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RESUMO

Tetragonisca angustula (jatai) apresenta uma das mais amplas distribuigdes
entre 0s Meliponineos, abrangendo praticamente toda a América do Sul, Central e
Mexico. A tecnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tem sido utilizada
na caracterizacéo de populacdes, deteccdo de polimorfismos genéticos, andlises
filogenéticas e, inclusive, confirmagdo de taxonomia baseada  em dadas
morfologicos. Esse trabalho objetivou-se estimar a diversidade genética entre
populacdes de T. angustula de trés regides (Triangulo Mineiro/MG: Uberlandia 1, 2,
3,4 e 5, ltuiutaba 1, 2 e 3 e Uberaba 1 e 2; Sul de Minas/MG: Sao Miguel do Anta 1,
2, 3, 4 e 5, Argentina: Aristébulo del Valle e Posadas 1 e 2), usando Tetragona
clavipes como outgroup. Foram feitos bulks com 5 individuos por local de
amostragem, utilizando-se 15 primers (13 curtos € 2 longos) -com -as seguintes
condigles de reagdo: 10ng de DNA, 10pmoles de primer, 2mM de MgCl,, 1.5U de
Taq DNA polimerase, 100uM de cada dNTP, 50mM de KC| e 10mM de Tris-HCI pH
8.0 .Os produtos das amplificagbes foram separados em gel de agarose 1.2% e
fotografados. Os resultados foram analisados pelo método de porcentagem de
desacordo e analise de cluster por UPGMA. Ao nivel de 16.2%, as amostras de jatai
foram divididas em duas clades: uma correspondente a regido do Triangulo Mineiro
e outra para as amostras da Argentina e Sul de Minas que, por sua vez, se
divergiram em 2 grupos a 14.2%. As amostras do Tridngulo Mineiro apresentaram
divergéncia méxima de 6.5%, com 3 gendtipos (dois de Uberlandia e um de
ltuiutaba) que ndo apresentaram dissimilaridade genética. As amostras do Sul de
Minas apresentaram divergéncia genética maxima de 4.4% e as da Argentina de
5.5%. Tetragona clavipes divergiu em 69% das amostras de T. angustula. Os valores
encontrados para T. angustula foram similares aos encontrados na literatura dentro
de uma mesma regido (Triangulo Mineiro). No entanto, para regides
geograficamente distantes (Sul de Minas e Triangulo Mineiro), os valores
encontrados foram superiores. Isto pode ser-devido ao uso de DNA proveniente de
bulks de cinco individuos, diferengcas na Tag DNA polimerase e nos protocolos de
extracdo. Novas estimativas da divergéncia para esta espécie usando-se bulks com
maior numero de individuos e maior numero de primers forneceriam dados
conclusivos sobre o numero minimo amostral por localidade e taxa- de
dissimilaridade genética padréo para a espécie.



1. INTRODUGAO

1.1 - Sobre abelhas

A grande preocupacdo com a preservacao dos ambientes naturais leva, hoje,
muitos pesquisadores a estudarem os sistemas biolégicos de varias espécies, sejam
elas animais, vegetais ou microorganismos, na tentativa de conhecé-las antes de
uma possivel extingdo ou ainda fazer destes estudos ferramentas uteis para manté-
las presentes no planeta, assim como entender suas relagdes na natureza.

Entre as inumeras espécies em questfo, encontram-se os insetos que,
apesar da abundéancia de populagbes e espécies, chegaram a um estado critico de
sobrevivéncia, colocando assim, outros organismos em risco, devido as varias
interacGes dentro de comunidades e ecossistemas.

Pertencentes aos insetos (ordem Hymenoptera), as abelhas, cujos fosseis
mais velhos datam do Cretaceo, estio intimamente relacionadas ao aparecimento
das Angiospermas (CRUZ-LANDIM, 1960). Dentre essas, muitas espécies estio
ameacadas pela agdo antrépica que altera os habitats naturais por meio de
desmatamentos, uso indiscriminado de agrotoxicos e agéo predatéria de meleiros,
além da concorréncia com Apis mellifera (BALESTIERI, 1989; KERR et a., 1 996).

As abelhas sem ferrdo brasileiras, classificam-se na subfamilia Meliponinae.
WILLE (1983) relata descobertas recentes de fésseis europeus por KELNER-
PILLAULT, do inicio do Terciério, sugerindo que os Meliponineos surgiram na Africa,
portanto, ndo se restringindo as Américas. A hipétese que tem sido mais aceita é de
KERR e MAULE (1964) que consideram a América do Sul como o centro de origem
e dispers&o das abelhas sem ferrdo. Os motivos que sustentam essa hipotese sdo: o

grande numero de espécies encontradas nas Américas em comparagdo a Asia e



Africa, presenca das espécies mais primitivas (n=9) e também as mais
especializadas, demonstrando que tiveram mais tempo para diversificagéo.

A situacéo é preocupante quando se refere a diminuigdo ou extincdo de
populagbes e espécies de Meliponineos, responsaveis por 40 a 90% da polinizagéo
de regides de vegetagdo nativa, dependendo do ecossistema. Um exemplo é a
destruicao, cada vez mais acelerada, das florestas nordestinas, em especial a Mata
Atlantica e, na mesma medida, o fim das populagbes de tais abelhas (KERR et al.,
1996).

