conhece

bem as variacdes que tais populagdes possam ter sofrido com as modificagbes de

seus habitats, apos terem sido descritas.

Melipona rufiventris assim como outros Meliponineos tem tido seu nimero

grandemente reduzido pelos desmatamentos & queimadas das nessas florestas, e

pela acso indiscriminada dos meleiros. A redugéo de suas populagoes podara ter

como eensequéncia a perda de variabilidade € a produgéo de machos diploides,
como anteriormente verificado em Melipona guinquefasciata (KERR & TARELHO

1873 apud KERR 1096), Trigona guadrangula, (TARELHO 1973 apud KERR
1996), Melipona quadrifasciata, (CAMARGO, 1974 apud KERR, 1996).

Tentativas consideradas promissoras de endocruzamentos para obter

hibridos em Apis foram abandonados por apresentarem problemas como a perda
répida de variabilidade e vigor de rainhas e zangoes. Populagbes fechadas com

35 & 50 colbrias podem manter aceltave variabilidade durante o tempo de 20 &

40 anos segundo (PAGE et al., 1985).

Machos dipléides de meliponineos s&o resultantes de cruzamentos entre uma



rainha e um zangao com o mesmo alelo xo, a produgéo de machos com dois erros

ou falhas iguais ,em ambos os alelos, originaria machos dipldides (KERR, 1974).
Populagdes de meliponas podem sofrer o efeito da diminuicéo de alelos

sexuais xo chegando a numeros inferiores a 6 (WOYKE, 1980). Em areas com

menos de 44 coldnias a eliminagdo da populagdo pode ser total KERR &

VENCOVSKY (1992). Isto vem acontecendo em varios lugares, inclusive em

Uberlandia onde Melipona marginata, M. bicolor e M. quadrifasciata j& foram
extintas, e Melipona rufiventris esta proxima da exting&o.

CARVALHO et al. (1995) ressaltam que a perda gradual de alelos e a
extingdo de espécies com populagdes muito pequenas sdo fatores relevantes a
serem considerados na conservagdo dos Meliponineos. ARAUJO ef al. (1997)
demonstraram por simulagdo computacional que a extingéo, apos uma redugéo
drastica no tamanho da populagdo, estd de acordo com dados empiricos
relacionados a reducdo dos alelos sexuais, em termos de numero de geracdes,
para pequenas populagdes de Melipona.

A causa primaria de redugbes na diversidade biolégica ndo tem sido a
exploracéo direta destes insetos, mas a destruicdo de seus habitats (EHRLICH,
1988). A enorme ocupagéo territorial de Melipona rufiventris e o crescente
desmatamento tém ocasionado o fracionamento de suas populacdes e o seu
isolamento geografico. Geralmente, quanto mais distanciadas geograficamente
estdo as populagoes, mais diferentes elas sdo em freqliéncias alélicas e nas
caracteristicas fenotipicas de bases genéticas (FUTUYMA, 1992).

As formas geograficamente diferenciadas de um bidtipo ou raca podem ser
parapatricas, encontrando-se ao longo de uma margem estreita onde se
intercruzam, ou totalmente alopatricas (separadas). E dificil dizer se formas
alopatricas se intercruzariam se tivessem oportunidade por isso, as vezes, torna-
se arbitrgrip considera-las espécies diferentes ou nédo (FUTUYMA, 1992).

A divergéncia genética e a especiacdo podem ocorrer apos isolamento entre



populagdes por barreiras geogréficas, com consequente redugéo de fluxo génico
e gradual acimulo de diferencas genéticas resultantes da adaptacéo local AVISE

(1986), da deriva genética aleatéria ou do efeito do fundador (NEI, 1975 apud

SCARPASSA, 1996).

O estudo das variagbes genéticas entre populagdes pode contribuir para a

compreensao de sua influéncia no processo de especiagdo (TEMPLETON, 1981).

1.2 Marcadores Moleculares

Estudos moleculares tém sido uma ferramenta poderosa para inferir status
em espécies e estimar as relagdes evolucionarias entre elas, testando hipdteses
sobre o processo de especiagdo (TEMPLENTON, 1994). A andlise de
polimorfismos no DNA tem se mostrado particularmente Util para caracterizagéo
genética de fontes bioldgicas, pois estes polimorfismos sé&o fenotipicamente
neutros e nao sujeitos aos efeitos do ambiente (FAIRBANKS et a/., 1993).

Andalises de proteinas por eletroforese tém sido usadas para detectar
variacbes em insetos, mas alguns grupos de insetos com baixos niveis de
variagdo genética detectaveis néo podem ser estudados a menos que marcadores
mais sensfveis como os provenientes de anélises do DNA sejam utilizados (HOY,
1994).

Andlises moleculares permitem comparagbes de seqUéncias de DNA e
produzem dados que podem ser convertidos para estimar seqténcias
divergentes. A utilizagdo de marcadores moleculares tem varias vantagens sobre
marcadores morfolégicos convencionais: os marcadores moleculares exibem
neutralidade fenotipica sem influéncia ambiental, raramente exibem interagdes
epistaticas ou pleiotropicas, podendo ser detectados tanto em individuos jovens
como adultos (TANKSLEY et al, 1989) Estas caracteristicas permitem
teoricamente um numero infinito de marcadores a serem analisados em uma
populacdo. Existem dois métodos basicos de caracterizagdo molecular; RFLP e
RAPD, ambos detectam polimorfismos em sequéncias especificas do DNA,

empregando técnicas diferenciadas, a partir das variacOes existentes entre



individuos geradas por meio de mutacdes e/ou recombinagdes.

1.2.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

O ndmero e o tamanho de fragmentos de DNA produzidos quando este é
digerido com nucleases de restrigao por restriction fragment length polymorphisms
analysis (RFLPs) providenciam sequéncias informativas sobre variagdes intra e
entre populacdes (DOWLING et al., 1990).

Fragmentos gerados por RFLP ocorrem no DNA quando segmentos
equivalentes maternais e paternais tém posi¢bes diferentes nos sitios de restrigao
enzimatica. Os RFLPs resultam de mudancas de pares de bases dentro de um
sitio de reconhecimento de uma endonuclease, de delegbes ou insergdes dentro
de um fragmento de restricdo ou mesmo de modificagdes cromossomicas.

Uma vez isolados por uma enzima de restricdo, os RFLPs funcionam como

marcadores genéticos, 0s quais s&o abundantes, estdveis e herdados

codominantemente. Algumas das principais aplicagées dos marcadores de RFLP
s&o: facilitar o retrocruzamento de genes recessivos no melhoramento, determinar
ligacées & locos que condicionam caracteristicas quantitativas, gerar mapas
genéticos, clonagem e transferéncia de genes.

