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VARIABILIDADE GENETICA DE Melipona quadrifasciata anthidioides
(HYMENOPTERA, APIDAE) NA REGIAO SEMIARIDA DA BAHIA

Autor: Larissa Silva Souza

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alfredo Lopes de Carvalho

RESUMO: As abelhas indigenas sem ferrdo estdo entre os principais
polinizadores da flora brasileira. A criacdo racional de abelhas sociais sem
ferrdo ou meliponicultura surge como uma atividade que atende aos principios
de sustentabilidade promovendo diversificacdo agricola e aproveitamento dos
recursos naturais de forma vidvel. No entanto, muitas espécies estdo
seriamente ameacadas de extincdo em consequéncia da perda do habitat e
isolamento, causados principalmente pelo desmatamento, uso indiscriminado
de defensivos agricolas e grandes queimadas. O conhecimento da
biodiversidade de determinadas espécies e populacdes é uma ferramenta
bésica para a sua conservacdo. A abelha mandacaia (Melipona quadrifasciata
anthidioides) ocupa lugar de destaque entre os meliponineos para a criagéo e
producéo de mel. O presente estudo teve como analisar a diversidade genética
de Melipona quadrifasciata anthidioides no estado da Bahia. Foram analisadas
colénias provenientes das regibes de distribuicio da espécie, onde
posteriormente foram manejadas racionalmente no intuito de avaliar a
variabilidade genética entre as geracBes Parental, F1 e F2. Tal diversidade
genética foi verificada por meio de andlise molecular utilizando marcadores
microssatélites. Ao final deste estudo, verificou-se alta variacdo genética,
evidenciando um alto fluxo génico entre as popula¢des nos locais de estudo.
Quando submetidas a criagcdo racional em meliponarios, esta diversidade
genética foi mantida, ndo havendo a perda da variabilidade genética ou
endogamia e auséncia de diferenciacdo populacional ao longo das geracdes

analisadas.

Palavras-chaves: Abelhas sem ferrdo; diversidade genética; mandacaia.



GENETIC VARIABILITY OF Melipona quadrifasciata anthidioides
(HYMENOPTERA, APIDAE) IN THE SEMIARID REGION OF BAHIA

Author: Larissa Silva Souza

Advisor: Prof. Dr. Carlos Alfredo Lopes de Carvalho

ABSTRACT: The indigenous stingless bees are major pollinators of flora. The
rational creation of social stingless bees or beekeeping emerges as an activity
that meets the principles of sustainability by promoting agricultural
diversification and exploitation of natural resources in a viable manner.
However, many species are seriously endangered as a result of loss of habitat
and isolation, mainly caused by deforestation, indiscriminate use of pesticides
and large fires. The knowledge of the biodiversity of certain species and
populations is a basic tool for their conservation. The mandacaia bee (Melipona
quadrifasciata anthidioides) occupies a prominent place among stingless bees
for the creation and production of honey. The present study was to analyze the
genetic diversity of Melipona quadrifasciata anthidioides in the state of Bahia.
Colonies from regions of the species, which subsequently were managed
rationally in order to assess the genetic variability among Parental, F1 and F2
generations were analyzed. Such genetic diversity was verified by molecular
analysis using microsatellite markers. At the end of this study, there was high
genetic variation, indicating a high gene flow between populations in the study
sites. When subjected to rational creation in meliponary this genetic diversity
was maintained, with no loss of genetic variability or inbreeding and lack of

population differentiation across generations analyzed.

Keywords: Stingless Bees; genetic diversity; mandacaia bees.



INTRODUCAO

As abelhas da subfamilia Meliponinae (Hymenoptera, Apidae), também
conhecida como abelhas indigenas sem ferrdo ou meliponineos, sao abelhas
sociais encontradas em regibes tropicais e subtropicais do mundo
(MICHENER, 2007). Estas abelhas encontram-se subdivididas em duas tribos:
Meliponini, formada apenas pelo género Melipona, que é encontrado
exclusivamente na regido Neotropical (América do Sul, Central e llhas do
Caribe) e Trigonini, que agrupa grande numero de géneros e esta distribuida
em toda a area de distribuicdo da subfamilia (CAMPOS e PERUQUETTI,
1999).

Dos 56 géneros validos, 33 sdo exclusivamente neotropicais, com 417
espécies descritas (CAMARGO e PEDRO, 2013). No Brasil, sdo descritas
cerca de 300 espécies de meliponineos, caracterizadas pela sua elevada
diversidade de formas, tamanhos e habitos de nidificacdo (CAMPOS &
PERUQUETTI, 1999; KERR, 1998).

O género Melipona tem o maior numero de espécies, cerca de 70
(MOURE et al., 2007), e pode ser encontrado em toda a regido Neotropical, do
México a Misiones, Argentina, com maior diversidade na bacia do Amazonas
(CAMARGO E PEDRO, 1992, SILVEIRA et al.,, 2002). No Estado da Bahia
destacam-se trés espécies de meliponas: a urucu (Melipona scutellaris) e duas
mandacaias (Melipona quadrifasciata e Melipona mandacaia), consideradas
como produtoras de mel, polen, além da produgdo de enxames para
meliponarios (CARVALHO et al. 2003).

A abelha Melipona quadrifasciata Lep., conhecida popularmente como
"mandacaia” € subdividida em duas subespécies: Melipona quadrifasciata
anthidioides e Melipona quadrifasciata quadrifasciata. A subespécie M. q.



quadrifasciata € encontrada nos estados do sul (Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina) (MOURE & KERR, 1950), enquanto que a subespécie M. q.
anthidioides pode ser encontrada desde o nordeste do estado de S&o Paulo até
0 extremo norte da Chapada Diamantina, na Bahia, estendendo-se a oeste até
Minas Gerais e ao centro de Goias (BATALHA-FILHO et al., 2009). Na Bahia
pode ser encontrada em quase todo o estado sendo a regido semiarida, por
motivos climéticos e floristicos, a predominante desta espécie (NUNES, 2013).

As populagdes com um padrdo morfolégico semelhante a M. q.
quadrifasciata foram relatadas no norte de Minas Gerais, Sergipe e nordeste da
Bahia (BATALHA-FILHO et al., 2009). No entanto, as abelhas do norte de
Minas Gerais e nordeste da Bahia e Sergipe, diferem geneticamente de M. q.
quadrifasciata e sao semelhantes a M. . anthidioides. Waldschmidt et al.
(2000), por exemplo, ao estudar estas duas subespécies de Melipona, detectou
um marcador RAPD em individuos de Januéria (Norte de Minas Gerais), que
estava presente em M. g. anthidioides, mas ausente em M. g.quadrifasciata. Da
mesma forma, Batalha-Filho et al. (2009), com base em analise de PCR -RFLP
do gene COI, mostrou similaridade genética entre M. g. quadrifasciata e M. g.
anthidioides do norte de Minas Gerais, Bahia e Sergipe Nordeste, ambos com
um padrao morfolégico semelhante ao de M. q. quadrifasciata.