Nos meliponineos, o comportamento classificado como eusocial, com relacéo
ao tamanho de colbnias, diferenca entre rainha e operéria, arquitetura do ninho,
complexidade de cddigos de comunicagdo, entre outros, & bem préximo ou
semelhante ao de Apis mellifera (SAKAGAMI, 1971 apud BALESTIERI, 1989).

Os Meliponinae, h& muitos anos, foram domesticados pelos povos pre-
colombianos que lhes deram nomes ainda vigentes na cultura popular brasileira.
Neste grupo de abelhas conhece-se mais de 300 espécies, das quais pelo menos
100 correm risco de extingdo. A atual classificagdo zoolbgica sugere que esta
subfamilia subdivida-se em duas tribos: Meliponini e Trigonini (KERR et al., 1996).

A haplodiploidia caracteristica das abelhas é uma ferramenta valiosa para
estudos de genética, sobretudo variabilidade e manutencéo de polimorfismos, visto
que a segregacao alélica dos machos (haploides) reflete o genétipo da fémea
(dipl6ide) que os originou (FALCAQ, 1984). Dados apontam para uma diminuic&o da
heterozigosidade nos insetos - haplodipldides, quando comparados com 0S
diplodipléides (AIDAR, 1999)



1.2 - Tetragonisca angustula

Tetragonisca & um dos 53 géneros atuais da tribo Trigonini que se destaca
pela ampla distribuigéo geografica, abrangendo praticamente toda a América do Sul,
Central e México (BALESTIERI, 1989; FERREIRA, 1993: NOGUEIRA-NETO, 1970).

As espécies mais conhecidas s&o Tetragonisca angustula Latreille,
Tetragonisca buchwaldi Friese e Tetragonisca pfeifferi Friese (MICHENER, 1990). .

Com relagcdo & Tetragonisca angustula conhecem-se as subespécies
Tetragonisca angustula angustula - Latreille - e Tetragonisca angustula ﬁebﬁgi
Schwarz, sendo que esta Ultima restringe-se ao Estado de Santa Catarina, parte do
Parang, Argentina, Paraguai e Vale do Rio Parana em Sio Paulo (NOGUEIRA-
NETO, 1970).

A espécie Tefragonisca angustula possui-comportamentos muito peculiares
quanto a reprodugdo, enxameagem, principalmente com relacdo a fisiologia
comportamental de operérias e rainhas virgens (FERREIRA, 1993).

NOGUEIRA-NETO (1997) observou um processo de enxameagao em
Tetragonisca angustula que durou cerca de 110 dias, tempo bastante longo quando
comparado, por exemplo, a Plebeia droryana, em torno de 15 dias.

MELLO (1981) estudou a bionomia de Tetragonisca angustula,- descrevendo
relagcbes simples entre as castas. A existéncia de corte das operarias a rainha foi
observada e esta, por sua vez, n3o possui, na colméia, local preferencial de
permanéncia. As operarias, mesmo em condicdes normais da colénia, também
podem ovipor. A autora compara- as- caracteristicas -etologicas -de - Tetragonisca
angustula com outros Trigonini estudados e verifica uma grande semelhanca com
Tetragona e Cephalotrigona.

GROSSO e BEGO (1992) estudaram divisdo de trabalho entre operarias de
Tetragonisca angustula angustula, considerando a relacdo idade do individuo e
atividade por ele realizada. Verificou-se que o grooming é a atividade de maior
frequéncia, estendendo-se dos primeiros dias de vida até cerca do 55° dia. Outras
atividades apresentam duracdo varidvel: visitas aos potes de alimento — 50 dias,
contato bucal — 49 dias, trabalho com cerume — 30 dias, trabalho com resina — 29
dias, trabalho com lixo — 29 dias, participacdo no: processo de aprovisionamento e
postura das células de cria (POP) — 15 dias. As operarias de Tetragonisca angustula

angustula iniciam o trabalho de campo no 16° dia de vida, continuando até o 55° dia.



A longevidade meédia alcangada pelas operérias de Tetragonisca angustula
angustula foi de 21.90+10.97 dias.

AIDAR (1999) em experimentos de formagéo de colénias filhas, observou que
as rainhas virgens de Tetragonisca angustula angustula levaram, em média, 20.9
dias para acasalarem-se e iniciarem a postura.

PIGNATA e STORT (1992) estudaram a quantidade relativa de coleta de
polén em 4 espécies de Melipona, Scaptotrigona postica e Tetragonisca angustufa.
Entre as meliponas, o transporte de polén é equivalente a 15% do peso da abelha. A
proporgdo nos Trigonini € maior, sendo 19.3% para S. postica e 33.7% para
Tetragonisca angustula.

CORTOPASSI-LAURINO - (1989) relata a produtividade de Tetragonisca
angustula durante todo o ano. A autora observou a visita dessa abelha a 32 6% das
190 plantas meliferas estudadas em uma regido do Estado de Sio Paulo, A
atividade de jatai é tdo intensa que freqlentemente pilha ninhos fracos de
Paratrigona subnuda e Melipona quadrifasciata.