RELP é uma das mais verséateis técnicas para detectar variagbes no DNA
nuclear e mitocondrial. Dependendo de quais enzimas forem usadas e das
seqiéncias alvo estudadas, extensivas variagbes podem ser identificadas,
embora, tais andlises requeiram quantidades relativamente grandes de DNA (que
ndo pode ser obtido a partir de um dnico individuo em pequenas espécies de
insetos (HOY, 1994).

Andlises de RFLP usando oligonucleotideos repetitivos no genoma como

sondas, podem gerar um fingerprint do DNA podendo ser usado para determinar o

parentesco entre individuos em colonias (BLANCHETOT, 1991; MORITZ et al.,

1991). Os RFLPs foram

documentaram a introgressé
América do Sul (HALL, 1990; SHEPPARD et al., 1991). Esta técnica tem mostrado

logenéticos e evolutivos especialmente quando

também usados para gerar marcadores que

o entre abelhas africanizadas e ragas Européias na

grande potencial para estudos fi



utilizada com mtDNA. A variacdo interregional nas taxas evolucionarias do mtDNA
¢ particularmente Util pois facilita a escolha de genes apropriados para estudos de

biogeografia, AVISE et al. (1987) ou filogenéticos (CROZIER, 1992).

1.2.2.RAPD (Random amplification of polymorphic DNA).

A tecnologia de primers arbitrarios em PCR (AP-PCR), também chamada de
amplificacdo ao acaso de DNA polimérfico (RAPD), utiliza um unico primer
especifico WELSH & MCCLELAND (1990); WILLIAMS et al. (1990) ou dois
primers diferentes para produzir uma impressao digital do DNA gendmico via
PCR. Nesta reacdo, os primers se associam a regides homodlogas do DNA
gendmico em dois sitios diferentes nas fitas opostas do DNA. Nestes dois sitios,
dentro de uma distancia amplificavel, ndo superior a 2-3 Kb, o produto de DNA é
produzido por meio de uma amplificagdo termociclica. A grande vantagem desta
técnica é nao precisar de informagdo sobre a sequéncia de DNA a ser
amplificada. Além de possibilitar uma busca por todo o genoma, permitindo a
andlise de regides codificadoras, nao codificadoras, de seqléncias repetitivas ou
de copia Unica (RAFALSKI & TINGEY 1993; SCHIERWATER, 1995).

Os requerimentos para a reagdo do PCR s&o: deoxinucleotideos, DNA
polimerase, primers, o DNA molde e a solugéo tampao contendo magnesio.

Polimorfismos podem ocorrer entre regibes amplificadas ou nas mudancas
de base que alteram a ligagéo do primer. O processo € rapido e requer somente
pequena quantidade de DNA (5 a 25 ng) e como vantagem adicional n&o requer
radioatividade para sua detecgao.

Polimorfismos podem ser detectados em fragmentos contendo seqiiéncias

altamente repetitivas, fornecendo desta forma marcadores em regides do genoma

previamente inacessiveis para andlise. Um atributo atrativo desse método é que

uma simples populagéo pode se usada para atingir uma regiéo discreta desejada

do genoma (KLEIN-LANKHORST ef al., 1991).
Marcadores RAPD podem ser especialmente Uteis para analises ecol6gicas

de populagdes. HADRYS et al. (1992) descrevem esta técnica como uma das

mais versateis para analise de populagdes porque pode ser usada para identificar



espécies, para reconhecer parentescos, analisar paternidade, podendo ainda ser
usada para monitorar colonizagdes. Entretanto esta técnica apresenta limitagGes
pois a natureza de seus marcadores é dominante, ndo sendo capaz de distinguir
um Joci heterozigoto, exceto por andlise de segregacdo dos marcadores em
progénies. A falta de repetibilidade & uma outra importante limitagdo, pois a
amplificacdo de DNA em PCR é afetada pela temperatura, concentragées de
MgCl,, primers e DNA molde. MEUNIER & GRIMONT (1993) verificaram
variagdes nos padroes RAPD observados entre termocicladores e polimerases
diferentes, mostrando que a reprodutibilidade foi excelente quando usados o
mesmo termociclador € a mesma Tag polimerase. SCHIERWARTER & ENDER

(1993) verificaram que um rigido controle das condigdes da reagéo estabelece a

repetibilidade permitindo diagnosticos com RAPD por diferentes laboratérios.

1.3 O DNA Mitocondrial e o gene da sub-unidade maior do RNA ribossomal

mitocondrial (16S rRNA )

Na década passada, analises do DNA mitocondrial (mtDNA) estabeleceram-

se como uma ferramenta poderosa para estudos evolucionarios em animais

(MORITZ et al. 1987). Esses estudos tém sido usados para evidenciar

informagtes sobre estrutura de populagdes, fluxo génico, hibri
e relacdes filogenéticas (AVISE, 1986; WILSON et al., 1985).
O miDNA reune caracteristicas ideais para andlises filogenéticas pois € uma

molécula distinta e bem distribuida permitindo comparagdes entr
s sem modelos

dacéo, biogeografia

e uma grande

variedade de organismos. Possui uma estrutura genética simple

complexos de DNA repetitivo, elementos de transposi¢ao, pseudogenes e introns

exibindo um modo de transmiss&o genética direta, sem recombinagdes ou

rearranjos.
Iniciaimente, mtDNA animal foi considerado como sendo n&o somente um

conomia genética" ATTARDI (1985), mas um paradigma de

Essa percepgao foi baseada na descoberta de grande
NA de quatro vertebrados (humanos, ratos, bovinos e

manho (16.5a 17.6 Kb) como na ordem invariante dos

"exemplo de extrema €
estabilidade estrutural.
similaridade entre o0 mtD

Xenopus laevis) tanto no ta
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genes. Uma pequena variag8o existe entre vertebrados, restrita a regiao D-Loop
(CLAYTON, 1984). Mais recentemente, essa viséo de uniformidade estrutural tem
sido desafiada por estudos de mtDNA em animais adicionais especialmente
invertebrados.

A molécula de mtDNA em primatas apresenta como caracteristica uma taxa
de evolugdo ao nivel da sequéncia de nucleotideos cerca de dez vezes mais
répida que a observada em uma copia Unica de um gene nuclear BROW et al.
(1979, 1982), descoberta subseqientemente estendida a outros mamiferos
(MIYATA et al. apud 1982 MORITZ et al., 1987).

