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RESUMO

As abelhas, por serem visitantes florais obrigatérios, sdo consideradas
0s principais agentes polinizadores das angiospermas. O crescente interesse
pelos servicos das abelhas tem gerado esfor¢cos para o desenvolvimento de
estratégias de manejo para fins conservacionistas. A utilizacdo sustentavel dos
polinizadores requer o conhecimento da diversidade regional dos visitantes
florais obtido mediante a identificacdo dos agentes efetivos responsaveis pela
polinizacdo das culturas. Além disso, conhecer a biologia reprodutiva e a
estrutura populacional dessas espécies, bem como elucidar quais os fatores
gue tornam possivel a colonizacdo de certa area por uma espécie de abelha,
sa80 requisitos necessarios para o delineamento de estratégias de manejo e
conservacao. Visando verificar a hipétese de que certa area pode ser
colonizada por um numero reduzido de linhagens maternas das fémeas
fundadoras de uma espécie de “abelha sem ferrao”, amostras de 73 ninhos de
Partamona helleri (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) localizados nos Campi da
Universidade Federal de Séao Carlos (UFSCar, n = 34), da Universidade de Sao
Paulo em Sao Paulo (USP-SP, n = 14) e da Universidade de Sdo Paulo em
Ribeirdo Preto (USP-RP, n = 25) foram analisadas para dois genes
mitocondriais, citocromo B (cyt b) e citocromo oxidase | (COIl), com o fim de
determinar o numero de diferentes haplotipos. Um  fragmento dos genes
citocromo b e citocromo oxidase |, de 485 pb e 611 pb, respectivamente, foram
sequenciados para todos os ninhos amostrados. A analise das sequéncias
nucleotidicas permitiu identificar somente um haplotipo de cyt b para as
amostras da UFSCar e um haplotipo, distinto do anterior por uma substituicdo

de base, privativo das colénias do Campus da USP-SP; ao contrario, as



amostras da USP-RP apresentaram trés haplétipos distintos, um dos quais
compartilhado com as amostras da UFSCar. Dentre as substituicoes
nucleotidicas identificadas, algumas resultaram em alteracées de aminoacidos
no produto do gene cyt b. Resultado similar foi observado para o gene COI. Os
valores do Fst estimado para o DNA mitocondrial a partir dos genes cyt b e COI
foram iguais a 31,8% e 36,1%, respectivamente. A taxa de substituicdo
nucleotidica estimada foi maior para cyt b em comparacdo com COI; dessa
forma, o primeiro gene parece ser menos conservado em relagdo ao outro nas
abelhas sem ferrdo. O maior nimero de hapl6tipos observados na USP-RP
pode ser resultante da introducdo no local de coldnias trazidas de outras
regides do pais. A fim de verificar a ocorréncia de estruturacéo populacional
para genes nucleares, estas amostras foram igualmente analisadas para varios
locos microssatélites. Dentre 18 microssatélites heterélogos testados, somente
guatro - Mbi215, Mbi278, Mbi232 e Mbi254 - apresentaram variacao genética.
A prospeccdo de locos microssatélites especificos para Partamona helleri,
utilizando o método do enriquecimento para a construcdo de bibliotecas de
DNA, permitiu caracterizar sete locos espécie-especificos. Amostras dos 73
ninhos (duas operarias por colénia) foram analisadas para estes onze locos
microssatélites. As populacdes apresentaram significativa diferenciacao
interpopulacional (Fst = 0,129; P = 0,000). Os valores do Fst estimados para
genes mitocondriais e para genes nucleares (microssatélites) foram
comparados para estabelecer se ha evidéncias de dispersdo diferencial de
machos e fémeas na espécie. Ndo foram detectadas evidéncias de dispersao
sexo-assimétrica (fémeas colonizadoras, marchos dispersores). Andlises da

segregacao fenotipica nas progénies de varios ninhos revelaram a ocorréncia



de monandria na espécie estudada e, portanto, uma estrutura sociogenética
simples - monoginia/monandria. A presengca de operarias “estranhas” aos

ninhos analisados foi raramente observada.

Palavras-chave: Partamona helleri. DNA mitocondrial. Microssatélite. Variagao
genética. Estrutura populacional.



ABSTRACT

Bees are obligatory floral visitors and are considered the main pollinators
of angiosperms. The increasing interest in the services of bees has led to
efforts to develop management strategies for conservation purposes. The
sustainable use of pollinators requires knowledge on the regional diversity of
floral visitors obtained from the identification of the agents responsible for the
effective pollination of crops. Furthermore, understanding the reproductive
biology and population structure of these species as well as the factors that
enable the colonization of certain areas by a species of bee are necessary
requirements to designing management and conservation strategies. To test
the hypothesis that a certain area may be colonized by a small number of
maternal lineages of female founders of a species of stingless bee, samples
from 73 nests of Partamona helleri (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) located
on the Brazilian campuses of the Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar, n = 34), Universidade de Sao Paulo in S&o Paulo (USP-SP, n = 14)
and Universidade de Sao Paulo in Ribeirdo Preto (USP-RP, n = 25) were
analyzed for two mitochondrial genes — cytochrome b (cyt b) and cytochrome
oxidase | (COIl) — in order to determine the number of different haplotypes. A
fragment of the cytochrome b (485 bp) and cytochrome oxidase (611 bp) genes
was sequenced for all nests sampled. The analysis of nucleotide sequences
identified only one cyt b haplotype in samples from UFSCar and a second
haplotype, distinct from the former by a base substitution, in samples from USP-
SP, while samples from USP-RP exhibited three distinct haplotypes, one of
which was shared by the samples from UFSCar. Among the nucleotide

substitutions, some resulted in amino acid changes in the product of the cyt b



gene. A similar result was observed with the COI gene. Fst values estimated for
the mitochondrial DNA from the cyt b and COI genes were 31.8% and 36.1%,
respectively. The estimated rate of nucleotide substitution for cyt b was higher
than that found for COI. Thus, the former gene was found to be less conserved
than the latter in stingless bees. The larger number of haplotypes observed in
the samples from USP-RP may be due to the introduction of colonies from other
regions of the country. To determine the occurrence of population structure for
nuclear genes, the samples were also examined for several microsatellite loci.
Among the 18 heterologous microsatellites loci tested, only four — Mbi215,
Mbi278, Mbi232 and Mbi254 — exhibited genetic variation. The prospection of
species-specific microsatellite loci for Partamona helleri using the enrichment
method for the construction of DNA libraries allowed characterizing seven new
loci. Samples from 73 nests (two workers per colony) were analyzed for eleven
microsatellite loci. The populations exhibited significant differentiation (Fst =
0.129, P = 0.000). Fst values estimated for mitochondrial genes and nuclear
genes (microsatellites) were compared to establish whether there is evidence
for differential male and female dispersal ability in this species. No evidence
was found of sex-asymmetrical dispersal (colonizing females are colonizers;
males are dispersers). Analysis of phenotypic segregation in the progenies of
several nests revealed the occurrence of monandry in the species studied and,
consequently, a simple sociogenetic structure — monogyny/monandry. The

presence of 'foreign’ workers was rarely observed in the nests analyzed.

Key words: Partamona helleri. Mitochondrial DNA. Microsatellite. Genetic
variation. Population structure.



1. Apresentacao do Problema

A polinizacdo € uma interagdo mutualista entre plantas e animais - as
plantas recebem o beneficio da fertilizacdo cruzada e os animais geralmente
obtém alimento (WASER et al.,, 1996). Aproximadamente 90% das 250.000
espécies conhecidas de Angiospermas dependem da polinizacdo por animais
como aves, mamiferos e insetos. As abelhas constituem o grupo mais importante
de polinizadores — em torno de 67% das espécies conhecidas de angiospermas
depende da polinizacdo por estes insetos para sua reproducdo sexuada
(MICHENER, 2000; RAVEN et al., 2001). Esta relevancia nasce do fato de que
aproximadamente 16 mil espécies de abelhas, amplamente distribuidas pelos
continentes, sédo visitantes florais obrigatorios, pois necessitam do polen e néctar
encontrados nas flores para aprovisionamento do ninho e nutricdo da prole e dos
adultos (ROUBIK, 1989).

Varios autores consideram as interacdes entre as plantas com flores e
seus polinizadores o resultado de relagcbes coevolutivas. De acordo com
Biesmeijer et al. (2005), o tipo de ornamentacdo e a forma da entrada dos ninhos
das “abelhas sem ferrao” possuem alguns padrdes igualmente observados nas
flores, como centros escuros, faixas radiais e pontos periféricos. No entanto,
Kallimanis et al. (2009) estabelecem ressalvas para o uso de explicacfes
coevolutivas para as interacdes planta - polinizador, pois estes autores
consideram que algumas caracteristicas da relacdo podem ter sido produzidas
estocasticamente.

Para as abelhas, o habitat € uma matriz onde os fatores que favorecem a
presenca de uma espécie em determinado sitio, tais como alimento e locais de

nidificacdo, estdo distribuidos em mosaico e de forma espacialmente



heterogénea, obrigando-as a efetuarem vo0os por longas distancias para
forragearem (ROUBIK, 1989). A oferta desses recursos e a competicdo por eles
sdo importantes aspectos para determinar a presenca de uma espécie em um
local (CANE, 2001). As espécies tém necessidades diferentes e cada uma delas
tem uma forma prépria de responder aos distlrbios do ambiente.

Devido ao processo de urbanizagdo, motivado pelo crescimento da
populacdo humana, algumas espécies de abelhas tém utilizado os ambientes
urbanos, buscando ali locais alternativos para nidificacdo e obtencdo de alimento
(Figura 1). Como as areas naturais legalmente protegidas constituem uma
pequena parte da superficie terrestre, o ambiente urbano pode proporcionar
importante oportunidade de conservagdo, apesar dos recursos alimentares
estarem ali mais dispersos, fazendo com que as populacdes presentes em areas
urbanizadas sejam menos similares entre si quando comparadas com as de
ambientes rurais, os quais podem apresentar ainda maior abundancia e riqueza
de espécies (CANE & TEPEDINO, 2001; ZANETTE et al., 2004, WINFREE et al.,

2007).

As abelhas sdo insetos com boa capacidade de disperséo e forrageadores
centrais, ou seja, retornam ao local ocupado anteriormente depois da atividade de
forrageio (ROUBIK, 1989). As areas urbanas podem ser consideradas uma opcao
principalmente para abelhas generalistas, pois estas possuem maior chance de
sobrevivéncia, ao contrario das abelhas especialistas que apresentam limitacdes
guanto a dispersdo para forragear e encontrar locais ricos em recursos troficos,
sendo, portanto, mais sensiveis as perturbacdes do ambiente (ZANETTE et al.,

2004; NATES-PARRA, 2005).



Figura 1. Substratos utilizados em areas urbanizadas para nidificacdo de
algumas espécies de abelhas sem ferrdo, como muros de tijolos (A e C), laje de

casas (B) e pequenos orificios encontrados em paredes (D). Imagens sem escala.

Apesar do efeito negativo atribuido ao processo de urbanizacdo, varios
estudos sobre ecologia urbana consideram a importancia dos ambientes urbanos
como corredores e/ou “albergues” de muitas espécies de insetos (NIEMELA,
2000; NIEMELA et al., 2000; ZANETTE et al., 2005; SUKOPP, 2002). A
construcdo de parques e jardins, bem como a preservacdo de areas verdes
naturais independentemente do tamanho que apresentam, pode ser uma
alternativa para a manutencdo e o aumento da biodiversidade em ambientes
urbanos (MATTESON et al., 2008; FETIDGE et al., 2008; AHRNE et al., 2009).

Os jardins e parques urbanos sdo considerados importantes ferramentas

no manejo e conservacao de varias espécies de abelhas (Figura 2). Contudo,



algumas condic¢des precisam ser satisfeitas para que isso ocorra, entre elas: i) a
escolha da planta a ser utilizada, pois quanto maior a diversidade floral, maior
sera a abundancia de abelhas visitantes; ii) a distribuicdo das plantas no local
deve evitar a0 maximo a competicdo por alimento dentre e entre os diversos
grupos de abelhas, nativas e introduzidas; iii) a selecdo de plantas que tenham
diferentes periodos de floracdo para reduzir a tendéncia de sazonalidade,
propiciando alimento durante todo o ano; iv) introduzir ninhos artificiais como
locais alternativos de nidificacdo para abelhas e vespas solitarias (WOJCIK et al.,

2008; GASTON et al., 2005; McFREDERICK & LEBUHN, 2005).

Figura 2. Espécies de abelhas com ferrdo e sem ferrdo visitando flores
encontradas em jardins. As fotos foram reproduzidas a partir de pesquisa na

internet.

Estudos tém indicado que o processo de urbanizacdo altera o

comportamento, morfologia, dindmica populacional e estrutura social dos animais



gue vivem ou passam a habitar os locais urbanos (SHOCHAT et al., 2006). Para
Cane et al. (2005), as abelhas apresentam respostas heterogéneas a
fragmentagao do habitat.

Faeth et al. (2005) analisaram a &rea metropolitana de Phoenix (Arizona,
Estados Unidos) e verificaram mudancas nas relacdes presa — predador, causada
pela falta de predadores naturais das aves existentes nesta area, tornando-as a
principal for¢ca controladora de artrépodes no local estudado. Com a reducéo de
seus inimigos naturais e o aumento populacional, as aves urbanas alteraram seu
comportamento forrageador, afetando a sobrevivéncia dos artrépodes presentes
na regiao.

Segundo Mclintyre (2000), sdo poucos os trabalhos que evidenciam a
utilizagdo dos recursos encontrados nas cidades e no seu entorno pelos
artrépodes, dificultando o desenvolvimento de estratégias que visam sua
conservacdo e o0 entendimento de quais sdo os fatores que definem a
sobrevivéncia destas espécies nessas areas, bem como seus padrdoes de

abundancia e distribuicao.

1.1. As abelhas sem ferrdo: sua importancia na polinizacdo e a criacdo
racional

Nas ultimas décadas tem sido descrita uma diminuicdo das populaces de
polinizadores em consequéncia da ruptura dos sistemas de polinizacdo associada
a atividades humanas (KEARNS et al., 1998; BROSI, 2009), embora haja
controvérsias a este respeito (CANE, 2001; ROUBIK, 2001). O declinio de
polinizadores tem causado uma reducéo na produtividade agricola, incentivando a

colaboracéo entre economistas e especialistas em polinizagdo para quantificar o



valor dos servicos de polinizacdo e avaliar os custos da diminuicdo de
polinizadores (KEVAN & PHILLIPS, 2001; BROSI et al., 2008; LONSDOREF et al.,
2009).

Entre as abelhas indigenas ou nativas encontram-se as pertencentes a
tribo Meliponini, visitantes florais generalistas que podem responder por 40 a 90%
da polinizacdo de arvores nativas dependendo do ecossistema (KERR et al.,
1996). Como referido por Silberbauer-Gottsberger; Gottsberger (1988), este grupo
de abelhas poliniza entre 60 a 75% das espécies vegetais do cerrado. Na
Amazonia, a propagacado de cerca de 38% da vegetacdo nativa depende da
polinizacéo por abelhas nativas (KERR et al., 2001).

As fémeas dos meliponideos possuem ferrdo e estruturas associadas
reduzidas, razao pela qual sdo denominadas “abelhas sem ferrao”. De tamanho
variavel, sdo abelhas com corpo de tamanho pequeno a médio (2 mm a 1.5 cm).
Estas abelhas possuem distribuicdo Pantropical, apresentam comportamento
eusocial, embora algumas espécies sejam cleptobidticas e utilizam diferentes
substratos para nidificacdo, principalmente cavidades pré-existentes (MICHENER,
2000; SILVEIRA et al., 2002). Segundo alguns pesquisadores, mais da metade
dos ninhos dos meliponideos ndo € conhecida e muitas espécies ainda requerem
melhor estudo e descricdo (ROUBIK, 2006; ALBUQUERQUE & CAMARGO,
2007).

As abelhas sem ferrdo constituem grupo importante de polinizadores da
flora nativa, como as mirtaceas brasileiras e diversas plantas frutiferas
economicamente exploradas como acerola, tamarindo, goiaba, jabuticaba,
macadamia, pitanga e o camu-camu (CASTRO 2002; ALVES & FREITAS, 2006;

MAUES & COUTURIER, 2002; GRESSLER et al., 2006).