As populagbes de Tetragonisca angustula adaptam-se as mais variadas
condicGes fisicas e climaticas (BALESTIERI, 1989), com boa qualidade de regulacéo
de temperatura na area da cria e expressiva faixa de tolerancia térmica (-1 a 41°C),
tanto no inverno quanto no verdo (PRONI, 1987).

Segundo PRONI (1987), Tetragonisca angustula comporta-se como
poiquilotérmicos tipicos, aumentando a taxa respiratoria com a elevacdo da
lemperatura. A termorregulacao, no entanto, é diferente entre as duas subespécies:
para Tetragonisca angustula fiebrigi a faixa 6tima no inverno varia entre 15 a 25°C e
no verao, 25 a 30°C, enquanto que, para Tetragonisca angustula angustula, o
methor ajustamento térmico situa-se na faixa de 25 a 30°C no inverno e 40°C no
verao.

Alguns parémetros climéticos influenciam a atividade externa destas abelhas,
sendo a temperatura, a intensidade luminosa e umidade relativa os mais importantes
na atividade de vdo. Os individuos de Tetragonisca angustula ndo saem das
colméias a baixas temperaturas, mesmo com boa intensidade luminosa (IWAMA,
1977).

KNOLL (1985) destaca que condicdes metereoldgicas, principalmente

temperatura e pluviosidade, provocam a variagdo do numero de individuos em
atividade externa na colénia.-



Jatai, como é conhecida popularmente a espécie, € uma das abelhas
indigenas sem ferrdo mais conhecidas e mais facilmente encontradas no territério
brasileiro, inclusive em centros urbanos, onde nidifica com alta frequéncia por
possuir hébitos de nidificacdo pouco exigentes, bastando um lugar onde haja uma
cavidade suficiente para construcéo de seu ninho (BALESTIERI, 1989; FERREIRA,
1993).

A estrutura interna do ninho de Tetragonisca angustula apresenta pequenos
potes medindo cerca de 1.5 cm de altura, onde sdo estocados mel e pélen; favos de
cria horizontais ou helicoidais e células reais na periferia. O ninho apresenta também
um invélucro bastante desenvolvido e a entrada € constituida de um tubo de cerume
maleavel, amarelado (BALESTIERI, 1989).

Em estudos na regido entre Piracicaba e Rio Claro / Séo Paulo, LINDAUER e
KERR (1960) descreveram que as coldnias sdo geralmente populosas, contendo de
2000 a 5000 individuos.

NOGUEIRA-NETO (1997) incentiva a criacéo de jatai, por ser uma abelha
muito higiénica, resistente, facil de manter e multiplicar, além de produzir um mel que
praticamente dispensa pausterizacio.

O mel desta abelha é muito apreciado pelas populacées rurais e é utilizado,
empiricamente, no tratamento de doencgas como glaucoma e catarata (IMPERATRIZ-
FONSECA et al., 1984a).

BAZLEN (1997) apud AIDAR (1999) demonstrou acdo bactericida do mel de
Tetragonisca angustula angustula quando colocados em meios de cultura para
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Em Tetragonisca angustula, o PH médio do mel é 4.2, possuindo coloracéo
muito variada entre as colméias, de praticamente incolor a castanho-escuro, onde
encontram-se presentes glicose, frutose, galactose, maltose, lactose, sacarose,
melezitose e refinose (IWAMA, 1977), além de &gua, proteinas. enzimas e sais
minerais.

KNOLL (1985) constatou que a proporcdo de individuos de Tetragonisca
angustula encontrados com néctar foi maior no verao, com pélen no outono, sendo a
coleta de resina, maior no inverno.

Em estudos realizados no Campus da Universidade de Sao Paulo (USP/SP) e
na area urbana da cidade de Sao Paulo, foi comprovado que Tetragonisca
angustula, segundo seus habitos de coleta de mel e polen, é a terceira espécie mais



abundante no local, atrds, apenas, de Trigona spinipes e Apis mellifera
(IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1984b; KNOLL, 1985, 1990).

RABELO (1997) estudando interagéo abelha-planta na Reserva Ecolégica do
Clube Caca e Pesca ltororé de Uberlandia-MG, considerou Tetragonisca angustula,
entre outras espécies levantadas, como politréficas, por coletar néctar e/ou pélen em
diversos recursos florais.- Em seus dados, esta espécie aparece como o terceiro
apideo mais frequente na Reserva (12.8%), atras de Apis mellifera (56%) e Trigona
spinipes (13.7%).

E notavel o sucesso de dispers&o da jatai, sobretudo em &reas urbanas.
Contando com um expressivo nimero de alelos sexuais, os efeitos da endogamjia
s80 menos provaveis de ocorrer. KERR (1994) relata que em Ribeirdo Preto, o
numero de colméias de jatai é muito grande, facilitando a vida dos meliponicultores
que criam essa abelha, bastando ter apenas uma colénia em suas casas, visto que a
area de reprodugdo possui muito mais -do que as 44 colénias de meliponineos
sugeridas por KERR e VENCOVSKY (1 982).

KERR e SILVEIRA (1972) estudaram o caridtipo de vérias espécies de
meliponineos, encontrando 2n=34. POMPOLO (1992) refez andlise citogenética em
espécies de Meliponinae, confirmando tais dados, e acrescentou o predominio de
cromossomos submetacéntricos e metacéntricos para essa espécie.