A exposicéo do DNA a danos oxidativos, a pequena fidelidade do sistema de

reparo ou até mesmo sua deficiéncia ou auséncia, a perda relativa do mecanismo

de recombinagéo, que podem eliminar mutacdes deletérias e altas taxas de
turnover do mtDNA s&o algumas possivels ex
evolutiva (GRAY, 1989).

Existem taxas de divergéncia diferent
-loop, genes codificantes de proteinas, genes

plicacdes para sua alta taxa

es para porgdes funcionais do mtDNA

rRNA e tRNAs (BROWN, 1985 apud MORITZ et al., 1987).

Por exemplo, regiées de DNA que sdo evolucionariamente conservadas,

como as seqiiéncias de rRNA, GERBI (1985) sdo Uteis para resolver historias
(1988); LAKE (1988), MINDELL & HONEYCUTT

nos conservadas O seriam para escalas de
(1991); CAMERON (1991) ou recentes

filogenéticas antigas FIELD et al
(1990), enquanto que regides me

tempo  intermediarias LARSON
(GREENBERG ef al., 1983 apud CAMERON et al., 1992).

1.4 A TECNICA DE SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

single strand conformation  polymorphism  (SSCP)  foi

(1989) como uma forma de detectar uma sequéncia
seado no fato de que a mobilidade

A técnica
desenvolvida por ORITA et al.

que tenha sofrido mutagéo. Este método é ba
eletroforética de uma fita Unica de acido nucléico em gel de poliacrilamida néo
denaturante depende néo somente do tamanho, mas também da sua sequiéncia. A
desnaturacdo pelo calor na presenca de formamida € uma forma usual de gerar
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fitas simples de DNA. Esse procedimento tem sido usado por, HOSHINO et al.

(1992) e BANNAI et al. (1994) para tipificar alelos. A formamida age como agente

desnaturante tornando instaveis as pontes de hidrogénio entre timina e adenina.

Procedimento diferente de formagéo de fita unica de DNA foi desenvolvido

por MARUYA et al. (1996) usando uma solugdo LIS (10% de sacarose, 001% de

azul de bomofenol e 0,01% de xileno cianol). A formagéo de fita simples de DNA

s estavel até mesmo a temperatura ambiente.

por este método foi mai
la sua alta sensibilidade permite detectar até mesmo

Essa técnica pe
m fragmentos analisados. A utilizagéo do fragmento de um

mutagdes de ponto e
mente conservado permite acesso a uma parte da historia

gene mitocondrial alta
evolucionaria da espécie e ainda compara as taxas de divergéncia nuclear e

mitocondrial.



2.0BJETIVOS

Determinar a distancia genética entre populagdes alopatricas de Melipona

rufiventris provenientes de seis localidades, utilizando a técnica de marcadores

RAPD. Identificar primers polimorficos que permitam uma répida distingdo dos

individuos de tais populagdes.

Determinar divergéncia entre as mesmas po

fragmento (534 pb) do gene mitocondrial rRNA 16S por SSCP.

pulacbes por analise do

! Obter um panorama geral da similaridade inter populacional.



3.MATERIAL E METODOS

Esse experimento foi desenvolvido no laboratdrio de Genetica Molecular do
Departamento de Genética e Bioquimica (DEGEB) da Universidade Federal de

Uberlandia.

3.1. Material Bioldgico

Figura 1- Vista interna de ninho de M. rufiventris.




O material bioldgico utilizado durante o desenvolvimento dos experimentos

foi a abelha jandaira, tuiuva ou urugu-amarela. A coleta e analise do material
biolégico constou de 05 amostras de colonias de Melipona rufiventris flavolineata
em Barra do Corda (MA), 04 de Melipona rufiventris rufiventris no Triangulo Mineiro
(MG), 05 Melipona rufiventris rufiventris em Gandu (BA), 05 na regi&o de Floriano

(PI) de Melipona rufiventris flavolineata, 01 de Melipona rufiventris rufiventris na
regido de Domingos Martins (ES) e 01 em Blumenau (SC) de Melipona rufiventris
rufiventris. Uma amostra de Apis mellifera L. foi utilizada como oufgroup que
segundo LI & GRAUR (1991) é definido como espécie ancestral ou ainda espécie
nao relacionada com as outras analisadas. As amostras foram mantidas em alcool

absoluto apés coletadas no campo com pucds na entrada das colméias, nos

respectivos locais de origem. Assim que chegaram ao laboratério foram mantidas

em frezer a -80 °C.

Tabela1 Localizagdo geografica dos pontos de coleta de amostras de Melipona rufiventris.

o Pontos de Coleta N° de amostras Longitude Latitude
1-Grupiara-MG 01 48°05' O 18° 44 S
2-ltuiutaba-MG 02 49°28' O 19°04'S
3-Carhpina Verde-MG 01 49°31'0 41°02'S
4-Domingos Martins-ES 01 41°02' O 20°25'S
5-Blumenau-SC 01 49°13' 0 27°22'8
6-Esperantina-PI 03 42160 04°17' $
7-Campo Maior-P 02 42°05'0 05°12's
8-Barra do Corda-MA 04 45°12'0 05°31'S
9-Mirador-MA 01 44°24'0 06° 15' S
10-Gandu-BA 05 39°30'0' 14°12'S
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Figura 2: Localizacdo geografica dos locais representantes das populagbes

utilizadas para analise de divergéncia genética. 1-Blumenau-SC 2-Domingos

Martins-ES 3-Campina Verde-MG Atuiutaba-MG 5-Grupiara-MG 6-Gandu-BA 7-
Barra do Corda-MA 8-Mirador-MA g-Esperantina-Pl 10-Campo Maior-Pl.



