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Paragrafos 33, 153, 158, 165, 178, 184 e 191 da 4° Gedrgica escrito por
Virgilio. A poesia era o meio de transmissédo das ideias cientificas mais
apropriado ao gosto e aos usos do tempo. Virgilio, que apresentava toda a
sua doutrina agronémica em versos, leu este poema ao imperador Augusto
que acabava de regressar, triunfante, duma campanha no Oriente, no ano
29 a.C.

..... Barram com cera as fendas estreitas e calafetam as aberturas
com resina e com flores, e conservam para estes mesmos empregos uma
cola reservada, mais pegajosa do que 0 visco e o pez.

Elas (sdo) as unicas que tém filhos comuns, e moradas comuns

duma cidade, e passam a vida debaixo de grandes leis.
Porquanto umas, por uma covengéo feita, guardam o alimento e ocupam-se
nos campos; uma parte pde no interior da morada os primeiros fundamentos
para os favos, uma lagrima de narciso e o branco visco da casca. Em
seguida, outras suspendem as ceras tenazes; outras alimentam os fetos
crescentes, esperanca da raga; outras condensam os purissimos méis, e
enchem as células com este néctar liquido.

Ha algumas (abelhas) as quais coube a guarda das portas, e por sua
vez observam as aguas e as nuvens do céu; ou recebem as cargas das que
chegam, ou, feito um esquadrédo, afastam dos cortigos os zangdes, bando
preguigoso.

O cuidado de fabricar solidamente os favos, e construir as casas
com a arte Dédalo, pertence as mais velhas. Mas as mais novas, fatigadas,
recolhem-se alta noite, cheias de tomilho nas pernas.

Ao amanhecer, rompem pelas portas; nenhuma demora ha; de novo
a Estrela da Tarde avisou as mesmas para se retirarem finalmente dos
campos e do pasto; entéio, dirigem-se as habitagGes.

Em seguida, logo que elas se recostaram nos alvéolos, faz-se
siléncio durante a noite, e um sono (benfazejo) apossa-se dos membros
fatigados.

Porém, nem elas se afastam bastante longe dos corticos, estando a
chuva iminente, nem se fiam do tempo, soprando os ventos

Firmino (1966)
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RESUMO

Tetragonisca angustula (Latreille, 1811), conhecida popularmente como
jatai, € uma das abelhas sem ferrdo mais comuns da regido Neotropical. Ela
apresenta locais de nidificacdo bem variados e é encontrada do México a
Argentina. Este trabalho determinou a distancia genética por marcadores RAPD
em populagdes de T. angustula provenientes de 26 lugares (3 paises da América
Latina), de duas amostras de Tetragonisca buchwaldi (jatai do Acre), usando Apis
mellifera como “outgroup”. Foram analisados 18 “primers” (11 curtos) e (7 longos)
que produziram 218 bandas com uma media de 3,8 polimorfismos por “primer”
para o grupo de jatai. A distancia genética por Porcentagem de Desacordo e
UPGMA dividiu a populacgéo de T. angustula em dois grupos a 0,139. O grupo 1
foi composto por Panama, Mirador, Barra do Corda, Domingos Martins, S&o
Francisco, Araxa, Canaa, Pedreira, Curitiba, Blumenau, Marica e Bocailva. O
grupo 2, foi constituido por Porangatu, Rio Verde, Uberlandia 1 e 2, Ribeirdo
Preto, Pilar do Sul, Prudentopolis, Campinapolis, Campina Verde, Grupiara,
Ladario, Cerro Azul, Posadas e Aristobulo del Valle. Panama foi o gendtipo mais
externo do grupo 1 com uma disténcia genetica de 0,121 enquanto que a
distancia genética maxima do grupo 2 foi de 0,072 para o grupo Argentino
(Posadas, Aristobulo del Valle e Cerro Azul). O gendtipo de Pilar do Sul obtido
pela analise de “cluster’ (grupo 2) aparentemente, ndo correspondeu a
distribuicdo geogréfica. Isto pode ter ocorrido devido ao local de coleta desta
amostra. Esta e, também, a de Prudentdpolis, foram coletadas de coldnias
provenientes destes locais que estdo em um meliponario em Ribeirdo Preto

desde 1993 e 1992, respectivamente. Os “primers” longos foram mais eficientes



na distingdo de grupos mais distantes ndo sendo, porém, para os genotipos mais
similares. Os “primers” curtos por sua vez, foram mais eficientes na distingao de
gendtipos mais proximos. O grau de distancia genética entre 7. angustula e T.
buchwaldi que pertencem ao mesmo género (0.519) foi maior do que entre T.
angustula e A. meliifera (0.525) que s&o de sub-familias diferentes. Quatro
suposi¢bes foram levantadas: 1). O numero de amostras de A. mellifera e T.
buchwaldi, usado neste trabalho, foi pequeno. 2). O numero de “primers” longos
(separa “clusters” mais altos) foi pequeno. 3). A eficiéncia da técnica de RAPD foi
comprometida em grupos hierarquicos mais altos. 4). 7. buchwaldi estd mais
distante de T. angustula do que é observado pela morfologia. Para elucidar esta
questdo, novos experimentos RAPD usando mais amostras de 7. buchwaldi e
“primers” longos, além de trabalhos de biologia e revisdo sistematica do grupo,
serdo relevantes. Foram encontrados 5 marcadores moleculares (provenientes de
dois “primers”) capazes de distinguir os dois grupos de 7. angustula. Um padrao
de distribuicdo mais abrangente para o “cluster” 2 (correspondente a T. a. fiebrigi)
foi encontrado, correspondendo ao nordeste da Argentina, oeste dos Estados do
Parand, Santa Catarina, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias e nos Estados de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul. O grupo 1 (correspondente a 7. a. angustula)
encontrou-se distribuido no Panama, Maranh&o, Norte de Minas Gerais e pela
Mata Atlantica alcangou o Estado de Santa Catarina. Exceto para as amostras do
Norte de Minas (Bocaitiva e S&o Francisco) e Araxa, o “cluster” 1, de uma
maneira geral, encontrou-se distribuido em florestas Umidas. N&o foi possivel
estabelecer os limites entre os grupos na regido norte de Mato Grosso, Goias,
Tocantins e Amazodnia, por falta de coleta nestes locais. Marcadores RAPD
mostraram ser uma eficiente ferramenta molecular para estudos de populagdes

em Meliponineos.



ABSTRACT

Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) popularly known as ‘jatai’, is one of
the most common stingless bees of the Neotropical region. It presents well varied
nidification sites and it is found from Mexico to Argentina. This research
determined the genetic distance through RAPD markers among 29 bee
populations comprising: 26 samples of 7. angustula from 26 different places in
three Latin America countries; two samples of T. buchwaldi (‘jatai’ from Acre) and
one sample of Apis mellifera as the outgroup. Eleven short and seven long
primers were used in this analysis. They produced 218 bands with an average
number of polimorfism per primer of 3,8 for the ‘jatai’ group. The genetic distance
as Percent Disagreement (PD) divided the T. angustula population in two groups
at the level of 0,139. Group 1 was formed by the samples: Panama, Mirador,
Barra do Corda, Domingos Martins, Sao Francisco, Araxa, Canaa, Pedreira,
Curitiba, Blumenau, Marica and Bocailva. Group 2 comprised: Porangatu, Rio
Verde, Uberlandia 1 and 2, Ribeirdo Preto, Pilar do Sul, Prudentdpolis,
Campinapolis, Campina Verde, Grupiara, Ladario, Cerro Azul, Posadas and
Aristébulo del Valle. Panaméa was the most different genotype within group 1, with
a genetic distance of 0,121 from the outhers, while the maximum distance within
group 2 was 0,072 for the Argentinian group (Posadas, Aristobulo del Valle and
Cerro Azul) in relation to the others in the same group. The genotype of Pilar do
Sul obtained by the cluster analysis (group 2) apparently does not correspond to
its geographic distribution. This may have ocurred due to the fact that this sample,
and also the one from Prudentopolis, were collected in a meliponary in Ribeirdo

Preto which were kept there since 1993 and 1992, respectively. The long primers




[: |

were more efficient in the distinction of more distant groups, while short primers
were more efficient in the distinction of closer genotypes. The genetic distance
(0,159) between T. angustula and T. buchwaldi which belongs to the same genus
was larger than between T. angustula and A. mellifera (0,525) which are from
different sub-families. Four suppositions were raised: 1): the number of samples
of A. mellifera and T. buchwaldi used in this study was small; 2): the number of
long primers was small; 3): the efficiency of the RAPD technique was endangered
in higher hierarchical groups. 4). T. buchwaldi is more distant from T. angustula
than it is observed morphologically. To elucidate this question, new RAPD
experiments using more T. buchwaldi samples and a large number of long
primers, besides further biology and systematic research are needed. Five
molecular markers (from two primers) were able to distinguish the two T.
angustula groups. A larger pattern of distribution for cluster 2 (correéponding toT.
a. fiebrigi) was found, corresponding to Northeast Argentina, West Parana, Santa
Catarina, S&o Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso and Mato Grosso do Sul.
Group 1 (corresponding to T. a. angustula) was distributed in Panama, Maranhéo,
North Minas Gerais and through the Atlantic forest reached the state of Santa
Catarina. Except for the samples of North Minas Gerais (Bocaitva and S&o
Francisco) and Araxa, cluster 1, in @ general manner, was found distributed
throughout rain forests. It was not possible to establish limits between groups in
the Northern Mato Grosso, Goias, Tocantins and the Amazon region, due to the
lack of collectings in such areas. RAPD markers were considered to be an

efficient molecular tool for the study of populations in meliponines.



1. INTRODUGAO

1.1. A Familia Apidae

Os insetos constituem o0 grupo de animais dominante na Terra.
Uitrapassam, em nuUmero de individuos, todos os outros animais e ocorrem
praticamente em todos os lugares (BORROR & DELONG, 1988). Na classe
Insecta, a superfamilia Apoidea, com 9 familias, destaca-se por sua grande
diversidade de comportamentos sociais e por suas multiplas relagdes com
plantas e animais.