O controle genético da glicerol-3-fosfato desidrogenase é feito, na maioria dos
insetos, por dois /oci: um gene que se expressa durante todo o desenvolvimento (G-
3-PDH1) e outro, tipico da fase adulta (G-3-PDH2). CONTEL et al. (1992) estudaram
essa enzima em 21 espécimes pertencentes a 12 géneros de meliponineos
detectando polimorfismo no focus G-3-PDH1 em Tetragona clavipes e Tetragonisca
angustula angustula; polimorfismo do G-3-PDH2 foi detectado, também, em jatai.

FALCAO (1 984) encontrou homologia genética em Tetragonisca angustula
angustula e Tetragonisca angustula fiebrigi Ppara a enzima malica, alfa-glicerofosfato
desidrogenase, fosfoglicomutase, superéxido dismutase, isocitrato desidrogenase,
peptidases, leucina aminopeptidases e malato desidrogenase.



1.3 - Biologia molecular

BECKMANN (1988) apud FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1998) enfoca a
mudanca de paradigma genético, da GENETICA MENDELIANA (analise de
gendtipos a partir de fenttipos) para a atual GENETICA GENOMICA (analise direta
das variacdes do DNA).

Com o advento da Biologia Molecular; as técnicas de trabalho com DNA
constituem eximias ferramentas em estudos aprofundados de genética, além de
diversidade e dinamica de populagdes e estudos de evolucéo pela capacidade de
inferir dados filogenéticos.

KARY MULLIS, na década de 80 desenvolveu a tecnologia da Reacédo em
Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction), que |he valeu o Prémio
Nobel de Quimica em 1993. Tal técnica utiliza-se de uma polimerase termoestavel
(Taq DNA polimerase) que atua na amplificacédo de fragmentos de DNA.

Em 1990, em estudos independentes, WILLIANS et a/ e WELSH e
McCLELLAND, utilizaram primers de sequéncias arbitrérias, de poucos pares de
base, que flanqueiam varias regiées complementares no DNA em estudo. A técnica
foi denominada por DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso (RAPD - Random
Amplified Polymorphic DNA) ou AP — PCR (Arbitrarily Primed-Polymerase Chain
Reaction).

A técnica de RAPD, baseada na amplificacdo de segmentos gendmicos
multiplos ao acaso, a partir de primers arbitrarios, tem sido muito utilizada devido a
sua rapidez e facilidade. Ela tem sido empregada para caracterizar populagdes,
analises de pedigree, estudos filogenéticos, mapeamento genético e melhoramento
de plantas e animais domésticos (VALENTINI et al.,1996).

WILLIAMS et al. (1990) relatam que diferengas de apenas um par de bases
séo suficientes para ndo haver anelamento dos primeys.

Diz-se que a técnica RAPD apresenta dominancia dos marcadores, ou seja,
para um individuo homozigoto dominante para um determinado alelo, amplificam-se
dois fragmentos de mesmo peso molecular, que se sobrepéem. Da mesma forma,
para os heterozigotos, hd amplificacdo de apenas um alelo, com o mesmo peso
molecular, porém o fragmento gerado migrara como os do homozigoto. Neste caso,
apenas os homozigotos recessivos - podem ser: diferenciados devido & ndo
amplificagdo de nenhum dos alelos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).



Na literatura, diversos trabalhos com marcadores RAPD tém sido
encontrados, sobretudo com relagdo & utilidade para confirmacéo da taxonomia
baseada em caracteres morfolégicos de muitas espécies. KAZAN et al. (1993)
estudaram o parentesco genético e variagdo em  Stylosanthes guiamensis
(LEGUMINOSAE), GONZALEZ e FERRER (1993) estudaram polimorfismos em
Hordeum sp e HOWELL et al. (1994) utilizaram a técnica de RAPD para identificacao
e classificagdo de Musa sp .

HUNT e PAGE (1992) utilizaram- amplificacdo ao acaso de fragmentos de
DNA polimérficos (RAPD) a partir de cruzamentos artificiais de machos e rainhas de
Apis mellifera. Eles definiram padrées de heranca para insetos haplodiptéides,
classificados em 4 tipos de polimorfismos: tamanho de fragmentos, manifestacdo de
bandas dipldide-especificas, presenca/auséncia de banda e intensidade de bandas.
Os dois ultimos tipos s@o herdados de maneira dominante, observando segregacio
mendeliana na progénie haploide e dipléide.

Marcadores RAPD mostram-se muito eficientes no mapeamento genético. No
classico de HUNT e PAGE (1995) foram mapeados 3110 ¢cM do genoma de Apis
mellifera, verificando grupos de marcadores ligados. Estimaram em
aproximadamente 3450 cM o tamanho total do genoma e observaram uma taxa de
recombinac&o muito alta para esta abelha.

STILES et al (1993), estudando ‘parentesco entre cultivares - de mamé§o
(Carica papaya L.) por RAPD, consideraram a técnica rapida, precisa e sensivel para
analises gendmicas.

SCHIERWATER e ENDER (1993) utilizaram 13 marcas comerciais diferentes
de DNA polimerase termoestével, encontrando diferencas quantitativas e qualitativas
nos padrées de amplificacéo obtidos a partir das varias combinagdes testadas.