As abelhas pertencentes a tribo Meliponini sdo elementos importantes
para o0 meio ambiente, principalmente no que se refere a sua atuacao nos
ecossistemas como agentes polinizadores. Estima-se que cerca de mais de
60% das culturas vegetais tropicais sao polinizadas por abelhas sem ferréo
(BROSI, 2009). Em termos econbmicos, sabe-se que a polinizacdo mediada
por estas abelhas vem contribuindo com bilhdes de ddlares para a economia
tropical (RICKETTS et al., 2008). Aléem disso, a criagcao racional destas abelhas
contribui para o aumento da renda familiar, por meio da comercializacdo dos
seus subprodutos e servigos.

Apesar da importancia ecoldgica e econdmica dos meliponineos em
geral, algumas espécies vém sofrendo reducdo populacional. Varios fatores
tém sido apontados para o0 agravamento desta situacdo, dentre eles, a
degradacédo e desmatamento de florestas, uso indiscriminado de defensivos

agricolas, queimadas e a¢cbes de meleiros (LAUTENBACH et al., 2012), além



da escassa difusédo de informagdes sobre a criagdo e manejo destas espécies.
Ademais, a reducdo da diversidade de abelhas pode ser acompanhada pela
perda de muitas espécies de plantas que dependem delas para polinizacdo (LA
SALLE e GAULD, 1993).

Marcadores moleculares aplicados ao estudo de abelhas

Os marcadores moleculares sédo ferramentas que podem diferenciar dois
ou mais individuos e sdo herdadas geneticamente (FERREIRA E
GRATTAPAGLIA, 1998). Estes oferecem a possibilidade de acessar o genoétipo
do individuo e diferenciam-se basicamente pela tecnologia utilizada para
revelar a variabilidade presente no DNA, bem como pela habilidade em
detectar diferencas entre individuos, pelo custo, pela facilidade de uso, pela
consisténcia e pela repetibilidade (MILACH, 1998). Do ponto de Vvista
molecular, a variacdo genética, denominada polimorfismo, é o resultado de
mudancas espontaneas no DNA gendmico que podem ser mensuradas por
meio de diferentes técnicas moleculares (LEON E JONES, 2005).

Até a metade da década de 1960 as andlises populacionais eram
baseadas em caracteristicas fenotipicas, sendo as andlises morfométricas
responsaveis pela maioria dos estudos de filogenia, taxonomia e sistematica
das abelhas Apidae (MORESCO, 2009). Os recentes avan¢os na biologia
molecular abriram novas perspectivas para a pesquisa em conservacao de
espécies, genética de populacdes, filogeografia e taxonomia, por meio da
utilizacdo de marcadores moleculares. Podem ser divididos em dois tipos,
agueles baseados em enzimas (isoensimas e aloensimas) e nagueles
baseados em acidos nucléicos (marcadores de DNA).

Dentre os varios tipos de marcadores moleculares, os baseados na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tais como: RAPD (DNA polimorfico
amplificado ao acaso), RFLP (digestdo do DNA com enzimas de restricdo),
ISSR (intersequéncia de repeticdo simples), e SSR (sequéncia de repeticao
simples), sdo os que tém demonstrado eficiéncia em estudos de genética de
populacdes (MIRANDA, 2012).



Em estudos com abelhas, um dos primeiros trabalhos foi realizado por
Mestriner (1969), onde se verificou a variabilidade alélica em locos
isoenzimaticos em amostras de Apis mellifera ligustica introduzidas no Brasil.
Berezovskaya et al. (2002) detectaram variacdo genética interespecifica em
cinco espécies do género Bombus, demonstrando assim que o marcador ISSR
poderia ser util para ajudar a elucidar os problemas ligados a sua classificacdo
taxondmica. Paplauskiené et al. (2006) detectou marcadores ISSR especificas
para a subespécie Apis mellifera carnica e Apis mellifera caucasica que
permitiu a diferenciacdo genética entre as duas subespécies.

Dentre os marcadores de DNA, os microssatélites sdo caracterizados
por serem repeticbes de sequéncias simples (SSR) em regidbes do genoma
constituido por sequéncias de repeticdo curtas que consiste de um a seis
nucledtidos (HANCOCK, 1999). Como apresentam alto grau de polimorfismo,
expressdo codominante, presenca abundante em todo o genoma e relativa
facilidade de execucao técnica, os microssatélites tém sido bastante utilizados
e considerados os marcadores ideais para estudos genéticos de populacdes de
insetos (FRANCISCO et al.,, 2006). A principal limitacdo da técnica é a
escassez de loci sequenciados e sequéncia de primers disponiveis na literatura
para alguns grupos de organismos, a grande quantidade de trabalho
necessario para o desenvolvimento prévio de marcadores e elevado custo
deste desenvolvimento (MATIOLI, 2001).

Para os estudos de abelhas os primeiros trabalhos foram realizados para
o desenvolvimento de primers microssatélites para abelhas A. mellifera e
Bombus terrestris, descritos por Estoup et al. (1993) e, em 1995, estes
‘primers” comecgaram a ser utilizados para estudar a estrutura genética de
populacdes destes organismos, bem como para outras espécies de abelhas. Ja
para abelhas da tribo Meliponini, os primeiros microssatélites foram descritos
para a espécie Melipona bicolor (PETTERS et al., 1998). Em virtude da
inexisténcia de primers microssatélites especificos para a maioria das espécies
do genéro Melipona, Viana et al. (2011) testaram a transferabilidade de 49 loci
microssatélites para as espécies M. scutellaris, M. mondury, M. mandacaia e

M.quadrifasciata.



A partir de entdo, os marcadores microssatélites vém sendo utilizados
para os mais diversos estudos genético-populacionais de abelhas. A poliandria
em M. scutellaris foi confirmada por meio da analise de sete locos,
demonstrando que a rainha desta espécie acasala com mais de um macho
(SOARES, 2001). Francisco et al. (2006) utilizando primers heterdlogos,
analisaram o numero de alelos e hetorozigosidade para loci microssatélites em
Plebeia remota, Partamona mulata, P. helleri, evidenciando um déficit de
heterozigotos. Lopes et al. (2010) verificaram o aumento de heterozigosidade
observada e esperada e o numero de alelos, comparado a diversidade genética
entre primers espécie-especificos e heterélogos em populacdes de M.
rufiventris, M. mondury em Minas Gerais.

Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo, conhecer a
diversidade genética de Melipona quadrifasciata anthidioides, por meio de
marcadores microssatélites, visando a obtencdo e disponibilizacdo de novas
informacdes sobre a biologia, ecologia e genética desta abelha sem ferréo.
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CAPITULO 1

Diversidade genética de Melipona quadrifasciata anthidioides

(Hymenoptera, Apidae) na regido semiarida da Bahia *

! Artigo a ser ajustado e submetido ao Comité Editorial do periédico cientifico Neotropical
Entomology.
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Diversidade genética de Melipona quadrifasciata anthidioides

(Hymenoptera, Apidae) na regidao semiarida da Bahia

RESUMO: As abelhas sem ferrdo sdo encontradas em regides tropicais e
subtropicais do planeta, sendo o Brasil um dos principais locais de ocorréncia.
Estas abelhas tém sua importancia na polinizacéo de culturas e producao de mel.
Os estudos moleculares tém possibilitado o estudo, caracterizacdo e
monitoramento de diversas espécies de meliponineos. O presente trabalho
objetivou conhecer a diversidade genética de Melipona quadrifasciata
anthidioides em sua area de ocorréncia, no estado da Bahia. As amostras foram
coletadas em diferentes cidades do estado da Bahia e analisadas por meio da
utilizacdo dos marcadores microssatélites Mbi232, Mbi233, Mbi254, Mruld e
Mquad19. O numero médio de alelos por locos da populacdo em estudo foi 4,2,
variando entre 2 e 10. A heterozigosidade média observada (Ho) entre as
populacdes variou de 0,4 e 0,77 e a heterozigosidade média esperada (He) variou
entre 0,32 e 0,53. A AMOVA mostrou que 6% da variacdo genética esta entre as
populacdes e 94% dentro das populacdes, evidenciando um alto fluxo génico
entre as populacdes, justificado pela proximidade entre os locais amostrados

neste estudo.

Palavras-chaves: Abelhas sem ferréo; diversidade; mandacaia.
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Genetic diversity of Melipona quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera,
Apidae) in the semiarid region of Bahia

ABSTRACT: The stingless bees are found in tropical and subtropical regions of
the world, with Brazil being one of the main places of occurrence. These bees
have their importance in crop pollination and honey production. Molecular studies
have allowed the study, characterization and monitoring of several species of
stingless bees. This study aimed to investigate the genetic diversity of Melipona
guadrifasciata anthidioides in its range in the state of Bahia. The samples were
collected in different cities in the state of Bahia and analyzed by using
microsatellite markers Mbi232, Mbi233, Mbi254, Mrul4d and Mquadl9. The
average number of alleles per locus of the study population was 4.2, ranging
between 2 and 10. The average observed heterozygosity (Ho) between
populations ranged from 0.4 to 0.77 and the mean expected heterozygosity (He)
ranged from 0.32 to 0.53. The AMOVA showed that 6% of the genetic variation
among populations and 94% within populations, indicating a high gene flow

between populations, explained by the proximity of the sites sampled in this study.

Keywords: Stingless bees; diversity; “Mandacaia” Bee.
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INTRODUCAO

As abelhas da subfamilia Meliponinae (Hymenoptera, Apidae), conhecidas
como “abelhas indigenas sem ferrdo” ocupam grande parte das regifes de clima
tropical e temperado subtropical do planeta (NOGUEIRA-NETO, 1997).
Atualmente sdo descritas cerca de 600 espécies de meliponineos, distribuidas
em 56 géneros, em areas tropicais e subtropicais (COTORPASSI-LAURINO et
al., 2006).

No Brasil concentra-se grande parte das espécies conhecidas, dentre
estas, a abelha mandacaia (Melipona quadrifasciata anthidioides), que possui
ampla distribuicdo e importancia em todo o territério nacional, podendo ser
encontrada desde o nordeste do estado de S&o Paulo até o extremo norte da
Chapada Diamantina, na Bahia, estendendo-se a oeste até Minas Gerais e ao
centro de Goias (BATALHA-FILHO et al., 2009). No estado da Bahia, pode ser
encontrada em quase todo o estado sendo a regido semiarida, por motivos
climaticos e floristicos, a predominante desta espécie (NUNES et al., 2013).

As abelhas sem ferrdo destacam-se dentre o0s principais grupos de
polinizadores em ecossistemas tropicais, sendo elementos importantes para o
desenvolvimento e manutencédo destes. Entretanto, encontram-se em eminente
risco de extin¢do, devido as modificacbes nos ecossistemas tropicais, causadas,
principalmente, pelo desmatamento, uso indiscriminado de defensivos agricolas e
acdo predatéria de meleiros, além de grandes queimadas (KERR et al., 1996).

Neste sentido, o conhecimento da variabilidade genética de determinadas
espécies e populacdes é uma imprescindivel ferramenta para a sua conservacao.
O estudo da variabilidade genética pode ser realizado por meio da utilizacao de
marcadores moleculares (FRANCOY et al., 2008; ZAYED, 2009).

Nos ultimos anos, 0s avancgos tecnologicos tém permitido a utilizacdo de
varios tipos de marcadores genéticos para estudos populacionais. A partir da
analise dos marcadores moleculares, € possivel estimar de maneira acurada
aspectos da estrutura populacional tais como subdivisbes de populacdes,
disperséo, fluxo génico e tamanho efetivo da populacédo, dando subsidios para

inferir sobre adaptacgéo, estratégias para o melhoramento e historia evolutiva.
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Dentre os marcadores moleculares, os microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats) tém ganhado destaque. S&o sequéncias simples de uma a
seis pares de base, repetidas em tandem (HANCOCK, 1999), e distribuidas
aleatoriamente pelo genoma (SCHLOTTERER e WIEHE, 1999). Estes
marcadores tém sido amplamente utilizados em estudos com varios organismos,
devido ao seu elevado grau de polimorfismo e por serem codominantes (LOPES
et al., 2010).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou conhecer a variabilidade
genética de Melipona quadrifasciata anthidioides em sua area de ocorréncia, na
regido semiérida da Bahia, por meio da utilizagdo de marcadores microssatélites,
visando a obtencdo e disponibilizacdo de novas informagdes sobre a biologia,

ecologia, genética e preservacao desta abelha sem ferréao.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no meliponéario do Nucleo de Estudo dos Insetos
(INSECTA), do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), municipio de Cruz das
Almas-BA, em parceria com o Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), durante o periodo de marco de 2012 a

fevereiro de 2014.