As abelhas estao presentes em todos os lugares da Terra, exceto em
desertos como o Saara e em lugares frios como a Antartida. Entretanto, o maior
numero de espécies e abundancia de individuos encontram-se nos fropicos. A
familia Apidae, que inclui também as abelhas com corbicula, esta sub-dividida em
quatro sub-familias: as de comportamento eusocial: as meliferas (Apinae) e as
sem ferrdo (Meliponinae); os primitivos Bombus sociais (Bombinae) e as de
comportamento parasocial ou solitario (Euglossinae) (KERR, 1969; SAKAGAMI,
1982; MICHENER, 1990; CAMERON, 1993; SANTOS, 1993).

As abelhas da sub-familia Meliponinae, também conhecidas como abelhas
indigenas sem ferrdo, séo responsaveis pela polinizagédo de 40 a 90% da flora,
conforme o ecossistema (KERR et al, 1996). Elas possuem distribuicdo
pantropical, com maior diversidade de formas nos tropicos das regibes
Neotropical e Indo-Malaia (SAKAGAMI, 1982; WILLE, 1983; CAMARGO, 1989,
ROUBIK, 1989; MICHENER, 1990, CAMARGO & PEDRO, 1992). Embora certos

taxa sejam restritos as zonas subtropicais do hemisfério sul (CAMARGO, 1989;




CAMARGO & PEDRO, 1992), ainda hoje, sdo poucos os estudos sobre sua
biologia, genética, ecologia e evolugdo, quando comparados com Drosophila,
Apis e Bombix.

Os Meliponineos sao distinguiveis das outras abelhas pela reducéo e
fragilidade da venagdo das asas, atrofia do ferrdo e presenca de penicilio na tibia
(conjunto de cerdas grossas e longas, localizado na tibia posterior) (MOURE,
1961: SAKAGAMI, 1982; WILLE, 1983; CAMARGO, 1989; MICHENER, 1990).

MOURE (1961), por meio da morfologia e da origem da rainha, dividiu os
Meliponinae em duas tribos: Meliponini e Trigonini. Melipona é o Unico género
dos Meliponini e é restrito apenas a regido neotropical. Os Trigonini por sua vez,
sdo constituidos de 55 géneros (com 2 géneros fosseis) e apresentam uma ampla
variaggdo na biologia, morfologia e comportamento. Estes encontram-se
distribuidos em todas as areas citadas (CAMARGOQ & PEDRO, 1992).

1.2. A espécie Tetragonisca angustula

A distribuigéo geogréfica do género Tefragonisca € ampla, abrangendo-se
do México & Argentina. Ele apresenta quatro espécies, as quais, 7. angustula
Latreille, T. buchwaldi Friese e T. pfeifferi Friese s&o bem conhecidas
(MICHENER, 1990).

T. angustula, conhecida popularmente como jatai, jati, jatei, yatei,
angelitos, emerim, mirim, abelha ouro, entre outros, € uma das abelhas sem
ferrdo mais comuns da regido Neotropical. Ela apresenta locais de nidificagéo
bem variados, sendo encontrada em florestas virgens, cerrados, moirées de
cerca, buracos em parede e até no centro de cidades de grande porte como, por
exemplo, 0 Rio de Janeiro (NOGUEIRA-NETO, 1970; IMPERATRIZ-FONSECA,
et al., 1984; MUXFELDT, 1986, NOGUEIRA-NETO, 1997). Além disso, um outro
fato que contribui para a sua grande popularidade € a atribuigéo de propriedades
terapéuticas ao seu mel. Ele tem sido usado no tratamento de vérias oftalmias e
doencas pulmonares (IOIRICH, 1981; IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1984).



S3do conhecidas duas sub-espécies de jatai: Tetragonisca angustula
angustula Latreille e T. angustula fiebrigi Schwarz. A ocorréncia de 7. a. fiebrigi
restringe-se ao Sul do Brasil (Santa Catarina, parte do Parana e Vale do rio
Parand, em Sao Paulo), Argentina e Paraguai (NOGUEIRA-NETO, 1970),
enquanto que nas demais localidades, a forma existente é a T. a. angustula.

Os primeiros trabalhos feitos com esta espécie datam do inicio deste
século. Naturalistas estrangeiros, em visita ao Brasil (DUCKE, 1901, 1902, 1906;
MULLER 1921 e VON [HERING, 1930 e 1933 apud IMPERATRIZ-FONSECA et
al., 1984) relataram as plantas visitadas por jatai para coleta de néctar e polen.

Até meados da década de 70, os trabalhos com esta espécie restringiram-
se a aspectos de nidificagéo, flora visitada, estudos taxondmicos, processos de
enxameagem, comunicagéo e distribuigdo geografica (MARIANNO FILHO, 1911,
SCHWARZ, 1948; NOGUEIRA-NETO, 1954, 1970; LINDAUER & KERR, 1960). O
aprisionamento de rainhas virgens e as etapas da formac&o de uma nova colonia
nesta espécie foram observados por KERR ef al. (1962) em estudo sobre
reprodugé&o das abelhas sociais.

Em 1979, IWAMA & MELHEM estudaram a composigdo do mel de T. a.
angustula e o seu espectro polinico. Eles verificaram a presenga de 55 tipos
polinicos para o ano de 1977, na Cidade Universitaria (SP). Semelhantemente,
IMPERATRIZ-FONSECA et al. (1984) coletaram amostras de mel e pdlen em
colméias de T. a. angustula, referente ao ano de 1981, no Campus da USP-Sé&o
Paulo e concluiram que estas abelhas visitaram 180 espécies vegetais
pertecentes a 45 familias diferentes para coleta de alimento. Isto, sem duvida, é
fator importante no sucesso dessa abelha. IMPERATRIZ-FONSECA & AGUILAR
(1984) estudando intensidade de vbo de T. a. fiebrigi, observaram que as
condicdes de clima (variagdo da temperatura, umidade relativa do ar e
intensidade luminosa) sdo muito importantes para que uma determinada espécie
de abelha seja utilizada como agente polinizador ou produtor de mel.

A influéncia da temperatura sobre as atividades de jatai ainda foram
avaliadas por PRONI & HEBLING-BERALDO (1985) apud GROSSO (1993) que

determinaram a tolerancia as variagbes térmicas, isto é, os valores letais



inferiores e superiores para ambas as subespécies de T. angustula, nos periodos
de inverno e verdo. Eles, ainda, confirmaram a existéncia de mecanismos
termorreguladores ativos nos ninhos de jatai, onde, provavelmente, grande parte
do calor produzido na area de cria seria resultante do isolamento propiciado por
materiais como o involucro ou batume ou devido ao local habitado.

Estudos referentes a abundancia relativa e a utilizagédo de recursos por T.
angustula foram realizados por KNOLL & IMPERATRIZ-FONSECA (1987). Elas
avaliaram suas preferéncias florais e concluiram que a espécie pode ser
considerada generalista em relagdo a escolha de locais para nidificagao e
utilizacao de recursos alimentares.

Poucas espécies de Meliponineos apresentam um comportamento de
defesa eficiente, pelas operarias. A jatai € uma delas: cerca de 10 a 20 operarias
ficam voando “paradas” de 20-50 cm da entrada da colméia. WITTMANN (1985)
as considera como kamikazes, prontas a se sacrificarem contra a grande inimiga
Lestrimelitta limao. ZEIL & WITTMANN (1989), KELBER & ZEIL (1990) e ZEIL &
WITTMANN (1993) também ressaltaram a importéancia da referéncia de
posicionamento de vdo das abelhas guarda, bem como a localizagdo da entrada
do seus ninhos.

FOWLER (1979) fez um levantamento dos ninhos de T. a. fiebrigi em
habitat natural, na regido central do Paraguai. Ele observou que o sitio de
nidificacéo foi predominante nas raizes das arvores, sendo utilizadas pelo menos,
28 espécies diferentes. A dispersdo das coldnias foi ao acaso e ocorreu numa
densidade de 3,7 coldnias/hectare. ROUBIK (1983), em um estudo de
populagdes, alimento estocado e arquitetura do ninho de 351 coldnias (cerca de
40 espécies) de meliponineos nas florestas do Panama, observou que 18
coldnias eram de T. angustula.

BALESTIERE, em 1989, verificou a proximidade das coldnias de T.a.
angustula e Nannotrigona t. testaceicornis a areas agricolas e avaliou a
toxicidade de inseticidas organofosforados, carbamatos, organoclorados e
piretréides por aplicagéo topica, em operarias adultas. Todos os nove inseticidas,

testados por ele, foram considerados altamente toxicos para estas espécies.



Um trabalho, hoje classico, de CAMARGO & POSEY (1990) coloca T.
angustdla entre as abelhas sem ferrdo mais conhecidas pelos indios Kayapo.
Eles dispdem de muitas informagdes sobre nicho, estrutura de ninhos, ciclo de
vida, alimentagéo, morfologia, Comportémento e ecologia desta especie. Além
disto, a mitologia associada as abelhas, ao mel e a seus outros produtos
apresenta grande importancia social entre os indios da tribo.

FERREIRA (1993) analisou a estratégia reprodutiva de T. a. angustula e
GROSSO (1993) os aspectos biondmicos, envolvendo arquitetura de ninho,

diviséo de trabalho e processo de aprovisionamento e oviposigéo.

1.3. Dos Marcadores Bioquimicos em Meliponineos

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de
genética eram controlados por genes associados a caracteres morfologicos de
facil identificac@o visual.

HUBBY & LEWONTIN (1966) e LEWONTIN & HUBBY (1966), em estudos
com Drosophila e HARRIS (1966) com humanos, impulsionaram o estudo de
variagdo genética por polimorfismos protéicos em populagbes naturais. Eles
observaram que a variagéo alélica em genes estruturais poderia ser detectada
por eletroforese e que esta se comportava de maneira mendeliana. Assim, os
fenotipos observados poderiam ser equacionados a genotipos homozigoticos e
heterozigdticos.

O principio basico da técnica de isoenzimas reside no uso de eletroforese
em gel de amido (SMITHIES, 1955) e na visualizag&o do produto enzimatico por
métodos histoquimicos (HUNTER & MARKERT, 1957). Assim, enzimas com
multiplas formas moleculares apresentam diferencas na mobilidade em um campo
elétrico. Essas diferengas de migragéo séo resultantes de diferencgas ao nivel de
sequéncias de DNA que codificam tais enzimas.

Esta técnica é, relativamente, rapida e barata. O controle genético é

conhecido para a maioria das isoenzimas e os gendétipos heterozigotos e



homozigotos de um determinado /ocus sao, facilmente, identificados nos padroes
de bandas observadas no gel, ou seja, os alelos isoenzimaticos sdo co-
dominantes.

