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1 - INTRODUCAO
1.1 A espécie Melipona scutellaris

As abelhas sdo parte integrante da biodiversidade mundial. S&o
responsaveis por 40 a 90% da polinizagdo da flora nativa tropical brasileira,
de acordo com o ecossistema de que fazem parte (KERR et al., 1996). Ha
cerca de 20.000 espécies de abelhas diferentes no planeta, variando em
tamanho, forma e habitos de vida (VELTHUIS, 1997);} Dentre todas, as
abelhas sem ferrdio juntamente com as meliferas atingem o mais alto grau de
evolugdo social (KERR, 1972; VELTHUIS, 1997).

Entre as abelhas sociais, os meliponineos ou abelhas sem ferrdo
formam um grupo importante, rico em espécies e variagdes comportamentais
(VELTHUIS, 1997) além de constituirem um grupo muito isolado e
especializado. O isolamento € especializagdo dos mesmos parece ser, em
grande parte, decorrente de peculiaridades de seu comportamento (KERR et
al., 1996).

Recentemente, essas abelhas encontram-s€ espalhadas desde o Rio
Grande do Sul até o Centro do México, além de Africa, India, Malésia e
Australia (KERR et al., 1996).

Os meliponineos diferem dos apineos, abelhas com ferrdo, por serem
mais especializados e dependentes de caracteristicas climaticas e floristicas
de suas regides de origem, além de serem MeNos defensivos e de facil
manejo (KERR et al., 1996). Também possuem caracteristicas particulares
que os distinguem de outras abelhas, como a atrofia do ferrdo, redugdo e
fragilidade da venago alar € auséncia de pélos nos olhos, com excegdo da

Trichotrigona extraned (MOURE, 1961).
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Um aspecto importante da biologia dos meliponineos ¢ a
determinagdo de castas que OCOITC pela combinagio dos alelos dos genes
determinantes de casta: X1 € X?,. Cada um deles possul dois alelos X'y ©
X%, X1, X%. As larvas duplo heterozigotas sao rainhas e as que estdo em
homozigose, em qualquer um dos dois alelos ou em ambos, Sao operarias.
Em M. scutellaris 0 alvéolos de cria sdo todos do mesmo tamanho €, tanto
operarias cOmo rainhas, recebem a mesma quantidade de alimento (KERR,
1972).

Os meliponineos 30, particularmente, sensiveis @ endogamia.
Ocasionalmente, aparecem machos diploides (duplo heterozigoto para 0S
alelos sexuais) na colonia, considerados «estéreis”. A diminuigio do numero
de alelos sexuais X0 pode promover d ocorréncia desses machos diploides.
Em algumas espécies de abelhas ©SS€S machos 30 eliminados pelas
operarias que, também podem eliminar a rainha, podendo levar 2 colonia a
morte. (KERR € VENCOVSKY, 1982).

Mais de 60% das espécies de meliponineos estio nas florestas
tropicais, 0 que torna evidente sua grande jmportancia como polinizadores
de muitas espécies frutiferas € como conseqﬁéncia, afetando, diretamente, a
manutengdo da fauna dependente dessas espécies. 15sO mantém a estrutura ©
perenizagdo das florestas. Além de sua jmportancia €OmMO agentes
polinizadores, ha ainda sua importancia na produgao de mel e polen. O mel
e o polen sao fontes geradoras de renda para muitas familias, principalmente
no Norte e Nordeste do pais e ainda sio utilizados na elaboragdo de
produtos medicinais (KERR, 1998).

Diante da grande jmportancia atribuida aos meliponin€os, torna-se

evidente a necessidade de conhecer sua biologia, dominar a criagdo ¢ 2
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multiplicagdo racional de colonias a fim de evitar sua extingdo e,
conseqiientemente, a de varias espécies vegetais (KERR et al., 1999).

A urugu do Nordeste, assim como ¢ conhecida popularmente a
abelha sem ferrdo Melipona scutellaris, esta entre uma das mais de 300
espécies do grupo dos meliponin€os. Este grupo ¢ constituido de 54 géneros,
dos quais dois sio fosseis (KERR et al., 1996).

Tem distribuigdo geografica desde o estado da Bahia até o Rio
Grande do Norte, ocupando, principalmente, 0 bioma chamado de Zona da
Mata (CARVALHO, 1996). As abelhas dessa espécie geralmente nidificam
em ocos de arvores com até 40m de altura. Dentro desses ninhos (Figura 1)
as operarias constroem favos de cria em forma de placas horizontais, com
células de cria que se abrem para cima, a fim de que a rainha possa OVIpOr.

Essas placas sdo separadas por cera. O mel e o polen sdo armazenados em

potes de cera ovalados (KERR et al., 1996).

Figura 1: Estrutura interna do ninho de Melipona scutellaris

1.2 Sistema de determinagio sexual e monoginia em Melipona scutellaris
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O sistema de determinagdo sexual das abelhas ¢ haplodiploide no
qual as fémeas originam-se de ovos fecundados (nimero “2n” de
cromossomos) sendo, portanto, diploides e os machos, hapldides, originam-
se de ovos ndo fecundados por meio de partenogénese arrendtoca, tambeém
chamada “haploidia masculina” ou “haplodiploidia” (KERR, 1972).

Em todos os himendpteros panmiticos em que a fémea se acasale
com um s6 macho, todas as operarias irms possuem 7 de genes idénticos,
ao invés de % em organismos hapldides, o que favorece atos altruistas entre
elas. Atos altruistas definidos como danos para o proprio organismo em
beneficio de outros individuos sdo comuns entre abelhas sociais e ¢ uma
caracteristica limitada ao sexo feminino. Genes induzindo algumas
peculiaridades em seus portadores serdo selecionados positivamente se 0
receptor do altruismo & bastante proximo a ele, assim seus genes usufruem
do beneficio (HAMILTON, 1964).

A maioria dos casos de altruismo ocorre nos himenopteros devido a
alta frequéncia de cuidado parental. Os provedores desse cuidado
geralmente sdo fémeas. Assim, um gene pode produzir copias dele mesmo
pela descendéncia familiar, aumentando o fitness de seus descendentes
(fitness direto) ou aumentando o fitness de parentes que compartilham
copias do gene (fitness indireto) por meio do cuidado parental (QUELLER e
STRASSMANN, 1998).

A grande relagdo de parentesco entre operarias irmds ocorre pelo
fato dos machos contribuirem com todo o seu genoma para cada operaria,
fitha de sua prole contrario do que ocorre em organismos diplodipldides.

Em coldnias onde ha multiplos acasalamentos, como o que ocorre
com Apis mellifera cuja rainha pode ser fecundada por 8 a 17 machos

(KERR et al., 1996) e em coldnias com mais de uma rainha, como em
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Melipona bicolor, ocorre diminuigdo da relagdo de parentesco entre as
operarias (BLOWS e SCHWARZ, 1991) mas um aumento na variabilidade
genética da colonia.

A haplodiploidia, tipica de himendpteros, reduz a quantidade de
variagio genética em uma populagdo ¢ € favorecida pela selegdo natural,
pois genes deletérios recessivos sdo sempre eliminados quando presente em
machos (ROUBIK, 1989).

A existéncia de poliandria, acasalamento da rainha com varios
machos, em abelhas sem ferrdo ainda é um assunto amplamente discutido
entre os pesquisadores. Segundo PAGE e KERR (1990) a estrutura genética
da colonia ¢ amplamente influenciada pela poliandria. Com base em
observagbes e dissecagdo da espermateca com  contagem de
espermatozoides KERR et al. (1962) e PAGE e KERR (1990) concluiram
que rainhas de Melipona sao monéndricas, inseminadas apenas uma vez.