Coleta das amostras

As amostras de abelhas Melipona quadrifasciata anthidiodes foram
coletadas em diferentes cidades da regido semiarida do estado da Bahia
(Figura 1). Coletou-se 10 individuos de cada col6nia. O material coletado foi
armazenado em alcool puro e preservado em freezer a -20°C até o momento

da extracao. Os locais de coleta encontram-se descritos na Tabela 1.
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Figura 1. Origem das amostras de Melipona quadrifasciata anthidioides no
estado da Bahia, Brasil (Mapa adaptado da SEI - Superintendéncia de Estudos

Econdmicos e Sociais da Bahia)

Tabela 1. Localizacdo geogréfica, altitude e nimero de amostras de Melipona

quadrifasciata anthidiodes coletadas na regido semiarida da Bahia.

Localidade Latitude Longitude Altitude (m) N
Barro Alto 11°46°01” 41°54°20” 722 03
Barrocas 11°31°40” 39°04°40” 393 03

Conceicéo do Coité 11°33’40” 39°17°09” 425 07

Cafarnaum 11°41°21” 41°28°06” 760 06
Canarana 11°41°06” 41°46’10” 718 03
Itaberada 12°31°39” 40°18'25” 279 05

Mundo Novo 11°51’32” 40°28'21” 520 03
Quijingue 10°45°09” 39°12'33” 350 05

Rui Barbosa 12°17°02” 40°29'38” 360 03

Tucano 10°57°47” 38°47°12” 200 02
Varzea da Roca 11°36°30” 40°08°01” 458 03

Total

43
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Extracdo de DNA

O DNA total de uma operaria por colénia foi extraido segundo o protocolo
de Waldschmidt et al. (1997). ApGs a retirada do abdémen, cada individuo foi
triturado em 1 mL do tampéo de extracdo. O macerado foi incubado em banho-
maria a 65°C por 30 minutos. Para a desproteinizagao utilizou-se 1 mL de
cloroférmio P.A. gelado por duas vezes. ApoOs cada desproteinizacdo, o macerado
foi centrifugado a 13000 rpm por 7 minutos a 4°C. Para a precipitacdo do DNA
utilizou-se alcool isopropilico gelado, seguida do armazenamento em freezer a -
20°C em overnight. Em seguida, o material foi submetido a centrifugacdo a 13000
rpm por 30 minutos a 4°C, e o precipitado obtido foi lavado por duas vezes em
com alcool etilico 70% gelado e seco a temperatura ambiente. O DNA foi
ressuspendido em 100 yL de Tampao, pH 8,0, e armazenado a -30°C. Para a
quantificacdo e verificacdo da integridade e pureza do DNA extraido, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% e fotodocumentados.

Amplificacdo das regides microssatélites

Apoés teste de polimorfismo com 15 primers e selecdo de loci polimérficos,
o loco especifico Mquadl9 (TAVARES et al., 2013) e os locos heterdlogos
Mbi232, Mbi233, Mbi254 (PETERS et al., 1998) e Mrul4 (LOPES et al. 2009)
(Tabela 2), foram amplificados segundo o protocolo de Peters et al. (1998).

A reacao de amplificacdo de 10uL consistiu em 0,4uM de primer F, 0,4uM
de primer R, 1,5mM de MgCI2, 0,1mM de cada desoxirribonucleosideo
trifosfatado (dATP, dNTP, dGTP, dTTP), 1X de tampdo, 0,5U de Taqg DNA
polimerase e 20ng de DNA total. O programa de amplificacdo teve uma etapa
inicial de desnaturacéo a 94°C por 3 minutos; 40 ciclos de 92°C por 30 segundos,
temperatura padronizada para cada loco por 1 minuto, 72° por 30 segundos; e
uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida ndo desnaturante 8%, e visualizados através de coloracdo

com nitrato de prata 0,2% e fotodocumentados.
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Tabela 2. Locos microssatélites e sequéncia dos primers utilizados em Melipona

quadrifasciata

Ta
Loci Tamanho (pb) Sequéncia (5’-3’) Repeticao ¢0)
) F: TTTTTCTCTTAAATTTTCTTCT
Mbi232 128 (CTT)1s 50
R: CTTACTCGACGACTTTATTT
) F: ACGAGCACGGGCCATAA
Mbi233 119 (GAA) s 56
R: GATCCATCGACCGCTTCTT
) F: CAATCGTTGGAAGGGAAC
Mbi254 213 (AAG)1; 58
R: GGACCTATACCCAAGTCCAT
F: GCTGTTTCCCTGTTCGAG (TCG)TT
Mrul4 136 59
R: CCCCTATCTTTTATGCCG (GTC),
F: GGGACGCACGATCTCGGACG
Mquad 19 120 (TC)s 64

R: GGACACGCCCGTGGGAAGAG

Ta(°C) = Temperatura de anelamento utilizada.

Analises estatisticas

A correcdo de alelos nulos foi feita utilizando o programa FreeNA
(CHAPUIS e ESTOUP, 2007) com o algoritmo de Maximizacédo de Expectativa de
Dempster et al (1977). A diversidade alélica (A), porcentagem de locos
polimérficos, heterozigosidades médias observada (H,) e esperada (He), desvios
do equilibrio de Hardy-Weinberg com correcdo sequencial de Bonferroni, a
distancia genética de Nei (1972) e a andlise de variancia molecular (AMOVA)
com dois niveis hierarquicos (entre grupos e dentro dos grupos) foram calculados
pelo programa GeneAlEx 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012). A estatistica F foi
calculada pelo programa TFPGA (MILLER, 1997). O agrupamento Bayesiano foi
estimado por meio do programa STRUCTURE 2.3.2 (PRITCHARD et al., 2000),
baseado em um modelo onde o individuo €é atribuido & uma populacéo de acordo
com suas frequéncias alélicas. Foram assumidos modelos de frequéncias alélicas
correlacionadas e ancestralidade miscigenada, 100.000 interagdes de burnin e
100.000 interagbes de MCMC (Markov chain Monte Carlo). O numero K de

populacdes estruturadas foi calculado com 10 repeticbes com K de 1 a 8.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero médio de alelos por locos foi 5,4, variando entre 2 e 10.
Observou-se que os locos heterélogos apresentaram maior niamero de alelos por
loco em relagd@o aos especificos para M. g. anthidioides (Tabela 3), uma vez que
a proximidade filogenética permite sucesso na transferéncia de marcadores
(CARVALHO-ZILSE e KERR, 2006; WERNECK, 2008; VIANA et al., 2011). Em
outro estudo com a M. quadrifasciata foi encontrado maior polimorfismo, 3 a 15
alelos por loco, provavelmente devido a maior abrangéncia dos locais de
amostragem, em sete Estados brasileiros, e consequentemente o numero de

amostras analisadas por localidade (TAVARES et al., 2013).