Embora as isoenzimas sejam consideradas marcadores seletivamente
neutros, o nivel de polimorfismo enzimatico possui um certo limite, uma vez que
estas enzimas possuem fungdes metabolicas importantes. Outros fatores
restringem o seu uso: o numero total de /oci que podem ser detectados no
genoma € baixo; modificagbes pés-traducionais das enzimas, produzindo as
chamadas ‘“isoenzimas conformacionais’, as quais diferem em estruturas
secundarias e terciarias. Também, podem ocorrer diferengas na atividade
isoenzimatica associadas a estagios diferentes de desenvolvimento (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1996).

O primeiro artigo publicado sobre variabilidade alozimica em meliponideos
foi o de CONTEL & MESTRINER (1974). Eles descreveram o primeiro
polimorfismo dos Meliponineos no locus Est 3 de Melipona subnitida e M.
quadrifasciata. A partir de entdo, uma grande quantidade de informagdes sobre
polimorfismos de populagdes tém sido descrita para o grupo. CONTEL &
MESTRINER (1975) e RESENDE (1997) caracterizaram a atividade esterasica
durante o desenvolvimento ontogenético de trés espécies de Melipona. CONTEL
& KERR (1976) e MACHADO et al. (1984) estudaram a origem dos machos
produzidos por rainhas e operarias em M. subnitida e Plebeia droryana,
respectivamente. WAGNER & BRISCOE (1983), DEL LAMA & MESTRINER
(1984), FALCAO (1984), LIMA & MESTRINER (1985), MACHADO & CONTEL
(1989; 1991a,b), FALCAO & CONTEL (1990; 1991a,b), YONG (1991), CURSINO
& CONTEL (1991), MACHADO et al. (1992), CURSINO (1993), SANTOS (1993),
entre outros, analisaram os padrées protéicos de diferentes espécies para varios
sistemas enzimaticos.

CASTANHEIRA (19995) analisou populagbes de Tetragonisca angustula e
Plebeia droryana para glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH), isocitrato
desidrogenase (IDH), malato desidrogenase (MDH), enzima maélica (ME),

hexoquinase (HK) e fosfoglicomutase (PGM) e descreveu um polimorfismo para o



locus da hexoquinase, cujo alelo HK® parece indicar um marcador da subspécie
T. a. fiebrigi. Indicou 5 variantes raras da enzima GPDH e descreveu dois

polimorfismos (MDH e PGM) para P. droryana.

1.4. Dos Marcadores Moleculares -

Depois do grande avango proporcionado pelo estudo das isoenzimas, a
partir da década de 70, foi descoberto um grupo de enzimas (endonucleases) que
eram capazes de cortar a molécula de DNA em grande numero de sitios
especificos (SOLLER, 1990). O DNA digerido e seus fragmentos, separados em
gel de agarose, podem ser hibridados corﬁ uma sonda (geraimente um
oligonucleotideo marcado com P*) e entéo expostas a um filme de raio X. Esta
técnica que utiliza os polimorfismos por tamanhos de restricdo (RFLP -
Restriction Fragment Length Polymorphism) produzidos por endonucleases e o
aparato de hibridagdo de SOUTHERN (1975) foram propostos ha cerca de 20

anos, pela primeira vez, para estudos de detecgéo de mutagdo em DNA de virus

(GRODZICKER et al., 1974). Assim como as isoenzimas, marcadores RFLP

possuem expressdo co-dominante, sendo possivel identificar os genotipos
homozigotos e heterozigotos.

Embora, em pouco tempo, 0S marcadores RFLP tenham se tornado uma
ferramenta til em estudos de evolugdo, sistematica, melhoramento animal e
vegetal, as limitagdes financeiras e de tempo tém sido as principais restricées ao
seu uso.

Um avango extraordinario ocorreu quando KARY MULLIS, na década de
80, concebeu a tecnologia da reagéo em cadeia da polimerase (PCR-Polymerase
Chain Reaction). Isto Ihe valeu o Prémio Nobel de Quimica em 1993.

A PCR é um método in vifro de produgdo de grandes quantidades de
fragmentos de DNA a partir de pequenas quantidades, por uma polimerase
termo-estavel (Tag DNA polimerase). Na amplificagdo enzimatica pela

polimerase, um fragmento e flanqueado por dois oligonucleotideos que hibridizam
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com as cadeias opostas da sequéncia alvo. Ciclos repetidos de desnaturagéo do
DNA molde, anelamento dos “primers” e extensdo destes pela Tag DNA
polimerase, resultam em amplificagdo dos segmentos definidos pelo termino &'
dos “primers’. O produto de extens&o de cada “primer’ serve como molde para
outro “primer” no ciclo seguinte. Assirh, em cada ciclo, dobram-se as quantidades
do fragmento produzido (WHITE ef al., 1989).

" SAIKI et al. (1985) fizeram a primeira amplificagdo enzimatica de uma
sequéncia especifica para diagnostico da anemia falciforme em humanos. A
polimerase usada era a DNA polimerase | de E. coli, sendo esta adicionada a
cada ciclo da desnaturaggo. O isolamento de uma polimerase de uma eubactéria
termofilica (Thermus aquaticus) por SAIKI et al. (1988) apud BORGES (1997)
resolveu o problema da reposi¢éo de polimerase a cada ciclo. Eles contribuiram
em muito para o estudo de cinética enzimatica, mostrando que o tempo de
extens@o, quantidade de Tag e temperatura de anelamento influenciam na
especifidade da enzima.

Com o ‘desenvolvimento da tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase,
inimeras outras técnicas (AFLP, RNA display, VNTR e outras) foram
desenvolvidas para a detecgéo de polimorfismos de DNA. Uma dessas técnicas,
que tem sido muito usada em estudos de populagdes, foi desenvolvida
independentemente por WILLIAMS ef al. e WELSH & MACCLELLAND (1990). A
técnica foi denominada de DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD -
Random Amplified Polymorphic DNA) e AP - PCR (Arbitrary Primed-Polymerase
Chain Reaction), respectivamente. Independentemente do nome utilizado e das
pequenas variacdes na metodologia, a técnica de PCR utilizando “primers” de
sequéncia arbitraria (cerca de 10 pares de bases), e utilizada sob condigdes de
baixa estringéncia. O ‘“primer’ encontra varias sequéncias de DNA

complementares; quando tais sequéncias est&o a menos de 4000 pares de bases

e em orientacdo oposta, a regido do DNA inclusa pode ser amplificada pela

polimerase.
> O comportamento dos marcadores RAPD é de carater dominante. Os

polimorfismos s&o detectados como presenga (homozigoto dominante e



heterozigoto) ou auséncia de bandas (homozigoto recessivo). A auséncia de
banda representa o conjunto de todos os alelos de um determinado /ocus que
n&o pode ser amplificado devido a insergdes, delegdes ou mutagdes de ponto no
sitio de anelamento dos “primers”. Assim, a técnica RAPD detecta apenas um
alelo em cada locus. Embora a grande maioria dos marcadores RAPD possua um
comportamento dominante, existe a possibilidade de se amplificar ambos os
alelos de um Jocus (individuo diploide), utilizando o mesmo “primer”.
Codominancia de marcadores RAPD resulta de pequenas insergdes ou delegoes
de DNA entre os sitios de iniciagéo dos “primers”, sendo que sua detecgé@o so
pode ser feita por andlise de segregacdo de marcadores (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996). Esse carater co-dominante foi obtido pela primeira vez
por HUNT & PAGE (1992a) em estudo de segregagdo de marcadores RAPD em
Apis mellifera.

A facilidade de detectar marcadores RAPD (n&o necessitam de
informacgdes prévias‘ sobre a sequéncia de DNA a ser amplificada), a pequena
quantidade de DNA requerida e a automatizagéo do processo (muito eficiente em
termos de baixos custos e tempo requerido) (THORMANN & OSBORN, 1992;
SCHIERWATER, 1995) fazem com que esta técnica seja muito usada em analise
de fluxo génico, identificagdo de cultivares e especies, mapeamento e outros.
Entretanto, esta técnica apresenta algumas limitagdes. A natureza dominante dos
marcadores ndo permite a distingao de um Jocus em estado heterozigoto, exceto,
por andlise de segregagdo dos marcadores, em progénies. A falta de
reprodutibilidade entre as reagdes € outra, sendo, a maior limitagao.

A falta de reprodutibilidade tém levado pesquisadores de diversos
laboratérios a estabelecerem suas condiges Otimas de trabalho.
SCHIERWATER & ENDER (1993) compérou 0 padrédo de amplificagéo de 13
DNA polimerases comerciais. Eles observaram que todas as polimerases
derivadas de T. aquaticus produzem amplificagbes similares (mas néo idénticas),

enquanto que todas as polimerases de outras fontes (exceto Thermus flavus)

amplificaram muito pouco ou nenhum produto.



A amplificacdo de DNA em PCR de um modo geral, € significativamente,
afetada pela temperatura, concentracdo de MgCl,, sequéncia dos “primers” e
DNA molde. MURALIDHARAN & WAKELAND (1993) compararam duas
concentragdes de “primer” e DNA molde. Algumas bandas detectadas em baixa
concentracgo (15 ng de primer e 25 ng de DNA) estdo ausentes em produtos de
alta concentracéo (45 ng primer e 100 ng de DNA) sendo que nesta, novas.
bandas aparecem. WEEDEN et al. (1992) também observaram a pureza e 0
efeito da concentragdo do DNA em manterem o padrdo de produtos RAPD (3 a
30 ng por 25 pl de reagéo) e de MgCl,, (entre 2 a 5 mM).

ROUX (1995) descreveu alguns agentes inibidores, incluindo detergentes
ibnicos (SDS, sarcosil, usados na extragdo de DNA), fenol, heparina, xileno
cianol, azul de bromofenol e proteinase K que podem interferir na reagéo de
PCR, nédo necessariamente nas amplificagbes RAPD. Ele recomenda inativar a
proteinase K a 95° por 5 min. para evitar a digestdo da Taq polimerase como,
também, manipular a concentragdo de MgCl,, desde 0,5 mM até 5 mM em
intervalos de 0,5 mM.