MEUNIER e GRIMONT ( 1993) testaram a reprodutibilidade da técnica
utilizando dois termocicladores, trés marcas de DNA polimerase termoestavel, DNA
de trés espécies de bactérias e encontraram diferencas nos padrées de
amplificac&o. Sugeriram que os dados resultantes de RAPD somente s&o confiaveis
com a padronizagdo da técnica, incluindo otimizacdo das concentracdes dos
reagentes e utilizacdo constante da mesma aparelhagem.

WEEDEN et al. (1992) analisaram a reprodutibilidéde dos fenétipos RAPD em
ervilhas e magés, variando as concentracdes dos produtos de amplificagcdo de DNA.



Concluiram que tais modifica¢des produzem diferencas nos padroes de bandas, mas
a técnica foi Util na identificacao de variedades e construcéo de mapas genémicos.

Na agricultura, marcadores RAPD tém sido usados na caracterizagdo de
germoplasmas, facilitando a escolha dos individuos para cruzamento e a
consequente expressao de bons hibridos.

O numero de primers a serem usados numa analise de polimorfismo deve
estar relacionado acs modos de reprodugao, sistemas de cruzamento e niveis de
variagdo genética das espécies - estudadas.: Isto: porque, para -espécies - muito
polimorficas talvez n&o haja necessidade da utilizagdo de muitos primers,
contrastando, porém, com o grande numero de primers requeridos para analise de
individuos resultantes de propagacado vegetativa (LIU et al., 1994). WILKIE et al.
(1993) ressalvam que o perfil de bandas do RAPD n&o se torna mais complexo com
0 aumento de tamanho do genoma.

Em Meliponinae, encontram-se -poucos - estudos sobre variabilidade por
marcadores RAPD. OLIVEIRA (1998) em estudo sobre divergéncia genética por
marcadores RAPD em Tetragonisca angustula, provenientes de 3 paises (Brasil,
Argentina e Panama), estimou a distancia genética entre populacdes de diferentes
locais. A 13% de dissimilaridade genética houve a formagdo de duas clades
(entituladas de grupos 1 e 2). Encontrou-se uma distribuicdo geografica mais
abrangente para o grupo 2, correspondente a Tetragonisca angustula fiebrigi, do que
o relatado pela literatura, além de marcadores moleculares que discriminam estes 2
grupos.
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2. OBJETIVOS

Estimar a divergéncia genética, por- marcadores RAPD, em populagdes de
Tetragonisca angustula e correlacionar as taxas encontradas com outros dados de
polimorfismo j& descritos para a espécie. -
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Material biolégico

Coletou-se operarias campeiras, na entrada das coldnias, utilizando-se puca.
As amostras foram fixadas imediatamente em 4&lcool absoluto, ou levadas
diretamente ao freezer — 80°C. No total, trabalhou-se com 18 colénias de
Tetragonisca angustula e uma de Tetragona clavipes, esta Ultima funcionando como
outgroup. As amostras da Argentina correspondem & Tetragonisca angustula ﬁebrigi,
enquanto as amostras do Estado de Minas Gerais (Sul e Triangulo) s&o
Tetragonisca angustula angustula. A tabela 1 resume os dados das colénias.
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TABELA 1: Localidade e identificacdo das amostras de
Tetragona clavipes utilizadas no estudo. -

Bloco 2H

Franco-Nunes, F. M. |

12

Tetragonisca angustula e

' Uanda 1

Campus Umuarama/UFU
Horta experimental Nunes-Silva, C. G. Uberlandia 2
Campus Umuarama/UFU
Bairro Umuarama Antunes, L. Uberlandia 3
Uberlandia
(MG) Orelh&o Bloco 2B Franco-Nunes, F. M. Uberlandia 4
Campus Umuarama/UFU
Almoxarifado Franco-Nunes, F. M. Uberlandia 5
Campus Umuarama/UFU
Bairro Marta Helena Muniz, C. ltuiutaba 1
ltuiutaba Bairro Marta Helena Muniz, C. ltuiutaba 2
S (MG) Fazenda UEMG Muniz, C. ltuiutaba 3
3 . Grissom, R. A. Uberaba 1
§ Uberaba ¥ Grissom, R. A. Uberaba 2
g (MG)
{%’ 20°43'666" S/42°44'862" Bezerra, J. M. D. Sao Miguel do Anta 1
2 W
S&o Miguel do Anta | 20°41'104" S/42°43'441” Bezerra, J. M. D. Sé&o Miguel do Anta 2
(MG) w
20°42'535" $/42°43'297" Bezerra, J. M. D. S&o Miguel do Anta B
W
| 20°43'066” S$/42°44°862" Bezerra, J. M. D, S&o Miguel do Anta 4
W :
20°40'104” S/42°43'441" Bezerra, J. M. D. S&o Miguel do Anta 5
W
Aristébulo del Valle ®
(Argentina) Pascual, N. A. Aristébulo de Valle
Posadas % Pascual, N. A. Posadas 1
(Argentina) e Pascual, N. A. Posadas 2
Bloce 2D
Tetragona clavipes Campus Umuarama/UFU Franco-Nunes, F. M. Tetragona clavipes