A poliandria proporciona uma maior diversidade genotipica e,
conseqiientemente, favorece maior resisténcia genética a patogenos ¢
parasitas, além de provocar um aumento no fitness da colonia. O alto grau
de poliandria causa uma larga variancia intracolonial, podendo causar
diferengas no comportamento de grupos de abelhas e colonias (MORITZ et
al., 1991).

No modelo proposto por SHERMAN et al. 1988 (apud PAGE e
KERR, 1990) a poliandria nos Himenopteros sociais desenvolveu-se em
resposta a necessidade de diversidade fenotipica para proporcionar um
maior nivel de resisténcia. Segundo PAXTON et al. (1999) esse mecanismo,
em menor grau, também existe entre os meliponineos. Assim acasalamentos
multiplos constituem um fator adaptativo, pois além das col6nias tornarem-

se mais tolerantes a mudangas ambientais e a patogenos, eles podem
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diminuir a possibilidade da rainha acasalar com um macho que possua 0
mesmo alelo sexual que ela (OLDROYD et al., 1995).

As observagdes diretas dos comportamentos de acasalamento em
abelhas sdo dificeis de serem realizadas porque 0S MeSMOS OCOITEM fora da
coldnia. O cruzamento entre rainha e macho, naturalmente, ocorre com a
saida da rainha da colonia em v0os nupciais, em diferentes distancias
(dependendo da espécie) tornando-se dificil fazer observagdes diretas do
controle parental (CAMARGO, 1972). Por isso, analises genéticas sdo
fundamentais para verificar a existéncia de poliandria em abelhas sociais
(IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1998).

KERR el al. (1962) relataram que durante o acasalamento dos
meliponineos 0S machos perdem sua genitalia, podendo inseminar apenas
uma fémea e que rainhas virgens fazem apenas um unico v0o de
acasalamento. Como as rainhas retornavam de seu véo nupcial com a
genitalia do macho presa a sua, concluiu-se que ela havia acasalado com
apenas um macho. Observagoes comportamentais, dissecagao da genitalia
(comparagdo do volume de espermatozoides ejaculado por um tinico macho,
com o volume encontrado no oviduto da rainha ap6s seu retorno do voo
nupcial) e razdo de segregagdo a partir da analise da progénie levaram os
autores a conclusdo de que os meliponineos sao monandricos.

Portanto, até a década de 80 acreditava-se que as rainhas dos
meliponineos acasalassem com apenas um macho. Entretanto, o trabalho
pioneiro de FALCAO e CONTEL (1982) indicou claramente que ao redor
de 13% dos acasalamentos de Plebeia droryana Friese, davam-se com dois
machos.

A relagio entre os individuos em uma colonia também torna-s¢ um

fator bastante intrigante. Em alguns organismos esta relagdo pode ndo ser
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um problema mas em abelhas, onde a contribuigéo entre todos os individuos
para a diversidade genética e estrutural ¢ crucial, o conhecimento dessa
relacdo torna-se imprescindivel (HAIG, 1998).

Para estudos envolvendo parentesco deve-se levar em consideragdo
dois diferentes niveis de resolugdo dependendo do tipo do marcador
utilizado e a espécie de abelha em questdo: exclusdo ou designagio de
parentesco. Exclusdo de parentesco de uma prole ocorre quando esta possui
marcadores genéticos ausentes nos possiveis parentes analisados
respondendo assim, se pode ou nfo haver parentesco entre eles. A
designa¢do de parentesco por sua vez, requer um nivel de resolugdo maior,
envolvendo a identificagio de dois parentes do individuo em estudo,
excluindo todos os outros possiveis parentes. Nesse caso toda a populagdo
deve ser amostrada (PARKER et al., 1998) o que torna o estudo mais dificil,
visto que nem sempre é possivel obter todos os individuos na populagéo.

Variaveis nimeros de acasalamentos e de rainhas em uma colonia
geram diferengas na relagdo entre seus individuos, bem como nas
especializagdes das fémeas ¢ machos (QUELLER e STRASSMANN,
1998). A obtengdo de informagoes genéticas podem indicar quais individuos
estdo se reproduzindo, possibilitando distinguir a progénie de diferentes
pais. Portanto, estudos de parentesco sao importantes em varias areas da
ecologia comportamental de abelhas, assim como para o estudo evolutivo,

dinamica de grupos e para a criagdo de coldnias melhoradas.

1.3 Marcadores moleculares
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Técnicas genéticas moleculares representam um  poderoso
instrumento para o estudo da biologia, ecologia e genética populacional de
nsetos.

Na década de 60 eram utilizados marcadores morfologicos
associados a alguma caracteristica de importancia econdmica ¢ de facil
identificagdo visual. A revolugdo nesse quadro iniciou-se com o0
desenvolvimento de marcadores isoenzimaticos usados em uma grande
variedade de estudos de genética de populagdes. Por ser uma técnica
relativamente barata e tecnicamente acessivel, as isoenzimas continuam
sendo marcadores muito Vteis para analises genéticas que ndo requeiram
uma ampla amostragem do genoma (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1996).

Marcadores aloenzimaticos também tém sido usados em estudos de
parentesco genético em insetos sociais (QUELLER et al., 1993). CONTEL
e MESTRINER (1974) foram os primeiros a publicar dados sobre a
variabilidade alozimica em meliponineos, entretanto, a baixa variabilidade
genética fez com que essa técnica se tornasse impropria para avaligio de
parentesco ou determinagdo da relagdo intragrtipo (STRASSMANN et al.,
1996). Por esta técnica ndo permitir uma cobertura completa de todo o
genoma devido ao nimero restrito de loci que podem ser detectados, areas
de estudo com esses marcadores sdo limitadas. Os loci alozimicos
polimérficos variam entre espécies mas, geralmente, sdo mais polimorficos
em plantas do que em animais (PARKER ef al., 1998). Trabalhos com
alozimas em Parachartergus colobopterus (STRASSMANN et al., 1991
apud CHOUDHARY et al., 1993) mostraram pouca variabilidade, tipica de

himendpteros haplodiploides.
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Para estudos envolvendo parentesco, uma variedade de marcadores
genéticos tém sido usados: alozimas, RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) minisatélites
e outros. Entretanto, QUELLER et al. (1993) ressaltam que nenhum desses
marcadores ¢ ideal para esse tipo de analise.

Na década de 80, Kary Mullis desenvolveu a técnica da Polymerase
Chain Reaction (PCR). A facilidade, rapidez ¢ sensibilidade da PCR tornou-
a um instrumento para estudos genético-moleculares envolvendo grande
numero de individuos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).

Com base na PCR varias técnicas foram desenvolvidas, como AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) RNA display , VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) ¢ RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) que sdo
instrumentos importantes para estudos de genética populacional, estudos
evolutivos e outros.

Marcadores RFLPs podem ser usados para estabelecer parentesco
entre individuos, mas essa técnica possui algumas limitagGes como:
bibliotecas de sondas adequadas que hibridam com o DNA, alto custo € a
necessidade de DNA de alta qualidade (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1996).

Marcadores minisatélites também podem ser utilizados como
eficientes marcadores para exclusdo de paternidade, pois podem projetar
multiplos /oci simultaneamente e so altamente polimorficos.

Uma outra técnica usada para a exclusio de parentesco pode ser o
DNA fingerprinting, entretanto ela néo é apropriada para grandes grupos.
Além disso, esta técnica requer uma melhor qualidade do DNA

(STRASSMANN et dl., 1996). Ela proporciona mais informagdes por gel
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porém, de menor qualidade, pois loci individuais ndo podem ser
identificados, dificultando comparagdes (CHOUDHARY et al., 1993).
Problemas para comparar bandas entre géis, tornam esta técnica dificil para
encontrar os pais em um amplo conjunto de candidatos.

A aplicagfio destas técnicas moleculares (RFLP, Isoenzimas, DNA
fingerprinting, minisatélites) proporciona novas oportunidades para resolver
questdes fundamentais, improvaveis de serem respondidas por observagdes
diretas. Entretanto, QUELLER et al. (1993) relatam que os marcadores
microsatélites sdo ideais para analises que requeiram a determinacdo da

relagdo de parentesco dentro da colonia.