Variagdes nos padrées RAPD s&o observados entre termocicladores e.
entre polimerases diferentes. MEUNIER & GRIMONT (1993) testaram dois
termocicladores e 2 marcas diferentes de Taq polimerase com diferentes
amostras de DNA, por 6 vezes. Eles observaram que a reprodutibilidade foi
excelente quando usados 0 mesmo termociclador e Tag polimerase. O mesmo
nao aconteceu, quando o aparelho e a Taq eram diferentes. Um outro fator critico
nas reagdes, usando-se termocicladores diferentes (ciclo répido e tradicional com
aquecimento de placa), € 0 aparecimento de fragmentos multiplos (WITTWER &
GARLING, 1991), que surgem em maior frequéncia, devido ao aumento no tempo
de salto (tempo gasto para se atingir & temperatura de anelamento a partir da
temperatura de desnaturagéo). '

O tamanho dos fragmentos amplificados também podera variar em fungéo
do tamanho dos oligonucleotideos com sequéncias arbitrarias usados; 20 pb para
AP-PCR (arbitrarily primed PCR) (WELSH & MCCLELLAND, 1990), 10 a 12 pb
para RAPD (random amplified polymorphic DNA) (WILLIAMS et al. 1990) e 5 pb



para DAF (DNA amplification fingerprinting) (CAETANO—ANOLLES etal, 1991). A
variacdo fica em torno de 500 pb para AP-PCR e DAF e de 300 a 4.000 pb para
RAPD.

“Uma vez que todos esse fatores forem controlados, diagnosticos com
marcadores RAPD, identificados em diferentes laboratérios, poderéao ser
permutaveis e condizentes (SCHIERWATER & ENDER, 1993). Alem do mais, de
uma maneira geral, nenhuma técnica molecular é superior a oufra, pois a
eficiéncia nos resultados iré depender da adequagdo da técnica usada para
responder a quest&o proposta (SCHIERWATER, 1995).

1.5. RAPD em Populag¢6es de Insetos

A reconstrugdo da histéria filogenética em populagbes de insetos por
marcadores RAPD tem recebido grande atencdo em virtude das facilidades da
técnica. CARTER et al. (1996) estimaram a divergéncia genética por analise de
“cluster’ e isoenzimas em populagdes do besouro Tomicus piniperda, nos
Estados Unidos. A populagéo de llinois foi a mais divergente a um limite de 0,895
e a média das distancias das outras populagdes foi de 0,595. A comparagao :,
entre as médias das distancias genéticas e geograficas sugeriu estabelecimentos

separados para T. piniperda, em llinois, (proximo ao lago Michigan) e em Ohio,

(proximo ao lago Erie). Os marcadores RAPD indicaram que a populagéo atual é

derivada de 2 grupos fundadores que, gradualmente, se intercruzaram na regiéo Do

Oeste de Indiana.
Ao contrario dos dados obtidos para proteinas, que sugerem baixos niveis

de variabilidade genética para himenopteros, LU & RANK (1996) estimaram uma
diversidade genética 10 vezes superior a encontrada, por dados de isoenzimas,
para machos (n) de 5 populagdes geograficamente isoladas, de uma abelha
polinizadora de alfafa (Megachile rotundata). Foram testados 16 “primers” (130
bandas polimorficas) e os resultados foram obtidos por calculos da

heterozigosidade, divergéncia de nucleotideos e distancia genética.



TABERNER et al. (1997) caracterizaram a populagado de um coledptero
que ataca plantagdes de beterraba destinadas a produgéo de agucar, no Sul da
Espanha. A distancia genética entre as populagdes foi estimada por 8 “primers” e
foi possivel verificar que houve um unico evento de colonizagéo, bem como inferir
a evolugéo desta peste, nas plantagdes vizinhas.

Muito pouco em marcadores RAPD foi feito, até o momento, para os
apideos. O primeiro trabalho em Apis mellifera foi feito por HUNT & PAGE
(1992a), em que foi demonstrado, pela primeira vez, que marcadores RAPD nao
sdo herdados somente de maneira dominante. Por meio de segregagdo dos
marcadores RAPD em rainhas (2n) e zangbes (n) obtidos por inseminagao
instrumental, foram encontrados 4 tipos de polimorfismos em zangdes e rainhas
virgens F1. Os polimorfismos para presenga/auséncia e intensidade de banda
foram herdadas de maneira dominante. Os polimorfismos por tamanho de
fragmento que segregaram na proporgéo de 1:1 na progénie de zangdes, seriam
marcadores alélicos para zangdes ou estariam compactamente ligados em trans.
O ultimo tipo de polimorfismo foi observado como uma banda especifica de
zangdes 2n, obtidos por retrocruzamento. Observou-se que, quando os produtos
amplificados de PCR de dois zangdes hapldides diferentes eram misturados, uma
banda especifica de zangdes 2n se restabelecia, sendo portanto alelos diferentes
do mesmo locus, presentes em heterozigosidade na rainha.

O locus da determinacéo de sexo (XO) em Apis mellifera foi mapeado pela
segregacdo de marcadores RAPD em cruzamentos por inseminag&o instrumental
(HUNT & PAGE, 1992b). Foi obtido um marcador polimorfico para zangbes
dipldides. Este foi clonado e parcialmente sequenciado. “Primers” foram
construidos para este focus (STS — “sequence tagged site”) e a progénie foi
testada. Observou-se que os marcadores RAPD e STS foram codominantes
(devido a ocorréncia de alelos para tamanho de fragmento). Quatro zangdes
dipidides da progénie foram homozigotos para esses marcadores e somente 3 de
181 operarias 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 ligagao de Apis mellifera
com base em 365 marcadores RAPD polimérficos. Os testes foram feitos em
machos (F1) originados de cruzamentos artificiais com outros dois marcadores
segregantes: a cor preta do corpo e o Jocus da malato desidrogenase. O mapa de
marcadores cobriu 3110 cM em 26 grupos de ligagdo, sendo o tamanho total do
genoma estimado em 3450 cM. Foi observado que, pelo tamanho do mapa, existe
uma alta taxa de recombinagéo nesta espécie.

Uma outra linha de pesquisa foi adotada por HUNT ef al. (1995)
associando marcadores RAPD ao comportamento de forrageamento em
operarias de A. mellifera. Eles identificaram dois Joci, por segregacgéo, que afetam
a quantidade de pélen estocado em colonias, distinguindo abelhas forrageadoras
de pdlen ou néctar.

“Considerando que nao existem trabalhos sobre a variabilidade por
marcadores RAPD em nenhuma espécie de Meliponineo, até o momento, este
trabalho foi realizado com o seguinte objetivo: determinar a distancia genética
entre as populagbes T, angustula e T. buchwaldi (jatai do acre), provenientes de
26 localidades, utilizando a técnica de DNA amplificado ao acaso (RAPD). Para

isto, serdo identificados “primers” polimorficos no grupo, utilizando A. meliifera

para comparagao “outgroup”.



2. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi desenvolvido nos Laboratdrios de Genetica e
Genética Molecular, ambos do Departamento de Genética e Bioquimica (DEGEB)

da Universidade Federal de Uberlandia.

2.1. Material Biologico

Foram avaliadas 26 amostras de Tetragonisca angustula Latreille 1911
(jatai) e duas amostras de T. buchwaldi Friese (jatai do Acre). Uma amostra de
Apis mellifera L. (abelha africanizada) foi usada como “outgroup”. LI & GRAUR
(1991) definem “outgroup” como uma espécie ancestral ou ainda como espeécie
menos relacionada as outras analisadas. As amostras, cedidas por
pesquisadores e meliponicultores dos locais de origem (Figura 1), constituiram-se
de operarias campeiras coletadas com pugas, na entrada de suas respectivas
colméias. As amostras foram colocadas em frascos limpos, com alcool absoluto e
assim mantidas até chegarem ao laboratorio. POST et al. (1993) em um estudo
de métodos de preservagéo de insetos para estudo de DNA, afirmaram que os
melhores métodos de preservagao sdo o nitrogénio liquido, etanol estocado a
4°C ou dessecagao imediata em silica gel. Considerando a facilidade de se

encontrar alcool em qualquer local, este foi o método adotado.
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(6) - Campinapolis, (7) - Ladario, (8) - Domingos Martins, (9) - Marica, (10) - S&o
Uberléndia 1e 2 (14) -

Panama, (2) - Mirador, (3) - Barra do Corda, (4) -

(1) -
Francisco, (11) - Bocaiuva, (12) - Grupjara, (13) -
Campina Verde, (15) - Araxa, (16)ngnaa, (17) - Ribei
(19) - Pilar do Sul, (20) - Prudentopolis, (21) -
Posadas, (24) - Aristébulo del Valle, (25) - Cerro Azul.

Curitiba, (22) -

réo Preto, (18) - Pedreira,
Blumenau, (23) -

Rio Verde,



" No laboratério, um individuo de cada uma das amostras, foi reidratad

fampao (TrisCl 10mM, pH 8; NaCl 100mM e MgCl, 1mM) e enviad .
identificagdo. As amostras foram identificadas pelo Prof. Dr. Jodo M. F N
Camargo (USP - Ribeirdo Preto) e encontram-se depositadas no Lal;or:t]ggz :z

dade Federal de Uberlandia.
identificadas a nivel de subespécie, devido a

Genética da Universi

Muitas amostras foram
coloragédo do mesepisterno (estrutura toraxica em baixo das asas, que disti

as duas subespécies) (CASTANHEIRA, 1995). As subespécies das demai
ais

amostras nao foram determinadas, pois a estocagem em alcool alte
rou a

coloragdo destas.