Recentemente, a utilizacdo de diversas espécies de abelhas como
polinizadores em sistemas agricolas tem se tornado igualmente uma tendéncia
mundial (DANFORTH, 2007; KREMEN et al., 2007; KLEIN et al., 2007; JULIER &
ROULSTON, 2009). Alguns estudos realizados em diferentes paises relatam o
emprego das abelhas nativas ou sem ferrdo como agentes polinizadores de
sistemas agricolas economicamente importantes como café, cupuacu, morango,
tomate, girassol, entre outros (CASTRO, 2002; SLAA et al., 2006; SOUZA et al.,
2007; VEDDELER et al., 2008; MACHADO & CARVALHO, 2006).

Kasina et al. (2009) observaram que a polinizagéo realizada por abelhas
aumentava o rendimento e a qualidade da producdo para muitas plantas
cultivadas. Cerca de 40% do valor anual da colheita corresponderam aos lucros
liquidos obtidos pela utlizacdo de abelhas, principalmente as nativas ou
indigenas.

Além das abelhas sem ferrdo constituirem importantes agentes de
polinizacdo de espécies de plantas naturais e cultivadas, sua criacao racional tem
crescido consideravelmente, constituindo inclusive importante fonte de renda de
populacdes do norte/nordeste.

Frazdo e Silveira (2003), analisando areas de ressaca no Estado do
Amapa, verificaram que seis espécies de abelhas sem ferrdo podem ser utilizadas
na meliponicultura pelas comunidades locais para producdo de mel, cera e outros
produtos, assim como em atividades de polinizacdo de plantas cultivadas em

diversos sistemas agroflorestais.

Dentre estes produtos, alguns estudos tém caracterizado fisica e
guimicamente o mel e a propolis destas abelhas e relatam sua importancia para a

medicina, uma vez que apresentam propriedades antitumorais, anticarcinogénicas



e potencial antimutagénico, além de agéo bactericida e de funcionar como agente
imunomodulador (SFORCIN, 2007, ODDO et al., 2008; ALMEIDA-MURADIAN et
al., 2007; DUTRA et al., 2008; MANRIQUE & SANTANA, 2008). Além disso, a
prépolis produzida por algumas abelhas sem ferrdo, entre elas Partamona spp. e
Melipona spp., apresentou maior atividade antibacteriana do que a propolis de
Apis mellifera (BANKOVA & POPOVA, 2007).

No Nordeste do Brasil, alguns produtores, incluindo uma tribo dos indios
Pankararé, utilizam a meliponicultura como importante atividade alternativa de
renda (MODERCIN et al.,, 2007). Dentre as abelhas criadas estdo: canudo
(Scaptotrigona sp.), tubiba (Trigona sp.), jatai (Tetragonisca sp.), rajada ou
cabeca branca (Melipona sp.), moca branca ou amarela (Frieseomellita sp.), breu
ou zamboque (Melipona sp.), manduri (Melipona sp.), cupira (Partamona sp.),

mosquito (Plebeia sp.) e jandaira (Melipona subnitida).

No entanto, frequentemente, a criagcdo destas abelhas ocorre de forma
indiscriminada e sem qualquer tipo de manejo (FREITAS et al., 2000). Além disso,
muitas espécies de abelhas sem ferrdo estdo seriamente ameacadas de extingao
em consequéncia das alteracdes pelas quais 0os seus ambientes estdo sofrendo,
causados principalmente pelo desmatamento, uso indiscriminado de agrotoxicos e
pela acdo predatdria de meleiros (KERR, 1996). No Brasil, embora ndo haja
registro de espécies extintas, algumas abelhas sem ferrdo que dependem das
arvores para construcdo de ninhos desapareceram em areas onde a vegetacao
foi substituida por pastagens e culturas agricolas ou passou por processo de

urbanizacéo.

A criacdo descuidada e o desmatamento de areas verdes naturais tém

colocado vérias espécies em perigo de extin¢cdo. Hoje, cerca de 100 meliponideos



encontram-se nesta situacdo (KERR, 2002; FREITAS et al., 2000; RESENDE et
al., 2008; PEREIRA, 2006; SAMEJIMA et al., 2004; BROSI, 2009). Marinho et al.
(2005), Lopes et al. (2005) e Nogueira-Ferreira e Augusto (2007) sugerem a
ampliacdo de pesquisas voltadas para a preservacdo das mesmas delineando
estratégias de exploracdo racional dos recursos naturais, visto que sao de grande
importancia por razdes ecoldgicas e econdmicas.

O crescente interesse mundial na utilizacao dos servigos de polinizacéo de
espécies de abelhas em sistemas naturais e agricolas esbarra em limitacdes para
gue esta iniciativa possa ser incrementada, especialmente nos paises tropicais.
Entre os desafios a serem vencidos podemos citar, primeiramente, a identificacao
dos polinizadores efetivos das culturas de interesse e, na sequéncia, o
conhecimento da diversidade regional dos visitantes florais. Além deste
conhecimento taxondémico, €& essencial conhecer em detalhes a biologia
reprodutiva e a estrutura populacional das espécies de abelhas para a avaliacao
da viabilidade do uso destas espécies como polinizadores e para o
desenvolvimento de estratégias de manejo, visando a conservacao e utilizacao
sustentavel de polinizadores silvestres.

Apesar de sua relevancia para o sucesso destes programas, os estudos
sobre biologia reprodutiva de abelhas sdo ainda insuficientes, pois dispomos de
informacdes para poucas espécies da fauna brasileira. Esta fauna de abelhas é
altamente diversificada (3.000 a 5.000 espécies) e o conhecimento de sua
taxonomia e da riqgueza regional dos taxons € ainda muito limitado.

Dados a respeito da biologia reprodutiva das abelhas para uso em
polinizacdo de culturas no Brasil precisam ser rapidamente gerados como

requisito para a selecdo de espécies e avaliagdo da viabilidade de manejo destas
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populacdes. Aspectos da biologia reprodutiva, tais como a capacidade reprodutiva
das fémeas e os fatores genéticos e ecoldgicos que viabilizam o sucesso de
colonizacdo de uma area por uma espécie de abelha, sdo ainda pouco
conhecidos, tanto em habitats naturais quanto em agroecossistemas e/ou
ambientes urbanos.

Nos ultimos anos, a utilizagdo de metodologias moleculares em estudos
sobre abelhas tem permitido a investigacdo de questdes relacionadas a evolucéo
e diversificacdo dos grupos, biologia reprodutiva e aspectos ecoldgicos,
especialmente aqueles relacionados ao forrageamento (CHAPMAN et al., 2003;
DARVILL et al., 2004; KNIGHT et al., 2005). Relacdes filogenéticas em alguns
grupos de abelhas sociais tém sido estabelecidas por meio de ferramentas
moleculares (COSTA et al., 2003; CAMERON & MARDULYN, 2003; CAMERON &
WILLIAMS, 2003; MICHEL-SALZAT et al., 2004; RASMUSSEN & CAMERON,
2010), assim como a histéria biogeografica destas espécies (DICK et al., 2004;
BATALHA-FILHO et al., 2010).

Estudos sobre a diversidade genética, fluxo génico e estrutura genética de
populacdes de abelhas tém sido realizados em espécies eusociais, como Apis
mellifera (DEL LAMA et al., 1988; DEL LAMA et al.,, 1990; SHEPPARD et al.,
1991; VIARD et al., 1998; MEIXNER et al., 2000; DINIZ et al., 2003), Bombus
(WIDMER & SCHMID-HEMPEL,l 1999; CHAPMAN et al., 2003; DARVILL et al.,
2004), e em meliponideos dos géneros Plebeia (FRANCISCO et al.,, 2001;
FRANCISCO, 2002), Tetragonisca (OLIVEIRA et al., 2004), Melipona
(WALDSCHMIDT et al., 2000; WEINLICH et al., 2004), Trigona (CAMERON et al.,

2004; FRANCK et al., 2004) e Partamona (BRITO & ARIAS, 2008, 2010).
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Além disso, aspectos da reproducdo como o sistema de acasalamento e o
parentesco entre fémeas de espécies com habitos distintos de nidificacdo, vém
sendo investigados com os marcadores moleculares (DANFORTH et al., 1996;
PAXTON et al., 2000; ZIMMERMANN et al., 2009). Estes tém permitido ainda a
investigacdo de questbes como o efeito da fragmentacdo de habitats sobre as
populagdes de insetos (KRAUSS et al., 2004, BROUAT et al., 2004) e abelhas

(SILVA, 2002; SOFIA et al., 2005).

1.2. A relevancia deste estudo

Considerando a importancia das abelhas para a polinizacdo e diante do
cenario ambiental tdo adverso para a manutengdo, preservagdo e conservacao
destas espécies, estudos relativos a biologia reprodutiva e aos mecanismos que
permitem a colonizacdo de uma area pelas abelhas sdo essenciais para o
delineamento de estratégias que contribuam para a manutencdo dos
polinizadores. Segundo Slaa et al. (2006), o conhecimento sobre a reproducao
das abelhas sem ferrdo permitirA que estas sejam utilizadas em projetos de
polinizacéo assistida.

Das consideracbes acima decorre que a manutencdo e preservacao de
espécies de abelhas potencialmente Gteis na polinizacdo exigem que se conheca
como uma espécie coloniza certa area. Estudos desta natureza requerem o
acompanhamento de ninhos de uma espécie existentes em area limitada e de
facil observacéo. Neste sentido, abelhas que nidificam em ambientes urbanos e
seus entornos sdo mais faceis de serem monitoradas que abelhas que vivem em
matas ou florestas densas. Estas condicbes sdo satisfeitas pelos ninhos de

Partamona helleri (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) encontrados no interior do
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Campus da UFSCar. Desde 1985, o0s ninhos ali existentes foram
assistematicamente monitorados (Del Lama MA, informagdo pessoal). As
observacgdes realizadas indicavam que a area era colonizada por um namero
reduzido de fémeas (colbnias fundadoras) e que o crescimento da populacéo local
se dava essencialmente pela reproducao das colGnias existentes (enxameacéao) e
nao pela entrada de novos enxames. Esta observacdo vai ao encontro do fato
bem estabelecido de que a coldnia-filha é produzida a partir de individuos e
material da colénia-mae, o que imp&e 6bvios limites a dispersdo das fémeas
fundadoras, tornando a populagéo viscosa. Com o passar dos anos, o numero de
novas colGnias foi gradativamente aumentando, verificando-se hoje ali ninhos
espalhados por toda a area referida (n > 60).

Estas observagdes levaram a proposicdo da seguinte “hipotese de
trabalho”: a area foi colonizada por um numero reduzido de linhagens maternas,
isto é, por poucas fémeas fundadoras. Neste caso, necessariamente, o
necessario fluxo génico para promover a entrada de variacdo nova na populacéo
deve ser funcdo dos machos (dispersores), promovendo acasalamentos mais
casuais. Com a diminuicdo das chances de ocorréncia de endogamia e, por
consequéncia, menor chance de ocorrer a homozigose dos alelos do loco sexual,
as condi¢cdes que levam a producdo de machos diploides ndo serdo satisfeitas
(BEYE et al., 2003; HASSELMANN et al., 2008).

Formulada a hipotese de trabalho, naturalmente se seguiu o propdésito de
testa-la utilizando os ninhos desta espécie como estudo de caso, ensejando a
realizacdo deste trabalho. Para dar maior robustez ao teste de hip6tese, amostras

de ninhos de Partamona helleri localizados no campus da USP de Ribeirdo Preto
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(USP-RP) e no campus da USP de Sao Paulo (USP-SP) foram igualmente
submetidas a andlise.

A se confirmar a validade desta hipétese, este achado terd implicacdes na
criacdo de espécies de abelhas com interesse na polinizacdo. Atualmente, é voz
corrente que a criacao de espécies de abelhas sem ferrdo exige a manutencao de
um numero significativo de colénias. Para algumas espécies, Melipona
quadrifasciata, por exemplo, o nimero estimado de col6nias para sustentar um
numero adequado de alelos sexuais esta acima de 40 coldnias. A difusédo de tais
conhecimentos, se por um lado chama a atencéo para o problema da endogamia
e suas consequéncias para a determinacdo do sexo nos himendpteros, por outro
lado desestimula o pequeno criador, incapaz de obter e manter um numero
elevado de colbnias.

Portanto, estudos semelhantes ao aqui proposto sdo necessarios para que
se possam testar as idéias correntes, com reflexos positivos e imediatos para o

manejo e criacao de espécies sociais.

1.3. A espécie escolhida, Partamona helleri

O género Partamona esta incluido na tribo Meliponini e compreende 33
espécies descritas. Com ampla distribuicAo geografica, exclusivamente
neotropical, estas espécies sdo encontradas desde o sul do México até o sul do
Brasil. Os locais de nidificacdo ocorrem em florestas, cerrados, caatingas, regides
montanhosas, na Cordilheira Centro-Americana e nos Andes, chegando a regifes
com mais de 2.000 metros de altitude. A populacédo dos ninhos pode variar entre

1.000 a 3.000 individuos adultos (PEDRO & CAMARGO, 2003).
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As espécies de Partamona sdo muito semelhantes morfologicamente. Ha
um numero reduzido de caracteres morfolégicos passiveis de codificacdo e
polarizacado, prejudicando o estabelecimento de afinidades filogenéticas dentro do
grupo (Figura 3). Acresce-se a esta dificuldade o fato de que os machos de
muitas espécies ndo serem conhecidos. A despeito disto, a partir de associacdes
entre eventos de disjun¢des e quebras geograficas, o género foi dividido em cinco
grupos filogenéticos: bilineata/epiphytoplila, musarum, nigrior e cupira. (Pedro &

Camargo 2003).

Figura 3. Vista lateral de uma fémea adulta de Partamona helleri (A); em

B, vista frontal da cabeca (Fotos de Sylvia Maria Matsuda, Laboratorio de
Abelhas — IB/USP).

Os ninhos destas abelhas apresentam uma grande variedade de tipos de
entradas, as quais sdo extremamente elaboradas e ornamentadas, podendo
variar na forma e cor, embora tenham o entorno formando o desenho de um
tridangulo. Quanto a nidificacdo, as espécies adaptadas a ambientes alterados pela
acdo humana nidificam freqientemente em vasos de plantas, frestas de paredes

e beirais de casas, enquanto as termitdfilas obrigatorias constroem seus ninhos
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em termiteiros ativos ou inativos; héd ainda as que nidificam sob raizes de epifitas
(Figura 4). No entanto, os habitos de nidificacdo de varias espécies, p.e.,

Partamona subtilis e P. litoralis, s&o desconhecidos (Pedro & Camargo 2003).

Figura 4. Ninhos de Partamona seridoensis (A) e P. helleri (B) construidos
em associacdo com termiteiro da espécie Constrictotermes sp ou sob pedras,

respectivamente.

Os ninhos das espécies de Partamona, independentemente do substrato
gue utilizam, sdo formados por uma estrutura de entrada, uma camara vestibular
(esta estrutura é autapomorfica para o género) e uma ou mais camaras de crias e
potes de alimento. A comunicacdo entre o vestibulo e a camara de crias € feita,
geralmente, através de uma galeria. O uso de terra cimentada com resinas, nas
edificagbes do ninho, exceto nos favos, potes e lamelas, predomina em todas as
espécies. Outra caracteristica de Partamona, exceto em P. testacea, é a presenca

na parte inferior da entrada de um emaranhado de tubulos interligados,
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construidos unicamente de terra ou de terra e resina. A funcao destes tubulos é
ainda desconhecida, mas podem estar repletos de abelhas vivas; algumas vezes,
também, observa-se lixo no interior destes (AZEVEDO & ZUCCHI, 2000).

Barreto e Castro (2007) estudaram Partamona rustica e P. cupira em uma
area de caatinga na regiao de Milagres (Bahia) e verificaram que estas e outras
abelhas do género nidificam em associacdo com termiteiros ativos ou
abandonados da espécie Constrictotermes cyphergaster.

A espécie objeto deste estudo, Partamona helleri, também conhecida como
Cupira do Sudeste, esta incluida no clado cupira e encontra-se distribuida ao
longo de toda a Mata Atlantica e areas abertas do nordeste de Santa Catarina até
a regidao de Salvador (Bahia), atingindo a oeste o vale do Rio S&o Francisco
(Minas Gerais), na regido dos cerrados (Figura 5). E a Gnica espécie da regiéo
Sudeste do Brasil que nao nidifica em associacdo com termiteiros, podendo ser
encontrada em areas urbanas. Quando em ambientes sem influéncia antropica,
seus ninhos séo construidos sob raizes de epifitas. Difere das demais espécies
devido a auséncia de estrias longitudinais nas bordas inferior e superior da
estrutura de entrada do ninho e pelo fato desta apresentar o desenho de um
triangulo equilatero com vértices alargados como na Figura 4B (PEDRO &
CAMARGO, 2003).