* - localidade desconhecida
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3.2 - Extragdo de DNA

Antes de iniciar a extragéo, utilizou-se lupa para analise das patas posteriorgs
de cada abelha, afim de confirmar, pela morfologia da unha, nao-bifurcadas, se os
individuos eram operarias. Os machos apresentam unhas bifidas. Cada colénia foi
representada por um bulk de 5 abelhas operarias. Os individuos conservados em
alcool, foram reidratados em tampao (TrisCl-0.01M. pH 8.0, NaCl 0.1M e MgCl,
0.001M), para retirar 0 excesso de alcool,

Para -extracdo de DNA -gendémico- dos bulks. utilizou-se o protocolo. de
PAXTON et al. ( 1996), com modificacdes:

1 - Cinco abelhas foram colocadas em cadinhos de porcelana, adicionando-se
nitrogénio liquido e maceradas em seguida;

2 - Adicionou-se 500pL de Tamp&o: SET (NaCl 0.15M, Tris-HCI 0.02M, EDTA
1mM pH 8.0), transferindo o material para microtubo estéril de 1.5mL;

3 - Adicionou-se em cada microtubo 18pL de proteinase K (10mg/mL) e 22uL
de SDS 25%, homogenizando a solugcéo em vortex. e incubando-a por 2h a 58°C:

4 - Adicionou-se 15uL de RNAse por microtubo e incubou-se por th a 37°C:; .

$ - Adicionou-se 430uL de NaCl 5M por microtubo, centrifugando o material
em seguida, por 10min a 13000rpm;

6 - O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1.5mlL,
adicionando-se 215puL de Tris-HCI (0.01M pH 8.0) por microtubo:

7 - Completou-se 0 volume dos microtubos com etanol 99 5% (=20°G),
estocando o material em freezer —20°C por 2h ou overnight,

8 - Centrifugou-se os microtubos por- 15min a 13000rpm; retirando-se -am
seguida o etanol 99.5% e acrescentando-se 500uL de Tris-HCI (0.01M pH 8.0) para
ressuspender o pellet e completando o volume do tubo com fenol, homogeneizando
0 material em vértex e centrifugando-se, em seguida, por 5min a 1 0000rpm:

9 - O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o volume completado
com clorofil (cloroférmio/alcool isoamil, 24:1, respectivamente), homogeneizando o
material em vortex e centrifugando-se, em seguida, por 5min a 10000rpm;

10 - Transferiu-se o sobrenadante para um novo microtubo, repetindo-se o
passo 7;



11 - Retirou-se o etanol 99.5% e adicionou-se etanol 70% (-20%), invertendo-
se os microtubos para lavar bem o pellet e centrifugando-se, em seguida, por 15min
a 13000rpm;

12 - Retirou-se cuidadosamente o etanol 70% afim de ndo deslocar o pellet,
deixando o material secar a vacuo por, no minimo, 3h :

13 - Redissolveu-se o pellet em 100 uL de Tampao TE (Tris-HC! 10mM, EQTA
1mM).

3.3 — Qualificacdo e ‘quantificagdo do -DNA -e preparagio de solugdes  de
trabalho

Confirmou-se a qualidade das  amostras em gel de agarose 0.8%. A
quantificacdo do DNA foi feita em espectrofotdbmetro para leitura de absorbancia a
260nm, utilizando-se 10 uL de cada amostra diluidos 100 vezes em agua ultra-pyra.
Calculou-se a concentracao de DNA a partir da formula:

[DNA] = ABS (260) x 50 x Fator de Diluicio

Em seguida as amostras de DNA foram diluidas para uma concentragdo de
Sng/uL e constituiram as solugdes de trabglho.

3.4 - Amplificacdo do DNA por RAPD

Por meio de uma bateria de reacGes, utilizando-se duas amostras de
localidades diferentes, selecionou-se primers longos e curtos (10 Mers, da Operon
Technologies). Assim, utilizou-se 15 primers informativos, ou seja, que denotargm
um bom padrdo de bandas para posterior analise. Os primers utilizados e suas
respectivas sequéncias estéo apresentados na Tabela 2.
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TABELA 2: Primers utilizados e suas respectivas sequéncias de nucleotideos.

OPC 12

TGTCATCCCC

OPC13 AAGCCTCGTC
OPC 14 TGCGTGCTTG
OPC18 - TGAGTGGGTG '
OPF 09 . CCAAGCTTCC
7y OPL 04 GACTGCACAC
E OPM 08 TCTGTTCCCC
8 OPT 11 TTCCCCGCGA
OPU 01 ACGGACGTCA
OPU 05 GGGTTTGGCA
OPV 02 AGTCACTCCC
OPV 03 CTCCCTGCAA !
OPZ 13 GACTAAGCCC
8 MAU B2 GCCAGGCAGCAAGTTCTCAGTAAT
e
3 MAU 502 CAGCATTCAGGGCTAACATC

Cada reacéo de amplificagéo continha um volume final de 20uL, com:

10.2uL de agua ultrapura,

2uL de Tampéo (Taq) 10X

2pl de ANTPs 4mM. (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

1pL de MgCls 10mM/uL

2.5pL de primer 4pmol/uL

0.3uL de Taq DNA polimerase 5U/ulL

2ul de DNA 5ag{ulL

15
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Acrescentou-se uma gota de 6leo mineral (~20uL) para evitar a evaporagéo
da solugao.