3.2 Analise Molecular

3.2.1 Extragdo de DNA

Inicialmente cada individuo foi retirado do alcool lavado em tamp&o (Tris-HClI

0,01 M, pH 8,0; NaCl 0,1 M e MgCl, 0,001 M) em trés imersdes sucessivas de 15

min e em seguida foram secos em papel de filtro.
O DNA total foi extraido do térax de uma unica abelhal/coldnia segundo

Metodo desenvolvido por AZEREDO-ESPIN et al. (1991), modificado. A amostra foi
triturada em N liquido adicionou-se em seguida 600 ul de Sol grinding de acordo
com o tamanho da amostra. Em seguida, a mesma quantidade de tampéo de fise,
permanecendo em gelo por 15 min. Adicionou-se 10 a 20 ul de proteinase K (10
mg/ml), incubando-a por 45 min a 45° C. Acrescentou-se 20 ul de RNase incubando
a 37°C por 1 h e 30 min. O volume foi dobrado com fenol e centrifugando a 10.000
rPm por 5 min. Retirou-se a fase superior para um novo tubo e novamente dobrou-
S€ 0 volume com fenol: cloroformio: &lcool isoamil (25:24:1) centrifugando a 10.000
'Pm por 5 min. Realizou-se uma terceira extrac&o somente com cloroférmio
Semelhante as duas anteriores. Adicionou-se a fase superior dois volumes de
etanol gelado. As amostras foram mantidas a -20 °C por 2h ou overnight. O DNA foi
precipitado por centrifugagdo a 13000 rpm por 15 min e a fase aquosa (&lcool) foi
descartada. Procedeu-se a lavagem do pellet com 500 ul de etanol 70%. Pipetou-se
Para fora todo o etanol do tubo. Apds o pellet se encontrar completamente seco
este foi ressuspendido em 70 ul de H20 dd. As amostras estoque foram

armazenadas & -80°C.

3.2.2 Quantificagao do DNA em espectrofotometro

O DNA foi quantificado por leitura de absorbancia a 260 nm e por

eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Aliquotas de 10 ul diluidas 10 vezes em

agua ultra pura foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro e apés a
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quantificacdo foram diluidas para um concentracgo final de 10 ng/ ul. As amostras

de trabalho j& diluidas foram armazenadas a - 20°C.

3.2.3 Ampilificacao

3.2.3.1 Amplificagédo ao Acaso de DNA Polimérfico - RAPD

A PCR (reac@o em cadeia da polimerase) foi utilizada para amplificacdo de

fragmentos polimérficos. A metodologia empregada foi descrita por WILLIAMS ef a/.

(1991). Os primers (oligonucleotideos) foram adquiridos da OPERON

TECHNOLOGIES INC, EUA e da Universidade de Brasilia (UNB).
As condigdes previamente otimizadas e estabelecidas para a reacdo em

termociclador PTC-100 MJ.Research consistiram de um volume de 20 ul, com os
seguintes componentes: 15 ng de DNA gendmico, 1,5 U de Taq polimerase, 2 mM
de MgCl,, 0,05 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada primer, 10ug de BSA (bovinum

Serum albumin) e o volume foi completado com agua ultrapura.
Dos primers curtos avaliados, 9 foram utilizados para amplificar os DNAs dos

22 gendtipos, seguindo as mesmas condigdes acima descritas (Tabela 2). Todas as

reacOes foram repetidas para garantir uma analise real sem artefatos.

Tabela 2 Ljsta dos primers curtos utilizados para amplificar o DNA dos 22 gendtipos. e

- Suas respectivas seqiéncias de nucleotideos.

"Primer" Seqiiéncia
OPF 13 5' GGCTGCAGAA 3'
OPA 10 5'GTGATCGCAG 3'
OPI 06 5' AAGGCGGCAG 3
OPC 05 5' GATGACCGCC 3'
OPC 06 5' GAACGGACTC 3'
OPVO7 -5 GAAGCCAGCC &'
OPV 18 5' TGGTGGCGTT 3'
OPC 16 5 CACACTCCAG 3’

411 5'CAGCACCCAC3’




Foram avaliados 16 primers longos do laboratorio de Genética Molecular da
Universidade de Uberlandia, destes, 8 foram utilizados para amplificar os genétipos

analisados (Tabela 3). As condigdes da reagéo de amplificagdo foram as mesmas

descritas para a amplificag&o com primers curtos.

Tabela 3 Lista de primers longos utilizados para amplificar o DNA dos 22 genotipos de M.

rufiventris e Apis mellifera L e suas respectivas sequiéncias

"Primers" Seqiiéncia
A2 5'GTTCCCTGTGTGTGTGCAATTGS'
B1 5'GTTCCCTGTGTGTGTGCAATGGTGS
MAU 102 5TTAGACTGCAGTTGAAGTAACS'
MAU 302 5'CTGACAAAAGGTGGCGATTTCAZ'
MAU 402 5'AATGTCACACTTGAATCGCATC3
MAU 601 5'TGTGGCTGGACACCGACT3
MAU 902 5'CGAAAGTCTTAGTAACATATS'
GOU 8 5'CGAAAGTCTTAGTAACATATS

3.2.4 Visualizagao dos produtos amplificados

Os fragmentos gerados pelas amplificagbes foram separados em gel de
agarose 1.5 % a 150V por 3 h nas dimenstes de 20 cm x 24,5 cm x 6 mm em
tampao Tris-Borato EDTA (TBE 0,5 x) conforme SAMBROOK et al.(1989). O
corante usado foi brometo de etidio na concentracao final de 0,5 ug/m! de gel. Das
amostras com volume final de 20u! foram aplicados 15! em gel mais 3ul de tampéo
de carregamento (azul de bromofenol 3,61M, xileno cianol 4,64 M, sacarose 1,17M
e EDTA 0,1M pH 8) na proporgéo de 5:1, respectivamente. Os géis foram
visualizados em transiluminador UV e fotografados por VDS Image System-

Phamarcia, usando filtro laranja, com tempos de exposi¢éo variando entre 1,37 e

2,17s, contraste entre O e 6 e fator de corregéo da camara 0,45.
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3.2.5 Analise dos dados

Foi montada uma matriz binaria com dados referentes a auséncia (0) e

presenca de bandas (1), utilizando sempre as bandas mais intensas e definidas que

apresentaram repetibilidade .
O programa STATISTICA 4.5 (1993) foi utilizado para o calculo das

distancias genéticas e analise de cluster. As distancias genéticas foram calculadas
POr porcentagem de desacordo:

N'ag/ Ny (PUTERKA et al., 1993 apud CABRAL, 1997)

onde, N' 55 é 0 numero total de bandas polimorficas entre os genotipos comparados
e Nr é o nimero total de bandas. A analise de clustrer foi feita pelo método nao-
ponderado de agrupamento aos pares utilizando médias aritméticas (UPGMA -

Unweighted pair-group method using arithmetic averages), que agrupa inicialmente
individuos mais similares e assim sucessivamente, até individuos mais distantes).

3.2.6 Caracterizagdo de polimorfismo do gene RNAr 16S do DNA mitocondrial

por SSCP
Amplificagao e purificagdo do gene 16S rRNA do mtDNA

A amplificacéo foi feita utilizando-se 60 ng de DNA, 400uM de dNTPs, 3 mM
de MgCl, e 1 ,5U de Taq polimerase. O programa usado constou de 30 ciclos com o

primer da regido 16S rRNA do genoma mitocondrial desenvolvido a partir de

seqUéncias de A. mellifera descrito por CAMERON ef al.(1992).