1.4 Marcadores microsatélites

Segundo PARKER et al. (1998) a mais eficiente técnica descrita
para exclusdo de parentesco ¢ a técnica de marcadores microsatélites, 0s
quais estimam o nimero de acasalamentos e a relagdo de parentesco dentro
da colonia e envolve um unico locus polimérfico de marcadores baseados na
PCR.

Uma consideravel proporgdo do genoma ¢ composta de sequéncias
denominadas satélites. Regides satélites sdo compostas de repetigdes
sucessivas de sequéncias curtas denominadas “motivos”.

O termo DNA satélite refere-se ao acido nucléico recuperado com
uma densidade especifica, diferente da composicdo média do DNA
observada em gradientes de densidade de cloreto de césio (KIT, 1961 apud
HAYMER, 1994 ¢ PARKER et dl, 1998). Esta banda satélite seria
resultado da composigdo na sequéncia de nucleotideos. Estudos posteriores

mostraram que essas bandas satélites eram compostas de sequéncias
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altamente repetidas de DNA, que se concentravam nas regides
heterocromaticas ou centroméricas dos cromossomos (HAYMER, 1994 ¢
PARKER et al., 1998).

Regides satélites DNA, também chamadas de VNTRs (Variable
Number of Tandem Repeats) sdo divididas segundo seu comprimento, em
regides minisatélites e microsatélites (TOONEN, 1997 e PARKER ez dl.,
1998). Regides de unidades repetidas, por volta de 65 pares de base, sdo
conhecidas como minisatélites e estio espalhadas por todo o genoma.
Regides ainda menores, de unidades repetidas em tandem de um curto
segmento de nucleotideo de 1 a 6 pares de base, que raramente excedem
200 pares de base no comprimento total, sdo conhecidas como
microsatélites (QUELLER et al., 1993; TOONEN, 1997). Por exemplo, um
Jocus microsatélite é uma extensdo de DNA com a sequéncia CA repetida
17 vezes em sucessdo (CA)7 (QUELLER et al, 1993). As unidades
microsatélites podem ser repetidas de 8 a 60 vezes, embora esses NUmeros
possam variar em percursos longos. Esse DNA repetido representa um
grande reservatorio de variagdo genética e nenhuma func¢do conhecida esta
associada com estes tipos de sequéncias (QUELLER et al., 1993).

Os primeiros microsatélites foram identificados a partir de analises
de dados de sequéncias de genes clonados, assim como actina e mioglobina
(ARMOUR e JEFFREYS 1992 apud QUELLER et al., 1993).

Locus microsatélites sdo amplamente distribuidos em genomas
eucariotos mas também podem ocorrer em procariotos, embora com menor
frequéncia (SCHLOTTERER, 1998).

Os marcadores microsatélites possuem 0 mais elevado conteiido de
informagdo de polimorfismo. A ocorréncia de mutagdes nas regides

microsatélites variam em niveis de 103 a 10° (DIETRICK et al., 1992 ¢
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EDUARDS et al., 1992, apud CHOUDHARY et al., 1993). Possuem
também uma expressdo codominante, com ambos 0s alelos de um individuo
heterozigoto sendo  visualizados, multialélicos e muito frequentes
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).

Microsatélites podem também ser designados de SSR - Simple
Sequence Repeats- ou SIR - Simple Tandem Repeals (HUGHES e
QUELLER, 1993) ou ainda SSLPs — Simple Sequence Length
Polymorphisms (CHOUDHARY et al., 1993).

As regides microsatélites podem ser conservadas em espécies
relacionadas tornando viavel a transferéncia de marcadores entre elas ou até
entre géneros (MOORE et al., 1991 apud FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA,
1996) ou ainda, entre espécies congenéricas (TOONEN, 1997).
Pesquisadores iniciaram seus estudos em novas espécies utilizando primers
desenvolvidos para outras espécies proximamente relacionadas (PARKER et
al., 1998). Por exemplo, de 48 primers especificos e polimorficos
identificados em bovinos, 20 eram variaveis em caprinos ¢ nenhum era
variavel em equinos (STRASSMANN et al., 1996). Assim, primers ja
avaliados para algumas espécies podem ser utilizados na analise de outras.
Além disso, estudos revelaram que um pequeno numero de marcadores
microsatélites sio requeridos em analises moleculares de parentesco
(QUELLER et al., 1993).

Varios trabalhos tém sido desenvolvidos com marcadores
microsatélites em abelhas. OLDROYD et al. (1995) observou que a rainha
de A. florea acasalou com, no minimo, ¢inco machos e, provavelmente,

com varios mais, por meio da analise de cinco loci microsatélites em cinco

colonias.

Pu EOPLeH TR

SR Pk e T
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Andlises, também usando esses marcadores, demonstraram que a
rainha de A. andreniformis acasalou com cerca de 10 a 20 machos, similar a
A. mellifera. Neste trabalho foram utilizados 11 loci microsatélite de A.
mellifera ¢ Bombus terrestris. Desses loci, 6 ndo foram suficientemente
conservados para amplificagdo pela reago da PCR em A. andreniformis.
Cinco desses primers amplificaram mas, apenas 4 evidenciaram variagdo
alélica (OLDROYD et al., 1997).

Em meliponineos, PAXTON et al. (1999) observaram a freqiiéncia
de acasalamentos em Melipona beecheii e Scaptotrigona postica analisando
7 loci microsatélites em 10 coldnias de M. beecheii e 7 coldnias de
Scaptotrigona postica. Encontraram de 1 a 3 machos para M. beecheiie 1 a

6 para S. postica, representando o primeiro documentario de poliandria em

meliponineos com marcadores microsatélites.

PETERS et al. (1998) desenvolveram 25 pares de primers

microsatélites para Melipona bicolor. Estes loci representam os primeiros

marcadores microsatélites para abelhas sem ferrdo e sugerem que estes

marcadores possam ser usados em varios géneros dos meliponineos.

Os microsatélites requerem apenas a técnica de PCR e pouco tecido

do organismo, ao contrario da maioria dos outros métodos (CHOUDHARY

et al., 1993). Tambem permite a analise de amostras degradadas, em que 0
DNA gendmico pode ter passado por alguma agressdo ambiental
(TOONEN, 1997). A pequena quantidade de DNA requerido para andlise de

microsatélites tornou-se uma grande vantagem para pesquisadores que

estudam pequenos Organismos ou que visam a sobrevida do organismo apos

a retirada do tecido (STRASSMANN et al., 1996). Essa técnica pode ser

usada sem qualquer conhecimento prévio da sequéncia particular de DNA

ou de genes do organismo de interesse (HAYMER, 1994).
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Fles diferem no numero de unidades repetidas (HUGHES e
QUELLER, 1993) sdo mais facilmente encontradas repeticdes diméricas,
seguidas das triméricas. A abundincia de repeticdes ¢ inversamente
proporcional ao comprimento da repetigdo, assim, quanto maior o
comprimento da repeti¢do, menos abundante ela é no genoma (HUGHES e
QUELLER, 1993). O maior problema com dinucleotideos repetidos ¢ a
ocorréncia de bandas inespecificas (ou expurias) enquanto que com
trinucleotideos e tetranucleotideos repetidos, ha menor tendéncia para gerar
tais bandas (SCHLOTTERER, 1998). Geralmente os dinucleotideos
repetidos sdo mais variaveis que 0s trinucleotideos, embora tenham sido
encontrados loci  trinucleotideos altamente varidveis em humanos

(EDUARDS et al., 1991 apud CHOUDHARDY et al., 1993) o que também

foi observado em vespas sociais, como em Polistes annularis

(CHOUDHARY et al.,1993).
Marcadores microsatélites sdo ideais para mapcamento genético de

genomas, devido a sua distribuigao por todo o genoma (SCHLOTTERER,

1998) identificagdo ¢ discriminagio de genodtipos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996) estudos de genética de populagdes, designagdo

de parentesco ou determinagdo da relagdo dentro do grupo (STRASSMANN

et al., 1996).
QOutra vantagem que cste marcador apresenta ¢ a obtengdo de

informagdo a partir de Jocus individual, o que, conseqiientemente, facilita o

calculo de frequéncias alélicas (PARKER et al., 1998).