Foram feitas amplificagdes do material em termociclador M. J. Research Inc.,
modelo PTC 100, por meio dos seguintes passos:

DESNATURACAO: 94°C/1min
ANELAMENTO DOS PRIMERS: 35°C/1min
EXTENSAO DAS FITAS: 72°C/2min

DESNATURACAQ: 94°C/10sec
ANELAMENTO DOS PRIMERS:40°C/20sec
EXTENSAQ DAS FITAS: 72°C/2min

EXTENSAO FINAL DAS FITAS: 72°C/5min

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1.2% com tampéo Tris-borato EDTA (TBE) 0.5X. O corante de DNA foi
brometo de etidio, adicionando-se -1ul. em cada 100mL de gel. Os resultados foram
visualizados apés 2 horas de corrida a 150V, em transiluminador UV e fotografados
em VDS Image System — Pharmacia.

As reagbes contiveram um controle negativo- com todos os produtos das
reacGes, exceto DNA, para verificar se os reagentes ndo estavam contaminados
com DNA exdgeno.

Repetiu-se as amplificagdes afim de comprovar os padrées de bandas.
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3.5 - Analise de dados

A partir das bandas obtidas foi montada uma matriz binaria (1 — presenca de
banda e 0 — auséncia de banda) para anélise de distancia genética pelo método de
Porcentagem de Desacordo e andlise de Cluster pelo Método N&o-ponderado de
Agrupamento aos Pares (UPGMA), com o auxilio do programa STATISTICA 4.5A.
Estimou-se a divergéncia genética entre as 18 coldnias de Tetragonisca angustula

angustula e de Tetragona clavipes, esquematizando-a por meio de dendrograma.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de extracéo de DNA seguido __PAXTON et al. (1996)__ é rapigo
e ndo utiliza produtos toxicos. No entanto, a qualidade do DNA observada por meio
do pellet nos bulks nao foi comum, apresentando-se “sujo”, quando deveria ser
transparente. Observou-se dificuldade em ressuspender o pellet, notando-se muitos
fragmentos compactados. A quantidade de DNA extraida também foi relativamente
inferior, comparada com dados obtidos com o uso de outros protocolos em etapas
preliminares. As modificagbes feitas no protocolo foram as inclusGes de RNAse,
fenol e clorofil (passos 4, 8 e 9, respectivamente), comuns em outros protocolos e
ausente neste. Feitas as modificacdes, o presente protocolo tornou-se eficientg na
extracao extracdo de DNA das amostras estudadas.

Varios trabalhos tém ressaltado a - dificuldade na analise das bandas
polimorficas e monomérficas produzidas por RAPD, visto que dois fragmentos de
mesmo peso molecular, comum entre duas ou mais amostras, podem siginificar um
alelo homoélogo (herdado do ancestral) ou homoplasico (aparecimento independente
na populagdo). Assim como em outras classes de marcadores moleculares,
encontra-se dificuldade na andlise e interpretacdo das bandas geradas. Na analise
de RAPD deve haver flexibilidade do pesquisador-em selecionar os marcadores mais
informativos, ou seja, que apresentam melhor nitidez (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

Dessa forma, considerando apenas bandas intensas, pode-se verificar uma
alta taxa de polimorfismo em Tetragonisca angustula e Tetragona clavipes, para
cada primer analisado. Os 15 primers utiizados geraram 142 posicdes de bandas
informativas (Tabela 3), uma média de 9.46 posicdes de bandas por primer, das
quais 125 (88.03%) evidenciaram polimorfismos. Desconsiderando 0 outgroup,
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foram detectadas 101 posices de bandas para T. angustula, com 49.5% de

polimorfismo.

TABELA 3: Relacao do numero de posi¢cdes de bandas amplificadas para cada um
dos primers utilizados.

OP.-‘l i 12 o 12

]

OPC13 10 9 1
OPC 14 6 1 L
OPC18 8 T 1

OPF 09 10 9 1

OPL 04 7 2
OPM 08 8 0
OPT 11 15 14 1
OPU 01 8 5 &
OPU 05 10 7 3
OPV 02 9 8 1
OPV 03 11 11 0
OPZ 13 6 1
MAU B2 7 7 0
MAU 502 1 9 2
TOTAL 142 125 (88.03%) 17 (11.97%)

LU e RANK (1996) encontraram alta taxa polimérfica em  Megachile
rotundata, sugerindo que -a -técnica -de RAPD é mais eficiente na detecgdo de
variabilidade genética quando comparada aos niveis obtidos por andlise de
aloenzimas. Os polimorfismos genéticos encontrados em Tetragonisca angustula
tém sido mais representativos para estudos de variabilidade que os descritos por
FALCAO (1984) estudando oito sistemas enzimaticas.

CHALMERS et al. (1992) afirmam que RAPD é uma 6tima ferramenta para
detectar diversidade maxima e pode ser usada para estimar niveis de variabilidade
genética em populagdes. -
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Essa diferencas de valores de divergéncia encontrados podem ser
decorrentes de diferencas no nimero amostral e também da metodotogia
empregada. As seguintes observagdes podem ser feitas:

1 - Enquanto OLIVEIRA (1998) utilizou Tag DNA polimerase proveniente da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CENBIOT/RS), neste estudo a mesma
enzima foi adquirida da empresa Pharmacia.