As amostras foram mantidas em freezer a -80°C até a extragao do DNA

Tabela 1. Identificagéo e origem das 29 amostras avaliadas neste estudo

Origem
Uberlandia — MG
Rio Branco - AC
Rio Branco - AC
Panamé ~ América Central ®

Espécie

1. Apis mellifera L.
2. Tetragonisca buchwaldi
3. T, buchwald®

(Friese)’

fula (Latreille)

4. Tetragonisca angus

5. T angustula Mirador — MA

6. T angustula fiebrigi (Schwarz) Barra do Corda — MA

7. T.a. fiebrigi Porangaty — GO

8. T.angustula Rio Verde —~ GO

9. T a. fiebrigi Campindpolis — MT

10. T. angustula Ladario - MS

11. T.angustula Domingos Martins — ES

12. T.angustula Maricd - RJ

13. T.angustula Bocaitva — MG

14. T.angustuld Sao Francisco — MG

15. T, angustula Uberlandia — MG*

16. T.angustula Grupiara ~ MG

17. T. angustula Araxa — MG

18. T.angustula Campina Verde — MG

19. T. angustula Canad - MG

20. T.angustuld Ribeirdo Preto — SP

21. T angustula Pedreira ~ SP

22. T angustula Pilar do Sul - SP

23, T.angustula Curitiba - PR

24, T a. fiebrigi Prudentépolis — PR

25, T.angustula Blumenau -~ SC
Posadas ~ Misiones, Argentina

Aristébulo del Valie, - Mis., Argentina

26. T. angustula
Cerro Azul — Mis., Argentina

27, T.angustula
28 T. ANGUSIUIA__ e
al do Acre) de

e am(-)stras — buchwa/df [t Rio Branco pertencem a colméias diferente
: : re) _ s.
3: Para esta amostra nao foi romecido 0 foca (municipio) de onger, somente o pals e data de coleta. Por

convengao, atribuiu-se 0 seu local d@ origem cpmo sendo a capita! 42 Panamé - Panama.
& Ui uas belhas nientes de mesma colméia.

Jeste local, prove

i
i
i
i
i
|



2.2. Extragdo de DNA

Inicialmente, um individuo de cada amostra foi lavado em tampao (TrisCl
0,01M, pH 8; NaCl 0,1M e MgCl, 0,001M) em trés banhos sucessivos de 15
minutos. Em seguida, foram secos em papel de filtro e tiveram seys abdémens
removidos com uma lamina de bisturi esteril, para evitar possivel contaminacao
com bactérias simbidticas (CAMPOS, 1997).

O protocolo utilizado para extragéo foi o de SHUSTER et 4. (1992), com
modificagbes na adigéo de RNase, fenol e cloroférmio. Cada abelha foi macerada
individualmente em nitrogénio liquido e transferida para um microtubo (estéril) de
2 ml juntamente com 1,2 ml de tampé&o fosfato de sadio (Na;HPO, 0,01M, pH 7.8).
A solugéo foi centrifugada a 10.000 rpm por 1 min. e, entdo, o sobrenadante foj
descartado. Ressuspendeu-se o “pellet” em 1,2 m| de tamp&o PBS pH 7,4 (NaC;
0,137M; KCI 0,0026M; Na,HPO4 0,01M e KH,PQ, 0,0017M), adicionou-se 10 ul
(10 mg/ml) de proteinase K e incubou-se a solucdo a 50°C por 45 min. Em
seguida, & suspensdo foi adicionada 15 ul de RNase (10mg/mi) e, novamente,
incubada a 37°C por 1:30 h. Apos a incubagéo, os volumes dos microtubos foram
completados com fenol por 2 vezes, agitados por 2 min e centrifugados a 5.000
rem por 2 minutos. O sobrenadante foi entdo submetido g Um processo de
desproteinizacdo pela adigdo de cloroformio : alcool isoamilico (24:1) por duas
vezes, agitado por 2 min e, entéo, centrifugado a 5.000 'PMm por 2 min. O
sobrenadante coletado foi transferido para um outro microtubo e g acidos
nucléicos, precipitados com 1/10 do volume de NaCl 2M, 2 volumes de etanol
absoluto PA e 2h a -20°C. Apds a centrifugagéo (13.000 rpm por 15 min) os

4cidos nucléicos foram lavados com 500 pl de etanol 70%, secos a vacuo e

ressuspendidos em 70 ul de H0 duplamente destilada,



———— N

2.3. Quantificagéo e Qualificagdo do DNA

O DNA foi quantificado por absorbancia a 260 nm em espectrofotdmetro
Hitachi U-2000. Uma aliquota de 10 ul de cada amostra foi diluida 100 vezes em

agua ultrapura, para a leitura. A seguir, suas concentragdes foram calculadas
pela férmula:
[DNA] = ABS(260) x 50 x Fator de Diluig&o,

e diluidas para uma concentracéo final de 5 ng/ul.
A qualidade do DNA foi avaliada submetendo-se 10 pl do DNA (antes da

diluicao) a eletroforese em agarose 0,8% (SAMBROOK et al., 1989) para verificar

se o DNA néo estava fragmentado ou apresentava contaminantes. N&o

quantificou-se proteina por espectrofotometria devido a baixa quantidade de

amostra disponivel.

2.4. DNA Polimérfico Amplificado a0 Acaso (RAPD)

Foram testados 31 “primers”, € 18 “primers” informativos foram utilizados

na analise. Foram selecionados 11 "primers” curtos de 10 pb (sequéncias

arbitrarias) da OPERON Tecnology € 7 “primers” longos (Tabela 2). Cada reagéo
de amplificagio continha Tris-Cl 10 mM, KCI 50mM, MgCl; 2mM, dNTPs 100 uM

dCTP, dATP, dGTP, dTTP), 10 pmoles de “primer”, 1,5U de Taq DNA

de cada (
mico e volume final completado com &gua

polimerase, 10 ng de DNA geno
o foi coberta com uma gota (~20ul) de dleo

ultrapura para 25pl- Cada reagé

mineral para evitar @ gvaporagéo e centrifugada a 4000 rpm por 10 segundos.

Cada bateria de reagdes continha um controle negativo, com todos os
o O
esentavam DNA  gendmico amplificado,

componentes da reagdo excet DNA, para confirmar se os produtos

amplificados das reagoes repr

¢bes ou artefatos do “primer”.

contamina | .
As reagoes foram amplificadas em termociclador MJ Research, Inc,,

modelo PTC-100, por 3 ciclos de g94°C/1 min, 35°C/1 min e 72°C/2 min; 34 ciclos



de 94°C/10 s, 40°C/20 s, 72°C/2 min e 1 ciclo de 72°C/5 min, conforme descrito

por YOUNG & KELLY (1996) e citado por BELELE (1997).
Foi feita uma repetigdo de amplificagso para cada “primer”, parg confirmar

Os padrées de bandas obtidos.

Tabela 2. "Primers” utilizados e suas respectivas sequéncias de nucleotideos

Sequéncia (5" > 3"

“Primer”
GOU 07 AACGCGGCACACATAGTITT
L GOouU 10 CTCGAACCTTCCCATI’TCAA
o) MAU 101 CCAATTCAGTATGTGCTGAGT
N MAU B1 GTTCCCTGTGTGTGTGCAATGGTG
G MAU B2 GCCAGGCAGCAAGTTCTCAGTAAT
o MAU 402 AATGTCACACTTGAATCGCATC
S MAU 801 TGGTAGAGCAATATGAAGGCC
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-09 GGGTAACGCE
OPA-10 GTGATCGCAG
c OPA-13 CAGCAcCccAC
U OPF-13 GGCTGCAGAA
R OPL-04 GACTGCACAC
T OPL-11 ACGATGAGCC
o OPL-13 ACCGeceTGeT
s OPO-06 CCACGGGAAG
OPV-07 GAAGCCAGCC
OPV-10 GGACCTGCTG

2.5. Separagdo e Visualizagdo dos Produtos Amplificados

Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose 1%,
dimensées de 20 cm x 24.5 cm x 6 mm e tampé&o Tris-Borato EDTA (TBE) 0,5X,

conforme SAMBROOK et al. (1989). O corante brometo de etigjo estava diluido

no gel a uma concentragéo de 0,5 ug/ml de gel.
A cada 15 pl de amostra foi adicionada um tampéo de carregamento (azu|

de bromofenol 3,61M, xileno cianol 4,64M, sacarose 1,17M e EDTA 0,1M pH8) na
proporcéo de 5:1, respectivamente. A eletroforese foi conduzida g 0,23 Vimi por 2
horas, Os géis foram visualizados em transiluminador UV e fotografados em vpg

Image System - Pharmacia, usando filtro laranja, tempo de eXPOSiGaO Variands



entre 2,17 a 2,83 segundos contraste de O e 6, e 0,45 de fator de correcdo da

camera,

2.6. Analise dos Dados

Foi montada uma matriz binaria de acordo com presenca (1) e ausencna (0)

de bandas reproduziveis e mais intensas.
A matriz gerada pelo programa STATISTICA 4.5A (1993) foi usada para o

calculo das distancias genéticas e andlise de “cluster”. As distancias genéticas

foram calculadas pelo método de Porcentagem de Desacordo, que ¢ dado pela

formula:
N as/ Nt PUTERKA et al., (1993) apud CABRAL, (1997)

onde, N' s € o numero total de bandas polimoérficas entre 0s gendtipos
comparados e N r & o numero total de bandas. A analise de “clusters” foj feijtg
pelo metodo né&o-ponderado de agrupamento aos pares, utilizando médias

aritméticas (UPGMA-"Unweighted pair-group method using arithmetic averages”),
o qual agrupa, inicialmente, individuos mais similares e assim, Sucessivamente,

até os individuos ou grupos mais distantes. |
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

para facilitar a descriggo dos resultados obtidos, os genodtipos da

populagéo de Tetragonisca angustula seréo discriminados pelo local de origem

Inicialmente, testou-se 31 “primers
mingos Martins € Canaa). Destes, dezoito (Tabela 2) geraram um

" em trés genotipos (7. buchwaldi 1 e T.

angustula de Do

padréo de bandas adequado para @ andlise da diversidade genetica entre os

genotipos.