Tabela 3. Numero de alelos por loco (A), heterozigosidade média observada (Ho)

e esperada (He) e desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,05).

Locus A Ho He HWE
Mbi232 06 0,75 0,58 ns
Mbi233 10 0,84 0,69 ns
Mbi254 05 0,47 0,36 ns
Mrul4d 04 0,68 0,58 ns
Mquad19 02 0,20 0,13 ns
Média 54 0,59 0,47

O percentual médio de polimorfismo encontrado foi de 85,45% (Tabela 4).
Estudos utilizando marcadores ISSR encontraram um percentual de 67% de
polimorfismo em M. quadrifasciata no Estado de Minas Gerais (NASCIMENTO et
al., 2010) e 72,47% em Melipona mandacaia no Estado da Bahia (MIRANDA et
al., 2012).

N&do houveram desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05) ou
presenca de alelos exclusivos, indicando um baixo nivel de endogamia na
populacdo em estudo. Alelos exclusivos e desvios do EHW foram detectados por
TAVARES et al. (2013) em populac¢des do Norte de Minas Gerais, S&o Cristovao

(Sergipe) e Ourolandia (BA), provavelmente devido ao isolamento das
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populacdes causado pela degradacao ambiental.

A heterozigosidade média observada (Ho) entre as populacdes variou de
0,40 a 0,77 e a heterozigosidade média esperada (He) variou entre 0,32 e 0,53
(Tabela 4). Estes valores foram superiores aos apresentados por Tavares et al.
(2013), que utilizaram nove locos especificos, e encontrarm H, variando entre
0,03 a 0,21 e He com valores entre 0,23 a 0,47. Segundo os autores, as
diferencas entre os valores de heterozigosidade esperada e observada podem
ser explicadas por um numero pequeno de alelos em cada populagdo, com um
ou poucos em maior frequéncia. Os valores da heterozigosidade média
encontrado em populacdes de M. quadrifasciata em fragmentos de Minas Gerais
também foram inferiores ao detectado no presente estudo. Por meio de
marcadores microssatélites, encontrou-se valores de H, = 0,046 e He = 0,086
(SILVA, 2007). A destruicdo de habitats, e consequente reducdo populacional da
espécie, apresentou-se como uma explicacdo para os baixos niveis de

variabilidade detectados no estudo.

Tabela 4. Heterozigosidade observada (H,), Heterozigosidade esperada (He) e
Porcentagem de polimorfismo dos alelos (%) de M. g. anthidioides em diferentes

localidades da Bahia.

Localidade Ho He %P
Barro Alto 0,50 0,32 60
Barrocas 0,77 0,53 100
Canarana 0,60 0,40 80
Cafarnaum 0,56 0,43 80
C. do Coité 0,68 0,50 100
Itaberaba 0,40 0,40 80
Mundo Novo 0,60 0,47 80
Quijingue 0,60 0,52 100
Rui Barbosa 0,77 0,53 100
Tucano 0,60 0,52 80
V. da Roga 0,40 0,51 80

Média 0,59 0,47 8545
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A matriz de distancia genética utilizando o indice de Nei (1972), calculada
entre pares de localidades, variou entre 0,106 (Cafarnaum e Mundo Novo) e
0,696 (Barrocas e Varzea da Roc¢a) com média de 0,32 (Tabela 5). O valor de
Fst foi de 0,02 e o valor de Fs foi 0,03, indicando baixa estruturacao populacional
e baixo nivel de endogamia em nivel de individuo (WRIGHT, 1978). Os valores
encontrados neste estudo foram inferiores a relatos anteriores para a espécie.
TAVARES et al. (2013) encontraram um calor de Fstde 0,23, justificado pelo fato
de os autores analisarem conjuntamente duas diferentes subespécies de M.
quadrifascita, abrangéncia da area de coleta em sete Estados e isolamento das

populacdes de vido a degradacéo ambiental.

Tabela 5. Distancia genética de NEI (1972)

Pop BA BR CA CF CC IT MN QU RB TU VR

BA 0,00

BR 0,64 0,00

CA 0,29 0,40 0,00

CF 0,12 0,42 0,17 0,00

CC 0,34 0,36 0,21 0,14 0,00

IT 0,30 0,35 0,34 0,14 0,18 0,00

MN 0,13 0550 0,25 0,11 0,28 0,31 0,00

QU 0,20 0,34 0,15 0,15 0,15 0,31 0,17 0,00

RB 0,54 048 0,56 044 0,48 043 0,45 0,36 0,00

TU 0,35 0,39 0,26 0,30 0,25 0,31 0,36 0,23 0,32 0,00
VR 0,24 0,70 0,44 0,23 0,26 0,30 0,22 0,35 0,36 0,32 0,00

Legenda: BA= Barro Alto; BR= Barrocas; CA= Canarana; CF= Cafarnaum; CC= Concei¢do do
Coité; IT= Itaberaba; MN= Mundo Novo; QU= Quijingue; RB= Rui Barbosa; TU= Tucano; VR=
Véarzea da Roca.

A Analise Molecular de Variancia (AMOVA) mostrou que 6% da variagdo
genética esta entre as localidades e 94% dentro das localidades (Tabela 6). Este
resultado evidencia a alta semelhanca e um alto fluxo génico entre as

populacdes, justificado pela proximidade entre os locais amostrados neste
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estudo. Estes valores foram superiores ao encontrados para populacdoes de M.
quadrifasciata localizadas em fragmentos florestais no estado de Minas Gerais,
onde se detectou que 42,93% e 55,42% da variacdo genética total estdo
distribuidas entre e dentro das populacdes, respectivamente (SILVA, 2007).
Resultados semelhantes foram encontrados em outras espécies de abelhas do
género Melipona. Em populacbes de M. mandacaia pertencentes ao estado da
Bahia, verificou-se que 70,39% da variacdo genética encontrada esta dentro das
localidades, enquanto que 29,61% da variacdo foi relacionada com a variacao
entre os locais, evidenciando que a espécie estd moderadamente estruturada nas
localidades analisadas (MIRANDA et al., 2012).

Tabela 6. Andlise molecular de variancia (AMOVA) para cinco locos

microssatélites em populagédo de M. g. anthidioides no estado da Bahia.

Fonte de variacao GL % Estatistica F
Entre grupos 10 6% ®st 0,06*
Dentro de grupos 63 94%

Total 73 100%

*valor significante (p<0.001)

Os resultados da andlise de agrupamento Baysiana executada no

programa Structure indicaram o valor 6timo de K = 4 (Figura 2).