2 - As amostras utilizadas por OLIVEIRA (1998) foram representadas por
apenas um individuo de cada localidade. Aqui, utilizou-se bulk de 5 individuos para
representar cada colénia amostrada, resultando numa maior diversidade gendmica.
No entanto, OLIVEIRA (1998) estudou uma extensio geografica mais ampla e
continua, ao passo que neste trabalho analisou-se apenas 3 localidades, separadas
geograficamente e com numero amostral. diferente entre elas (dez do Triangulo
Mineiro, cinco do Sul de Minas e trés da Argentina).

3 - Os protocolos de extracao de DNA nos dois trabalhos foram distintos.

4 - OLIVEIRA (1998) utilizou 18 primers (11 curtos e 7 longos) enquanto que,
para este estudo, foram utilizados 15 (13 curtos e 2 longos). Apenas dois dgs
primers utilizados em ambos os trabalhos foram correspondentes, sendo um longo
(MAU B2) e um curto (OPL 04).

O nimero amostral para cada localidade n&o foi padronizado devido a pouca
disponibilidade de exemplares fora do Triangulo Mineiro. Preferiu-se utilizar muitas
amostras dessa regi&o, visando estimar a divergéncia genética para esta espécie de
forma precisa, a fim de fornecer subsidios para estudos posteriores.

De qualquer forma, ambos trabalhos detectaram polimorfismos - genéticps
significativos para Tetragonisca angustula, indicando diversidade biolégica dessa
especie, seja ecolégica, comportamental; metabélica e ocorréncia geografica, que
acabam favorecendo a aclimatacéo das populacées em seus nichos. As variacées
genotipicas encontradas dentro de uma espécie, expressa pelo fenétipo, favorece a
melhoria na adaptagéo das populacbes em seus habitats.

DOBZHANSKY (1970) apud: FALCAO (1984) enfatiza que as modificagbes
ambientais poderiam ser desastrosas para populacdes homozigéticas, por nao
possuirem uma variabilidade alélica suficiente para adequar-se as mudancas.

Apesar de pertencerem & mesma tribo, os dados obtidos mostraram pouca
homologia entre Tetragonisca. angustula e Tetragona clavipes: 69% de
dissimilaridade genética. Dados similares foram obtidos por OLIVEIRA (1998) entre
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O cluster Tetragonisca. angustula com Apis mellifera (51%) e Tetragonisca buchwaldi
(51.9%).

A técnica de RAPD permite uma anslise mais acurada em investigagies de
parentesco entre populacées de uma mesma especie, ao invés de espécies menos
relacionadas (GONZALEZ e FERRER, 1993).

Um exemplo de polimorfismo genetico pode ser eomprovado pelo padrao de
posi¢cdes de bandas na Figura 2, resultado da amplificacdo das 18 amostras de
PopulacOes de Tetragonisca angustula e 1 amostra de populacéo de Tetragona
clavipes por meio do primer curto OPM 08. Para este primer foram analisadas 8
posigbes de bandas de forte intensidade. A técnica eletroforética possibilita a
deteccdo de variantes alélicas, possibilitando o estudo de Jfoci polimorficos e
monomorficos (FALCAO, 1 984). HARTL (1980) apud FALC/’-‘\O-(1984) considera a
eletroforese como a técnica mais (il ja idealizada para revelar variagdo genética.

A variabilidade genética é importante & adaptacdo elou 2 processos de
especiagdo e, dependendo da amplitude, - denota - oportunidade para -alteragées
evolutivas (DOBZHANSKY et al., 1977 apud FALCAQ, 1984).



5. CONCLUSOES

< A técnica de marcadores. RAPD mostrou-se eficiente para estimar
divergéncia entre Populacbes de Tetragonisca angustula e destas com Tetragona
clavipes.

v O protocolo de extracdo de DNA usado (PAXTON et af, 1996) foi eficiente
para o uso em bulks quando modificado, com acréscimo de RNase, fenol e clorofil.

< Obteve-se alta taxa de polimorfismo (88.03%) entre as amostras de
Tetragonisca angustula e Tetragona clavipes, correspondente a 69% de divergéncia
genética.

Ao nivel de 16.2% de divergéncia genética, as amostras de jatai foram
divididas em duas clades: 1 - Triangulo Mineiro e 2 — Sul de Minas e Argentina.

< Trés amostras do Trigngulo Mineiro (Ubertandia 1, Uberléndia 3 e Ituiutaba
2) n&o apresentaram dissimilaridade genética.

< Os valores de divergéncia maxima para a regido do -Triangulo forgm
similares aos encontrados na literatura. No entanto, os dados foram superiores
quando comparados os graus de divergéncia entre as trés localidades estudadas,
sugerindo que as diferencas encontradas sejam devido a distingao na metodologia
empregada.

= Novas estimativas da divergéncia para esta espécie usando-se bulks com
maior numero de individuos e maior numero de primers, forneceriam dados
conclusivos sobre o ndmero minimo - amostral por localidade e taxa de
dissimilaridade genética padréo para a espécie.
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