Os outros 13 “orimers” (

14 15 17, curtos) e dois [0ngos,
adrédo de bandas muito compactado. Isto, provavelmente, ocorreu

usada, que ndo permitiu a separagdo de

OPA 01, 02; OPL 15; OPI 10, 11, 14, 17; OPV 0g;
(GOU 03 e GOU 08) néo foram utilizados por

estarem com P

devido a malha do gel (agarose 1%)
os muito proximos. Um outro fator que contribuiu para a ndo

bandas de tamanh
imers” foi o fato de ndo apresentarem um bom (ou nenhum)

utilizacdo destes “pr
padréo de amplificagéo para as condigdes estabelecidas na reagdo e no

£ of al. (1990), WANG ef al (1994) e ROUX (1995)
discutiram esses probiemas € observaram gue a solugéo seria a otimizacdo das
condicbes de cada reagdo (concentragao de DNA, MgCl,, dNTPs, “primer’) e,

ainda, a alteragdo da temperatura de anelamento para cada “primer” testado.
e Uberlandia, de onde foram usados dois individuos,

mostrado para cada um dos demais locais. Utilizou-se

termociclador. LOW

Com excegéo d

apenas um individuo foi @
ndia, com O objetivo de correlacionar o efeito das

duas amostras de Uberla
as distancias geneéticas. A opgéo por utilizar apenas

distancias geograficas com
ar o padréo de um unico individuo, representativo do

uma amostra foi por consider
local. embora estudos sobre 2 Jariabilidade dentro de cada ponto de coleta nao

v,

e,
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tenham sido realizados. AYALA (1983) observou que os métodos de analise de
variabilidade devem considerar que as amostras individuais nao S80 mais oy
menos, mas sim, representantes genéticos da populagdo em questgo, Um outro

fator que levou ao uso de ‘apenas uma amostra por localidade foj o de permitir
que todas as amplificagbes de um Unico “primer’ fossem corridas em unico gel,
minimizando, assim, o erro de contagem de bandas produzidas por artefato de
Migrag&o. Esta observagéo foi feita por CHALMERS, et al. (1992) e DAWSON, ef
al. (1993).

Somente as bandas intensas e bem definidas nos dois testes foram
consideradas na andlise para a montagem da matriz das disténcias, parg evitar
erros advindos da contagem incorreta de produtos amplificados fracamente.

As reagdes de amplificagdo de DNA, por meio de 11 “primers” curtos entre
0s 29 gendtipos, resultaram em 141 bandas amplificadas, com tamanho variando

entre 300 e 2600 pb. Foram observadas, para jatai, 82 bandas, das quais 45

(54,8%) eram polimérficas (Tabela 3).

Tabela 3: Relagdo do numero total de bandas amplificadas, polimérficas e
tamanho estimado das bandas por “primer” curto para a populacdo de T

angustufa.
Bandas

Primer Totais Polimérficas  Tamanho (pb)
— 05 00 4502100
OPADS 08 03 320 - 1200
OPAD 13 07 370 - 1700
OPAA3 06 03 700 - 2100
oPF13 08 05 550 - 2000
oPL.0t 06 04 480 - 1500
OPL-11 10 o 400 - 2000
OPL-13 0o o 400 - 2000
0PO.06 05 04 700 ~ 1500
OPV-07 04 02 550 - 700
OPV-10 11 09 - 600 ~ 1400

— 82 45 (54.8%)




| A analise de “cluster” para "primers” curtos (Figura 2) permitiu g separacio

de T. angustula em dois grupos distintos com uma distancia genética limite de
0.130. O primeiro grupo com 12 genotipos, inclui o Panama, Mirador, Barra do
Corda, Domingos Martins, Araxa, Bocailva, Cana3, Sao Francisco, Curitiba,
Blumenau, Marica e Pedreira, enquanto que o segundo (Porangatu, Rio Verde,
Grupiara, Campina Verde, Uberlandia 1 e 2, Campinapolis, Ladario, Ribeirao
Preto, Pilar do Sul, Prudentdpolis, Posadas, Aristébulo del Valle e Cerro Azul)

apresenta as amostras localizadas a sudoeste da regiao de coleta.
| No “cluster’ 1 de T. angustula o gendtipo mais distante foi o do Panama
(0.108), apresentando-se como grupo irmédo de todos os outros gendtipos. O
“cluster” 2, também foi separado em dois grupos, a nivel de 0.080, um grupo
reuniu as localidades da Argentina (Posadas, Aristobulo del Valle e Cerro Azul) e
0 outro, os dos demais genotipos. A menor distancia entre 0S gendtipos do
“cluster” 2 foi apresentada entre Pilar do Sul e Prudentdpolis (0.008).

As dissimilaridades genéticas entre as populacdes de T angustula e A,

mellifera e T. buchwaldi foram de 0.510 e 0.519, respectivamente.
As amplificagbes com "primers” longos para as trés espécies geraram 77

bandas, das quais 24 (58.5%) foram polimorficas para T. angustula (Tabela 4),

Tabela 4: Relagdo do nimero total de bandas amplificadas, polimérficas e
tamanho estimado das bandas por “primer” longo para a Populagdo de T

angustula.
Bandas
Primer Totais Polimérficas Tamanho (pb)

GOU-10 02 01 800 - 1200
MAU-101 06 04 370 - 1800
MAU-B1 02 00 600 - 900
MAU-B2 12 06 370 - 2000
MAU-402 05 01 800 - 1900

01 07 06 400 - 800
MAU:?otal 41 24 (58.5%)
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A andlise de “cluster’ para os “primers’ longos (Figura 3) também permiti
a separagéo de T. angustula em dois grupos a um limite de 0.163. O prfmltlu
apresentou-se com 12 genclipos 0 grupo 2 com 14. Como para ;JS "g U - 1
curtos, foram encontrados 0S MesmMos genétipos dentro de cada ara primers
mudanga significativa no dendrograma de *primers’ longos em rel:‘;-éoUma
cagéo de A. mellifera cComo grupo m:iz

dendrograma de “primers’ curtos foi a colo

externo. Esta posigdo mais externa que esta de acordo com os trabalh
alhos de

parentesco baseado na morfologia para 0s apideos (KERR, 1969; SAKAGAM
. , ' [
1982: RUTTNER, 1987; MICHENER, 1990 e CAMERON, 1993) foi ih ,

’ melhor

evidenciada pelos “primers” longos D m m
_Deste modo, os primers *
' rs “longos” foram '
am mais

eficientes na disting@o dos grupos distantes, porém néo foram capa
zes de

mostrar diferengas entre 0S genotipos mais proximos (Mirador e Barra do Cord
ordg;

Pedreira, Curitiba e Blumenau

Ribeirdo Preto, Pilar do Sul,
m mais eficientes na diferenciagéo dos genotipos

50 também foi feita por CABRAL (1997) em uma

e ainda Porangatu, Rio Verde, Uberlandia 1 e 2

Prudentépolis). O contrario foi o obtido com os

primers” curtos, qué fora

intragrupos. Esta observag
analise de diversidade por marcadores RAPD, em 24 cultivares de algodoeiro

O grupo Argentino, analisado somente por “primers” longos, apresentou
1 -se

com maior variabilidade do Que o grupo do Brasil Central, observagéo que na
, nao
ocorrey para “primers” curtos, onde 0 grupo brasileiro foi mais variavel

s en
e 0.523 e 0.547, respectivamente. Este valor foi

As distancias genética tre as populagbes de T. angustula e T.

buchwaldi e A. meliifera foram d
“primers’ curtos, porém houve uma troca de

proximo ao encontrado para 0S
posigoes, onde A. mellifera passo

Quando reunimos os dad
m total de 218 marcado
atai.
ntre Pilar do Sul e Prudentopolis (Figura 4)

u a ser o grupo mais externo.
os obtidos com os “primers’ longos e curtos
res, com uma média de 3,8 polimorfismos por

obtivemos u
A matriz das distancias genéticas nao

a as populagées de |
ilaridade genetica €

or porcentagem fico

“primer” par

forneceu dissim
u entre A. mellifera e T. buchwaldi 2 (0.56)

sendo que a mai
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Variaveis 1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
A. mellifera .00
T. buchwaldi 1 54 .00

T. buchwaldi 2 .56. .02 .00

Panama .53 .52 .52 .00
Mirador .52 .51 .51 .08 .00
Barrado Corda  |.53 .53 .53 .10..02 .00
Porangatu 54 .53 53 .18 .13 .12 .00
Rio Verde 53 .52 .52 .17 .12 .10 .02 .00
Campinapolis 52 .51 .51 .17 .11 .12 05 .04 .00
Ladario 53 .51 .51 .17 .12 .13 .06 .06 .05 .00
Domingos Martins {.54 52 .52 .11 04 06 .14 .15 .12 .13 .00
Marica 51 .52 .52 .13 .07 06 .17 .14 .17 .17 .08 .00
Bocailiva 52 .52 .52 .11 .05 .06 .15 .15 .13 .15 .05 .05 .00
S3o Francisco 53 .53 .53 .12 .05 .05 .13 .14 13 .15 .05 .05 .04 .00
Uberlandia 1 52 .52 52 17 .11 .13 05 04 .05 .06 .12 .16 .14 .13 .00
Uberlandia 2 52 .53 .53 .17 .12 .12 04 03 06 .07 .13 .15 .15 .12 01 .00
Grupiara 52 .53 .53 20 .15 .13 .06 .04 07 .09 .17 .16 .16 .15 .05 .04 .00.
Araxa 53 .52 .52 .12 .04 06 .13 .13 .11 .12 .04 .08 .05 .03 .11 .12 .14 .00
CampinaVerde |.51 .52 .53 .19 .14 .14 .05 .05 .06 .09 .17 .15 .16 .15 .06 .05 .06 .15 .00.
Canaa 53 .53 .53 .14 06 .08 .16 .16 .13 .14 04 .07 .03 .03 .14 .15 .16 .04 .17 .00
Ribeirio Preto 51 .50 .51 .17 .11 .13 .05 .03 .04 .04 .13 .16 .13 .15 .04 .05 .07 .13 .06 .15 .00
Pedreira 51 .53 .54 .14 06 .06 .15 .14 .13 .16 .07 .06 .05 .04 .16 .15 .15 .06 .14 .05 .15 .00
Pilar do Sul 52 .50 .50 .17 .12 .14 .04 .04 .04 05 .12 .15 .14 .14 .02 .03 .07 .11 .06 .13 .01 .15 .00
Curitiba 54 .53 .53 .12 .05 .06 .14 .15 .12 .14 .04 .06 .04 .03 .12 .13 .17 .03 .15 .02 .14 .03 .13 .00
Prudentdpolis 52 .50 .51 .17 .12 .14 .05 .04 .05 .04 .12 .16 .14 .14 .03 .04 .08 .12 .06 .14..01 .16 .00..13 .00.
Blumenau 54 54 54 14 06 06 .14 .15 .14 .15 .05 .05 .05 .03 .14 .13 .17 .05 .15 .03 .15 .03 .14 .02 .14 .00
Posadas .50 .49 .50 .17 .12 .14 .07 .08 .07 .05 .14 .16 .12 .12 .07 .08 .10 .11 .07 .13 .06 .14 .06 .12 .06 .14 .00
Aristébulo del Valle .51 .51 .52 .16 .11 .11 .07 .08 .09 .09 .12 .12 .11 .09 .08 .07 .09 .10 .07 .11 .07 .10 .08 .11 .07 .11 .04 .00
Cerro Azul 51 .51 .51 .17 .12 .12 06 .06 .07 .07 .14 .13 .11 .10 .07 .06 .08 .11 06 .12 .06 .12 .07 .11 .06 .11 .03 .03 .00
Figura 4: Matriz das

distancias genéticas expressa em Porcentagem de Desacordo, obtida para 26 gendtipos de T.

angustula (4 a 29), dois genétipos de T. buchwaldi e um de A. mellifera por meio de 218 marcadores RAPD, gerados por
“primers” curtos e longos.