Estudos sobre a biologia e a ecologia de P. helleri, incluindo aqui a
utilizacdo de recursos troficos pela espécie, sdo esparsos. A analise polinica das
massas retiradas das corbiculas de abelhas coletadas no Campus da ESALQ-
USP (Piracicaba, SP) demonstrou que as operarias de P. helleri e de Plebeia

droryana foram as que apresentaram maior uniformidade na utilizacao das fontes
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Figura 5. Mapa Politico do Brasil destacando em cinza os estados da
regido nordeste, sudeste e sul do pais nos quais a espécie P. helleri é

encontrada.

de podlen observadas no local de estudo. Além disso, as plantas das familias
Caesalpiniaceae, Liliaceae. Myrtaceae e Solanaceae foram as mais utilizadas
para coleta de recursos troficos por P. helleri na area estudada (CARVALHO et
al., 1999). Ramalho (2004) estudou um fragmento de Mata Atlantica no Estado de
Sao Paulo e observou operérias adultas da espécie coletando material em flores
de plantas de outras familias como Rubiaceae, Fabaceae e Lauraceae, além das
ja citadas.

Taura e Laroca (2004) estudaram as interacdes existentes entre as
abelhas e flores de Vassobia breviflora no Jardim Publico de Curitiba. Os autores
verificaram que P. helleri € uma das espécies mais comumente encontradas
nestas flores, principalmente em coleta de néctar. Segundo Azevedo et al. (2007),

essa abelha também foi observada nas flores do feijdo guandu, planta bastante
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cultivada no Brasil. Carvalho (2007) atribui a P. helleri, juntamente com outros
meliponideos, o papel de agente polinizador do cafezeiro-do-mato, importante
planta forrageira do Pantanal Mato-Grossense e de grande valor medicinal.

Se a biologia e a ecologia destas espécies sdo pouco conhecidas, 0s
dados disponiveis na literatura sobre a Genética de Populacbes e Genética
Ecolégica das espécies de Partamona sdo igualmente restritos. Ao analisar
citologicamente oito espécies desse género, Costa et al. (1992) observaram que
todas apresentaram 2n = 34 cromossomos; contudo, um sistema de
Cromossomos supranumerarios, variavel de 0 a 4 cromossomos, foi encontrado
em Partamona helleri.

Tosta et al. (2004) utilizaram RAPD para detectar sequéncias de DNA
associadas aos cromossomos B de P. helleri, identificando um marcador
especifico que se hibridizava somente em individuos que continham
Cromossomos supranumerarios. Mais recentemente, Tosta et al. (2007)
delinearam um marcador SCAR para os cromossomos B desta espécie passivel
de andlise em qualquer estagio do ciclo de vida deste inseto e observaram que
todos, alguns ou nenhum dos individuos de uma mesma colbnia podem
apresentar cromossomos B.

Marthe et al. (2007) analisaram trinta colénias de Partamona helleri
mediante a técnica PCR-RAPD dividindo-as em trés grupos de acordo com a
presenca, a auséncia e o numero de individuos de uma colbnia que continham
cromossomos B. Estes autores observaram que o grau de variabilidade genética
dos ninhos analisados ndo estava associado a presenca de cromossomos B.

Operarias adultas de ninhos de P. mulata e P. helleri coletados em

diferentes regides do Brasil foram analisadas para genes mitocondriais por RFLP-
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PCR e para alguns locos de microssatélites utlizando oligos iniciadores
heterdlogos (BRITO, 2005; BRITO & ARIAS, 2008, 2010). Os dados obtidos pelas
autoras indicaram que ou as popula¢cdes de P. mulata passaram por uma reducao
populacional recente ou que a colonizacdo da &rea analisada tenha ocorrido a
partir de fémeas de um Unico sitio. Resultado distinto foi observado em P. helleri,
visto que a distribuicdo descontinua dos haplétipos encontrados sugeria que as
populacdes estudadas tiveram contato no passado e atualmente estejam se
diferenciando gragas ao isolamento estabelecido. Adicionalmente, as autoras
relataram a ocorréncia de monandria em P. mulata e de duas patrilineas em
algumas coldnias de P. helleri.

Espécies eusociais como Partamona helleri séo freqientemente utilizadas
para averiguar a importancia do parentesco na evolugcdo de sociedades
complexas. No entanto, os estudos genéticos minimizam a funcdo organizadora
do ambiente na moldagem da expressdo e desenvolvimento de caracteristicas
socialmente importantes. Sustentando tal afirmacdo, Hamilton (1964) postula que
0 ambiente social desempenha papel fundamental na determinacédo de fenotipos
de organismos sociais. Desta forma, torna-se essencial que estudos genéticos
sejam acompanhados de estudos ecoldgicos para que se possa compreender
satisfatoriamente aspectos da biologia reprodutiva, da estrutura sociogenética dos
ninhos e dos fatores que viabilizam o sucesso de uma espécie na colonizacao de

certa area, objetivos do presente trabalho.
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2. Objetivo

Considerando os aspectos acima referidos sobre as abelhas sem ferréo,
sua importancia ecoldgica e como fonte alternativa de renda, o perigo de
acentuado declinio populacional de varias destas espécies e a pouca informacéo
disponivel na literatura sobre a biologia e genética destas abelhas, o objetivo
deste estudo foi testar a “hipotese de trabalho” anteriormente definida, a saber,
uma area é colonizada por um nuamero reduzido de linhagens maternas e o fluxo
génico interpopulacional ocorre gracas principalmente aos machos dispersores,
utilizando Partamona helleri como estudo de caso.

A validacao da hipdtese exige o cumprimento de trés etapas:

i) estimar o numero de linhagens maternas que deram origem a populacao
de Partamona helleri atualmente residente nas areas de estudo. O numero de
fémeas fundadoras sera estabelecido a partir dos haplétipos mitocondriais
observados, considerando-se a heranca materna deste tipo de marcador;

i) estimar o nivel de variagdo genética intra e interpopulacional mediante o
uso de marcadores microssatélites, estabelecendo o papel dos machos na
promocao do fluxo génico entre populagdes;

iii) a partir das segregacfes fenotipicas observadas nos locos
microssatélies, determinar a estrutura sociogenética nidal, isto €, averiguar se as

familias resultam de uma estrutura monoginica/monandrica.
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3. Material e Métodos

3.1. Material

O material analisado consistiu de operéarias adultas provenientes de 73
ninhos de Partamona helleri coletados em trés areas: o Campus da
Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar, n = 34), o Campus da
Universidade de Sao Paulo em Ribeirdo Preto (USP-RP, n = 25) e o Campus
da USP em Sé&o Paulo (USP-SP, n = 14). As coletas nos dois Campi da
Universidade de Sao Paulo foram realizadas em colaboragdo com o Prof. Dr.
Ademilson Espencer Egea Soares (USP-RP) e com a Profa. Dra. Maria Cristina
Arias (USP-SP).

Os ninhos coletados na UFSCar pertencem a 22 sitios de coleta
distribuidos igualmente entre as Areas Norte e Sul do Campus (Figura 6), ou
seja, as duas areas analisadas apresentaram onze locais de amostragem dos
ninhos de P. helleri, sendo que em alguns destes foi coletado material de dois
ou mais ninhos adjacentes.

O Campus da UFSCar esta situado na éarea rural da cidade de Séo
Carlos (Séao Paulo) e o clima é caracterizado como tropical, com verédo umido e
inverno seco (Cwai) e quente com um periodo seco bem definido (Awai). O
terreno da Universidade, atravessado pelos cérregos Monjolinho e Fazzari, foi
subdividido em area urbanizada e ndo urbanizada, segundo o tipo de utilizacao
do solo. A flora é diversificada, consistindo de plantas caracteristicas de Mata
Ciliar e Cerrado, bem como plantacdes de Eucalyptus sp. e Pinus sp., espécies

arboreas e arbustivas (naturais e exoticas), com diferentes tipos de arvores
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Figura 6. Foto ilustrativa do Campus da Universidade Federal de Sdo Carlos (Sdo Carlos). Os pontos em amarelo indicam

os locais de coleta dos ninhos de P. helleri coletados entre as Areas Norte e Sul do Campus, separadas pela reta em vermelha.
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frutiferas como goiabeiras e jaqueiras presentes nos jardins ou gramados
(PAESE, 1997).

No Campus USP-SP, localizado no Planalto Paulistano, se encontra uma
area de aproximadamente 102.110 m? — a Reserva Florestal — composta em sua
maior parte por vegetacdo caracteristica de Floresta Estacional Semidecidua.
Cerca de 8% da area total do Campus é ocupada por edificacdes e o restante de
sua extensdo é representado por avenidas, estacionamentos arborizados e areas
verdes, onde predominam gramados e jardins, incluindo plantas exoticas e
algumas arvores frutiferas. Segundo dados da Estacdo Hidrometereoldgica da
Cidade Universitaria, o clima da regido € classificado como Cwa ou subtropical
umido (PAIVA, 2006).

O Campus USP-RP esta situado em uma regido que apresenta clima
tropical de altitude com as estacbes bem definidas de verdo chuvoso e inverno
seco. Pouco resta da vegetacdo nativa que cobria a area do Campus em
consequéncia da agricultura, edificacbes e desmatamentos; contudo, em certos
locais foram feitos reflorestamentos com exemplares de espécies nativas
brasileiras e exéticas, incluindo algumas espécies de arvores frutiferas, tais como
bananeiras, goiabeiras, laranjeiras, mangueiras, entre outras (VARANDA et al.,

2005).
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3.2. Métodos

Coleta do Material: As coletas de material biol6égico no Campus da UFSCar

foram realizadas nos dias 13/07/2004 e 23/02/2007 durante o periodo diurno, por
este compreender os horarios de maior atividade da colbnia, facilitando a coleta.
Um saco plastico foi colocado na abertura de entrada/saida de abelhas de cada
ninho com o intuito de capturar niamero suficiente de fémeas para analise. Em
seguida, o material coletado foi depositado em recipientes devidamente
identificados e armazenados a temperatura de —-20°C até ser analisado. As
abelhas provenientes dos dois Campi da USP foram coletadas nos dias
06/12/2006 (USP-SP) e 13/06/2007 (USP-RP) sendo estocadas em alcool para

conservacao.

Andlise mitocondrial: O DNA total foi extraido a partir do mesossoma (térax)

ou de uma perna do terceiro par das operarias coletadas, segundo o método de
fenol-cloroférmio (SHEPPARD & McPHERON, 1991) ou Chelex 100 (WALSH et
al., 1991), respectivamente, para analise dos genes mitocondriais citocromo b (cyt
b) e subunidade | do complexo citocromo oxidase ¢ (COIl). Nas reacdes para
amplificacdo via PCR de regides cyt b e COI foram utilizados os primers
delineados com base no genoma mitocondrial de Apis mellifera (HALL & SMITH,
1991; DICK et al., 2004). A PCR dos fragmentos de interesse ocorreu em volume
final de 25 uL contendo agua esterilizada, 1X tampao de reacédo, 1 uM de cada
primer, 2.5 mM de cloreto de magnésio, 250 uM de cada dNTP, 1U de Tag DNA

Polimerase (Biotools) e 1 yL de DNA extraido. As reagdes compreenderam 35
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ciclos a 94°C por 30 segundos, 20 segundos a temperatura de hibridizacdo do
primer utilizado (cyt b - 54°C e COI - 50°C) e um minuto & 70°C para extensao da
fita de DNA. A visualizacdo dos fragmentos gerados ocorreu em gel de
poliacrilamida 8% nao desnaturante e corado com prata.

A presenca de haplétipos mitocondriais para as regides estudadas dos
genes cyt b e COI foi verificada por sequenciamento direto do produto da PCR de
uma operéria de cada um dos ninhos coletados na UFSCar e nos Campi USP-RP
e USP-SP.

Os produtos de amplificacdo foram purificados utilizando-se 1U da enzima
SAP, 10U de Exol e 8 pL do DNA amplificado em cada reacao, sendo incubados a
37°C por uma hora e a 80°C por quinze minutos. Em seguida, uma aliquota dessa
reacdo foi aplicada em gel de agarose 1% para verificar sua eficiéncia e dar
continuidade ao sequenciamento. O volume final da reacdo de sequenciamento
ocorreu em 10 pL, incluindo 3.5 yL de Tampéao Save Money 2.5x, 0.5 pl de Big
Dye, 1 uM de primer Foward ou Reverse e 1 uL de DNA purificado, posteriormente
a reacao foi processada no sequenciador automatico ABI 3700.

Os eletroferogramas obtidos foram analisados no programa Codon Code
versdao 3.7.1 (CodonCode, Dedham, Massachusetts, United States) e as
sequéncias nucleotidicas editadas alinhadas no programa MultAlin© (disponivel
em: http://bioinfo.genopole-touhouse.prd.fr/multalin.multalin.html) para verificar e
comparar possiveis substituicdbes de bases. O Software Gene Runner© (versao
3.05) foi utilizado nas analises de restricdo e na conversdo dos codons em
aminoacidos. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa

Arlequin versao 3.5.1.2 (EXCOFFIER et al., 2005), de acordo com os parametros
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estabelecidos por Tamura e Nei (1993) e considerando o valor de a = 0,05. As
redes de hapldétipos foram construidas no software TCS versao 1.21 com a = 0,05

(CLEMENT et al., 2000).

Prospeccédo de microssatélites: O isolamento de microssatélites especificos

para P. helleri, a partir da construcdo de bibliotecas de DNA enriquecidas
(BILLOTTE et al., 1999), foi realizado em colaboragdo com a Profa. Dra. Anete
Pereira de Souza e sua aluna de Doutorado Fernanda Cidade, ambas do
Laboratério de Analise Genética e Molecular (CBMEG) da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP).

Inicialmente, o DNA total extraido do mesossoma de 36 operarias adultas
de P. helleri, segundo o método fenol-cloroformio (SHEPPARD & McPHERON,
1991), foi digerido com Rsal e os fragmentos obtidos foram ligados aos
adaptadores Rsa2l e Rsa25 pela enzima T4 ligase. Essa reacdo € importante por
garantir que cada fragmento tenha uma terminacdo comum e conhecida para a
hibridizacdo dos primers nas reacdes de PCR futuras. Em seguida, no processo
de selecdo dos fragmentos contendo microssatélites o DNA ligado foi purificado,
as “esferas magnéticas” (beads) recobertas por estreptavidina foram hibridizadas
aos fragmentos com oligos biotinilados (sonda) e essa mistura foi lavada para
remocao de fragmentos ndo especificos, utilizando-se do sobrenadante na PCR
com os fragmentos de DNA enriquecidos.

Apés esse processo, foi feita a clonagem dos fragmentos enriquecidos no
vetor plasmidial pGEM-T para serem inseridos em células bacterianas

competentes de Escherichia coli. Colénias recombinantes selecionadas (n = 96)
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passaram pelo processo de isolamento do DNA plasmidial (Mini-prep) para
posterior reacao de sequenciamento, a qual ocorreu em um volume final de 10 pL,
contendo 1 pL de 4gua MilliQ, 2 uL de Tampédo Save Money, 1 uL dos primers T7
(Foward) e SP6 (Reverse) na concentracdo de 5pmol, 4 uL de DNA plasmidial e 2
pL de Big Dye (versdo 3.1). A reacao de sequienciamento consistiu de um passo
inicial de 96°C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos a 96°C por 45seg, 50°C por
30seg e 4 minutos a 60°C.