Atualmente, a técnica de marcadores microsatélites tornou-se uma

poderosa ferramenta para determinar o namero de pais e a relagdo de

parentesco dentro da colonia (BEYE et al., 1998). Esta técnica usa o

método de amplificagdo de fragmentos via PCR para produzir milhares de
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copias de segmentos particulares de DNA, a partir de um par de primers

especificos.
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2 - OBJETIVO

Verificar, por meio de marcadores hipervariaveis microsatélites, se,

como em varias espécies de meliponineos, apenas um unico macho copula

com a rainha de Melipona scutellaris.
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3 - MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido 1o Laboratorio de Genética do

Instituto de Genética € Bioquimica (INGEB) da Universidade Federal de

Uberlandia.

3.1 Material Biol6gico

Amostras constituiram-se€ de operarias adultas coletadas de oito

colonias de abelha Melipona scutellaris, quatro do Meliponario Uberlandia

a-Minas Gerais € quatro da regido de Salvador-Bahia

situado em Uberlandi
liponario Eymba Acuay.

provenientes do Me
e originaram O Meliponario Uberlandia

As primeiras colonias qu
a regido de Lengois-BA (regido da Chapada Diamantina). Em
margo de 1987 foram trazidas para Uberl

_BA para Uberlandia-MG, em

colonias foram trazidas também de Lengois

1990.

vieram d
andia 14 colonias. Outras 8

olonias foram feitas varias divisdes pelo método

A partir dessas 22 ¢
formando a populagdo atual do

RR et al. (1996)

proposto por KE
4 Chapada Diamantina deu-se devido a

flandia. A escolha d

Meliponario Ube
2 mais baixa, 0 qQu€

sua alta altitude € temperatur
erlandia (CARVALHO, 1996).

colonias ao clima de Ub
formado 0 Meliponario Uberlandia, varias rainhas foram

Depois de
novas colonias foram trazidas: em 1992 foram introduzidas

qzidas de LengOis; €

13 rainhas fisogastricas I
m 1994 mais 11 rainhas de Lengois; em 1995 foram

facilitou a adaptagdo das

introduzidas €
m 1993 foram trazidas trés

rainhas de Catu-BA; €
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trazidas 3 colonias de Lengois e em 200

BA.

Foram coletadas am

Meliponario Uberlandia ¢ de uma

Universidade F

observagdo. As outras tré

Alagoinhas-BA

0, mais 8 colonias de Alagoinhas-

ostras de trés colOnias de M. scutellaris do
colénia situada no campus da
ederal de Uberlandia (Bloco 2E) usada como caixa de
s amostras de colonias foram trazidas de

e uma amostra foi trazida de Camagari-BA, situadas no

Meliponario Eymba Acuay (Tabela 1).

Tabela 1: Namero de individuos amostr

ados em cada coldnia de Melipona

scutellaris e sua localizagdo.

1 Uberlandia-MG 21 (4 M + 17 0)
2 (CO) Uberlandia-MG 23 (11 M+11 O)
3 Uberlandia-MG 30(1 RF+29 O)
4 Uberlandia-MG 30(1 RF + 29 0)
5 Alagoinhas-BA 38(1 RF +15M +22 O)
6 Camagari-BA 34(1 RF + 04 M + 29 O)
- 7 | Alagoinhas-BA 34(1 RF + 33 O)
8 Alagoinhas—BA 35(1 RF +34 O)
M — macho —
O — operdria

RF - rainha fisogdstrica
CO — caixa de observagdo

Apenas

fisogastricas.

nas colonias 1 € 7 pdo foram amostradas as rainhas
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duos amostrados foi baseado em alguns trabalhos

O namero de indivi
) analisaram cinco colonias de A.

ja descritos. OLDROYD et dl. (1995

florea com, respectivamente, 71, 24, 24, 24 e 23 individuos de cada coldnia.

PAXTON et al. (1999) analisaram 10 colénia
m cada colonia ¢ em S. postica

de operarias variando de oito a 12 ¢
a 38 individuos pot colonia.

s colonias do Meliponario

g de M. peecheii com NUMero

analisaram sete coldnias, com sels
jcas das dua

As rainhas fisogastr
para confirmar que os favos

Uberlandia foram marcadas 1O torax
ha. Apos 30 dias da marcagao da rainha

amostrados eram cria da mesma rain

fisogastrica um a dois favos d
estufa a 30°C no Iaboratorio de Genéti
esoperculagdo das células © emergéncia das operarias

Uberlandia, até a d
s colonias do Melipondrio Uberlandia foram coletados apenas

e cria nascente foram coletados € mantidos em

ca da Universidade Federal de

Nas duas outra
e as operarias nasciam, eram coletadas e mortas

os favos de cria. Assim qu
_80°C, onde permaneciam até a extragdo

imediatamente POr congelamento 2

do DNA. Em seis das oito colonias

e transferida, imediatamente, par
m freezer a _80°C. Nas amostras

a rainha fisogastrica também foi coletada

manualmente q um tubo de vidro contendo
foi mantido €

alcool comercial, 0 qual
eto fol utilizado na coleta da rainha €

trazidas da Bahia 0 mesmo procedim

incubagdo dos favos de cria na
riscos de coleta

de se evitar

g colonias. Este tipo de amostragem foi

utilizada a fim s de abelhas que nao fossem

filhas da rainha marcada.

3.2 Extragio de DNA

O DNA foi extraido do torax de cada abelha adulta pelo protocolo

(1996)- Colocou-se 1 torax de abelha em 1 eppendorf

de PAXTON et al.
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de .. TR T :
1,5 ml e adicionou-S€ nitrogénio liquido por 5 minutos. Macerou-s¢ O

torax com bastdo e adicionou-se 500 pl de tampao SET (NaCl 0,15M, Tris

0,02M, EDTA 1mM ph 8) mais 18ul de proteinase K (10mg/ml) e 22ul de

SDS (25%). Incubou-se 2 55°C por 2 horas. Adicionou-se 430 pl de NaCl

os a 19.100g. Transferiu-se o sobrenadante

5M e centrifugou-se por 10 minut
(cerca de 700 pl) para novo tubo eppendorf de 1,5 ml. Adicionou-se 215 pl

de Tris-HCI (0,01M pH 8,0). Completou-

20°C). As amostra
se por 15 minutos 2 13.700g e retirou-se 0O

% (gelado 20°) ao pellet. Ao

se 0 volume do tubo (300 pl) com

etanol 100% (gelado s foram incubadas no freezer a -

20°C (overnight). Centrifugou-
se 500ul de etanol 70
se 0 etanol cuidadosamente e o pellet fol

do em 100ul de TE

etanol, adicionando-
s, descartou-

retirar o excesso de sal
7°C). O pellet foi ressuspendi

seco a vacuo ou estufa (3

(Tris 1mM e EDTA) ¢ estocado a —20°C.

3.3 Amplificacdo dos microsatélites

dos loci microsatélites pela reagdo em cadeia da

se 10 pares de primers, sendo dois
r ESTOUP et al., (1994)

por PETERS et al.