Apds a amplificagcéo, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 3 %. A
banda de interesse foi recortada do gel e purificada por centrifugages sucessivas 3
5000 rpm com 100 ul de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0) em
apararato montado com eppendorf de 0,5 ml perfurado com agulha fina em sua
base, preenchido com algoddo de vidro até metade do seu volume e encaixado



dentro de um eppendorf de 1,5 ml. Tal eluido foi utilizado para realizar a detecgdo
de mutagdes pela metodologia de SSCP (single strand conformation polymorphism).

SSCP(single strand conformation polymorphism)
Foram adicionados 2 a 8 u! do produto da purificaco a 25u! de solugéo de

LIS (sacarose 10%, azul de bromofenol 0,01%, xileno cianol 0,01%). Tal mistura foi
incubada a 97°C por 10 minutos e 15 ul desta aplicados em PAGE 12% (Acrilamida-

bisacrilamida- 49:1), com espagadores 0,5 mm. A eletroforese foi realizada a 15 mA

por um periodo de 17h.
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5.RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Analise Molecular por marcadores RAPD

Para facilitar a descrigéo dos resultados os genotipos das populagdes de

Melipona rufiventris foram discriminados pelos locais de origem das amostras.

Um unico individuo foi usado como re
e amostras individuais em métodos de

andlise de variabilidade populacional foi considerada adequada (AYALA, 1993).
cbes do Maranh&o (Barra do Corda e

presentante da coldnia amostrada no

local de origem. A representatividade d

Cinco individuos representaram as popula

Mirador), Piaui (Campo Maior e Esperantina), Bahia (
(Grupiara, ltuiutaba € Campina Verde)

Gandu), quatro individuos

representaram a populagéo de Minas Gerais

e um individuo foi representante das populagdes do Espirito Santo (Domingos

Martins) e Santa Catarina (Blumenau). O namero de individuos por populagéo nao

pode ser 0 mesmo para todas as regides amostradas pela imensa dificuldade de

encontrar coldnias de Melipona rufiventris especialmente nas regides Sul e Sudeste
do pais.
Durante a etapa de otimizagéo das

qualidade e uniformidade das amplificagd
como um estabilizador de atividades

reacdes foi importante para melhorar a
es a adicdo de BSA. O BSA (soro
albumina bovina) é comumente utilizado
armazenamento, diluicbes ou reacoes

DNA, sintese de cDNA ou ligagoes.

enzimaticas conira a desnaturacéo durante 0O

enzimaticas in vitro tais como clivagem de

Aparentemente o BSA no ensaio RAPD estabiliza a Taq polimerase protegendo-a

de impurezas agregadas a0 DNA gendmico bem como de ions presentes na

superficie de alguns tipos de plasticos Utilizados na fabricagdo de microtubos ou de

placas flexiveis de PVC utilizadas Nnos ensaios.
r homogeneidade entre amostras e

A adicdo de BSA resulta em
amplificacdes mais intensas, em uma maio
u de amplificagio marginal onde a

principalmente na eliminagéo de reacOes falhas O
esmo impossivel (FERREIRA &

leitura dos perfis RAPD se torna dificil ou m

GRATTAPAGLIA, 1996).




Testaram-se 30 primers da Operon Technologies, da Universidade de
Brasilia (UNB) e primers longos desenhados na Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) em quatro genotipos, Grupiara-MG, Gandu-BA, Campo Maior-Pl,

Barra do Corda-MA. Destes, 17 geraram padrées de bandas adequados a analise

da diversidade entre populagoes, outros 13 primers curtos € longos n&o foram

utilizados por apresentarem desuniformidade nas amplificagbes para as condicdes

de reacéo estabelecidas pela otimizagéo inicial e para 0 programa utilizado pelo

termociclador ou ainda por ndo serem informativos ou por apresentarem um padréo
de bandas empacotado e dificil de ser analisado.
Todos os primers selecionados e utilizados par

repetibilidade dos padrées de amplificagéo apresentados. Apenas bandas intensas

a andlise apresentaram alta

e bem definidas foram incluidas na analise para evitar erros de consideragoes

incorretas de bandas fracamente amplificadas.

A agarose na concentragéo de 1,5 % foi utilizada para eletroforese sendo

que para dois primers longos Gou 8 e Mau 102 utilizou-s€ @ concentracdo de 2%
onde bandas proximas obtiveram maior definicao.

As reacoes de amplificagéo para analise de
ia resultaram em 84 bandas amplificadas com tamanhos entre

RAPD envolvendo 17 primers de

sequéncia arbitrar

2000 e 300 pb. O numero de bandas polimorficas det
a uma média de 4.9 bandas por

ectadas variaram de 2 a 7,

dependendo do primer testado, o0 que represent

primer, com 84,9 % de bandas polimérficas.

Primers curtos apresentaram 47 bandas,
3% (Tabela 4) e (Figura 3). Primers

52 por primer, destas 41

apresentaram polimorfismos da ordem de 87,2

longos apresentaram 37 bandas das quais 32 fora
8% de bandas polimorficas (Tabela

m polimorficas. Apresentando

uma média de 4,6 bandas por primer com 86,4
5) e (Figura 4). Estas distancias variam de 0% a 29% para a analise incluindo todos

0s primers para as populagdes amostradas, sendo a distancia entre os genotipos

llifera) de 51% (Figura 07).

das populagdes analisadas € O outgroup (Apis me
orcentagens de desacordo

A andlise de agrupamentos baseada nas P
utilizando o método UPGMA ao nivel d 39, diferenciou 0 grupo de gendtipos Bahia

do individuo (Domingos Martins) representante da populagéo do Espirito Santo.




| 1500 ph

olimorficas por primer curto

Tabela ” .
4 Relagéo do numero total de bandas amplificadas € P

testado.

Primers Bandas Bandas Tamanho
Curtos | Totais ~_ Poimorfica® eb .