Obs: As distancias genéticas sombreadas correspondem as distancias mencionadas no texto.
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O dendrograma resultante da reuni&o dos dados (Figura 5) mostrou que ao
nivel de 0.139 de dissimilaridade genética, as populagdes de T. angustula foram
divididas em dois “clusters”, os mesmos observados para os “primers” curtos e
longos, separadamente. Panama continuou sendo o genotipo externo do grupo 1,
tendo como grupo correlato todos os outros gendtipos. Neste mesmo “cluster” os
gendtipos com menor distancia genética na matriz foram Blumenau com Curitiba
e Mirador com Barra do Corda, ambos com 0.02,

A presenga do gendtipo Panama no grupo 1 fez com que esta
apresentasse uma distancia genetica limite (0.121) maior do que a observada

para o grupo 2 com os genotipos Argentinos (0.072). Isto pode estar relacionado

ao grande intervalo geogréfico de amostragem para este grupo

(aproximadamente 5.770 km, entre Panama e Blumenau) em relagdo ao
genotipos do grupo 2 (1.770 km, entre Porangatu e Posadas). Geralmente,
quanto mais distanciadas estdo as populagbes, mais divergentes elas sdo em
frequéncias alélicas e nas caracteristicas fenotipicas de base genética, embora
nao haja, frequentemente, correlagéo estrita entre ambos (FUTUYMA, 1 992).
Estes grandes intervalos geogrdficos e as distancias genéticas moleculares
obtidos para T. angustula nos grupos 1 e 2 parecem sugerir que esta espécie
o inicial de especiagéo, onde os gendtipos mais periféricos
ma e Argentina) sé&o os que apresentam maior
mas diferencas na biologia, tem sido relatadas para

encontradas a oeste do Estado do Parana,

estd em um process
em cada grupo (Pana
dissimilaridade genética. Algu
T. angustula. As abelhas

denominadas morfologicamente cO

porte e, assim, NUMero maior de |

mo T. a. fiebrigi, apresentam coldnias de maior
ndividuos do que as de T. a. angustula

nas Gerais (Dra. Vera Lucia Imperatriz

encontradas, por exemplo, @ Norte de Mi
Uma observagao a ser feita ¢ que, embora néo

Fonseca, comunicagéo pessoal).
cido o local (municipio) de origem da amostra do Panama, a

tenha sido forne
capital deste pais (Panamé) foi considerada como ponto de referéncia para o
eogréfica. 1sto foi feito porque este pais é pequeno em

calculo da distancia g :
da, por ter sido fornecida apenas uma amostra.

extensao territorial e, ain
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O “cluster” 2 foi dividido a 0.072 em 2 sub-grupos: o Argentino (Aristdbulo
del Valle, Posadas e Cerro Azul) e outro envolvendo os onze genétipos restantes,

dos quais, Pilar do Sul e Prudentépolis foram os mais similares. Isto também foj o

Observado para os “primers” curtos.
O grau de distancia genética observada entre as populagdes de T

angustula e T. buchwaldi (0.519) foi muito alto, considerando que pertencem ao
mesmo género, quando comparado com o observado entre jatai e A. mellifera
(0.525) que pertencem a sub-familias diferentes. Algumas considerages podem
ser feitas a este réspeito. Primeira: O numero de amostras de T. buchwaldi e A.
mellifera deste experimento foi pequeno. Segunda: O numero de bandas obtidos
por “primers” longos foi menor (77) que as bandas obtidas por “primers” curtos
(141). Talvez se fosse aumentada a quantidade de "primers” longos (que separa
“clusters” mais altos) a distancia media das dissimilaridades entre A. meliifera e
as outras duas espécies, também, aumentaria. Vale ressaltar que foram os 6
“primers” longos que colocaram A. mellifera como grupo mais externo no
dendrograma final. Terceira: A espécie T. buchwaldi pode estar mais distante de
T. angustula do que realmente tem sido relatado. A nivel de morfologia as
operérias sdo muito semelhantes. Embora pouco se conhega sobre a biologia,
bioquimica e genética de T. buchwaldi, elas apresentam duas caracteristicas
muito distintas. 7. angustula & uma abelha amplamente distribuida, sendo
encontrada do México a Argentina e 7. buchwaldi € uma especie endémica no
Estado do Acre. Um outro aspecto é;ue difere T. angustula e T. buchwaldi, refere-
se aos tipos de ninhos. A jatai apresenta Jocais de nidificagdo bem variados
(Figura 6) (NOGUEIRA-NETO, 1970; IMPERATRIZ-FONSECA, ef al, 1984;
MUXFELDT, 1986; NOGUEIRA-NETO, 1997), sendo encontrados em diversos
tipos de cavidades (troncos, muros, cercas, medidores de energia e outros). O
mesmo nao acontece com T. buchwaldi, pois ela apresenta nidificagdo aérea ou
seja, 0 seu ninho é parecido com o de varias outras Trigonas (7. hyalinata, T.
spinipes) que n&o utilizam cavidades, mas sim, constroem um envoltario muito
rigido (resina e barro) em torno do ninho preso a galhos de arvores, muros, e

tetos. Assim, parece provavel que a colineridade fenotipica em certas espécies
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Figura 6: Visao das entradas dos ninhos de T. angustula e T. buchwaldi. A e B
Entrada do ninho de T. angustula em telefone publico e muro,
respectivamente. C — Perfil da entrada da colméia de 7. buchwaldi. D — Ninho

de T. buchwaldi em muro na Universidade Federal do Acre.



de himendpteros sugira proximidade genética, contudo, ndo s6 marcadores
indicam tal diversidade mas, também, o comportamento diferenciado de
arquitetura dos ninhos. Portanto, para esclarecer estes resultados, uma nova
revisdo da sistematica, biologia, genética, etfc.. para o grupo, seria importante.
Quarta: Marcadores RAPD realmente sejam eficientes apenas para estudos
dentro e entre populagdes. O alto grau de polimorfismo (e portanto, de distancia
genética) obtido para espécies néo relacionadas (7. buchwaldi e A. mellifera) faz
com que a precisdo da técnica em inferir parentesco, seja comprometida nos
grupos hierarquico mais altos. Esta mesma observagéo foi feita por GONZALEZ

& FERRER (1993) em um estudo de polimorfismos entre espécies do género

Hordeum.
Na busca de marcadores genéticos para as populagdes de T. angustula,

encontrou-se dois “primers”; OPL11 e MAU-B2 que permitiram diferenciar os dois
“clusters”. O “primer” MAU-B2 (Figura 7-A) apresenta trés bandas polimoérficas
informativas de, aproximadamente, 650, 500 e 470 pb. As bandas de 650 e 500
pb segregaram juntas e serviram para identificar o “cluster” 2 (encontrado a
sudoeste da area de estudo). A outra banda (470 pb) esta presente somente no
grupo 1. Nas duas repeticoes feitas para este “primer” verificou-se a existéncia de
mais duas outras bandas (de menor intensidade) de, aproximadamente, 670 e
630 pb que também segregaram juntas na populagdo 1. Como sua separagio
ficou prejudicada pela malha do gel (agarose a 1%) e pouca resolugdo pela
coloragdo com brometo de etidio, torna-se necessario separar 0s produtos
amplificados com este “primer” em poliacrilamida e fazer coloragdo com nitrato de
prata para melhorar a resolugéo destas bandas.

O “primer” OPL11 (Figura 7-B) também foi capaz de reconhecer os dois
grupos de jatai. Foram encontradas duas bandas de, aproximadamente, 1700 e
1100 pb. Quando a banda de 1700 pb esta presente nos gendtipos dos
individuos do grupo 2, ela ndo é encontrada no grupo 1. Uma observagéo deve
ser feita para esta banda, que apresentou uma menor intensidade nas amostras

28 e 29. Isto pode ter ocorrido devido a falta de Tag DNA polimerase no mix das

Gltimas reagbes e/ou por competicéo dos sitios de anelamento dos “primers”.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos amplificados obtidos
com o “primer” MAU-B2 (A) e com o “primer” OPL11 (B). M — Marcador de peso
molecular de DNA, 1- A. mellifera, 2- T. buchwaldi 1, 3- T. buchwaldi 2. As
amostras de 4 a 29 sdo de T. angustula, sendo: 4- Panama, 5- Mirador, 6- Barra
do Corda, 7- Porangatu, 8- Rio Verde, 9- Campinapolis, 10- Ladario, 11-
Domingos Martins, 12- Marica, 13- Bocaitiva, 14- S&o Francisco, 15- Uberlandia
1, 16- Uberlandia 2, 17- Grupiara, 18- Araxa, 19- Campina Verde, 20- Canaa, 21-
Ribeirao Preto, 22- Pedreira, 23- Pilar do Sul, 24- Curitiba, 25- Prudentépolis, 26-
Blumenau, 27- Posadas, 28- Aristobulo del Valle, 29 ~ Cerro Azul.

Para a outra banda de 1100 pb ocorreu o contrario. Ela ocorreu somente no
“cluster’ 1. Este tipo de polimorfismo (delegdo ou insergao de fragmentos) nao
ocorre com frequéncia em RAPD, visto que o polimorfismo mais comum € o de
mutagdo de ponto (CLARK & LANIGAN, 1993). Assim, com apenas 2 “primers”
(Figura 7) foi possivel distinguir os dois grupos de jatai. Para verificar a fidelidade
destes marcadores em discriminar os dois “clusters”, um intercruizamento
controlado, em novo experimento, deve ser feito e os individuos F1, monitorados.