As sequéncias obtidas foram analisadas nos programas Codon Code
versdo 3.5.7 (CodonCode, Dedham, Massachusetts, United States) e SSRIT
(endereco eletronico http://www.gramene.org/db/searches/ssrtool) para edicdo e
busca de sequUéncias repetitivas nos eletroferogramas do sequenciamento e
determinar presenca ou auséncia de microssatélites, respectivamente. A
confeccdo dos primers ocorreu com o auxilio dos softwares Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) e Gene Runner®© (versdo 3.05). Desse modo, sete
pares de primers denominados Phel-1 a Phel-7 foram confeccionados e o primer
forward de cada par foi marcado com um fluoréforo (FAM, HEX ou TET). As
sequéncias nucleotidicas dos respectivos primers seguem abaixo:

Phel-1F: 5 — TCGGCCGCTCATGGATAAGTC -3’
Phel-1R: 5 — TCAACGCCAGTCGAGAAGAGGATG -3

Phel-2F: 5 — CGTTCAATTTACCGCACAA -3
Phel-2 R: 5 — CCACGTATCCAGGCTTTTTA-3

Phel-3 F: 5 — GTCGCAATAGCAATAGG -3
Phel-3R: & —TGGTCGTCATCTGTTTT -3’
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Phel-4 F: 5 — AATAACACGCGCACCATCA -3’
Phel-4 R: 5 — ACACATACAGAAGAACGAAGAAAA -3

Phel-5F: 5 — GTAAGGAAATGCAAGGAACT -3’
Phel-5 R: 5 — AAAATAAAAATGCATAAAACAA - 3’

Phel-6 F: & — TTGGCACGAAAAGAACA -3’
Phel-6 R: 5 — TTGAAAGCTGAAAAATCCA -3

Phel-7 F: 5 — TTACATAAGAGCAAAACT - 3’
Phel-7 R: 5 — TCGAAAATGAAATAAATA -3’

Andlise de microssatélites: Foram testados sete pares de primers (Phel-1 a

Phel-7) prospectados especificamente para P. helleri e 18 locos microssatélites
utilizando primers heterdlogos, sendo dois delineados para Trigona carbonaria
(GREEN et al., 2001), dois de Scaptotrigona postica (PAXTON et al., 1999a) e 14
desenvolvidos para Melipona bicolor (PETERS et al., 1998), totalizando 25 locos
microssatélites.

A PCR foi realizada em volume final de 10 ou 25 pL, contendo 1 pL do DNA
extraido, 1 uM de cada primer, 2.5 mM de cloreto de magnésio, 250 uM de cada
dNTP, 1X tampdo de reacdo, 1U de Tag DNA Polimerase (Biotools) e agua
esterilizada. A reacao ocorreu por 30 a 35 ciclos de 94°C por 30seg, 20seg a
temperatura de hibridizacdo para cada par de primers utilizado, e 70°C por um
minuto. A identificacdo dos alelos foi feita em gel de poliacrilamida 9% néo
desnaturante e corado com prata, com excecdo dos microssatélites especificos

(Phel-1 a Phel-7) e dos heterélogos Mbi232 e Mbi254 os quais tiveram o primer
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forward marcado com fluoréforo. Para estes, o produto da PCR foi diluido 10X e
uma aliquota de 2 pL foi misturada com 7.75 pyL de Tween 20 0.1% e 0.25 pL de
ET550-R (padrédo de tamanho), e posteriormente submetida a corrida no
sequenciador automatico MegaBACE™1000. Os resultados obtidos foram
analisados no software MegaBACE Genetic Profiler versao 1.2. Algumas

informacgdes sobre os microssatélites analisados estdo disponiveis na Tabela 1.

Nos programas Arlequin versdao 3.5.12 (EXCOFFIER et al.,, 2005) e
GenAlex 6.41 (PEAKALL & SMOUSE, 2006) foram feitas a estimativa dos
parametros de diversidade, considerando a=0.05 e dois individuos selecionados
aleatoriamente de cada ninho coletado nos trés Campi para o0s locos
microssatélites Mbi215, Mbi278, Mbi232, Mbi254 e Phell a Phel-7. A significancia
das diferencas na diversidade genética entre as areas de estudo foram testadas
utilizando teste t pareado dos valores arcoseno transformados das
heterozigosidades intralocos esperadas, He (ARCHIE, 1985). O programa
GenAlex 6.41 foi ainda utilizado para realizar o teste de atribuicdo ou “assignment
test”, o qual atribui a populagdo de origem de cada individuo comparando seu

gendtipo com os perfis de duas ou mais populacoes.

Andlise aloenzimatica: Para checar algumas amostras ao nivel de espécie,

0S extratos de cabeca e mesossoma de 18 operarias adultas de P. helleri
pertencentes a um ninho amostrado na UFSCar e a 4 ninhos coletados no
Campus USP de Ribeirdo Preto (USP-RP 5, USP-RP 8, USP-RP 16 e USP-RP
18) foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de amido (SMITHIES, 1955)

para identificacdo dos fenoétipos para 10 sistemas aloenzimaticos (EST, HK, GPI,
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MDH, aGPDH, BHBDH, ME, PGM, 6-PGD e ICD). A revelacdo histoquimica
destes fendtipos foi realizada de acordo com protocolos descrito por Harris e

Hopkinson (1976).

Tabela 1. Microssatélites especificos (Phel-1 a Phel-7) e heterolégos (Tc3,
T3, T4 e Mbi) testados em Partamona helleri, com respectivos “motivos” de
repeticdes, temperaturas de anelamento (Ta), numeros de ciclos (Nc) e tamanhos
dos fragmentos em pares de bases, segundo Brito (2005), Paxton et al. (1999a) e
os dados encontrados neste trabalho para a espécie estudada (*); (-) indica que

nao houve amplificacéo.

Locos Repeticdes Ta (°C) | Nc | Tamanho (pb) | Fluoréforo
Tc3.56 TC - - -
Tc3.302 TTC 52 |30 158
T3-32 CT - - -
T4-171 CTCA 50 |30 112
Mbill ACC 52 |30 137
Mbi28 TCC 50 |30 105
Mbi32 AGC 52 |30 140
Mbi33 TCC - - -
Mbi201 TTC 54 |30 140
Mbi215 TTC 50 |30 88 - 95
Mbi218 CTT 62 |30 118
Mbi232 CTT 48 [35| 136-184" FAM
Mbi254 AAG 52 | 30| 211-238* FAM
Mbi256 AGA - - -
. (AGG)(AGA)(GGA) _ _ _
Mbi 259 GAAGGA)
Mbi278 CTT 54 |30| 102-104
. (TCT)CCTTCG(TCT)(CAT) _ _ _
Mbi305 (CAG)(CAT)(CCT)
Mbi522 TGC 54 |30 135
Phel-1 AC 55 |30| 220-234' TET
Phel-2 TC 52 | 30| 245-297" TET
Phel-3 CT 53 |30 97 - 101* JOE
Phel-4 GT 62 |30| 246-252" FAM
Phel-5 CA 55 |30| 100-114% TET
Phel-6 CA 52 |30 172-182% HEX
Phel-7 TG 48 |30 282-294% HEX
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4. Resultados e Discussao

4.1. Biologia de nidificacao

Os ninhos de Partamona helleri coletados no Campus UFSCar foram
construidos apoiados sobre diferentes superficies, como paredes, interior de
aparelhos de ar-condicionado e canos de PVC ou em vigas de prédios,
protegidos da acdo de chuvas, sol e ventos fortes; contudo, ndo estavam em
locais totalmente fechados. Uma col6nia desta espécie foi fundada ao lado de
um ninho ativo de pombo comum. Segundo Pedro e Camargo (2003), € comum
encontrar colénias construidas em ninhos abandonados do passaro conhecido

como “jodo graveteiro” (Phacellodomus sp.) (Figura 7).

Figura 7. Ninhos de P. helleri coletados na UFSCar e construidos em
diversos substratos, como aparelhos de ar condicionado (A) e sobre paredes e

lajes de prédios (B, C e D). A seta vermelha em (A) indica um ninho de pombo.
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A utilizacdo de diferentes substratos permitiu que o0s ninhos
apresentassem uma ampla variacao de altura em relagcédo ao solo. Enquanto a
maioria dos ninhos estava a varios metros do chdo, poucos encontravam-se a
1.70 m de altura, como verificado em outros trabalhos (PEDRO & CAMARGO,
2003; TEIXEIRA & CAMPOS, 2005; TAURA & LAROCA, 2001).

A maioria dos ninhos coletados, cerca de 20 entre 34 colonias, foi
amostrada na regido do Campus designada como Area Sul (Anexo 1). A
denominacdo se deve ao fato desta area ser o local inicial da ocupacédo do
Campus, pois abriga os prédios mais antigos da Universidade. Alguns ninhos
ali encontrados pareciam ter mais idade, devido a resina escurecida.

Apesar disso, as Areas Norte e Sul apresentaram a mesma quantidade
de locais de coleta, totalizando 11 sitios para cada regido (Figura 6). Além
disso, os ninhos observados na Area Norte apresentaram uma disposicdo mais
esparsa, talvez por essa regido ocupar uma area maior do Campus e incluir os
prédios mais recentes e muitos ainda em construcéo, originando novos sitios
de nidificacdo para a espécie estudada.

Em diversos pontos de coleta da Area Sul foi possivel observar a
presenca de dois ou mais ninhos adjacentes em um Unico prédio,
diferentemente do observado na Area Norte. Segundo Batista et al. (2003), o
comportamento agressivo de P. helleri determina que seus ninhos sejam
construidos com certa distdncia um do outro. Todavia, € possivel que tal
afastamento entre os ninhos possa estar relacionado a disponibilidade de
recursos, como alimento e locais para nidificacdo, e ndo somente a

agressividade, considerando-se a distribuicdo verificada no Campus UFSCar.
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Em estudo conduzido no Campus Federacdo/Ondina da Universidade
Federal da Bahia foi reportado um agrupamento de ninhos de T. spinipes em
determinada area do Campus. As abelhas desta espécie sdo maiores que as
do género Partamona e igualmente apresentam comportamento agressivo. A
agregacdo de ninhos verificada parecia estar associada a melhores
oportunidades para alimentacéo e nidificacdo (SOUZA et al., 2005).

Alguns ninhos da Area Norte do Campus UFSCar ndo apresentaram
atividade, ou seja, haviam sido destruidos mediante fogo e/ou veneno para
reforma dos prédios nos quais estavam abrigados ou ainda por estarem
situados em lugares com grande trafego de pessoas. Posteriormente,
verificamos que alguns destes ninhos foram reconstruidos. Nogueira-Neto
(1997) inferiu que a fundacdo de novos ninhos ndo ocorre durante o inverno
devido a reducao na disponibilidade de alimento.

O horario de maior atividade no periodo diurno dos ninhos coletados na
UFSCar foi entre as 10:00 - 10:30 horas da manh@, resultado semelhante ao
observado por Teixeira e Campos (2005) para colénias amostradas na cidade
de Vicosa (MG). Nos dias frios, as abelhas passaram a sair do ninho apos esse
horério, visto que a atividade de vb6o das operarias € influenciada também por
fatores externos, como intensidade luminosa e, principalmente, temperatura
(AZEVEDO, 1997; HILARIO et al., 2001; POMPEU, 2003).

Foi observado que a entrada dos ninhos coletados de P. helleri possui a
forma popularmente conhecida como “boca de sapo”, entrada caracteristica
dos ninhos desta espécie e que apresenta diametros variaveis (Figura 7). Esta
entrada possui uma rampa superior e outra inferior que se afunilam

gradualmente até formarem um fundo arredondado com orificio. Outro aspecto
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dessa entrada é a presenca de alvéolos isolados ou enfileirados na rampa
superior para unir a rede de tubos construida na estrutura de entrada do ninho
(PEDRO & CAMARGO, 2003).

Segundo Couvillon et al. (2008), o tamanho da entrada determina as
estratégias de defesa e o trafego de individuos. A arquitetura observada nos
ninhos de P. helleri, pela presenca das rampas superior e inferior, permite que
as abelhas consigam estabilizar a relacdo defesa/trafego, pois o pequeno
orificio na base do “funil” limita a entrada de forrageadoras e permite a
presenca de abelhas defensoras ao redor do mesmao.

Contudo, a utlizacdo das diferentes arquiteturas de entradas
observadas nos ninhos de abelhas nativas ndo pode ser o Unico critério para
diferenciar as espécies dentro do grupo. Franck et al. (2004) estudaram duas
populacdes de Trigona hockingsi localizadas no Norte e Sul da Australia e
verificaram que os ninhos dessas abelhas, embora tivessem estruturas de
entrada similares, ao serem analisados para diversos microssatélites e uma
regido do gene mitocondrial citocromo b, pertenciam a duas espécies distintas.
Segundo esses autores, as modificagbes na arquitetura dos ninhos foram
resultantes de mecanismos simples, sem importancia para o processo de
especiacdo destas abelhas.

O comportamento agressivo das operéarias foi observado durante a
coleta dos ninhos no Campus da UFSCar, através de mordidas e tentativas de
penetracdo nos ouvidos, como ja relatado em outros trabalhos (BRITO, 2005;

BORGES, 2007).
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As operérias responsaveis pela defesa do ninho encontram-se alojadas
no vestibulo e, segundo Roubik (2006), somente as espécies que apresentam
ninhos expostos possuem este tipo de comportamento, como P. helleri.

Essa agressividade néo se restringe somente aos seres humanos; ela foi
observada entre outras espécies de abelhas, como Trigona spinipes e
Melipona rufiventris (NIEH et al., 2005).

Em area do Campus da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) foram relatados alguns casos de agressividade por parte de Apis
mellifera em relacdo a Trigona spinipes quando estas se encontravam na
mesma flor (AGOSTINI & SAZIMA, 2003).

Eventos agressivos envolveram Partamona sp. e Apis mellifera em um
prédio construido na Universidade Federal de Juiz de Fora (SOUZA et al.,
2002).

Por outro lado, uma associacdo nao relatada anteriormente foi verificada
em diferentes locais situados na Area Norte do Campus UFSCar, nos quais
trés ninhos de Partamona helleri foram construidos ao lado de colénias de Apis
mellifera, tendo ambos os ninhos muitos individuos e intensa atividade.
Rasmussen (2004) estudou ninhos de Trigona cilipes construidos no interior
dos ninhos da vespa Epipona tatua e da formiga Azteca e inferiu que a
plasticidade comportamental das abelhas sem ferrdo explicaria essas
associacdes no processo de nidificacao.

Vérios estudos procuraram estabelecer a relacdo existente entre Apis
mellifera e as abelhas sem ferrdo ou nativas quanto a agressividade e fonte de
recursos para nidificacdo e alimentacdo. Oliveira e Cunha (2005) observaram

operarias de A. mellifera voando juntamente com individuos de Partamona
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vicina em areas desmatadas da Amazénia Central. Uma predominancia de
diferentes espécies de meliponideos foi verificada na llha Grande (SP) em
detrimento de Apis mellifera (LORENZON et al., 2006).

Segundo uma revisdo elaborada por Paini (2004), a introducdo e a
convivéncia com A. mellifera séo fatores prejudicais para a sobrevivéncia das
abelhas nativas. Jha e Vandermeer (2009) ndo observaram competicéo
envolvendo contato fisico entre abelhas africanizadas e nativas; contudo,
verificaram uma reducdo no numero de abelhas sem ferrdo em flores que
possuiam muitas abelhas africanizadas forrageando. De acordo com Cairns et
al. (2005), as abelhas africanizadas encontradas na regido de Yucatan
estariam adotando novos comportamentos para competir com as espécies
nativas do mesmo local.

Biesmeijer e Slaa (2006) observaram, através da analise e comparacao
de 28 estudos, que Apis mellifera possui colénias muito numerosas e um
eficiente mecanismo de recrutamento, tornando-a mais efetiva na coleta de
alimento do que as abelhas de tamanho médio como Partamona, Scaptotrigona
e Melipona. Para esses autores, P. helleri apresentou a menor largura de nicho
trofico, juntamente com Scaptotrigona, provavelmente devido a estratégias de
forrageamento, como preferéncia por certos tipos de flores, e pela competicédo
com A. mellifera. Carvalho et al. (1999) observaram o contrario para P. helleri
em uma area do Campus da ESALQ-USP de Piracicaba. Ali, P. helleri possuiu
um amplo nicho tréfico, apresentando ainda maior uniformidade na utilizacao
das fontes polinicas ou plantas visitadas estimada em 68%, em relacdo a

outras espécies de abelhas sem ferrdo e A. mellifera.
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Um estudo realizado em uma area com vegetacao tipica de cerrado,
como verificado na UFSCar, localizada na cidade de Patrocinio Paulista (S&o
Paulo), indicou uma pequena sobreposicdo na utilizagcdo de recursos florais
entre A. mellifera e diversas espécies de meliponideos, incluindo P. helleri
(NOGUEIRA-FERREIRA & AUGUSTO, 2007).

Pelo periodo de coleta corresponder ao horario de atividade de véo das
operérias de P. helleri, varias operarias amostradas na UFSCar carregava em
suas corbiculas algum tipo de material, provavelmente pdélen ou resina. O
primeiro destes materiais, o polen, apresentava-se como uma “pequena bola”
macica e lisa; ja o segundo, tinha igualmente a forma arredondada, porém era
mais escuro, pegajoso e aderente.