Amplificagoes
polimerase (PCR) foram

pares de primers de A. me
rs de

feitas usando-
llifera Jesenvolvidos PO

M. bicolor desenvolvidos

e oito pares de prime
com fluorescéncia  Cy5

(1998). Os primers
cular Resources) para

foram marcados

(Macromole uso em sistema de eletroforese de DNA
ALFExpress I (Amersham pharmacia Biotech). A sequéncia

amanho dos fragmento

Automatico
s ¢ origem de cada locus podem ser

dos primers, 0 t

observados na Tabela 2.
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a dos primers para cada locus microsatelite
2

Tabela 2: Sequénci

t
amanho dos fragmentos (pb) € origem.

L cwoate | | A L
__ | LCCAATTCACATGTCOACATC /ﬁL
7 S CGTGGGAGGTTTATIGICG 175 Apis mellifera
TIRTETOTY GGTTCGTAACGGATGACACC /,’—__
C CGTTCGTTCTTCCCAAT 55| Melipona bicolor

Y TNTETe COTTC ITIARCCGOC | e color
AC | CCCCTAACAG AAAGCTAT 120 | Melipona bicolor

T YYVYe COTMCIACTTIOOA | o calor
STTTATCGCTCCTATCCTCC 108 | Melipona bicolor

MEGIGA T GAGGACGGTST | T o Bicor
G CTTTATCCGGTGCGTCGAA 154 Melipona bicolor

TTETIVY O IOCGOGTISTL o fona icalor
GA CCCGCCGTACGTTCTGA 94 Vielipona bicolor

NbiTo SCCGCC T AGCACCETT L Fpona ool
3AAT CCCCACAGTGTAACCAGAAAG 175 | Melipona bicolor

T TTATGGTGATAAACGGCGAAG S
i36GAG GCATCGGCGTCAGCCAS 5| Melipona bicolor

M GCGTGTCAGGCGGTGAAG /_f_‘____
Z13AAG SCCTCATCCCITCGTITCT 125 | Melipona bicolor

CGTGACAGGAAGTCCGTCTAA _’_’__,,L___’_

pb-pares dc base
nados para M. bicolor,

atélites foram clo
ados de Apis mellifera. As sequéncias
ESTOUP et

ETERS ef al. (1998) €

Todos os loci micros

exceto A76 ¢ A107, que foram clon

desses primers foram publicadOS por P

al. (1994) respectivamente-
m um volume total de 15 wl

foram realizadas €
aveis de Magnésio (1,5 2 2.5 mM), Taq

0 a 400uM), primers (4 a 10pmol) e

A reagdes da PCR
quantidades vari
, 2U) dNTP (20

sendo testadas
DNA polimerase (1
DNA (10 a 80 ng).
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Microsatélites em Me

s condigdes de amplificagio e as

primers heterologos, a

o de cada primer foram

Sendo os
otimizadas até se obter

temperaturas de anelament

u g
5 m resultado satisfatorio pard cada locus.

e temperaturd foram oti
s amostras foram amplificadas sob varias

As condigdes d mizadas a partir do protocolo

de ESTOUP et al. (1994). A

condigdes de temperatura pard cada locus a fim de fornecer o melhor

resultado (Tabela 3).

Tabela 3: Condigdes de temperatura usadas na amplificagao dos microsatélites

em Melipond scutellaris.

1 3 min. 94°C Desnaturagao

2 /g’sg’g.’/ 94°C T Desnaturagio
3 35 seg. TA do primer " Anclamento
H__Ll____.———— /’éﬁ?gé.f/, 72°C Extensdo

5 —aGovee) - :
s | 10 min. 70°C " Extensio

R —
TA -
A — Temperatura de anclamento-

foram definidos em gel de agarose 2,5%

0S ampliﬁcados
abelecer O volume do produto de

pliﬁcag:ﬁo e est

ilamida. EM segul

de sequenciamento poliacrilamida desnaturante 6%

) utilizando mare
b, ambos utilizados ¢o

Os fragment
para verificar s€ houve am

PCR a ser usado no gel de poliact

da os produtos de PCR

foram aplicados em gel
rmacia Biotech
50 a 500p

adores internos de 200pb e

(Amersham Pha
mo padrio de

um marcador externo de

referéncia.
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utilizados 08 Sfmol/ul de marcador interno  de 200pb

amostra de DNA, 2ul d

Foram
e TE, 3 i de Loading Dye

4 cada 1ul de DNA

9 do tamanho dos

(Pharmacia) em cada

(Pharmacia) e 1,8 pl de STOP (Pharmacia) par

mo, usado como referénci

amplificado. O marcador exte
de marcador externo de 50 a 500pb, 2ul

fragmentos, foi preparado com 1l

de TE e 2ul de Loading Dye.

as amostras foram desnaturadas por 3 minutos a 94°C e

Em seguida,

imediatamente colocadas em gelo até a aplicagao.
Um volume total de 6 ul de cada amostra foi dispensado no gel de
poliacrilamida, procedendo-se a separagdo dos fragmentos nas seguintes

condigdes: 1500V, 25mA, 40°C
rrida. Os resultados fo

poténcia em 120

are AlleLinks

de temperaturd, 60W de

' - <ados no softw
minutos de co ram analisad

versdo 1.01 (Pharmacia)-

3.4 Analise dos dados

Joci microsatélites foram analisados amplificando-se a regido alvo e
gel desnaturante de poliacrilamida. Esse gel

separando-se 08 fragmentos em
¢ao dos alelos por

diferenga 8O tamanho dos fragmentos de

permite a resolu
foram definidos

at¢ dois pares de base. Portanto, 0S alelos mlcrosatehtes
i mo locus.

como fragmentos de tamanhos diferentes para © mes

ados foi feita paseando-s€ 10 genotipo da rainha.

A analise dos d
: presente em todas as operarias

o macho. Quando a rainha ¢

m diferentes dos alelos da mae serdo do pai

s alelos que fore
0, 08 individuos fora

1994). Portant

m amostrados para

O indice de

heterozigota, 0
(ESTOUP et al.,

estimar a preseny
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sta por AYALA e KIGER

h S
eterozigozidade foi estimado pela formula propo

(1984);

heterozigotos

H = nimero de
dividuos analisados

numero de in

ozigosidade ¢ as frequéncias

Também foram calculados 2 heter

alélicas em cada locus.
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4 - RF A
RESULTADOS E DISCUSSAO

icolor € 2 Joci de A. mellifera utilizados para a

Dos 8 loci de M. b
inha de M. scutellaris 7

e copulam com @ ra

analise dos possiveis machos qt
de Apis mellifera (AT6 € A107) e um

fo .
ram otimizados. Dois primers
103) apresentaramil banda

permitindo identificar o locus de

s inespecificas

primer de M. bicolor (Mbi
d
etectadas em gel de agarose 2,5%, ndo

interess
e.
das fortes em M. scutellaris

Sete loci de M. bicolor produziram ban

representando 87,5% de sucess

o no uso de primers heterdlogos. Ocorreram

varias bandas de pouca intensidade,

mui : 1
itas bandas inespecificas ©
e do locus de nter

esse. 1ss0 pode ser um indicio de que

s sdo mais adequados entre grupos mais proximos

MORITZ et al. (1
e A. melliferd oferecem excelentes resultados

ara revelar variabil

dificultando a analis

m . .
arcadores microsatélite
995) também encontraram que

do :
que entre subfamilias.

loci mi q:
oci microsatélites clonados d
idade intracolonial em A.

quando amplificados pela PCR P
s de primers de

a amplificagdo em M.