OPV 07 4 3 300-1500

oV 18 4 2 500-800

OP1 08 3 3 400-800

OPF 13 4 4 500-1600

OPA 10 8 7 500-1200

OPC 05 7 7 200-1600

OPC 06 5 5 200-2000

OPC 16 4 3 400-2000

A 8 7 700-1800-__
101112 13 14 15 16 17 18 192021 22
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Ta < L .
bela 5 Relagso do numero total de bandas amplificadas e polimérficas por primer longo

testado_
Primers Bandas Bandas Tamanho
—Longos Totais Polimérficas Pb
A2 5 5 300-800
B1 4 4 300-1500
MAU102 4 3 600-1800
MAU 302 4 4 400-1000
MAU 402 3 2 500-1500
MAU 601 6 5 200-800
MAU 902 3 2 300-600
Gous 8 7 200-900

6 7 8 9101112 1314151617 1819 202122

M1 2 3435

800 pp

600pp,

Figura 04 Padrdo de amplificagdo de fragmentos de DNA (RAPDs) obtido com o primer
Gou 0 Para 22 gendtipos analisados por eletroforese em gel de agarose (1,5 %). M-
Marcador de peso molecular de DNA, Melipona rufiventris 1-Grupiara-MG, 2 a 3-ltuiutaba-
Mg, 4-Campina Verde-MG, 5-Domingos Martins, 6-Blumenau-SC, 7 a 11-Gandu-BA, 12,13
€15 “Esperantina-PI, 14 e 16-Campo Maior-Pl, 17 a 19 e 21-Barra do Corda-MA, 20-

Mirador-MA, 22-Apis mellifera. * As setas mostram as bandas mais informativas.

700t
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em 47 marcadores RAPD obtidos por primers curtos.
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Método UPGMA entre 21 genétipos de Melipona rufiventris e 1 de Apis mellifera. Basead

Marcadores RAPD obtidos por primers longos e curtos.




nsiderando o limite de 9.8% de dissimilaridade genetica dois grupos se

distingui : .
guiram. O primeiro formado por representantes das populagoes do Piaui e

Maranh4
a0 e o segundo por populagbes da Bahia e Espirito Santo. No limite de 27%

0 indivi
iduo (Blumenau) representante da populagéo de Santa Catarina se distinguiu
No limite de 29% dois grupos

pela populagéo amostrada de

Piaui, Bahia, Espirito Santo e

do .grUpo Maranho, Piaui, Bahia, Espirito Santo.
m.a|s amplos se distinguiram sendo formados um
Minas Gerais e outro pelas populagdes do Maranha&o,
Blumenau conjuntamente. O outgroup (Apis mellifera) apresentou divergéncia

genética de 51% das populagdes analisadas.
Para primers curtos a porcentagem de dissimilaridade foi maior (53 %) entre

O outgr 5 i
group e as populagoes analisadas quando comparada aos primers longos

(365%). A maor facil 565 propi
ior facilidade de encontrar regloes propicias ao seu anelamento pode

iustifi . .
justificar a maior divergéncia genética de ana
laridade (15%) entre outros dois

lises por primers curtos. Também

a :
Presentaram maior porcentagem de dissimi
gru . .

pos, o primeiro formado por populagdes da Bahia e Espirito Santo & 0 segundo

imers 1ongos divergiram 13 %.

por populagdes do Maranhao & Piaui, em que pri
nire as populagoes de M. rufiventris

Os dois grupos mais externos formados €
taram taxa de divergéncia menor

quando analisados por primers curtos apresen
2509,
(25%) quando comparados com O resultado da analise por primers longos (33%).

També . -

mbém o grupo Bahia-Espirito Santo né&o apresentou dissimilaridades quando
anali . o . ,

alisado por primers curtos, ja pnmers jongos evidenciaram 2,7% de divergéncia

e , g . . H N
genética. Tais resultados podem Ser consequéncia de uma maior especificidade
por regioes mais polimérficas nos

do i .
s primers longos selecionados 20 acaso
mers curtos analisados néo serem

genétipos analisados. Podendo ainda os pri
orfismos entre tais populagoes.

co - . :
mplementares a regioes especificas dé polim
nos genotipos de uma mesma

Analisando os dendrogramas obtidos,
to para primers curtos, longos ou

50 se distinguiram pelas
com

eram dissimilaridades, tan

pulagdes do Maranh@o € Piaui n
siderando tal resultado obtido podemos relacioné-lo

Populagéo néo ocorr
a .
mbos e ainda as po

mesmas an4lises. Con
pulagdes.

idade genética em tais po
inda ter relagdo direta €O

ntre individuos pode a
m a con

u -
ma provavel homogene
Tal similaridade e m as

d‘ a . v pr
istancias geogréficas em

que se encontram, €0 tinuidade ou n&@o de faixas



de Vegetacéo nativa unindo as mesmas, com o periodo de tempo decorrido a partir

de sey isolamento.e ainda com o tamanho de suas populacdes.
Entre os individuos representantes da populagdo de Minas Gerais as

@Mostras foram coletadas nos municipios de Grupiara, ltuiutaba e Campina Verde
que distam entre si em média 75 Km, estes municipios ndo apresentam faixa
Continua de vegetacdo natural, j& ocupadas por pastagens e por cultivos agricolas.
At Cpresentatividade da espécie nessa regido é minima e coldnias naturais s&o
faramente encontradas. Das quatro amostras obtidas, duas foram coletadas no
C@Mpo. Uma em Grupiara, numa area de corte de madeira para carvdo onde uma
Unica coldnig foi coletada, outra em Campina Verde, nas proximidades de uma drea
Pertencente 4 COPASA. As outras duas amostras foram cedidas por um apicultor
Que s6 possuia duas coldnias de Melipona rufiventris.

Ja as amostras representantes das populagdes do Maranhao, Barra do
Corda e Mirador que se encontram a 150 Km de distancia, foram coletadas no
Campo e g vegetagdo nativa ainda apresentava pontos de contato entre o cerraddo
€ campo cerrado, segundo RADAM-Brasil ( 1973). Os municipios de Esperantina e
CamPO Maior, onde as amostras foram coletadas em campo, distanciavam-se em
9 Km ¢ Campo Maior se encontra a 366 Km de Barra do Corda. Ainda assim nao
houve evidéncia de divergéncia entre estas localidades. Um maior equilibrio na
distribuigso da espécie foi encontrado nessa regido onde houve relativa facilidade
de se encontrar coldnias no campo e ainda outras espécies de Meliponineos como
Melipona quinquefasciata e Melipona subnitida e Melipona compressipes. Tal
Populagso amostrada abrange uma drea de aproximadamente 690 km? com
is°'amento geografico imposto por descontinuidade da vegetacdo original até a
Proxima populagdo em Gandu-BA, localizada a 1740 Km da mesma. De acordo com
observag:ﬁes feitas a campo ha uma tendéncia de concentragdo de colbnias
Mantidas por meliponicultores que raramente possuem 44 coldnias (0 numero
Medio de coldnias por meliponarios encontrados n&o excederam 20), necessarias a
Manutencso de variabilidade minima de seus alelos sexuais. Como os
Scossistemas nessa regido ainda ndo se encontravam devastados, como nas

regides Sul e Sudeste tal problema é minimizado pela existéncia de enxames

Nativos préximos aos meliponarios.