A andlise polinica de operarias de P. helleri coletadas no Campus da
UNICAMP revelou a presenca de pdlen coletado nas flores de Eucalyptus,
goiabeira, flamboyant, tipuana, limoeiro, entre outras plantas encontradas
também na UFSCar (CARVALHO et al., 1999; PAESE, 1997).

Agostini e Sazima (2003) também observaram individuos de P. helleri
na planta comumente conhecida como odontonema na ESALQ (USP de
Piracicaba); contudo, as plantas mencionadas anteriormente nos Campi da
UNICAMP e UFSCar também foram observadas e relatadas nesse estudo.

Diante das informacBes referidas, pode-se inferir que a biologia de
nidificacdo de Partamona helleri apresenta algumas caracteristicas,
apresentadas por outras espécies de abelhas sem ferrdo, como a abelha
Tetragonisca angustula, que tornam possivel sua sobrevivéncia em ambientes
urbanos; dentre elas, destacam-se a flexibilidade na coleta de alimento e na

escolha do local para construir seu ninho, tamanho populacional reduzido em
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torno de 2.000 a 5.000 individuos por colbnia e a presenca de uma eficiente

estratégia de protecao ou defesa do ninho (SOUZA et al., 2005).
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4.2. Genética Populacional

4.2.1. Analise do DNA mitocondrial
Os fragmentos amplificados dos genes mitocondriais COI e citocromo b

de Partamona helleri podem ser visualizados na Figura 8.

611

485

Figura 8. Fragmentos amplificados para os genes mitocondriais cyt b
(amostras 2 e 3) e COI (amostras 4 e 5) de P. helleri visualizados em gel de
poliacrilamida 8% n&o desnaturante e corado com prata. As amostras 1 e 6 sao

fémeas da espécie Apis mellifera, utilizadas como controle.

Os primers testados em Eulaema nigrita (DICK et al., 2004) permitiram a
amplificacdo de um fragmento de 611 pares de bases (pb) para COIl em P.
helleri, mesmo tamanho do produto obtido para A. mellifera, segundo a
sequéncia do genoma mitocondrial determinada por Crozier e Crozier (1993).

Contudo, no gel de poliacrilamida ndo desnaturante (Figura 8), os fragmentos
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obtidos para as duas espécies parecem ter tamanhos diferentes. Esta aparente
diferenca pode ser decorrente de um polimorfismo conformacional da fita dupla
de DNA (DSCP), ou seja, substituicbes nucleotidicas do tipo C/G em
sequéncias ricas em bases A/T alteram a mobilidade eletroforética da molécula
de DNA observada no gel; dessa forma, os fragmentos aparentariam ter
tamanhos diferentes. Ferreira et al. (2009) observaram este tipo de
polimorfismo para o gene cyt b de Apis mellifera.

Quanto ao fragmento analisado do gene cyt b de P. helleri, este possui
485 pares de bases, o mesmo tamanho que a regido correspondente
amplificada para A. mellifera e Melipona quadrifasciata quadrifasciata e
Melipona g. anthidioides (Ferreira et al., 2009; SOUZA et al., 2008).

Foram sequenciadas amostras de 73 fémeas de P. helleri para cyt b e
COl, compreendendo uma amostra de cada ninho coletado nos Campi da
UFSCar, USP-RP e USP-SP. Todas as sequéncias nucleotidicas obtidas
apresentaram o tamanho em pares de bases esperado para cada gene
mitocondrial estudado, 485 e 611 pb, respectivamente.

O alinhamento multiplo das sequéncias de cyt b mostrou que todas as
amostras dos ninhos distribuidos pelo Campus da UFSCar possuiam a mesma
sequéncia nucleotidica ou haplotipo. Os ninhos coletados na USP-RP
apresentaram trés haplétipos, um deles compartiihado com amostras da
UFSCar e os outros dois exclusivos deste Campus (os ninhos USP-RP 22,
USP-RP 23, USP-RP 24 e USP-RP 25). Na USP-SP foi observado um

haplétipo, diferente do caracterizado nos ninhos dos Campi da UFSCar e
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Figura 9. Alinhamento de cinco seqiéncias nucleotidicas correspondentes aos quatro haplétipos observados para o gene

cyt b de P. helleri. Os numeros escritos na frente dos respectivos Campi (UFSCar, USP-SP e USP-RP) indicam 0s ninhos nos

guais o haplétipo foi observado.
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USP-RP. A Figura 9 ilustra o alinhamento de algumas sequéncias nucleotidicas
gue correspondem aos haplotipos de cyt b verificados nos Campi estudados.

Os baixos valores obtidos para diversidade nucleotidica indicam que as
diferencas entre as sequéncias nucleotidicas encontradas no Campus USP-RP
ndo sao significativas, visto que o hapl6tipo observado na UFSCar € o mais
frequente entre as amostras analisadas. A baixa diversidade nucleotidica é
justificada ainda pela presenca de um unico haplétipo no Campus da UFSCar e
outro na USP-SP. A composicdo nucleotidica estimada para 0s quatro
haplétipos indicou que a regido do gene cyt b estudada é rica em bases A/T e a

proporcao entre as bases se manteve apesar das substituicdes (Tabela 2).

Tabela 2: Composicao e diversidade nucleotidicas estimadas para cyt b

considerando as trés populacdes de P. helleri.

. Composicao nucleotidica (%) | Diversidade nucleotidica
Campi amostrados o
T A C G (média por loco)
UFSCar 43.09 | 34.85 | 12.99 | 9.07 | 0.000000 + 0.000000
USP-RP 43.06 | 34.79 | 13.02 | 9.13 | 0.007993 + 0.004626
USP-SP 43.09 | 34.64 | 12.99 | 9.28 | 0.000000 + 0.000000

O haplotipo encontrado na USP-SP diferiu daquele observado em
fémeas coletadas na UFSCar e USP-RP devido a uma substituicdo de base (A
< G) na posicao 397, adicionando um sitio de restricdo para EcoRI e alterando
0 aminodacido nesta posi¢cdo, em que uma isoleucina € substituida por uma
valina, ou vice-versa. A sequéncia de aminoacidos da proteina formada por

esse gene foi baseada nos genomas mitocondriais de A. mellifera e Melipona
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bicolor (CROZIER & CROZIER, 2003; SILVESTRE et al., 2008) que definem as
trés bases iniciais da sequéncia de nucleotideos como o primeiro aminoacido
da proteina.

Com relacdo aos dois diferentes haplétipos encontrados na USP-RP, estes
totalizaram 20 substituicBes nucleotidicas quando comparadas as sequéncias da
UFSCar e USP-SP (Tabela 3), levando a alteracdo de sete aminoacidos,
principalmente entre fenilalanina e leucina nas posi¢cdes 184, 192, 310 e 313.
Algumas diferencas com relacédo a presenca e/ou auséncia de sitios de restricao
para EcoRI nas posi¢cBes 192, 195, 297, 300 e 310 também foram geradas por
tais substituicdes. A mutacdo na posicao 169 produziu um sitio de restricdo para
Msel nas amostras dos ninhos USP-RP 22, USP-RP 24 e USP-RP 25. Dessa
forma, 13 das 20 mutacdes encontradas no gene cyt b sédo transicbes entre
bases pirimidinicas T < C, seguidas por algumas transversdes T <« A.

Em trabalho de Iniciacdo Cientifica (com apoio FAPESP) realizado por
Luana Bergamo em nosso laboratorio, amostras de P. helleri de ninhos
coletados em Vicosa (MG) e cidades préximas nao exibiram alteracdes de
aminoacidos para cyt b, visto que a sequéncia de aminoacidos foi idéntica a
apresentada pelas fémeas coletadas na UFSCar. Ressalte-se que Bergamo
(dados ndo publicados) utilizou os mesmos primers que o utilizado neste
trabalho, encontrando trés substituicdes nucleotidicas em relacdo as amostras
da UFSCar.

A taxa de substituicdo nucleotidica entre as sequéncias foi estimada em
4,3% no presente trabalho, maior do que o valor encontrado para quatro
sequéncias nucleotidicas obtidas em duas subespécies de Melipona

quadrifasciata, cujo valor foi estimado em 3.7% (SOUZA et al., 2008).
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Tabela 3. Substituicbes nucleotidicas encontradas para o fragmento de

485 pb do gene cyt b de Partamona helleri em relacdo aos ninhos coletados na

UFSCar, USP-RP e USP-SP. Os asteriscos indicam as posi¢ées nas quais

ocorreram alteracdes de aminoacidos.

Ninhos

Posicbes
das bases

UFSCar
l1a34

USP-SP
lal4

USP-RP
22,24e25

USP-RP 23

55

114

147

169

184*

192*

195

228

231

249*

250

284

293*

297

300

309

310*

313*

327

340*

397*

> 0> ||| |Z 0> > 0> d|d|H|13|0 1|0

QOB [ ZE 00010

OO0 H O[> > HH 0> 0100

> [ [> | [> | [A[>[0|0|H[A[>|d[>|0[H]|0|H|H

Segundo alinhamento estabelecido pelos dados disponiveis no NCBI

(pagina de acesso na internet: http://blast.ncbi.nim.nih.gov), o principal banco

para armazenamento de sequéncias de DNA e proteinas, a porcentagem de

substituicdo nucleotidica verificada em quatro amostras de Trigona carbonaria

oriundas da Australia foi 1%. Em Apis mellifera essa estimativa alcancou 5,4%,

considerando algumas sequéncias distribuidas entre quatro subespécies dos
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trés principais ramos evolutivos de Apis e a variagcdo entre as amostras
sequenciadas de uma subespécie (FERREIRA et al., 2009).

Em contraste com estes trabalhos, no presente estudo foi analisado um nimero
maior de sequiéncias provenientes de fémeas coletadas em diferentes ninhos
de P. helleri e os resultados obtidos corroboram o fato dessa regido génica ser
menos conservada.

A analise de variancia molecular (AMOVA) para cyt b considerando todos
os ninhos coletados nos trés Campi como um Unico grupo, atribuiu 68.16% da
variacdo genética total a diferencas dentro de populagbes, ou seja, entre 0s
ninhos de cada Campus analisado e 31.84% desta variacdo total a diferencas
entre as populacdes analisadas. Como esperado, o valor de Fst obtido (Fst =
0.318 e P = 0.000) indicou estruturacdo entre os ninhos de P. helleri
amostrados na UFSCar, USP-RP e USP-SP, pois os haplétipos tém a tendéncia
de serem exclusivos de um dos trés Campi estudados. Contudo, essa
estruturacdo se deve principalmente ao haplétipos observados na USP-RP,
como verificado pelos valores de Fst par a par.

A rede de haplétipos construida a partir de 73 sequéncias nucleotidicas
obtidas para cyt b permitiu distribuir essas sequéncias entre quatro grupos
distintos de haplotipos de acordo com a presenca, auséncia, numero e tipo de
substituicdes (Figura 10). Todas as amostras da UFSCar e 21 ninhos da USP-
RP ficaram no grupo 1, que inclui o haplétipo mais comum e do qual os outros
haplétipos devem ter se derivado. Ao grupo 2 pertencem as sequéncias dos
ninhos da USP-SP por diferir do grupo 1 em apenas um passo mutacional. No
grupo 3 se encontra o ninho 23 da USP-RP que se diferencia do haplétipo basal

pela presenca de nove substituicbes de bases. O grupo 4 é formado pela
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Grupo 1 UFSCar 1 a 34; USP-RP 1 a 21

Grupo 2

USP-SPlal4
USP-RP 22, 24 e 25

Grupo 4

Grupo 3 C_UsPRP23 2

Figura 10. Rede de haplétipos construida a partir de 73 sequéncias
nucleotidicas obtidas para uma regido do gene mitocondrial cyt b de Partamona

helleri.

sequéncia caracterizada nos ninhos 22 a 25 da USP-RP que, devido ao elevado
namero e ao tipo de mutacdes, ndo foi possivel agrupar esta sequéncia a rede.
A elevada porcentagem de substituicbes e a andlise da rede de
haplétipos indicavam que as amostras dos grupos 3 e 4 poderiam se tratar de
uma espécie diferente de P. helleri. Dessa forma, algumas fémeas dos ninhos
22, 23, 24 e 25 do Campus da USP-RP foram enviados para a Dra. Silvia R. M.
Pedro, que juntamente com o Dr. Jodo M. F. Camargo realizaram uma ampla
revisdo no género Partamona, a fim de serem identificadas morfologicamente.
Ao mesmo tempo, amostras de um destes ninhos (USP-RP 25) foram

analisadas eletroforeticamente para sistemas alozimicos utilizando amostras de
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Sao Carlos como controle. Os resultados obtidos confirmaram que as fémeas
analisadas dos grupos 3 e 4 pertencem a espécie P. helleri.

O alinhamento das sequéncias de parte do gene COI para 73 diferentes
amostras de P. helleri coletadas na UFSCar, USP-RP e USP-SP pode ser
verificado na Figura 11. As amostras provenientes da UFSCar apresentaram
sequéncias nucleotidicas idénticas que diferem do hapl6tipo obtido para USP-
SP por uma alteracdo de base na posi¢cédo 75 do fragmento. No Campus USP-
RP foram verificados dois haplétipos para COIl, um compartilhado com as
amostras da UFSCar e um segundo haplétipo, verificado nos ninhos 22, 23, 24
e 25, que apresenta 12 substituicdes nucleotidicas.

Com relacdo as mutagcbes pontuais, a regido de estudo do gene COI
apresentou quatro transversoes (T<A) e nove transi¢coes, sendo duas A-G e
sete T—C (Tabela 4). A andlise de restricao permitiu verificar a presenga de um
sitio de corte para a enzima Tagl na posicdo 396 e outro para Hinfl na posicao
498 em amostras da UFSCar e USP-RP, respectivamente, e nas sequéncias
analisadas da USP-SP foi detectado um sitio de restricdo na posicao 75 para
Tsal. Outras diferencas foram verificadas nessa andlise, principalmente nas
amostras com maior numero de substituicbes nucleotidicas; contudo, tais
enzimas sdo pouco utilizadas e, por isso, ndo foram incluidas nos resultados.

As doze alteracdes de bases nitrogenadas em COI, ao contrario do
observado para cyt b, ndo levaram a troca de aminoacidos na proteina formada,
com base nos parametros estabelecidos para o DNA mitocondrial de Apis
mellifera e Melipona bicolor que determina a leitura de cédons tendo inicio no
primeiro nucleotideo da sequéncia. Bergamo (dados ndo publicados) verificou

treze diferentes substituicdes nucleotidicas em amostras de P. helleri de Minas
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Figura 11. Alinhamento de sequUéncias nucleotidicas obtidas para COIl de P. helleri relacionadas aos trés haplétipos

encontrados nos ninhos coletados na UFSCar, USP-RP e USP-SP. Os numeros escritos apés o nome dos Campi se referem aos

ninhos nos quais os haplotipos foram observados.
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Tabela 4. Alteragfes nucleotidicas observadas para uma regido do gene

COIl de Partamona helleri considerando os ninhos amostrados nos Campi

UFSCar, USP-RP e USP-SP.

Ninhos

Posicbes
das bases

UFSCar
l1a34

USP-SP
lail4

USP-RP
22a25

30

>

A

®

75

196

246

267

333

396

417

435

441

447

498

505

= H| > O] O 4| O] O 4| d] O] »
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Gerais em relacdo a sequéncia caracterizada neste trabalho; no entanto, tais

alteracdes nédo resultam em troca de aminoéacidos. Portanto, se considerarmos

a sequéncia dos aminoacidos obtida nestes dois estudos (SP x MG), pode-se

concluir que todas as colonias possuiam a mesma sequéncia de aminoacidos,

indicando alto grau de conservacdo funcional para essa regido do gene em

Partamona helleri.

Foi realizada também uma busca por

sequéncias nucleotidicas

correspondentes a regido estudada de COIl para outras espécies de abelhas
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sem ferrdo no NCBI (disponivel em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Varias
sequéncias foram obtidas e traduzidas para serem alinhadas com aquelas da
UFSCar, USP-RP, USP-SP e Minas Gerais. Com base neste alinhamento, foi
possivel verificar que a seqiéncia de aminoacidos de Partamona helleri diferiu
da espécie Meliwillea bivea em um Unico aminoacido na posigéo 22.