A analise de agrupamento pelo método UPGMA indica a formacao de dois
grupos geneticamente diferentes, porém as distancias genéticas entre 0s grupos
sao pequenas e os valores de bootstrap ndo sdo significantes (abaixo de 0,95),
refletindo a baixa estruturacdo das localidades analisadas (Figura 3). Este
resultado pode ser explicado pela grande semelhanca entre as populacbes em
estudo, decorrentes da proximidade das localidades abrangidas.
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Figura 2. Valores de DeltaK, calculado pelo programa Structure (PRITCHARD et

al., 2000), o maior valor de DeltaK corresponde ao K 6timo.
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Figura 3. Dendrograma baseado no método UPGMA, evidenciando as distancias
genéticas médias de coldnias de Melipona quadrifasciata anthidioides no estado
da Bahia.
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A representacao grafica da estrutura populacional de M. g. anthidioides
resultante da analise Bayesiana demonstra a semelhanca genética entre os
individuos, que descendem de quatro populacbes distintas, as quais néao

foram identificadas (Figura 4).

1.00
0.80
0.60
0.40

0.20
0.00

Figura 4. Andlise Bayesiana de 5 locos de microssatélites evidenciando o
melhor resultado de populacbes de Melipona quadrifasciata anthidioides

nas localidades amostradas.

A area mais restrita de coleta do presente trabalho, em relacéo ao estudo
de Tavares et. al. (2013), e a proximidade entre as localidades amostradas
podem explicar a baixa estruturacéo e o equilibrio encontrado. E provavel que
o nivel de fragmentacédo dos habitats de M. quadrifasciata entre as localidades
amostradas no Estado da Bahia ainda permita suficiente fluxo génico para a

espécie, ou que o efeito sera detectado em geracdes futuras.

CONCLUSOES

Considerando as amostras analisadas, observou-se que h& baixa
estruturagdo das localidades analisadas, demonstrando a grande semelhanca
entre as localidades em estudo, decorrentes da proximidade das localidades
abrangidas por este estudo. Pesquisas futuras sado indispensaveis para a melhor

caracterizacdo da espécie.
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ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA ENTRE GERACOES DE Melipona
quadrifasciata anthidioides (HYMENOPTERA, APIDAE) SUBMETIDA A
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ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA ENTRE GERACOES DE Melipona
quadrifasciata anthidioides (HYMENOPTERA, APIDAE) SUBMETIDA A
CRIACAO RACIONAL

RESUMO: A meliponicultura é responsavel pela geracdo de emprego e renda
e consequente fixacdo do homem no campo. Além do baixo custo de
implantacédo e facil manejo, essa atividade comercial destaca-se pelo fato de
contribui para a preservacédo dessas abelhas. Todavia, estudos apontam que
as praticas de manejo realizadas na criacdo de abelhas em meliponérios levam
a diminuicdo da variabilidade genética e consequente isolamento populacional.
O presente estudo objetivou identificar a variabilidade genética de uma
populacdo de abelhas mandacaia (Melipona quadrifasciata anthidioides)
submetida ao manejo racional em meliponario. Coldnias de diferentes regides
da Bahia, ap0s periodo de aclimatacdo, foram transferidas para caixas
padronizadas e divididas, originando as geracfes parental, F1 e F2. A
diversidade genética das geracdes obtidas foi analisada por meio da utilizagdo
dos marcadores microssatélites Mbi232, Mbi233, Mbi254, Mrul4 e Mquad19.
Os locos analisadas apresentaram-se bastante polimérificos, ndo havendo a
perda da variabilidade genética ou endogamia e auséncia de diferenciacdo

populacional ao longo das geracdes analisadas.

Palavras-chaves: Meliponicultura; abelha mandacaia; diversidade genética.
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STUDY OF GENETIC VARIABILITY BETWEEN GENERATIONS OF
Melipona quadrifasciata anthidioides (HYMENOPTERA, APIDAE)
SUBMITTED TO RATIONAL CREATION

ABSTRACT: The beekeeping is responsible for the generation of employment
and income and consequent keeping people in the field. Besides the low cost of
deployment and easy management, business activity contributes to the
preservation of these bees. However, studies have shown that management
practices carried out in raising bees in meliponéarios leads to decreased genetic
variability and consequent population isolation. The present study aimed to
identify the genetic variability of a population of bees mandacaia (Mellipona
quadrifasciata anthidioides) subjected to rational management in meliponary. The
study was developed in meliponary the Center for the Study of Insects - Insecta,
the Center for Agricultural, Environmental and Biological Sciences, Federal
University of Reconcavo of Bahia - UFRB. Colonies of different regions of Bahia,
after acclimation period, were transferred to standard boxes and divided, giving
rise to parental generations, F1 and F2. The genetic diversity of generations
obtained was analyzed by using microsatellite markers Mbi232, Mbi233, Mbi254,
Mrul4 and Mquadl9. Loci analyzed were quite polimdérificos, with no loss of
genetic variability or inbreeding, and no population differentiation across
generations analyzed. Variability, generations

Keywords: Meliponiculture; “Mandacaia” Bee; genetic diversity.
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INTRODUCAO

A meliponicultura, criacdo racional de abelhas sem ferrdo, é uma
atividade em crescente desenvolvimento, encontra-se difundida em quase que
todo o territorio brasileiro. Essa atividade foi iniciada pelos indios e por
pequenos e médios produtores, onde utilizavam seus produtos para 0 consumo
e comeércio (KERR et al., 1996).

A criacdo de abelhas sem ferrdo para fins econémicos tem se tornado
cada vez mais conhecida, destacando-se como uma importante alternativa de
renda e ocupagdo ao homem do campo, isso devido ao seu baixo custo de
implantacdo, facil manejo e preservacdo dessas abelhas (FREITAS, 2004;
AIDAR, 2010).

Estudos demonstraram que a interferéncia humana tem levado a
reducdo da diversidade genética de animais domésticos (BRUFORD et al.,
2003). A reducéo da diversidade genética € explicada, principalmente, pelo fato
de ocorrer diminuicdo do tamanho populacional efetivo e da diversidade
genética (WRIGHT et al., 2005; ZEDER et al., 2006).

Para evitar a ocorréncia de fenbmenos populacionais como o citado
acima, Kerr e Vencovsky (1982) relatam que existe a necessidade de ter um
minimo de 44 col6nias de uma mesma espécie, a fim de manter um namero de
alelos sexuais na populacao evitando a endogamia. Se a populacdo for menor
que 44 colbdnias, esta serd eliminada entre 15 a 30 geracdes pela perda
gradativa da variabilidade genética — “Efeito Yokoyama e Nei” (YOKOYAMA e
NEI, 1979). Isto se justifica pela grande quantidade de machos dipldides que
sao produzidos quando ha aumento de endogamia (KERR et al., 1996).