Em Gandu-BA, as amostras foram coletadas em meliponario, entretanto este
S€ encontrava na regigo de reprodugio da espécie o que permitia cruzamentos com
Colonias do campo além das existentes no local. Ainda assim, como ndo podemos
controlar ou avaliar tais cruzamentos a amostra pode ser considerada Unica como
a? Provenientes de Blumenau-SC e Domingos Martins-ES. Podendo justificar tal
Similaridade genética

Ja Domingos Martins-ES, onde a amostra foi cedida também por
Meliponicultor, este possuia uma Unica coldnia da espécie, que segundo seus

rel 4 A x .
atos & dificilmente encontrada na regido. Apesar de localizar-se a 744 Km de
Ga o , :

NdU-BA pertenceu ao mesmo grupo irmao quando analisada por primers curtos,

84 .
S apresentando variabilidade no limite de 2,7 % com analisada somente por

Primers longos e de 1,3% quando analisada com ambos o0s primers.
A amostra de Blumenau representante da populagdo de Santa Catarina se

eNcontra a 1116 Km de Domingos Martins-ES € @ 1860 Km de Gandu-BA e ainda a

3138 Kkm de Barra do Corda e a porcentagém de dissimilaridade entre as
em relagéo a populagéo de

POpulagses de Blumenau e tais localidades foi de 27%
foi

Minag Gerais da qual dista apenas 576 Km, a porcentagem de dissimilaridade

O baixo indice de polimorfismo detectado entre individuos da mesma

escolhida para detectar
mapa de ligagdo por
Marcadores RAPD na vespa Bracon hebefor & N0 mosquito Aedes aegypti relatam

ese em gel de agarose,

0 . i
:. Pulaggo pode ainda estar relacionado com & tecnica
Vergéncias, ANTOLIN ef al. (1996) construindo  um

que g _

® tais marcadores, quando analisados por eletrofor

I .

Sduzem 4 quantidade de informagoes obtidas, pois seus mar cadores segregam

Co
MO alslos dominantes.
JIANG et a/,(1997), relatam ainda em mapas de ligagdo por marcadores
RAPp em Asparagus officinallis que sua eficiéncia é proporcional ao nivel de

heterozigosidade genética na espécie sob estudo, que pode ser fungéo do sistema

tica. Nos Meliponini © numero de

de ’
i .Cruzamentos e da sua diversidade gene |
'ndlwduos geneticamente ativos pPor area reprodutiva & de aproximadamentg um
Ndjy;
Viduo por 10,000 m? (KERR, 1950) |
pulagdo de Minas Gerais apresentou

Os dendrogramas indicam qué @ po



maior similari
¢ similaridade com 2 de Blumenad

2‘::;2:‘;?3 quando comparadas 88 0

dlflcu\dadz Estas foram a5 populagoe

pequeno ta;a localizacao da espécie em S

rande diver éAlnhc? da popu!agac? pequend diversidade interna €
géncia entre grupos isolados

30 € piaui fol @ maior, ressaltando que Nao

A populagdo formada por Maranha
ra similaridade interna desses grupos.

pode justifica

6 0
tamanho da populaga®
ma de acasalamento com um Unico macho € O

Fato ;
res biologicos como © sistema
e marcadores RAPD,

siste
ma haplo-dipléide, o4 ainda @
jlidade deteccao de

SSSe .
nc .
ialmente dominantes, €™ agarose, O
nal encontrado

band
as tém i ) Lo .
s tam influencia no baixo nivel de yariabilidade intra-populacio

o Considerando a8 variagoes
rese
ntados pela subespécie Me elipona rufiv

divergé
raenci ~
géncia entre Suas populagdes do que ie Melipon@ rufiventrs

flavol
n .
- cata. Tal divergencié colocou © populagdes Bahia-
iri
ito Santo mais proximo d 4 subespécie do
i ag MAIOTES dentro da subespeole M.

que d
a . o
sua propria, revelando vanagoes genétl

o t”t”s rufiventris. A distnbunga o origh al gescrita PO
s
ra que Melipona rufiventris rufiventris dustribuia—se ma grande area; Bahia,
a0 sul até Santa Catarina € Melipona

sul d
e
Goias, Mato Grosso €5 treltando _se par
q ared menor

:::::;:S f/aj/olineata ocupando Umé
menos d?vate fJ Guarupy- individuos 9° : -
PoPulaga erS?entes que out ula maiores. Um@ pequenad
ambient o vivendo em uma @
o 1

uma mai:b Co.ndigées de maior variabthdade od

r variagao de tip0S com maio ALLACE, 1969)-

O numero de espécies © a
a parté da giversidade biolégica

(Wga.
nis
mo "epresentatlvo constitue™ ena
i uitos organismos.

SQbre
a Terra, Cada espéc® é constituid?
5 iagd muitiplas, que

e amplitude consistem d



de . .=
monstram padroes compliexos de variagad

Assi A i
sim mesmo que uma espécie em perigo S
t » . - .
era perdido muito  de sua dwermdade

geneticamente  distintas dentro dé espéC!

seja reduzida a um resto, g sua extingéo t
mais provave! (EHRLICH: 1988).

MYERS (1997) glertou para © g a de perdé de populacees
mesmo considerando especies n&o am
pela redugéo da variabilidade genética: r

de . L,
populagdes assim comMo da espécie M

4.2 Analise Molecular do gen
phism)

(Single strand conformation P‘"Ym°r

fr
agmentos revelou rés haplotipos entre
Primeiro agrupou 8s populagées do Ma .
Catarina & Espirito Santc ©° erceiro @ POP! gao de M oo taches Vem
. ptagdes
E importante onfatizat Y€ ped
ac
ompanhadas de POUCa® mudan¢a@ , e a
Modificada pode compactar comp motéculd de DNA, pois favoret
fo x ,
rmagao de estruturas gecundaras: q
O resultado apresento concoradd . do Maran
Nuclear e mitocondrial (Par@ 5 gene - s pU\aQOGS
e .
Bahia permaneceram €M um me T o, Apresentd
Populacao de Minas Gerais permaneceu o grupe isolado. p
varj .
S fiante entre as duas rne’todotogh'ﬂ‘s 0
a
. nto, que por andlise de marcadores
S .. [ «
pirito Santo agrupado ¢o™ a populag?® ° yolugad muito
Em vertebrados, mtDNA gpresent? ma taxa e e 1987), em contraste 0™
Que scnDNA (single ¢oPY nuclear DNA) 0 et al-{ ’



Nvertebrados que exibem aproximadamente a mesma taxa de mudangas
(SUbStithgﬁes de nucleotideos ou aminoacidos) para ambos os genomas (VAWTER

%BROWN, 1985; POWELL et ., 1966).

|

|

Figura 8 Padrdo de variabilidade gerado por primer correspondente a regido de 534 p do
2 a 7-M.rufiventris, 2-(SC), 3-(ES), 4-(MG),

9eng mi .
. "® Mitocondrial 165 rRNA. 1-Apis mellfera,
(BaA), 6-(P1), 7-(mA).