Os indices de diversidade nucleotidica estimados para o fragmento de
COl indicaram baixa divergéncia entre as sequéncias obtidas, provavelmente
devido a frequiéncia do haploétipo UFSCar, encontrado na maioria das amostras
analisadas (Tabela 5) e a presenca de um haplétipo nos Campi UFSCar e
USP-SP. Pelo fato do fragmento estudado para COI apresentar maior tamanho
em pares de bases e variagdo similar, os valores de diversidade nucleotidica
obtidos para esse gene foram menores em comparacao com cyt b. Assim como
verificado para cyt b, a regido analisada do gene COI possui elevado conteudo
A/T; contudo, a terceira base mais frequiente foi guanina e ndo citosina como
no primeiro gene citado. A proporcdo de bases entre os trés haplétipos se

manteve uniforme.

Tabela 5. Composicdo e diversidade nucleotidicas para o fragmento
analisado do gene COI de P. helleri considerando os Campi da UFSCar, USP-
RP e USP-SP.

Campi Composicéo nucleotidica (%) | Diversidade nucleotidica
amostrados T A G C (média por loco)
UFSCar |44.19 | 33.72 | 12.27 | 9.82 0.000000 + 0.000000
USP-RP | 44.16 | 33.74 | 12.30 | 9.79 0.005656 + 0.003329
USP-SP | 44.19 | 33,55 | 12.44 | 9.82 0.000000 + 0.000000
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A andlise de variancia molecular (AMOVA), considerando todas as
amostras dos trés Campi como um grupo, atribuiu 63.87% da variacao genética
total a diferencas dentro de populacbes e 36.13% a diferencas entre as
populacdes dos trés Campi analisados. O valor de Fst obtido (Fst = 0.361; P =
0.000) confirmou a estruturacado populacional de P. helleri e como observado
para cyt b, alguns haplétipos estdo presentes em um dos trés Campi
estudados, principalmente na USP-RP onde ocorrem as seqiiéncias com maior
namero de alteracdes.

A rede haplotipica formada pelas 73 sequéncias nucleotidicas permitiu
dividir as amostras em trés grupos (Figura 12). No grupo 1 encontram-se todas
as sequéncias da UFSCar e 21 amostras da USP-RP que compartilham o
mesmo haploétipo; este, por ser o mais frequente, foi considerado basal com
relacdo a seqUéncia encontrada nas abelhas coletadas na USP-SP, diferindo
em uma substituicdo de base. Os ninhos USP-RP 22, USP-RP 23, USP-RP 24
e USP-RP 25 nédo foram agrupados devido ao tipo e niamero de alteracbes
nucleotidicas, discordando em parte do resultado observado para cyt b, uma
vez que o ninho USP-RP 23 foi agrupado com as demais amostras. Na
tentativa de inclusdo das amostras que foram mantidas em um grupo a parte,
uma rede de haplétipos foi construida reunindo os dados de cyt b e COI, mas o
resultado permaneceu inalterado.

As sequéncias obtidas para os genes cyt b e COI de P. helleri no
presente trabalho, foram alinhadas com sequéncias encontradas no banco de
dados do NCBI de outras espécies de abelhas sem ferrdo. A andlise dos
alinhamentos resultantes evidenciou um nuamero maior de substituicdes

nucleotidicas entre e dentre as espécies analisadas para o fragmento de cyt b
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Grupo 1 UFSCar 1 a 34; USP-RP 1 a 21

Grupo 2 USP-SP 1 a 14 USP-RP 22, 23, 24 e 25

Grupo 3

Figura 12. Rede haplotipica construida para uma regido contendo 611
pb do gene mitocondrial COI de Partamona helleri a partir de 73 sequéncias
nucleotidicas obtidas.

em comparacdo com COI, sugerindo que nos meliponideos esses genes
mitocondriais apresentam diferentes niveis de conservacdo, ou seja, O
fragmento estudado do gene COI é mais conservado do que o cyt b. Em P.
helleri a porcentagem de substituicdo de bases para COI foi estimada em 2%
contra os 4.3% estimados para um fragmento menor de cyt b. Além disso, a
maioria das mutacdes em COI ocorre na terceira base do cddon, garantindo
gue a sequéncia de aminoacidos da proteina permaneca idéntica, diferente do
resultado obtido em cyt b, no qual a substituicdo de uma base no haplétipo da
USP-SP leva a alteracdo de aminoacido. Ressalte-se, contudo, que as duas
regides génicas possuem o elevado conteudo de A/T caracteristico do DNA
mitocondrial de Apis mellifera.

Quatro haplétipos foram identificados, sendo um compartilhado e trés

exclusivos, para os genes cyt b e COI de P. helleri. As analises de variancia
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molecular para os dois genes indicaram certo nivel de diferenciacdo entre os
trés Campi estudados. Ao analisar ninhos de P. helleri coletados em Vigosa e
qguatro cidades vizinhas, Bergamo (dados nao publicados) verificou seis
haplotipos para fragmentos correspondentes de cyt b e COI, sendo alguns
compartilhados entre as cidades e outros encontrados apenas em uma das
localidades, confirmando a estruturacdo entre estas populacdes. Segundo a
autora, mediante muta¢des ocorridas no haplétipo ancestral teriam se originado
os demais hapl6tipos em um periodo recente; no decorrer do processo de
colonizagcédo da cidade de Vigosa e seu entorno via enxameagem, as poucas
fémeas contendo esses haplotipos, incluindo o ancestral, disputaram por
recursos e machos e colonizaram toda a area, contribuindo para produzir a
estruturacao genética das populacdes da espécie.

Andlises citogenéticas dos cromossomos B em populacdes de P. helleri
coletadas nas cidades de Cravolandia e Jequié (Bahia) revelaram a ocorréncia
de diferenciacdo geografica na espécie, pois as populacdes estudadas
apresentaram um grande cromossomo B acrocéntrico totalmente
heterocromatico em Jequié e parcialmente eucromatico na cidade de
Cravolandia, distinto dos outros cromossomos B descritos para P. helleri
(MARTINS et al., 2009).

Brito (2005) analisou quatro regiées do DNA mitocondrial via RFLP-PCR
de varias colbnias de P. helleri coletadas em quase toda a area de distribuicédo
e verificou compartilhamento de haplétipos e acentuada estruturacdo entre as
populacdes, indicando que estas estiveram interligadas no passado e se
isolaram em determinados locais pela fragmentacdo da Mata Atlantica durante

os periodos de glaciacdo do Pleistoceno.
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O processo de diferenciagdo genética por isolamento geografico parece
ndo ser exclusivo das populacdes de P. helleri, uma vez que varias pesquisas
envolvendo a utilizacdo de marcadores genéticos como alozimas,
microssatélites, RAPD, RFLP e analise citogenética estabeleceram sua
ocorréncia em diferentes populacbes de outras espécies de abelhas sem
ferrdo, entre elas: Melipona quadrifasciata, Melipona mandacaia, Melipona
rufiventris, Melipona subnutida, Plebeia remota, Scaptotrigona xanthotricha,
Frieseomelitta varia e Nannotrigona testaceicornes (TORRES et al., 2009;
WERNECK, 2008; TAVARES et al., 2007; CRUZ et al., 2006; FRANCISCO,
2002; DUARTE et al., 2009; BATALHA-FILHO et al., 2009; GONCALVES,
2010; ASSIS, 2010).

Os autores destes trabalhos citam outros fatores que poderiam estar
impedindo o fluxo génico entre as populacdes de diferentes espécies de
meliponideos, ocasionando uma recente divergéncia genética. As possiveis
explicacbes estariam relacionadas a preferéncia por locais de nidificacdo ou
isolamento associados a fragmentacdo do habitat natural dessas abelhas e a
baixa capacidade de dispersdo relacionada ao tamanho corporal (espécies
peguenas voam distancias menores).

O fato do DNA mitocondrial apresentar heranca materna faz com que
este se torne uma importante ferramenta em estudos que tem como objetivo
principal estimar o niumero de fémeas fundadoras, como no caso da populacdo
de Partamona helleri encontrada nos Campi da UFSCar e da USP.

Dessa forma, a variacdo produzida pelas mutacdes nos genes cyt b e
COl de P. helleri foi observada somente nos dois Campi da USP, uma vez que

todas as amostras da UFSCar apresentaram a mesma sequéncia nucleotidica.
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Este fato comprova que a colonizacdo dos Campi UFSCar e USP-SP foi
estabelecida via enxameagem por um pequeno grupo de fémeas, ou de uma
Unica linhagem materna para cada Campus. Aparentemente, este fato néo teria
ocorrido durante a colonizacdo do Campus USP de Ribeirdo Preto, pois a
presenca de trés haplétipos indica que, pelo menos, trés linhagens maternas
colonizaram a area. No entanto, a presenca de haplétipos distintos no Campus
USP-RP pode ser explicada pela introdugcdo de colbnias coletadas em outras
areas naturais e, portanto, envolvendo fémeas de outras linhagens maternas. A
introducdo de colbnias de meliponideos neste campus tem sido comum ao
longo dos anos, desde que o “apiario” da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto foi implantado nos anos 70 (Soares AEE, informacao pessoal). Devido ao
elevado numero de substituicdes nucleotidicas, pode-se supor que as colbnias
mencionadas da USP-RP tenham sido trazidas de uma regido distante. Este
fato justificaria a ndo deteccdo de haplétipos intermediarios entre os aqui
caracterizados, produzindo o grande gap na arvore de haplétipos.

Taura e Laroca (2001) analisaram o Passeio Publico localizado no
centro da cidade de Curitiba quanto as abelhas ali encontradas e verificaram
gue algumas colbnias de Plebeia emerina ocorriam em numero abaixo do
proposto por Kerr e Vencovski (1982) e Kerr (1985, 1987a). Nestes trabalhos,
estes autores postulam que o numero minimo deve estar entre 40-44 coldnias
para a garantia da viabilidade de uma populacédo local de meliponideos, bem
como a necessidade de se introduzir periodicamente uma rainha inseminada
para evitar a reducdo da variabilidade genética. Os dados obtidos neste
trabalho ndo sustentam esta proposicdo; ao contrario, dao algum

embasamento genético a suposicdo de Nogueira-Neto (1997) que relata a
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existéncia de um numero muito pequeno de colbnias na natureza para certas
espécies de meliponideos e a impossibilidade de se manter uma criagdo de
abelhas em muitos lugares devido a necessidade de 44 coldnias (ver ainda
ALVES et al., 2010).

Diante da nova visdo de que certa area pode ser colonizada por um
namero reduzido de fémeas, as estratégias de manejo e utilizacdo sustentavel
de abelhas como agentes polinizadores devem ser repensadas. Um dos
principais fatores que dificultam a criagdo e conservacdo sustentavel de
sistemas de polinizadores via abelhas sem ferrdo € a necessidade de se obter
um grande numero de colbnias para manter a estabilidade genética
(LORENZON et al., 2006; HEARD, 1999; SLAA et al., 2006; GONZALEZ-
ACERETO et al., 2006).

Nossos achados indicam que a criacdo racional de espécies de
meliponideos é altamente viavel ja que estas abelhas devem ter mecanismos
ndo conhecidos para contornar as dificuldades impostas pelo mecanismo

peculiar de determinacdo do sexo nos himendpteros.
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4.2.2. Analise de Microssatélites

Com relacdo aos resultados obtidos para os microssatélites utilizando
primers heterdlogos, verificou-se que seis dos dezoitos locos testados néo
amplificaram - Tc3.32, Tc3.56, Mbi33, Mbi256, Mbi259 e Mbi305. Dentre os
doze locos amplificados, oito mostraram-se monomorficos (Tc3.302, T4-171,
Mbill, Mbi28, Mbi32, Mbi201, Mbi218, e Mbi522), devido ao numero reduzido
de localidades amostradas ou ao emprego de primers delineados para outras
espécies. Estes locos heterélogos geralmente revelam um menor nimero de
alelos que seu uso na espécie original pela ocorréncia de homoplasias e alelos
nulos. Os locos Mbi232, Mbi254, Mbi21l5 e Mbi278, desenvolvidos para
Melipona bicolor, apresentaram mais de um alelo e, portanto, foram
considerados polimorficos.

Os doze microssatélites amplificados compreendem repeticoes perfeitas
de di ou trinucleotideos de acordo com dados de sequenciamento (BRITO,
2005), que testou todos estes locos e mais alguns microssatélites delineados
para Apis mellifera nas amostras de P. helleri coletadas em cinco estados do
pais, verificando polimorfismo nos locos Mbi215, Mbi278 e T4-171 nos ninhos
estudados de S&o Paulo. Como visto anteriormente, o loco T4-171 néo
apresentou variagcdo para as amostras analisadas neste trabalho, incluindo
aquelas oriundas da USP-SP.

Borges (2007) selecionou inicialmente dez pares de primers delineados
para Melipona bicolor para amplificacdo nas colénias de P. helleri amostradas
em diferentes cidades do Estado de Minas Gerais e observou variagdo nos

locos Mbi32, Mbi254, Mbi215 e Mbi278.
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As autoras dos dois trabalhos acima referidos atribuiram a baixa
variabilidade genética em nimero de locos e alelos encontrada nas populagfes
estudadas, menor do que aquela observada neste trabalho, a utilizacdo de
primers heterélogos para amplificacdo dos microssatélites e destacam a
importancia do desenvolvimento de primers homoespecificos para P. helleri
permitindo a obtencao de resultados mais coerentes.

Os locos Mbi215 e Mbi278 no presente trabalho apresentaram somente
dois alelos para as colonias de P. helleri coletadas nos Campi da UFSCar e
USP (Figura 13), como verificado por Brito (2005) e Borges (2007) no estudo
de diferentes populacbes de P. helleri coletadas em diversos Estados
brasileiros. Para Melipona bicolor estes locos apresentavam 3 e 5 alelos,
respectivamente (PETERS et al., 1999); contudo, o0 mesmo néo foi observado
para outras espécies do género - a maioria dos dados obtidos revelou dois
alelos para Mbi215 e uma variacdo maior em numero de alelos para Mbi278
(WERNECK, 2008; TOTH et al., 2002).

As frequéncias alélicas obtidas para Mbi215 e Mbi278 indicaram que 0s
alelos 95 e 104, respectivamente, foram os mais freqiientes entre 0os ninhos
das localidades analisadas, tendo o loco Mbi215 apresentado as maiores
diferencas a respeito das frequéncias, principalmente no Campus da USP-RP
(Anexo 2).

Para Mbi232, inicialmente foram identificados 9 alelos em géis de
poliacrilamida 9% nao desnaturante com tamanhos variando entre 110 e 170
pb, aproximadamente. Contudo, a utilizacdo de primers marcados com
fluoréforos e a deteccdo do produto gerado em sequenciador automatico

permitiram distinguir 15 alelos com tamanhos entre 136 a 184 pares de bases.
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Figura 13. Variacdo fenotipica detectada para os microssatélites Mbi278
e Mbi215 em operarias adultas de Partamona helleri provenientes de diferentes
ninhos coletados na UFSCar, USP de S&o Paulo e Ribeirdo Preto. O tamanho
dos alelos em pares de bases foi descrito por Brito (2005).

A diferenca no nimero de alelos verificada entre as duas técnicas para
visualizacdo de microssatélites pode ser explicada pelo fato dos géis de
poliacrilamida ndo conseguirem separar os alelos que continham de duas até
seis bases de diferencas.

Quanto a distribuicdo dos alelos observados para Mbi232 entre UFSCar,
USP-SP e USP-RP, pode-se verificar que somente trés alelos (136, 151, 154,
163 e 169) estiveram presentes em todas as localidades estudadas e que as
duas primeiras apresentaram a maior variagdo em numero de alelos. Além
disso, na UFSCar e USP-SP foram observados trés alelos exclusivos para
cada Campus, em comparacdo com a USP-RP que compartilhou alelos com os

dois outros Campi. Os estudos realizados utilizando a analise do loco Mbi232
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em outras espécies de abelhas sem ferrdo ndo revelaram tantos alelos como
neste trabalho, incluindo a espécie Melipona bicolor para a qual os primers
foram delineados (PETERS et al., 19992; TAVARES et al., 2007; SILVA, 2007).
Toth et al. (2002) ao analisarem a abelha Tetragona clavipes encontraram
cerca de oito alelos para o loco em questéo. Este fato deve estar associado ao
método utilizado neste trabalho para caracterizar os alelos (mediante
sequenciador).