~ picolor com bo
qiiéncia de DNA

dorsata. Os 7 pare
nde homologia na S¢

scutellari
cutellaris pela PCR sugerem uma gra

e i
ntre essas espeécies.
¢ amplificagdo com diferentes

olo da reagdo d
r ¢ DNA,

ps, 1aq DNA
de anelamento,

Otimizou-s¢ O proto¢
polimerase, prime

quantidades de magnésio, dNT
definindo-se como mais

além de diferentes temperaturas

adequado:
(Pllarrnacia)

> Tampdo da enzimad 1X
(Pllarlnacia)

» 1U Taq DNA polimeras®
> 5 pmol de primers
> 250 uM de dANTP total
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» 2 mM de MgCh

» 50 ng de DNA gendmico
s amplificagoes, foi

e e uniformidade da
trametil amoOnia (TMAC) agente

tabilizador das atividades

Para melhorar a qualidad

adici \
cionado a reagdo 20uM de cloreto te
de
snaturante comumente utilizado como uimh es
ou O padrao de bandas, facilitando a

enzimati
maticas. Esse reagente melhor

lei . .
tura dos perfis microsatélites.

do pela PCR foi visualizado em gel de agarose

O produto amplifica
resentando O tamanho

Cla . , . ’
ramente, isto €, sem bandas inespecificas, 2P

S
emelhante ao esperado para M. bicolo

r. De qcordo com cada primer, foram
ura de anelamento de 50 2 62,5°C. A partir da

fei o~
tas variagGes na temperat
mperaturas de anelamento

iteratura, as ter

te e _
mperatura inicial sugerida na 1
fim de eliminar ban

e até 8,5°C, @
nto do primer.
s resultados visu

das inespecificas €

S0 o
freram variagdes d
para cada

A temperatura ideal

ermiti
permitir o melhor anelame
alizados em gel de agarose

locus foi estabelecida, a partir do
2,5% (Tabela 4).
s sete primers utilizados na

Tabela 4: Temperaturas Je anelamento para O

50 dos micr

m M. picolor.

osatélites €™ M. scutellaris €M

amplifica¢

comparagdo €0

— Mbil3 | /
__ Mbi28 %
59.5°C /"’%%C/

Mbi 32
9°C
//’_

— M
__ Mbiss | % ;
\ML/OC’ 625
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Mic :
rosatéli
osatélites em Melipona. scule

se que todos 0s

observagio) observou-

os, apresentaratl dois alelos, indicando

Na colonia 2 (caixa de

mac : .
hos analisados eram heterozigot

q colonia. A ocorréncia de machos

a .
presenga de machos diploides nest
a de qcasalame os, pelo fato dessa

di r . ; . " .
PlOIdes e Consequénm ntos endogamlc

C ~N . .
ol6nia estar isolada de todas as outras.
ficagdo dos fragmentos €M gel de agarose 2.5%

Um padréo de ampli
gmentos em gel de

poliacrilamida

pode ser visualizado na Figura 2 € dos fra

6% na Figura 3.

os amplificados do locus

Figura 2: Eletroforese eiAn' géi de agafose 2,5%
Mbi213 em Melipond scutellarts.
1\1/[ - m‘arcador dc peso molecular de 100pb (Pharmacia),
- rainha fisogastrica da colonia 3.
a3 (prole d

2 4 Y Az . nhé
10 18 — operarias da colont a rainha)-
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picos marcados em vermelho —
externos.

alelos; picos verdes - marcadores internos; picos azuis

lamida 6% desnaturante para o locus Mbi
s por analise no Sequenciador Automatico

- marcadores




Microsatélites em Melipona. scutellaris — Soares, K 29

Alguns loci, como 0O Mbi 11, Mbi 13 e Mbi 32, apresentaram
fragmentos menores que © tamanho dos fragmentos encontrados em M.
bicolor (PETERS et al. 1998) enquanto outros, COmo 0S loci Mbi 28 € Mbi
32, apresentaram fragmentos maiores quando amplificados em M.

scutellaris. Esse resultado era esperado, ja que 08 primers s&o heterdlogos e

por isso podem estar amplificando regiGes com seqiiéncias diferentes em

tamanho ou composi¢do de bases entre as duas espécies, além disso esses

primers amplificam regioes hipervaridveis entre espécies, com alta taxa de

mutagdo. Foram calculados o numero de alelos em cada locus, os tamanhos

amplificados ¢ 2 heterozigosidade para M. scutellaris

or (PETERS et al., 1998) (Tabela 5).

dos fragmentos

comparando-se com M. bicol

5. Tamanho dos fragmentos amplificados em M. scutellaris

comparado a0s obtidos
bicolor nas 0ito €O

Tabela
por PETERS et al. (1998) para M.

16nias estudadas.

Mbi 11 128 137 140 3) 152 (5)
H= 0,09 H= 0,63

Mbi 13 111 120 2) 129 (@)
Mbi 28 13 116 119 122 127 130 (6) 108 (3)
Mbi 32 125 129 2 154 (&)
H= 0,0 H=0,63

Mbi 36 98 100 122 133(4) 125 (5)
Mbi 88 g4 91 94 97 100 106 (6) 94 (2)
Mbi 213 119 129 132 135 4) 123 (6)
H= 0,4 H= 0,75

dade pb = parcs de base

() = namero de alelos H = Jeterozigosi
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Os resultados mostraram que varios fragmentos amplificados em M.
scutellaris foram de tamanhos diferentes, bem como o nuimero de alelos e o
indice de heterozigosidade quando comparados aos valores obtidos para M.
bicolor. Os indices de heterozigosidade foram menores que os encontrados
para M. bicolor, com excegdo dos loci Mbi 28 ¢ Mbi 88, os quais
apresentaram indices maiores. O locus Mbi 32 ndo apresentou individuos

heterozigotos tendo, entdo, indice de heterozigosidade igual a zero. Essas

variagbes quanto a0 NUMero de alelos e indices de heterozigosidade entre

espécies também foi observado por PETERS et al. (1998) usando primers

desenvolvidos em M. bicolor para amplificagio de DNA de M.

quadrifasciala, Tetragona clavipes € Scaptotrigona postica.

CARVALHO (2001) obteve o valor de 0,39 como indice médio de

heterozigosidade entre 29 populagdes de M. scutellaris.

No presente trabatho, o indice médio de heterozigosidade foi de 0,27

para OS MesmoS sete loci microsatélites estudados anteriormente. Essa

diferenga pode ser justificada pelo fato de nesse trabatho ter sido analisado

colonias do Meliponario Uberlandia (além das colonias da Bahia) que estdo

geograficamente isoladas da regido de ocorréncia natural dessa espécie ha

mais de dez anos, apesar da introdugdo de novas rainhas ¢ colonias no

decorrer dos anos. Isso implica em aumento da homozigosidade na

populagao.

Entretanto, analisando-se 0 nimero de alelos e a heterozigosidade

das amostras coletadas no Meliponario Uberlandia e comparando-se com as

as coletadas na Bahia obte

e proximos (Tabela 0).

ve-se indices de heterozigosidade e nimero
amostr

de alelos bastant
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Tabela 6: Tamanho dos fragmentos amplificados, numero de alelos e
heterozigosidade em M. scutellaris, nas colonias de Uberlandia

e nas col6énias da Bahia.

“Mbi 11 137 140 (2) 128 137 (2)
H= 0,00 H= 0,02
Mbi 13 111 120 (2) 111120 (2)
H= 0,06 H=0,11
Mbi 28 119 122 (2) 113 116 119 122 127 130 (6)
H= 0,6 H= 0,7
-
Mbi 32 125 129 (2) 125 (1)
H= 0,0 H=0,0
I
Mbi 36 o8 122 133 (3) 100 122 (2)
H=0,2 H=0,2
Mbi 88 34 91 97 106 (4) 91 94 97 100(4)
H= 0,6 H=0,6
Mbi 213 129 132 135 (3) 119 129 132(3)
H= 0,4 H= 0,4

_——_’/ . . —
() = namero de alelos H = heterozigosidade pb = parcs de base

Apenas para o Jocus Mbi 28 houve uma diferenga maior quanto ao

o de alelos encontrados.
alelos, as amostras da Bahia apresentaram seis alelos para

, uanto as amostras de andi
nimer Enqg Uberlandia

apresentaram dois
este mesmo locus. Ja para 05 Joci Mbi 11, Mbi 13 e Mbi 28 houve um

aumento na heterozigosidade das colonias da Bahia.