VAWTER & BROWN (1986) relataram uma flutuagdo entre taxas de
"YOlug&0 entre miDNA & scnDNA como evidéncia de que genomas de diferentes

compa”imentos subcelulares em um organismo estdo sob diferentes controles e
f .
Orcas €volucionarias, que ndo séo uniformes e evoluem diferentemente em

diferemes taxa
o i ‘e da

-p *Pulaggo go Espirito Santo se encontrava em uma posicdo geografica
”?‘termediéria entre as populagdes de Santa Catarina, com a qual esta guariia
s'm”aridade para um gene mitocondrial, € Bahia, considerada como populagéo
Maig Proxima por marcadores nucleares, oxiste a possibilidade de estarmos em

"®9i&0 limite entre dois grupos distintos. genes

' ara
Algumas zonas hibridas apresentam clines concordantes p /
SZYMURA et al (1985); HARRISON et al.

res e mt DNAs, AVISE et al (1984);
! ' . . d
(1987)' OU ainda possuem um mosaico geneético com individuos apresentando



varj . .
iantes de haplétipos mitocondriais. BROWN & CHAPMAN (1991) caracterizaram
20

nas de contato entre subespécies de Fundulus heteroclitus, considerando genes

mit o
ocondriais e nucleares. SHEPPARD éf al. (1992) estabeleceram uma andlise

0 S
POpulacional em Ceratites capitata PoOr comparagéo de
zacdo e distribuigéo

variagbes no DNA

Mito . ;
condrial, tragando um possivel processo de coloni

9eografica.

Como um tnico individuo foi analisado nessa regi
ulagéo da

demos ainda considerar uma

ta < -
Xa de evolugao diferencial para mtDNA e scnDNA. A populagéo do Espirito Santo

is S ,
Olada a um tempo maior da populagao de Blumenau, ja estaria diferenciada da
o similar a Santa Catarina por uma

50, ndo podemos afirmar a

eXisteng . .
sténcia de um padréo similar ao hapldtipo da poP Bahia para colonias

|0Ca }
lizadas mais ao norte de Domingos Martins. Po

Mme m
Sma pelo DNA nuclear mantendo um haplétip

tax .
a de evolugdo mais lenta do gene 16S rRNA mitocon
o a outros genes mitocondriais.

déncia de mosaicismos foram

drial, que apresenta uma

Mmen
or acumulo de mutagdes quando comparad

A estabilidade do mtDNA e a nao evi

d . .
eMonstrados pela técnica de SSCP-PCR Embora o sequenciamento do DNA
corrida, nao se sabe qual evento,

indi ]
Que com precisdo o tipo de mutagao 0
rreu primeiro. portanto, 0 SSCP vem

duplicans
Plicagzo, delecdo ou mutagéo de ponto, 0¢0
lugéo e especiagéc.

auxil;
ar de maneira eficiente os estudos de evo
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5.CONCLUSOES

&s grupos distintos

PD permitiu & separagéo de tr
populagéo

a. O grupo 1 representado pela
mais distante dos demais. O grupo 2
arina como O segundo mais
cOes do Espirito Santo,

A andlise de 84 marcadores RA
:en:\;i:ade 27%- de distancia genétic
reprose ,:[ (Zerals, como 0 ge?eticamente
divergenta o pela 'populagao de Santa Cat

e e o terceiro grupo representado pelas popula

Bahis p:
ahia, Piaui e Maranhao.
nto para populagdes amostradas

e variabilidade significante

camente como as do

HOU

ve N , ,
grande similaridade intra populacmnal ta

ulagdes menores

de mai
Maior tamanho quanto para poP
mais proximas geografi

entre n
populagdes, com excegdo das

Piaui
Ui e Maranhao e entre as do Espirito ganto e Bahia.

Os pri
5 Primers longos selecionados conseguiram evidenciar dissimilaridades ndo
etec Yo

tadas por primers curtos entre éximas como as da

Bahi
hia e do Espirito Santo.

populagées muito pr

e da migragéo das fitag do
s entre as populagdes
ui e Bahia. Um
Santo e O

bandas por analis
elou trés haplétipo
es do Maranh&o, Pia
ta Catarina € Espirito

fc::;:::ragées entre o padrdo de
E-Jtnalis;_.;;tQ 163‘ r BNA mitocondrial rev ”
Segung as. O primeiro reune as populago
terceiroo-grupo abrange &S populagoes de San |
é formado pela populaga® de Minas Gerais:
DNA nuclear €
Maranha0,
3o de

e divergéncia entre
es provenientes do
amento € @ populag

HOu

\; .

€ concordancia entre 08 resultados d
0). populagd

Ondrial (para o gene analisad
m mesmo agrup

Paui
ut e .
Bahia permaneceram em U




isolado, para ambas as analises.
ntrado para as populagoes
PD os colocou em

Mi -
INnas Gerais permaneceu COMO grupo
En
) tretanto, o mesmo haplotipo mitocondrial foi enco
e - 21i

Blumenau e Espirito Santo. Andlise de marcadores RA

grupos distintos.

uma posicéo geografica

A n
pPopulagdo do Espirito Santo € encontra em
a, com a primeira

es de Santa Catarina € Bahi

int -
ermediaria entre as populagd
com a segunda maior

u Co "
guarda similaridade para um haplotip
proximi
Ximidade por marcadores nucleares. Apré
evolucso di : : X
oluggio diferencial para o DNA mitocondrial @ nuclear.

o mitocondrial,
sentando uma provavel taxa de

res nucleares e mitocondriais, na

nos limites ao sul da Bahia

os caminhos para a

Par
a esclarecer a divergéncia entre marcado

POpulagao do Espirito Santo, uma amostragem maior
e e
a0 norte da populagdo de Santa Catarina poderia definif

histori : «
Sria evolucionaria de tais populagoes:
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