Da mesma forma que o loco Mbi232, o microssatélite Mbi254 foi
inicialmente fenotipado em gel de poliacrilamida, tendo sido verificados cinco
alelos, com tamanhos entre 230 e 190 pb. Contudo, a retipagem das amostras
para Mbi254 utilizando sequenciador automatico permitiu identificar oito alelos
com tamanhos entre 211 e 238 pares de bases. Com excecao dos alelos 217,
232 e 238 observados nas trés areas estudadas e do alelo 211 que foi
considerado exclusivo do Campus UFSCar, os demais alelos foram
compartilhados por ao menos duas areas estudadas. O numero de alelos
observados neste trabalho foi maior que o0 encontrado para outros
meliponideos (PETERS et al., 1999a; TAVARES et al., 2007), provavelmente
relacionado a metodologia empregada para a identificacdo dos alelos.

Bergamo (dados ndo publicados), analisando fémeas de P. helleri
coletadas de ninhos originarios da cidade de Vicosa e regido, observou que os
locos Mbi215 e Mbi278 possuiam os mesmo alelos que os detectados no
presente trabalho. Todavia, a autora encontrou maior nimero de alelos nos
locos Mbi232 e 254 (17 e 10 alelos, respectivamente) que os identificados em
fémeas dos ninhos da UFSCar, USP-SP e USP-RP. Este achado pode estar

associado a abrangéncia das areas estudadas nos dois estudos.
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Com relacdo aos microssatélites dinucleotidicos prospectados
especificamente para P. helleri (Figura 14), pode-se verificar que todos os locos
amplificaram e que um numero maior de alelos foi observado para Phel-2,
seguido pelos locos Phel-1, Phel-4, Phel-5, Phel-3, Phel-6 e Phel-7,
respectivamente (Anexo 2). O microssatélite Phel-1 mostrou-se monomorfico
na amostra da USP-RP. O Campus da USP-SP apresentou 8 alelos exclusivos
para quatro locos (Phel-1, Phel-2, Phel-5 e Phel-6), enquanto a populacéo
USP-RP apresentou o0 menor numero de alelos exclusivos, sendo um alelo
para o loco Phel-2 e outro para Phel-3. Na area do Campus UFSCar foi
observado um alelo exclusivo para Phel-2, Phel-3 e Phel-5, totalizando trés
alelos privativos. Além disso, com excecdo de Phel-2 e Phel-7, que
apresentaram dois alelos mais frequentes nos trés Campi estudados, nos
outros cinco locos microssatélites amplificados apenas um alelo diferente em
cada loco foi 0 mais frequente nas areas de estudo deste trabalho (Anexo 2).

O baixo niamero de locos obtidos a partir do sequenciamento de 96
clones positivos isolados durante o processo para a obtencdo da biblioteca
genbmica de microssatélites pode estar relacionado a alguns fatores como a
gualidade reduzida de varias sequéncias analisadas, o sequenciamento de
clones idénticos selecionados ao acaso e pelo fato das sequéncias repetitivas
estarem muito préximas de uma das extremidades, dificultando o delineamento
de primers.

A andlise dos locos microssatélites demonstrou que as populacdes dos
Campi UFSCar e USP-SP se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) para os locos Mbi215, Mbi278, Mbi254, Phel-1, Phel-2 e Phel-7; por

outro lado, USP-RP mostrou-se em equilibrio genético para todos os locos
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Figura 14. Eletroferogramas dos locos Phel-2 (alelos 285 e 297) e Phel-

3 (alelos 97 e 99) de fémeas P. helleri, para ilustrar a visualizacdo dos alelos
submetidos a analise em MegaBACE ™ 1000.

microssatélites estudados (Tabela 6). Contudo, se considerarmos nas andlises
para HWE uma ou outra operaria aleatoriamente escolhida dentre as duas
analisadas por ninho, verificamos que algumas re-amostragens nas trés
localidades passam a estar em equilibrio para todos os locos estudados, o0 que
sugere que a estrutura familiar dos dados, como a presenca de alelos em

alguns locos em freqiéncia muito baixas em determinada area estudada,



Tabela 6. Numero de individuos analisados por localidade (N), nimero de alelos (Na) e alelos efetivos (Ne),
heterozigosidades observadas (Ho), esperadas (He) e média (H), indice de fixacdo (F) e valores de y2 para equilibrio de Hardy

Weinberg (HWE) estimados para os ninhos de P. helleri coletados nos Campi da UFSCar, USP-RP e USP-SP. Em vermelho e com

asteriscos se encontram os locos que nao estdo em HWE.

Localidades Mbi 232 | Mbi 254 | Mbi 215 | Mbi 278 | Phel-1 | Phel-2 | Phel-3 | Phel-4 | Phel-5| Phel-6 | Phel-7
N 66 66 66 66 65 66 60 65 60 66 63
Na 11 8 2 2 4 5 3 3 4 3 3
UFSCar Ne 4.125 5.574 1.658 1.993 | 1.563 | 3.108 | 1.164 1.115 | 1.897 | 1.079 | 2.806
Ho 0.758 0.788 0.455 0.515 | 0.338 | 0.773 | 0.117 0.046 | 0.567 | 0.076 | 0.667
H = 0.449+0.079 He 0.758 0.821 0.397 0.498 | 0.360 | 0.678 | 0.141 0.103 | 0.473 | 0.074 | 0.644
F 0 0.040 | -0.146 | -0.034 | 0.061 | -0.139 | 0.171 0.552 |-0.198 | -0.030 | -0.036
wrHWE | 99.477* | 20.603 | 1.404 0.077 | 5.148 | 10.060 | 3.592 |40.793*| 6.522 | 0.102 | 1.893
N 50 50 49 49 50 49 44 49 50 50 50
Na 7 4 2 2 1 5 2 4 3 2 3
USP-RP Ne 4.591 3.695 1.042 1.997 | 1.000 | 3.531 | 1.023 1.721 | 1.373 | 1.062 | 1.859
Ho 0.800 0.820 0.041 0.633 0 0.714 | 0.023 0.408 | 0.320 | 0.060 | 0.520
H = 0.363+0.091 He 0.782 0.729 0.040 0.499 0 0.717 | 0.022 0.419 | 0.272 | 0.058 | 0.462
F -0.023 | -0.124 | -0.021 | -0.267 0 0.003 | -0.011 | 0.025 |-0.177| -0.031 | -0.125
y2 HWE | 37.888 | 8.749 0.021 3.504 0 6.716 | 0.006 1.270 | 1.814 | 0.048 | 1.661
N 27 28 27 27 28 28 22 27 27 28 27
Na 11 6 2 2 6 9 2 5 3 4 4
USP-SP Ne 7.327 3.900 1.906 1934 | 2.187 | 5.026 | 1.252 1.674 | 2.006 | 1.347 | 2.282
Ho 0.926 0.679 0.556 0.519 | 0.393 | 0.714 | 0.045 0.481 | 0.704 | 0.214 | 0.407
H = 0.530+0.063 He 0.864 0.744 0.475 0.483 | 0.543 | 0.801 | 0.201 0.403 | 0.501 | 0.258 | 0.562
F -0.072 | 0.087 -0.169 | -0.074 | 0.276 | 0.108 | 0.774 | -0.196 | -0.404 | 0.168 | 0.275
x2 HWE | 58.827 | 24.363 | 0.770 0.147 |14.423|28.255 | 13.192* | 2.714 | 9.921 | 27.028* | 9.057
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pode produzir resultados distintos. Algumas amostras verificadas nos trés Campi
inicialmente ndo amplificaram para determinado loco, o que justifica a ligeira
diferenca no numero de individuos analisados (N) para cada microssatélite
(Tabela 6). Estas amostras serao reamplificadas para complementar os resultados
obtidos.

As populacgdes de P. helleri pertencentes aos Campi da UFSCar, USP-RP e
USP-SP exibiram heterozigosidades médias semelhantes de acordo com o0s
valores de t (Tabela 7). Este achado, a primeira vista, contraria o fato de que neste
local ocorreu introducdo deliberada de colbnias de outras regides, hipotese
aventada anteriormente para justificar a deteccdo ali de um maior nimero de
haplétipos mitocondriais altamente diferenciados dos demais. Nesse caso, seria
esperado que esta introducdo resultasse em maior numero de alelos, ja que as
colbnias “estranhas” poderiam conter alelos privativos de seu sitio de origem. A
aparente contradicdo entre estes resultados ainda merecera uma investigacao

posterior.

Tabela 7. Valores de t e significancia (P) obtidos na comparacdo entre as

heterozigosidades médias das trés populacdes de Partamona helleri estudadas.

Combinacdes t P
UFSCar x USP-SP | 0.8968 | 0.1902
UFSCar x USP-RP | - 0.7032 | 0.2450
USP-SP x USP-RP | - 1.5309 | 0.0707
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Valores negativos do coeficiente de endogamia (Fis), indicando excesso de
individuos heterozigotos, foram observados em varios locos polimorficos
analisados para as amostras de P. helleri coletadas nas trés areas de estudo. No
entanto, estes valores ndo foram estatisticamente significantes na maioria dos
casos. Os locos, Phel-1 e Phel-3 indicaram algum nivel de endogamia, com
valores de P significativos; no entanto, o valor médio de Fis obtido considerando

todos os locos nao foi estatisticamente significativo (Tabela 8).

Tabela 8. Valores obtidos para estatistica-F e sua significancia (P)
considerando cada loco microssatélite estudado e o valor médio em amostras de

P. helleri coletadas em trés areas.

Fis Fst Fit

Locos | Valor P Valor P Valor P
Mbi 232 | -0,012 | 0,686 | 0,110 | 0,001 | 0,099 | 0,003
Mbi 254 | 0,006 | 0,483 | 0,106 | 0,001 | 0,111 | 0,002
Mbi 215 | -0,135 | 0,909 | 0,176 | 0,001 | 0,065 | 0,209
Mbi 278 | -0,110 | 0,917 | 0,000 | 0,380 | -0,110 | 0,906

Phel-1 | 0,154 | 0,024 | 0,134 | 0,001 | 0,268 | 0,001

Phel-2 | -0,025 | 0,722 | 0,080 | 0,001 | 0,056 | 0,091

Phel-3 | 0,312 | 0,006 | 0,023 | 0,060 | 0,327 | 0,003

Phel-4 | 0,064 | 0,209 | 0,100 | 0,001 | 0,158 | 0,005

Phel-5 |-0,219 | 1,000 | 0,044 | 0,006 | -0,165 | 0,994

Phel-6 | 0,076 | 0,225 | 0,028 | 0,011 | 0,101 | 0,029

Phel-7 | 0,008 | 0,461 | 0,298 | 0,001 | 0,304 | 0,001

Meédia |-0,021|0,877| 0,119 | 0,001 | 0,101 | 0,001
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Resultados similares quanto a auséncia de HWE e valores negativos de Fis
para algumas populacdes foram verificadas em amostras de P. helleri coletadas
em Vicosa e cidades proximas (Bergamo dados ndo publicados; BORGES, 2007).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) atribuiu 88,1% da variacdo
observada nos locos microssatélites a diferencas dentro de populagdes (entre
individuos) e 11,9% a diferencas entre populagcfes. O valor de Fst obtido (Fst =
0,119; P = 0,001) indica estruturacdo genética significativa entre os trés Campi
estudados decorrente da presenca de alelos privativos e frequéncias distintas dos
alelos de cada loco nestas populacdes. O teste de atribuicdo, ao identificar
corretamente a populacdo de origem de 97% das operarias analisadas, contribui
para corroborar a estruturacdo estatisticamente significativa apontada pelo valor
do Fst.

Valor significativo do Fst estimado a partir da analise de locos
microssatélites heterdlogos também foi reportado para populacdes de P. helleri
amostradas em cinco cidades do Estado de Minas Gerais, indicando que estas
populacdes eram geneticamente estruturadas (BORGES, 2007).

A diferenca entre os valores de Fst estimados pelos genes mitocondriais
estudados (cyt b e COI) e pelo DNA nuclear (microssatélites), ou seja, o grau de
estruturacao verificado entre os sitios de estudo foi maior para o DNA mitocondrial
gue para os locos microssatélites. Este resultado pode ser justificado se
postularmos que ocorre dispersdo sexo assimétrica na espécie, na qual as fémeas
sdo colonizadoras e 0s machos constituem o sexo dispersor. No entanto, os
valores do Fst mitocondrial x Fst nuclear ndo sao diretamente comparaveis. Como

resultado dos diferentes modos de heranca do DNA mitocondrial (hapléide e
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uniparental) e do DNA microssatélite (diploide e biparental), um nivel quatro vezes
maior de estruturacao genética € esperado para o DNA mitocondrial (PALUMBI et
al., 2001; ver HUDSON & TURELLI, 2003 para uma posi¢ao contraria). Segundo
esta regra, a razéo da divergéncia do DNA mitocondrial para o DNA nuclear deve
ser aproximadamente quatro, permanecendo iguais todas as demais condigdes.
Portanto, comparando os valores do Fst estimado a partir dos genes cit b e COI
(Fst = 31,8%; Fst = 36,7%, respectivamente) e dos locos microssatélites (11,9%),
verifica-se que eles sdo similares se a regra acima for considerada. Esta
similaridade nos permite concluir que ndo ha indicios de dispersdo sexo-
assimétrica, isto é, os machos de Partamona helleri ndo sdo dotados de uma
capacidade de dispersdo muito maior que as fémeas.

Esta concluséo vai ao encontro de dados da literatura que estabelecem que
0s machos de varias espécies de meliponideos tém um raio de voo limitado. Por
exemplo, Kerr et al. (1962) demonstraram que o0s machos de Scaptotrigona
postica Latreille, 1807 apresentaram um raio de v6o de pouco mais de 600 metros.
Resultado semelhante foi reportado por Carvalho-Zilse e Kerr (2004); estes
autores verificaram que a maioria dos machos marcados de Melipona scutellaris
apresentou voo limitado a 800 metros.

A reproducéo (divisdo) da colbnia eusocial das espécies de meliponideos
se da pela enxameacdo. Neste processo, o vinculo entre a colbnia-filha e a
colbnia-mde permanece por certo tempo, uma vez que a colénia-mae prové
recursos (cera e alimentos) que serdo transportados para o novo sitio de

nidificacdo (NOGUEIRA-NETO, 1954; KERR, 1987b). Desta forma, as fémeas
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reprodutivas ndo se dispersam muito durante a formacédo de novas colbnias
(ENGELS & IMPERATRIZ-FONSECA, 1990).

Por seu turno, os machos formam agrupamentos proximos a colbnias 6rfas
na tentativa de copular com alguma rainha virgem presente no local (KERR et al,.
1996). A existéncia destes aglomerados de machos proximos as coldnias 6rfas faz
com gue as rainhas sejam fecundadas, na maioria das vezes, logo apo6s sairem da
colonia. Desta forma, a dispersédo das colbnias fica limitada pelo pequeno raio de
voo dos machos, em busca das rainhas virgens, e do raio de ocupacdo de um
novo sitio de nidificacdo por ocasido dos eventos de enxameacdo. A
subestruturacdo populacional, portanto, é a resultante esperada para todas as
espécies de meliponideos submetidas a tais condicdes. Como a reproducao das
col6énias de meliponideos se da pela enxameacdo, um panorama distinto do aqui
delineado so sera possivel em espécies em que os machos apresentarem elevada
capacidade de dispersao. Nesta situacdo, esperar-se-a forte estruturacao para os
genes mitocondriais, mas baixa estruturacdo para 0S genes nucleares,
caracterizando a condicdo de dispersao sexo-assimeétrica ja referida.

As abelhas sdo insetos de porte geralmente pequeno e v6o rapido;
portanto, sdo insetos dificeis de marcar e monitorar diretamente. Neste caso,
analises da genética populacional sdo importante ferramenta (as vezes, Unica —
por exemplo, em espécies raras) para investigar a conectividade e dispersao
populacionais e para a identificacdo apropriada das unidades de manejo como
auxilio a conservacao (FRANKHAM et al., 2002; WAPLES & GAGGIOTTI, 2006;

PALSBOLL et al., 2007). Portanto andlises similares devem ser estendidas a
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outras espécies de meliponideos e grupos de abelhas para que se possa estimar
indiretamente o poder dispersor dos machos destas espécies.