A heterozigosidad

56, sendo maior do qu
cia de existir até cinco rainhas fisogastricas ativas

e média desses 7 loci microsatélites para M.

bicolor é de 0 e o de M. scutellaris. Essa diferenga,

certamente, ¢ consequen!

olonia de M. picolor o que ndo ocorre em M. scutellaris.

numa mesma ¢
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Portanto, a variabilidade genética ¢ maior em M. bicolor do que em M.

scutellaris.
Os dados de ESTOUP et al. (1994) mostraram uma

heterozigosidade média de 0,69 para os loci microsatélites de 4. mellifera

mellifera. Esse valor ¢ ainda maior do que os obtidos para M. scutellaris e

M. bicolor, o que reflete a variabilidade decorrente dos acasalamentos

multiplos da rainha (até 19 machos segundo ADAMS et al., 1997).

Em meliponineos, PAXTON (1999) observou valores de

heterozigosidade para M. beecheii entre 0,2 e 0,9, valores proximos aos

encontrados para M. scutellaris, e encontrou trés machos diferentes que

acasalaram com a rainha.

Os alelos encontrados € suas freqiiéncias em cada /ocus para as oito

colonias estudadas encontram-se na Tabela 7. As freqiiéncias alélicas

encontradas para M. scutellaris ndo puderam ser comparadas com as

freqiiéncias alélicas de M. bicolor, pois essas ndo foram fornecidas.
Quando variagdes alél
dicativo de que novos eventos de recombinagio

icas bruscas ocorrem no tamanho dos

microsatélites, seria um 11

desigual estariam ocorrendo. Isto €, quanto menor o nimero de

ervado e quanto mais
e o evento em si, por exemplo Mbi28

microsatélites obs distante ¢ o tamanho (menos

uniforme) mais novVo é o microsatélite

e Mbi 13.
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Tabela 7: Alelos encontrados para cada locus analisado e suas freqiiéncias

alélicas totais obtidas das oito col6nias de Melipona scutellaris.

Mbi 11 0,04
0,85
0,10
Mbi 13 0,95
0,05
Mbi 28 0,03
0,1
0,3
0,2
0,08
0,3
0,92

Mbi 32

0,08
: 0,18

36 ,
Mot 0,24
0,54
0,03
0,075
0,41 £ <
0,039 s
97 0,26
100 0,18
106 0,036
: 119 0,28
Mbi 213 129 0.3
0,31

132
| s 0.09

e alguns alelos, podem existir alguns

- b3
=
=
t """(
-
[
<L
=3
e
K1
R
——
Eav]
~o

g
H

Mbi 88

Universidade

-

do a alta fregiiéncia d

Devi
o haplétipo. Assim, a rainha pode ter copulado com

machos com o mesm

acho que tenha 0 mMe
so, devido a falta ou diminuigdo da quantidade de

smo alelo que ela. Os cruzamentos podem

mais de um m

ndo estar sendo a0 acd
nseqiientemente, d
maior proximidade entre a
pode ser decorrente de acasalamentos

e alelos ou a indugdo de cruzamentos

machos ¢, €O A
s coldnias amostradas no

preferencials devido 2

Meliponario Uberlandia. Também
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Microsatélites em Melipona.

endogamicos e a introdugdo de novos alelos (por meio da adi¢do de novas

colméias) o que acarretaria na introdug@o de um alelo numa razao maior que

outro, afetando as freqiiéncias alélicas.

A criagdo de abelhas em Meliponarios com numero de colonias

restritos, como No €aso do Melipondrio Uberldndia, pode levar a

cruzamentos entre individuos irmdos ou comm os mesmos alelos sexuais
>

podendo levar a diminuigdo da heterozigosidade. Também a multiplicagio

racional das col6nias favorecendo a selegdo para alguma caracteristica

desejavel, como produgao de mel, leva a alteragdes nas freqiiéncias alélicas

nando-se uma rainha para a formagdo de colonias filhas, leva-se

pois, selecio

nseqiiente aumento do seus alelos na populagdo.

aum co
os fragmentos encontradas da rainha e das

Os loci € 08 tamanhos d

operarias ¢ machos, filhos da rainha, para cada colonia analisada estdo

4 8. O tamanho dos fragmentos dos machos que

dispostos na Tabel
artir dos alelos da rainha e sua

a rainha foi deduzido a p

acasalaram com
mais de um alelo para o macho que

se onde encontrou-se

prole. A anali
vidéncia. Nos demais obteve-se a presenga

u com a rainha esta em €
o, apenas um macho.

acasalo

de apenas um alelo, portant
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Tabela 8: Tamanho dos alelos (pb) das rainhas e sua prole, e tamanhos

os dos machos que acasalaram com €ssas rainhas.

provaveis dos alel

Tamanho | Tamanho dos Tamanho dos | Tamanho | Tamanho dos | Tamanho dos
dos alelos | alelos da Prole Provaveis dos alelos da Prole Provaveis
da da rainha alelos dos | alelos da da rainha alelos dos
Rainha machos Rainha machos
140(M) /
: 140 137 137/137(0 137
Mbill | 140 1 140/140 (0) ©)
111(M)
111/111(0) 111 111 111/11(0) 111
MAE1S 111/120 111/120(0)
120
120(M)
—Mﬁ————'_’”‘*’”‘_’" - 119/122
_"_’///
L) 29 125 125/125(0) 125
: 1
| e 122/122(0)
Mbi 36 122 | ypons30) |
— | 84(M)
84/84(0) 91 91/91(0) 91
91/106(0
mbigs | 8491 | 849100 0)
91/91(0)
132 /132
— [ 132/132(0) 0)
132 1321 132113500 132
Mbi213 | 132 132 (M) (0)
—
M — Macho

O - Operaria
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Tamanho Tamanho dos Tamanho dos
dos alelos | alelos da Prole Provaveis
da da rainha alelos dos
Rainha machos
Mbi 11 137 137 (_O) 137
111 111(O 111
Mbi 13 ©)
Mbi 28 119
119/122- 119/122(0) 122
ke e T T N
Mbi 32 125 125(0) 125
Mbi 36 - . -
P
91/97(0)
9197 | 91/91(0)
Mbi 88
97/97(_0)
[ ——
Mbi 213 135 129/135 (O) 129
Y e
M — Macho

O - Operaria

Tamanho | Tamanho dos | Tamanho dos
dos alelos | alelos da Prole Provaveis
da da rainha alelos dos
Rainha machos
137 137(0) 137
111 11 1(0) 111
119
119/122 119/122
122
125 125(0) 125
98 98(0) 98
129/132 | 129(0) 129
|
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Tamanho Tamanho dos | Tamanho dos Tamanho | Tamanho dos | Tamanho dos
dos alelos | alelos da Prole Provaveis | dos alelos | alelos da Prole Provaveis
da darainha alelos dos da da rainha alelos dos
Rainha machos Rainha machos
Mbi 11 137 137 (O) 137 137 137(0) 137
137 (M)
111 111(O 111 111 111(0 111
Mbi 13 i) ©)
111 (M)
Mbi 28
116/119 116/119(0) 113/116 | 116/119(0)
119/122(0) 113/116(0)
Mbi 32 125 125(0) 125 125 125(0) 125
| A
Mbi 36 100 100(0) 100 122 122(0) 122
T SR
/__’__//__
132(M)
129(M)
( o |119n32| 11°O o
Mbi 213 129/132 | 1 19/132(0)
119(M)
119/1 29(0)
119/132(0)
‘___’//,_,—’J
M — Macho