Para a manutencdo da variabilidade genética da populacdo em
meliponarios experimentais e comerciais deve ser realizada a introdugéo de
novas rainhas ou rainhas acasaladas em popula¢des diferentes, visando evitar
a endogamia da populacdo (AIDAR e KERR, 2001). Além disso, a maior
diversidade de genoétipos em abelhas pode ser obtida por meio da formacgéo do
plantel inicial com acessos representativos da area de dispersdo da espécie
(ALVES, 2010).
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Entretanto, varios mecanismos para evitar endocruzamento podem ser
detectados no momento do cruzamento destes individuos. O exemplo mais
conhecido é o da Apis mellifera, onde machos de varias col6nias se relinem em
zonas de agregacdo, sendo possivel a representacdo genética de toda a
populacdo (JAFFE et al., 2009), bem como o fendmeno da poliandria, onde a
rainha acasala com cerca de 10 a 20 machos diferentes (LAIDLAW JR e PAGE
JR, 1984). J4 em algumas espécies de abelhas do género Bombus, verifica-se
que machos jovens sdo expulsos da colbnia logo ap6s a emergéncia, evitando
assim o cruzamento com rainhas virgens da mesma col6nia, diminuindo,
consequentemente, a probabilidade de endocruzamento (PLOWRIGHT e
PALLET, 1979; FOSTER, 1992).

Apesar da importancia econdmica e ambiental dos meliponineos, séo
escassos 0s estudos sobre a estruturacdo genética de populacfes de abelhas
guando submetidas a criacdo racional. Responder a estas questdes torna-se
essencial para determinar a viabilidade da criacdo racional de diversas
espécies de abelhas sem ferrdo. Neste sentido, o presente estudo objetivou
identificar a variabilidade genética das geracdes parental, F1 e F2 de abelhas
mandacaia (Melipona quadrifasciata anthidioides), manejadas racionalmente

em meliponario.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no meliponario do Nucleo de Estudo dos Insetos
(INSECTA), do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia - UFRB, municipio de Cruz das
Almas-BA em parceria com o Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), durante o periodo de marco de 2012 a
dezembro de 2013.
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Origem das amostras

As amostras foram originadas a partir de colonias adquiridas em diferentes
cidades do estado da Bahia (Conforme apresentadas na tabela 1 do Capitulo 1) e
encaminhadas ao INSECTA em Cruz das Almas. Estas colbnias foram reunidas
em uma unidade de criacdo racional, onde passaram por um processo de

aclimatacao de 30 dias (Figura 1).

Figura 1. Meliponario do Nucleo de Estudos dos Insetos
(INSECTA)/CCAAB/UFRB, Cruz das Almas-BA (Fonte: Acervo Insecta).

ApoOs esse periodo, visando a obtencéo das geracdes F1 e F2, as colbnias
foram divididas de acordo com o método de perturbacdo minima, segundo
Oliveira e Kerr (2000). Posteriormente, as colonias foram constantemente
acompanhadas e revisadas. Para a andlise molecular, procedeu-se a coleta de
10 operérias, para cada coldnia de cada geracédo (Parental, F1 e F2). O material
amostrado foi acondicionado em alcool puro e preservado em freezer a -20°C até

o0 momento da extracdo do DNA.

Extracao de DNA

O DNA total de uma operaria por colonia foi extraido segundo o protocolo
de Waldschmidt et al. (1997). ApOs a retirada do abdémen, cada individuo foi
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triturado em 1 mL do tampéo de extracdo. O macerado foi incubado em banho-
maria a 65°C por 30 minutos. Para a desproteinizacdo utilizou-se 1 mL de
cloroférmio P.A. gelado por duas vezes. Apds cada desproteinizacdo o macerado
foi centrifugado a 13000 rpm por 7 minutos a 4°C. Para a precipitagdo do DNA
utilizou-se alcool isopropilico gelado, seguida do armazenamento em freezer a -
20°C em overnight. Em seguida, o material foi submetido a centrifugacao a 13000
rom por 30 minutos a 4°C, e o precipitado obtido foi lavado por duas vezes em
alcool etilico 70% gelado e seco a temperatura ambiente. O DNA foi
ressuspendido em 100 pL de Tampéo TE, pH 8,0, e armazenado a -20°C. Para a
quantificacdo e verificacdo da integridade e pureza do DNA extraido, as amostras

foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% e fotodocumentados.

Amplificacdo das regides microssatélites

Apos teste de polimorfismo com 15 primers e selecdo de loci polimorficos,
o loco especifico Mquad 19 (TAVARES et al., 2013) e os locos heterélogos
Mbi232, Mbi233, Mbi 254 (PETERS et al., 1998), e Mrul4 (LOPES et al. 2009),
foram amplificados segundo o protocolo de Peters et al (1998). A reacdo de
amplificacdo de 10uL consistiu em 0,4uM de primer F, 0,4uM de primer R, 1,5mM
de MgCI2, 0,1mM de cada desoxirribonucleosideo trifosfatado (dATP, dNTP,
dGTP, dTTP), 1X de tampéo, 0,5U de Taq DNA polimerase e 20ng de DNA total.
O programa de amplificacdo teve uma etapa inicial de desnaturacéo a 94°C por 3
minutos; 40 ciclos de 92°C por 30 segundos, temperatura padronizada para cada
loco por 1 minuto, 72° por 30 segundos; e uma extenséo final a 72°C por 10
minutos.

Os produtos das amplificagBes foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida ndo desnaturante 8%, e visualizados através de coloracao
com nitrato de prata 0,2%. Em seguida, os géis foram fotodocumentados para

analises posteriores.
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Analises estatisticas

A correcéo de alelos nulos foi feita utilizando o programa FreeNA (Chapuis
e Estoup, 2007) com o algoritmo de Maximizacao de Expectativa de Dempster et
al (1977). A diversidade alélica (A), porcentagem de locos polimérficos, desvios
do equilibrio de Hardy-Weinberg com correcdo sequencial de Bonferroni, a
distancia genética de Nei (1972), estatistica F e a analise de variancia molecular
(AMOVA) com dois niveis hierarquicos (entre grupos e dentro dos grupos) foram
calculados com o programa GeneAlEx 6.5 (PEAKALL e SIMOUSE, 2012). As
heterozigosidades médias observadas e esperadas nas trés geracdes foram
comparadas por teste t utilizando programa Assistat 7.6 (SANTOS e SILVA,
2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero médio de alelos por locos das geracfes parental, F1 e F2 variou
entre 02 e 10, ndo havendo fixacdo ou alelos exclusivos entre geracbes em
estudo. (Figural). Encontrou-se a porcentagem de locos polimérficos de 100%
nas geracbes geracdoes parental, F1 e F2. Resultados similares foram
encontrados por Santiago (2013) ao analisar, por meio de marcadores
microssatélites, populacbes de Tetragonisca angustula provenientes de
meliponarios manejados racionalmente, onde todos os loci foram 100%
polimorficos e o numero de alelos variou entre 01 a 19, sendo que foi encontrado
namero maior de alelos nas populacdes naturais da espécie em relacdo aos
melipondrios analisados. O maior nimero de alelos encontrados pode ser
explicado pela maior distancia geografica entre os pontos de coleta.