As analises realizadas neste trabalho devem ser estendidas a amostras de
P. helleri de outras areas da distribuicdo da espécie para confirmar os dados aqui
descritos, j& que os achados, se confirmados, tém sérias implicacbes para os
esforcos de conservacao e utilizacdo sustentavel da espécie, como veremos em

Consideracoes Finais.
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4.3. Genética Familial

No estudo familial, foram considerados os dados obtidos de 59 ninhos em
gue 10 ou mais operarias foram analisadas para os locos Mbi232 e Mbi254. Todas
as operarias das colbnias analisadas apresentaram um alelo comum herdado do
macho parental, como esperado para a hipétese de monandria. Dessa forma, 0s
resultados referentes a segregacdo alélica intranidal demonstraram que em
Partamona helleri apenas um macho fecunda a rainha (Tabela 9). Corroborando
esse resultado, nos locos espécie-especificos as duas fémeas adultas analisadas
apresentaram no maximo trés alelos diferentes.

Em dois ninhos (UFSCar 12 e USP-RP 10) de P. helleri foi verificada uma
operaria com combinacdo de alelos diferente dos demais individuos analisados
nas respectivas colonias. Provavelmente, estas fémeas se encontravam fora do
ninho original (“worker drifting”, um evento ndo incomum em meliponideos). Esta
interpretacdo estad de acordo com achados em ninhos da UFSCar, nos quais 0s
gendtipos “inesperados” apresentados por operarias foram detectados em
colbénias adjacentes. Este fato pode ter ocorrido igualmente nos os ninhos dos
Campi USP-SP e USP-RP.

Em alguns ninhos estudados uma segregacéao fenotipica diferente de 1:1 foi
observada para um ou mais locos analisados. Este resultado, provavelmente,
pode ser devido a recente substituicdo de rainha, evento facilmente demonstravel
se uma nova coleta é realizada em seguida (o que nao foi feito aqui). Segundo
Velthuis et al. (2006), enquanto as rainhas de diversas espécies de abelhas sem
ferrdo vivem, aproximadamente, de um a trés anos, suas coldénias podem

sobreviver por décadas. Os periodos de transicéo, caracterizados pela presenca
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Tabela 9. Exemplo de segregacdo alélica de operérias provenientes de
alguns ninhos de P. helleri coletados nos Campi da UFSCar, USP-RP e USP-SP
considerando os locos Mbi232 e Mbi254.

Locos
Ninhos Mbi232 Mbi254
151/172 | 151/139 | 217/217 | 214/217
UFSCar 13
8 10 11 7
163/136 | 136/139 | 232/217 | 323/214
UFSCar 31
6 5 5 6
151/160 211/217 | 211/214
UFSCar 29
11 5 6
136/136 | 163/136 | 226/214 | 226/211
UFSCar 19
9 8 7 11
166/163 | 163/163 | 232/211 | 232/238
UFSCar 15
6 9 7 8
163/169 226/217
USP-RP 15
15 15
151/169 217/232 | 217/226
USP-RP 24
15 7 8
136/184 229/235 | 229/232
USP-SP 3
15 8 7

de duas rainhas ovipositando em um ninho tém sido encontrados em alguns

meliponideos e ocorrem devido a perda da rainha por idade ou doenca, ou seja,

durante o processo de substituicdo da mesma. Dessa forma, a poliginia € somente

um processo temporario nestas abelhas, ao contrario da espécie Melipona bicolor

que apresenta poliginia facultativa, ou seja, algumas coldnias possuem condi¢des



71

de poliginia duradoura e natural e outras ndo determinadas pela sua dinamica
populacional (APONTE, 2003).

Brito (2005) verificou a ocorréncia de monoandria e poliandria ao estudar 47
colonias de Partamona helleri provenientes das regides Nordeste, Sudeste e Sul,
incluindo amostras do Campus da USP-SP. A andlise de seis sistemas
aloenziméticos revelou que dois destes apresentavam variacdo (Idh e Mdh) para
as abelhas da espécie P. helleri (FALCAO & CONTEL, 1981). Em outro estudo
utilizando as aloenzimas ldh e Mdh em amostras P. helleri coletadas em Ribeir&o
Preto (SP), foi sugerido que as colonias desta espécie eram ou poliginicas ou
poliandricas (CONTEL et al., 1992). Contrariando estes achados, 0S Nnossos
resultados tém robustez para se poder afirmar que as progénies analisadas
podem ser atribuidas a uma rainha que se acasala com um unico macho, isto €, a
estrutura familial destas colénias € monoginica-monandrica.

O comportamento de acasalamento ainda é uma questdo em aberto para
muitos meliponideos. Segundo Paxton (2005), existem poucas informacdes
referentes a analise genética da mée e sua descendéncia para varias espécies de
abelhas. Entre as questdes que requerem uma resposta consistente podem ser
mencionadas: como, quando, onde e quantas vezes as fémeas se acasalam?
Além disso, € preciso avaliar se a manutencédo de colénias em meliponarios nao
interfere no comportamento reprodutivo destas espécies. Esta suposicdo podera
ser investigada analisando progénies de colbnias naturais, isto €, amostras

retiradas diretamente de colbnias da natureza, e de coldnias mantidas em

meliponarios.
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E importante verificar a presenca de acasalamento multiplo ou simples
entre as diversas espécies de abelhas, pois esta informagéo esta relacionada ao
processo evolutivo da socialidade em abelhas - as relagbes de parentesco entre
rainhas e operarias que interferem na maternidade dos machos da col6nia e nas
adaptacoes pertinentes ao forrageamento (STRASSMANN, 2001). De acordo com
Hughes et al. (2008) a monandria estd associada a totipoténcia reprodutiva das
operarias e foi o estado ancestral quando a eusocialidade se originou em
formigas, vespas e abelhas. Além disso, comparada a situacéo de poliandria da
fémea, a monandria impde um custo adicional a estas espécies — a menor

variacao genética intra-colonial.
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5. Consideragdes Finais

Ao fazer as nossas consideracdes finais, € preciso primeiramente ressaltar
que os dados produzidos corroboraram a “hipotese de trabalho” inicialmente
estabelecida de que as areas de estudo (UFSCar, USP-RP e USP-SP) foram
colonizadas por um numero reduzido de linhagens maternas (fémeas fundadoras)
de P. helleri. O sequenciamento de parte de dois genes mitocondriais (cyt b e COI)
permitiu verificar a presenca de um baixo nimero de haplétipos dos dois genes
nas trés éareas de estudo. Portanto, os poucos haplétipos identificados com
distribuicdo exclusiva em um ou outro sitio resultou em forte estruturacdo
populacional para os genes mitocondriais.

Em segundo lugar, a andlise de variancia molecular (AMOVA) utilizando os
dados de microssatélites estabeleceu que as trés populacbes, embora
geograficamente proximas, sdo geneticamente diferenciadas a ponto do teste de
assignment identificar corretamente a populacdo de origem de 97% das operarias
analisadas.

Ao comparar os valores do Fst para o DNA mitocondrial e para o DNA
nuclear, ja devidamente corrigidos, foram verificados niveis de diferenciacao
populacional similares para os dois tipos de marcadores. Portanto, os dados
sugerem que, se as fémeas fundadoras se dispersam pouco em razdo de
comportamento filopatrico (a nidificacdo ocorre muito proximo ao ninho natal), os
machos ndo sdo altamente dispersores, visto que populacdes relativamente
préximas séo significativamente diferenciadas.

Quanto a genética familial, as segregacfes alélicas para onze locos

microssatélites, quatro heteroespecificos e sete espécie-especificos, revelaram



74

gue as progénies de P. helleri podem ser explicadas pelo acasalamento da rainha
com um unico macho (a fémea € monandrica).

Quais as implicagbes dos fatos estabelecidos? A primeira dificuldade que
os dados levantam é relativa a baixa dispersdo dos machos. Se considerarmos o
mecanismo de determinacdo complementar do sexo, 0 acasalamento nestas
espécies exige um elevado grau de panmixia para diminuir as chances de
homozigosidade no loco sexual e a consequiente geracdo de machos diploides.
Em locais onde a densidade de colonias € alta, este problema pode ser
contornado pela formacdo de aglomeracbes de machos provenientes de um
grande numero de coldnias proximas. Mas, considerando que boa parte destas
espécies de abelhas ocorre em baixas densidades mesmo em condi¢Bes naturais,
como tornar o acasalamento panmitico? A resposta adequada a esta questdo
exige boas estimativas da densidade de ninhos de uma espécie em areas naturais
bem definidas e a determinacdo do numero de colbnias que contribuem para as
agregac0Oes de machos.

Uma segunda dificuldade que os nossos achados suscitam diz respeito a
guestdes conservacionistas e do uso sustentavel das espécies de abelhas
polinizadoras. A ocorréncia de estruturacdo populacional em areas geograficas
relativamente proximas dificulta o delineamento de estratégias que visam a
conservacdo da espécie. Se populacdes muito préximas geograficamente
apresentam alta diferenciacdo genética, fica dificil estabelecer uma ou poucas
unidades como alvo de atitudes conservacionistas. Estas populacfes podem ser
geneticamente diferenciadas para marcadores possivelmente neutros, os quais

ndo estariam associados a genes adaptativos proprios de cada populacdo. Neste
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caso, no intuito de preservar a variacdo da espécie, um grande numero de
populac@es precisa ser objeto deste esfor¢o, trazendo maiores obstaculos para o
cumprimento deste objetivo. Se estas adaptacdes estao presentes, as dificuldades
aumentam, pois estas foram delineadas pelas pressoes seletivas préprias de cada
sitio.

Os resultados aqui relatados, em especial, o fato de que a colonizacao de
uma area parece ser realizada por um numero reduzido de fémeas fundadoras e
gue o crescimento se da essencialmente pela enxameagem e nao pela entrada de
Nnovos enxames exigem, como consequéncia, um novo olhar para as exigéncias
da criacao racional das abelhas sem ferrdo. Estudos similares em outras espécies
poderdo contribuir para o delineamento de estratégias que garantam o melhor
manejo das espécies de meliponideos, contribuindo para sua preservacao e uso

sustentavel.
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Anexo 1: Relacdo dos ninhos de P. helleri coletados e numero total de

fémeas analisadas para cada ninho (N) considerando os Campi da UFSCar, USP

de Séo Paulo (USP-SP) e de Ribeirdo Preto (USP-RP).

Ninhos N Localizacao
UFSCar1 |17 | UFSCar — Area Sul
UFSCar?2 | 7 | UFSCar — Area Sul
UFSCar 3 | 12| UFSCar — Area Sul
UFSCar 4 | 06| UFSCar — Area Sul
UFSCar5 | 15| UFSCar — Area Sul
UFSCar 6 | 16 | UFSCar — Area Sul
UFSCar7 | 19| UFSCar — Area Sul
UFSCar 8 | 18| UFSCar — Area Sul
UFSCar9 | 12| UFSCar — Area Sul

UFSCar 10 | 10 | UFSCar — Area Sul
UFSCar 11 | 20 | UFSCar — Area Sul
UFSCar 12 | 06 | UFSCar — Area Sul
UFSCar 13 | 12 | UFSCar — Area Sul
UFSCar 14 | 12 | UFSCar — Area Sul
UFSCar 15 | 17 | UFSCar — Area Sul
UFSCar 16 | 13| UFSCar — Area Sul
UFSCar 17 | 16 | UFSCar — Area Sul
UFSCar 18 | 12 | UFSCar — Area Sul
UFSCar 19 | 19| UFSCar — Area Sul
UFSCar 20 | 15| UFSCar — Area Sul
UFSCar 21 | 23 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 22 | 12 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 23 | 12 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 24 | 15 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 25 | 05 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 26 | 10 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 27 | 11 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 28 | 13 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 29 | 18 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 30 | 05 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 31 | 13 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 32 | 09 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 33 | 06 | UFSCar — Area Norte
UFSCar 34 | 14 | UFSCar — Area Norte




Anexo 1: Continuacgao.

Ninhos N Localizacao
USP-RP1 | 15 USP-RP — 869PHR
USP-RP2 | 2 USP-RP - 1280
USP-RP 3 | 2 USP-RP - 1281
USP-RP 4 | 15 USP-RP — 1021PHR
USP-RP 5 | 15 USP-RP — 757
USP-RP 6 | 15 USP-RP — N870PHLR
USP-RP7 | 2 USP-RP — 1285
USP-RP 8 | 2 USP-RP — 1287
USP-RP 9 | 15 USP-RP - 971
USP-RP 10 | 15 USP-RP — NN AAJ
USP-RP 11 | 15 USP-RP — 587
USP-RP 12 | 15 USP-RP — 764PH
USP-RP 13 | 15 USP-RP — 765PHR
USP-RP 14 | 15 USP-RP - 1236
USP-RP 15| 15 USP-RP - 973
USP-RP 16 | 2 USP-RP - 1153
USP-RP 17 | 2 USP-RP — 1284
USP-RP 18 | 2 USP-RP — 1154
USP-RP 19 | 2 USP-RP - 1283
USP-RP 20 | 2 USP-RP — 1296
USP-RP 21| 2 USP-RP - 1286
USP-RP 22 | 15 USP-RP - 308
USP-RP 23 | 15 USP-RP — 960PHR
USP-RP 24 | 15 USP-RP — N1227
USP-RP 25 | 15 USP-RP — 1022PHR
USP-SP 1 | 15 | USP-SP — Bromélia/Arco
USP-SP 2 | 15 | USP-SP — Bromélia/Chéao
USP-SP 3 | 15 USP-SP — Palmeira
USP-SP 4 | 15 USP-SP — Estufa
USP-SP5 | 15 USP-SP -5
USP-SP 6 |15 USP-SP - 6
USP-SP 7 | 15 USP-SP — 7
USP-SP 8 | 15 USP-SP -8
USP-SP 9 | 15 USP-SP -9
USP-SP 10 | 10 USP-SP — FAE
USP-SP 11 | 15 USP-SP — DGBE
USP-SP 12 | 15 USP-SP — DGUPE
USP-SP 13 | 12 USP-SP — FAD
USP-SP 14 | 09 USP-SP — PM
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Anexo 2. Frequéncias alélicas obtidas para onze locos microssatélites

analisados em operarias adultas de P. helleri coletadas nos Campi da UFSCar,

USP-RP e USP-SP.

Locos | Alelos | UFSCar | USP-SP | USP-RP
136 0,288 0,268 0,120

139 0,068 0,000 0,000

142 0,000 0,089 0,020

145 0,000 0,143 0,000

148 0,091 0,018 0,000

151 0,061 0,071 0,100

154 0,008 0,143 0,030

Mbi 232 | 157 0,000 0,036 0,000
160 0,015 0,000 0,000

163 0,371 0,036 0,180

166 0,023 0,000 0,000

169 0,053 0,018 0,210

172 0,015 0,000 0,340

175 0,008 0,089 0,000

184 0,000 0,089 0,000

211 0,083 0,000 0,000

214 0,250 0,161 0,000

217 0,280 0,107 0,310

. 226 0,068 0,000 0,260

Mbi 254 229 0,098 0,411 0,000
232 0,106 0,196 0,300

235 0,053 0,107 0,000

238 0,061 0,018 0,130

. 88 0,273 0,375 0,020

Mbi 215 95 0,727 0,625 0,980
. 102 0,477 0,429 0,520

Mbi278 104 0,523 0,571 0,480
220 0,000 0,018 0,000

222 0,000 0,036 0,000

Phel-1 228 0,785 0,625 1,000
230 0,146 0,250 0,000

232 0,069 0,036 0,000

234 0,000 0,036 0,000




Anexo 2. Continuacao.

Locos | Alelos | UFSCar | USP-SP | USP-RP
265 0,348 0,214 0,051
273 0,000 0,000 0,133
275 0,038 0,036 0,000
277 0,000 0,018 0,000
Phel-2 281 0,417 0,250 0,418
283 0,167 0,286 0,133
285 0,000 0,036 0,265
287 0,000 0,125 0,000
289 0,000 0,036 0,000
297 0,030 0,000 0,000
91 0,000 0,000 0,026
Phel-3 97 0,915 0,889 0,974
99 0,061 0,111 0,000
101 0,024 0,000 0,000
242 0,000 0,036 0,061
246 0,015 0,125 0,000
Phel-4 | 248 0,947 0,768 0,735
250 0,038 0,036 0,010
252 0,000 0,036 0,194
100 0,242 0,365 0,150
106 0,000 0,038 0,000
Phel-5| 108 0,669 0,596 0,840
112 0,081 0,000 0,010
114 0,008 0,000 0,000
172 0,023 0,036 0,000
Phel-6 176 0,015 0,071 0,030
178 0,962 0,857 0,970
182 0,000 0,036 0,000
282 0,204 0,111 0,000
Phel-7 290 0,370 0,667 0,076
292 0,426 0,111 0,303
294 0,000 0,111 0,621
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