O - Operaria
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Tamanho | Tamanho dos | Tamanho dos Tamanho | Tamanho dos | Tamanho dos
dos alelos | alelos da Prole Provaveis | dos alelos | alelos da Prole Provaveis
da darainha alelos dos da darainha alelos dos
Rainha machos Rainha machos
Mbi 11 128/137 137 (0) 137 137 137(0) 137
128/137(0)
111 111(0) 111 111/120 111(0) 111
il3
Mo 111/120 (O)
Mbi 28
130 127/130(0) 127 130 130(0) 130
Mbi 32 125 125(0) 125 125 125(0) 125
]
Mbi 36 122 122(0) 122 122 122(0) 122
L
91/97 91/97(0 91
Mbi 88 91/97 91(0) 91 (0)
91/97(0)
///
‘ 129/132 129(0) 129
Mbi213 | 119 119 119
129/132(0)
___//__/
M - Macho

O - Operaria

. Mbi 88 ¢ Mbi 28 observados na analise das
Os alelos dos [oci
colonias 1, 3,5 €0 evidenc
sfo contrarios 208 0
o volume de espermatozdides encontrados no

jaram que a rainha acasalou com mais de um
dados btidos por PAGE e KERR (1990).
macho. Esses da
ores relataram que
a ap0s 2 copula, era

Esses aut ' _
proximo ao volume ejaculado por um

oviduto da rainh
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Unico m
acho. KERR et al. (1962) relataram que durante o acasalamento dos
meliponi '
ponineos os machos perdem sua genitalia, ficando esta presa a genitali
alia

da rainha. Assi 3 i '
. Assim, ela ndo pode ser inseminada novamente. Nesse trabalho
2

para as colonias 1 e 3 2 segregagdo dos alelos do locus Mbi 88 da progénie

mostro inl i
u que a ramnha, heterozigota, acasalou com, no minimo, dois macho
> S

ue i
que possujam 0s Mesmos alelos que ela. Entretanto, para 0 locus Mbi 28 nas

coloni a éni
asSe 6, a segr egagao obser vada na progeme sugere, no minimo, dois
2

aca
salamentos, embora pelo menos um macho tenha o mesmo alelo que ela

e outro, um alelo diferente. Essa analise foi possivel por meio da segregacdo

desses alelos na progenic (machos e operarias) das referidas rainhas. Como

exemplo, observa-se 05 alelos do Jocus Mbi 88 na colonia 1. Tendo na prole

operarias homozigotas para oS alelos 84 e 91, sendo a rainha heterozigota

um desses alelos € de um macho € 0 outro seria do outro macho

Os resultados de todos os loci em todas as colonias analisadas

e 50% dos acasalamentos de rainha de M. scutellaris

indicam que cerca d

ocorrem com mais de um macho.

O fato de mais de um mach
o maior diversidade genotipica. Com isso, as
2

o copular com a rainha, leva ao aumento

na variabilidade, proporcionand

monio genético mais diversificado para agdo da

coldnias apresentariam patri
o ocorrer seleg¢do
ancia a patdgenos como observado

selegdo natural, podend de coldnias mais tolerantes a
s, aumento de toler

mudangas ambientai
(1995) influenciando diretamente no

em A. florea por OLDROYD et al.

aumento do fitness da colonia.
nta a variabilidade ~ genética intracolonial
2

A poliandria aume
a a colonia, €O
genos € diminui a possibilidade da

conferindo vantagens par mo a redugdo na produgdo de
a resisténcia 2 pato

machos dipléides,
ssua o mesmo alelo que ela.

rainha acasalar com um macho que Po
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5 - CONCLUSAO

Este trabalho evidenciou, por meio de marcadores hipervariaveis

microsatélites, que mais de um macho acasala com uma rainha de Melipona

scutellaris.

Os primers Mbi 28 ¢ Mbi 88 apresentaram maior indice de

heterozigosidade e maior namero de alelos, sendo esses OS mais

informativos para a presente analise.

O numero de machos no acasalamento pode ter sido subestimado,

nos casos onde rainhas heterozigotas acasalaram com machos carregando

um alelo idéntico ao seu.
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6 - RESUMO

Os meliponineos sdo de importéncia fundamental na polinizagdo das

flores. Cerca de 60% das espécies de abelhas sem ferrfio estdo nas florestas

tropicais contribuindo para sua manutengdio e perenizagéo. Dentre os

meliponineos, a abelha Melipona scutellaris, conhecida popularmente como

urugu, tornou-se objeto de estudo desse trabalho. Até o momento era

conhecido que essa espécie, cOMO em varias espécies de meliponineos, era

monandrica, acasalando apenas uma Vez em sua vida. Alguns autores,

fazendo andlises com marcadores microsatélites, relataram que entre 0s

meliponineos algumas espécies sdo poliandricas. Marcadores microsatélites

possuem uma caracteristica fundamental que torna possivel a andlise da

entesco dentro da espécie: possuem O mais elevado conteudo

relagdo de par

de polimorfismo. S50 marcadores €O
alisando-se colonias de Melipona scutellaris,

m expressdo codominante, multialélicos

¢ muito frequentes. Assim, an

este trabalho teve como objetivo confirmar se ha apenas um macho

a rainha dessa espécie,
sados sete loci microsatélites de

copulando  com por meio de marcadores
hipervariaveis microsatélites. Foram U
color para a andlise de oito colonias de Melipona scutellaris.

Melipona bi
das pela PCR e os alelos detectados em gel

Estas amostras foram amplifica
de poliacrilamida Jesnaturante 6% em Sequenciador Automatico. Os sete

sentaram variagao qu
r, espécie a partir da qual foram

Joci microsatélites apre anto ao nimero ¢ frequéncia de

o-se com M. bicolo

alelos, comparand
¢ da andlise dos alelos da rainha e sua

primers. A parti

desenvolvidos 0S
prole observou-se que em quatro das 0ito colonias analisadas as rainhas
ini ' aumentando a variabilidade
ninimo, do1s machos,
acasalaram com, 100 T

genética da colonia.
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7 - SUMMARY

The stingless bees are of fundamental importance in the flower’s

of the stingless bees’s species are at tropical forests

pollination. About 60%
where they contribute to its maintenance and conservation. Among the
stingless bees, the Melipona

became object of study of this work. Su

scutellaris — known popularly as “urugu” —
ch bee, so far, was characterized as

being monandry, coupling just once in its lifetime, as in several stingless

s. However, some authors, making analysis, using microsatellites

bees’ case

markers, related that among the stingless bees some are polyandry.

Microsatellite markers have a fundamental characteristic, which allows the

analysis of the kinship within the species: they posses the highest

m content. These markers are multiall
the analysis of the Melipona

polimorphis eles, very frequent, with
on. Thus, through

codominant expressi
ork is to confirm whether there is a single male

scutellaris, the aim of this W
copulating with the queen of this species, by means of the hipervariable

markers. Seven microsatellite
f eight Melipond scutellaris’ ¢

olyacrylamide sequencing gels. Mi

microsatellites s loci of bicolor Melipona were

used for the analysis O
were run on standard 6% p
ere scored as fragme
ci presented variation a
with Melipona bicolo
m the analysis of the queen’

ur, out of eight, analyzed colonies the

olonies. PCR products

crosatellite

at lengths on base pairs. All seven

alleles w
g to the alleles’ number and

microsatellite 10
r, species from which the

frequency, comparing
s alleles and its

primers were Jeveloped. Fro
s observed that in fo

offspring wa
th at least, two male

queens coupled Wi s, increasing the colony’s genetic

variability.
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relagio de parentesco, 5
repetigdes diméricas, 16
RFLP, 11

RNA display, 11

S

Scaptotrigona postica, 15
segregagdo dos alelos, 42
Sequenciador Automatico, 31
SSLPs, 14

SSR, 14

STOP, 25

STR, 14

subestimado, 44

T

tampdo SET, 22
Tag DNA polimerase, 23

TE, 22
temperaturas de anelamento, 27

Tetragona clavipes, 33
torax, 21

triméricas, 16
trinucleotideos, 16

U

urugu, 4

variabilidade, 35
VNTR, 11

FU-00012402~1