A analise de populagdes de Frieseomelitta varia provenientes de ninhos
manejados racionalmente em meliponarios, coletadas ao longo da distribuicdo
natural da espécie, mostrou um numero de alelos variando entre 02 a 17
(GONCALVES et al., 2011). Tal resultado ndo corroborou a hipétese inicial do
autor, onde este pressupunha que haveria um cenario de baixa variabilidade

genética para a espécie em estudo. Os resultados apresentados por este



34

evidenciaram alta variabilidade genética, explicado pelo fluxo génico dos machos,

podendo introduzir novos alelos nas populacgées.

1.000 -
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000

Frequéncia

Mbi232 Mbi233 Mbi254 | Mrul4d V\J'Iquad]JQ
Loco

m Parental mF1 F2

Figura 2. Variacdo das frequéncias alélicas ao longo de trés geracdes de M.

quadrifasciata anthidioides quando submetidas a criagao racional.

A heterozigosidade média observada (Ho) das geracdes parental, F1 e F2
variou de 0,48 a 0,50 e a heterozigosidade média esperada (H.) variou entre 0,58
e 0,60, indicando que ndo houve variacdo significativa entre as geracdes
analisadas (Tabela 1). Estudos realizados com Tetragonisca angustula
provenientes de meliponarios manejados racionalmente, comparados a dados de
populacfes naturais de Sdo Paulo e Parana apresentaram Hg variando entre
0,44 a 0,72 e He entre 0,49 e 0,72, sendo que a variabilidade genética nos
meliponarios ndo séo estatisticamente diferentes entre si e nem as amostras
naturais (p>0,05) (SANTIAGO, 2013).

Tabela 1. Heterozigosidades médias observada e esperada por geracao.

Geracao Ho He

Parental 0,483 0,606
F1 0,487 0,589
F2 0,507 0,588

Valores de H, e He ndo diferem significativamente (p>0,05)
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Os resultados apresentados demonstram que, nas condi¢cbes de estudo
em que o trabalho foi desenvolvido, a variabilidade genética foi alta e ndo se
mostrou significativamente diferente entre as gerac¢des, ndo havendo a indicios
de endogamia ou perda desta variabilidade ao longo das geracdes parental, F1 e
F2. Este resultado configura-se como importante ferramenta para a
meliponicultura, pois, como a divisdo artificial de colénias em meliponarios,
aparentemente, ndo causa diminuicdo da variabilidade genética, a busca de
ninhos na natureza pode ser diminuida (SANTIAGO, 2013).

Resultados similares foram encontrados por Harpur et al. (2012) ao
analisar populacdes de Apis mellifera, onde populacdes manejadas tém niveis
mais elevados da diversidade genética, quando comparadas a populacdes
naturais. Segundo os autores, este resultado pode ser justificado, dentre outros
fatores, pela introducdo de novos enxames para o incremento do apiario. Assim
sendo, as abelhas manejadas racionalmente ndo sofrem reducdo da sua
diversidade genética, e consequentemente, ndo contribuindo para o declinio ou
desequilibrio ecolégico desta espécie.

Os valores de Heterozigosidades médias observada e esperada por loco
encontram-se apresentados na Tabela 2. A maioria dos loci analisados nao
apresentou desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05), com excec¢do do
loco Mbi232 na geracédo parental e F1 e Mrul4d nas geracbes F1 e F2, onde
foram observados desvios (p<0,05).

Para a espécie Tetragonisca angustula populacdes naturais nédo
apresentaram desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05), enquanto que
em populacdes manejadas racionalmente foram detectados desvios do EHW. Os
resultados sé@o explicados pelo seguinte fato: no primeiro caso, as préaticas de
manejo sdo inexistentes, enquanto que no segundo, devido a interferéncia
humana e, possivelmente, endocruzamento existente em meliponarios
(SANTIAGO, 2013).
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Tabela 2. Heterozigosidades médias observada e esperada por loco e por

geracao e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Geracao Loco Ho He EHW
Parental Mbi232 0,571 0,778 *
Parental Mbi233 0,725 0,870 Ns
Parental Mbi254 0,381 0,457 Ns
Parental Mruld 0,524 0,736 Ns
Parental Mquadl9 0,214 0,191 Ns
F1 Mbi232 0,543 0,794 *
F1 Mbi233 0,848 0,867 Ns
F1 Mbi254 0,435 0,469 *
F1 Mrul4d 0,478 0,691 Ns
F1 Mquad19 0,130 0,122 Ns
F2 Mbi232 0,607 0,768 Ns
F2 Mbi233 0,929 0,857 Ns
F2 Mbi254 0,357 0,410 Ns
F2 Mrul4d 0,429 0,715 *
F2 Mquad19 0,214 0,191 Ns

(Legenda: * - p<0,05; ns — P>0,05)

CONCLUSOES

Os locos analisados apresentaram-se bastante polimérificos, ndo havendo
perda da variabilidade genética, aumento do nivel de endogamia e diferenciacéo
populacional ao longo das geracdes analisadas, provavelmente devido a origem
das colonias de diferentes localidades e a metodologia de selecdo utilizada.
Estudos futuros prevendo a analise de um numero maior de geracdes séo

necessarios para determinar o momento ideal de introduc¢éo de novas coldnias no
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meliponario. Para melhor compreender a dinamica sexual do meliponario seriam
necessarios o desenvolvimento de novos trabalhos, com diferentes metodologias
de coleta, incluindo a coleta e genotipagem de machos, a fim de verificar a
presenca de machos diploides.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nao foram verificados problemas relativos ao fluxo génico da espécie em
estudo, ndo apresentando problemas de estruturacdo da populacdo, nao
indicando evidéncias de que ocorra perda de diversidade nas colbnias quando
submetidas a criacdo racional. Faz-se necessaria a realizacdo de estudos

futuros, com nimero maior de geracdes, visando informacdes a longo prazo.