Isto ¢ de grande importancia, porque marcadores RAPD podem ser obtidos




facilmente, sendo possivel discriminar, rapidamente, as populagdes para estudos
de genética e evolugdo. Similarmente, HU & QUIROS (1991) utilizando
Marcadores RAPD gerados por apenas 4 “primers” foram capazes de discrimingr
14 cultivares de brécolos e 12 cultivares de couve-flor (Brassica oleracea).

O “cluster” 1 (Figura 8) encontrou-se distribuido no Panama, na Floresia
Amazoénica (embora ndo se tenha coletado amostras nesta regiéo, as amostras
de Mirador e Barra do Corda - MA mantém caracteristicas mistas, com este tipo
de vegetacgdo), Norte de Minas e, acompanhando a mata Atlantica, chegou ao Syj
da drea de coleta. A amostra 19 de Pilar do Sul (grupo 2) aparentemente esta
deslocada por introgredir na distribuigdo do grupo 1. Isto poderia ser, de fato real,
Ou seja, o genatipo de Pilar do Sul ser um gendtipo limitrofe do grupo 2. Parece
n&o ser, quando se analisa que as amostras de Uberlandia 1 e 2 (provenientes
da mesma colméia) apresentam apenas 0.01 de distancia genética na matriz
(Figura 4). Ndo houve distancia genética entre Pilar do Sul e Prudentdpolis, e g

distancia genética de Pilar do Sul e Ribeirao Preto (0.01) ndo correspondem g

verdadeira distancia geografica (aproximadamente 560 e 470 km),
respectivamente. Buscou-se uma explicagdo logica para este fato junto ao

fornecedor dessas amostras em Ribeir&o Preto. Ele possui entre outras espécies,
20 colméias de jatai de Ribeirdo Preto e duas de outros locais, uma de
Prudentdpolis e outra de Pilar do Sul. As colméias de Prudentépolis e de Pilar do
Sul foram transferidas para o meliponario de Ribeiréo Preto em 1992 e 1993,
respectivamente. Considerando-se que o tempo medio de vida de uma rainha de
jatai é de dois anos, houve tempo sufieciente para, 3 e 2 cruzamentos
(respectivamente) até a data de coleta (agosto de 1997) entre estas e g7
populacdo de Ribeiro Preto. Assim a amostra de Pilar do Sul (19) observada na
Figura 8 pode ndo representar o gendtipo natural da populagdo local. Parg

elucidar esta observagdo, amostras naturais de Pilar do Sul deveriam ser

testadas.
A espécie original de 7. angustula em Ribeirdo Preto tem sofrido

constantes introdugdes de alelos raros, devido & importagdo de colonias de
outros locais, por pesquisadores. Isto também foi observado em um estudo de
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Figura 8: Localizagdo geografica dos dois “clusters” de 7. angustula obtidos por
218 marcadores RAPD. O grupo 1 (vermelho) é constituido por (1) Panama, (2)
Mirador, (3) Barra do Corda, (1 0) Séo Francisco, (11) Bocaiuva, (15) Araxa, (8)
Domingos Martins, (16) Canaa, (9) Marica, (18) Pedreira, (21) Curitiba e (22)
Blumenau. O grupo 2 (preto) : (4) Porangatu, (5) Rio Verde, (12) Grupiara, (13)
Uberlandia 1 e 2, (14) Campina Verde, (17) Ribeiréao Preto, (19) Pilar do Sul, (20)
Prudentépolis, (6) Campinapolis, (7) Ladario, (23) Posadas, (25) Aristobulo del

Valle, e (24) Cerro Azul.



isoezimas para esta espécie, por CASTANHEIRA (1 995). Portanto, é importante
tomar cuidado no ato de coleta de individuos destinados a estudos de
biogeografia a fim de evitar erros advindos de analises que nao correspondam a
historia natural das populagoes.

O grupo 2 na regiéo amostrada, encontrou-se distribuido no nordeste da
Argentina, oeste dos Estados do Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e nos
Estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Por falta de um numero maior de
amostras ao norte de Mato Grosso, Goias e Tocantins e em toda a Amazonia
néo foi possivel estabelecer 0s limites entre os grupos, nesta area. |

Estes dados conferem, parcialmente, com a distribuicdo geografica de
es de T. angustula segundo caracteres morfolGgicos. Verificou-se, por

subespéci
RAPD, que o grupo 2 (correspondente & 7. a. fiebrigi) encontrou-se

marcadores
alcancando o norte de Mato Grosso e Goias) do que é relatado

OGUEIRA-NETO, 1970). O grupo 1 (correspondente a T. a.
z. encontrou-se distribuido em uma area cuja vegetacdo (de

mais disperso (
pela morfologia (N
angustula) por sua ve

uma maneira geral) compreende florestas de clima umido. Os gendtipos, que sao

excegdo a esta suposicéo, s&o os localizados na regido de Cerrado do Norte de

Minas Gerais (amostras de
da Bahia, esta espécie ndo &
localiza-se em vegetagdo de

entre os dois grupos, uma vez

Bocailva e S&o Francisco). Ao norte desta regido, sul
mais encontrada. A amostra de Araxa, que também
cerrado, poderia representar um gendtipo limitrofe
que Uberlandia localizada a 160 km desta ja

apresenta o genotipo do grupo 2.
CASTANHEIRA (1999) estudou 228 colméias de T. angustula provenientes

de 5 estados (Bahia, Minas Gerais, S&80 Paulo, Paranéd e Mato Grosso) para 6

ado variagdo no focus da hexoquinase, da

sistemas enzimaticos. Foi observ
malato desidrogenase. Uma andlise de

correlacgo significativa entre o grau de mistura racial (nas populagbes de Sao
Paulo) e a frequéncia do alelo HK® indicou que este poderia ser usado como

or paraa sub-espécie T. a. fiebrigi.
D em monitorar grandes populagdes, a

ncontrados e a pequena quantidade

glicerol-3-fosfato desidrogenase €

marcad

A ra

pidez dos marcadores RAP
e “flimitada” de Joci polimorficos €

quantidad



de material biolégico exigida, fazem com que os marcadores RAPD sejam
preferidos em estudos de populagbes (KAMBHAMPATI ef al. 1992, CHAPCO et
al. 1993: LU & HANK, 1996). Estas justificativas s&o de exirema importancia ao
considerar a enorme biodiversidade existente em Meliponineos e o ritmo
acelerado de devastacdo das florestas nativas. O monitoramento por marcadores
RAPD em espécies endémicas (como é o caso de T. buchwaldi), podera fornecer

informagdes com maior rapidez, permitindo que espécies em risco de extingéo

sejam caracterizadas geneticamente.



4, CONCLUSOES

e A andlise de 218 marcadores RAPD permitiu a separacéo das populagdes de
T. angustula em dois grupos & nivel de 0.139 de distancia genética. O grupo 1
constituiu-se de: Panama, Mirador, Barra do Corda, Bocaitiva, Sao Francisco,
Marica, Domigos Martins, Araxa, Canaé, Pedreira, Curitiba e Blumenau. O
grupo 2, foi constituido pelas populagdes de Porangatu, Rio Verde, Uberiandia
1 e 2, Ribeirdo Preto, Prudentopolis, Campinapolis, Ladério, Campina Verde,

Grupiara, Posadas, Cerro Azul, Aristobulo del Valle e Pilar do Sul.

O Panama foi 0 genotipo mais externo do grupo 1 com uma distancia genética

de 0.121, enquanto que a distancia genética maxima do grupo 2 foi de 0.072,

para o grupo Argentino (Posadas, Aristobulo del Valle e Cerro Azul).

Os “primers” longos foram eficientes na distingdo de grupos mais distantes nao
sendo, porém, para os genétipos mais similares. Os “primers” curtos, por sua
vez, foram mais eficientes na distingdo de gendtipos mais proximos. Estes
resultados sugerem que a distancia genética por marcadores RAPD, em uma
populagdo que se apresenta distribuida em uma grande area geografica,

tornam-se factiveis se forem usados “primers” curtos (10pb) e longos (mais de

20pb).

O grau de distancia genética entre T. angustula e T. buchwaldi (0.519) foi
muito alto, considerando que pertencem ao mesmo género de T. angustula se
comparado com 7. angustula e A. mellifera (0.525) que s&o de sub-familias



diferentes. Quatro suposigbes foram levantadas: 1). O numero de amostras de
A. meliifera e T buchwaldj, usadas neste trabalho, foi pequeno. 2). O nimero
de “primers” longos (separa ‘clusters” mais altos) usados, também, foi
Pequeno, 3). A eficiéncia da técnica de RAPD seja comprometida em grupos
hierdrquicos mais altos. 4). T. buchwaldi esteja mais distante de 7. angustula
do que ¢ observado pela morfologia. Para elucidar esta questdo, novos
experimentos RAPD usando mais amostras de 7. buchwaldi e “primers” longos,
além de trapalhos de biologia e revisdo sistematica do grupo, seriam

importantes.

* Foram descritos 5 marcadores moleculares (provenientes de 2 “primers”) para
Os dois “clusters” de T, angustula (grupo 2: ~650 e 500 pb - “primer’ MAU-B2
€ ~1700 pb - “primer” OPL11; grupo 1: ~470 pb — “primer” MAU-B2 e ~1100

Pb — “primer” OPL11).
¢éo geografica, obteve-se

Pelos resultados com marcadores RAPD e distribui

Um padrdo mais abrangente de distribuigdo para o grupo 2 (correspondente &
T_ a. fiebrigi). Ele encontrou-se distribuido no nordeste da Argentina, oeste dos
Estados do Parang, S&o Paulo, Minas Gerais, Goias e nos Estados de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul. O grupo 1 (correspondente a 7. a. angustula)
por sua vez, encontrou-se distribuido no Panama, Maranhé&o, Norte de Minas
Gerais e, pe;la Mata Atlantica, alcangou © Estado de Santa Catarina. Exceto
para as amostras do Norte de Minas (Bocaitiva e S&o Francisco) e Araxa, o
grupo 1, de uma maneira geral, encontrou-se distribuido em florestas umidas.
o de Pilar do Sul sugerem a sua nao

Os resultados obtidos com © genctip
pela analise de “cluster”, mas sim ao

inclusdo ao grupo 2, como 9 observado
o momento de amostragem, para nao

grupo 1. Isto ressalta a importancia d . ostr
inco rros em estudos de biogeografia e histéria natural das
rrer em e

populagdes.
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