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IIF/mtD18 do DNAmt de ambas espécies. 1 a 267: regido 3 do gene COI; 268 a 325: tRNA;
326 a 929: regifd 5 do gene COIl. Regid marcada em azul: segiiéncia do tRNA™, Subgtituicdes
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ABREVIATURAS DOS GENES MITOCONDRIAIS
12 S: Subunidade ribossdbmica menor;
1 6S: Subunidade ribossébmica maior;
6: ATP F, sintase subunidade 6;
8: ATP F, sintase subunidade 8;
C Ol subunidade | do complexo citocromo oxidade c;
COII: subunidade Il do complexo citocromo oxidade c;
C Ol|l: subunidade 11l do complexo citocromo oxidade c;
CytB: citocromo B;
N D 1.: subunidade 1 do complexo da NADH desidrogenase;
N D 2: subunidade 2 do complexo da NADH desidrogenase;
N D 3: subunidade 3 do complexo da NADH desidrogenase;
N D 4: subunidade 4 do complexo da NADH desidrogenase;
N D 5: subunidade 5 do complexo da NADH desidrogenase;
ND 6: subunidade 6 do complexo da NADH desidrogenase;
A: RNA transportador de alanina;
: RNA transportador de cisteina;
: RNA transportador de &cido aspartico;
: RNA transportador de acido glutamico;
: RNA transportador de fenilalanina;
: RNA transportador de glicina;
: RNA transportador de histidina;
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I: RNA transportador de isoleucina;
K: RNA transportador de lisina;

L: RNA transportador de leucina;

M : RNA transportador de metionina;
N : RNA transportador de asparagina;
P: RNA transportador de prolina;
Q: RNA transportador de glutamina;
R: RNA transportador de arginina;
S: RNA transportador de serina;

T: RNA transportador de treonina;
V: RNA transportador de valina,;

W: RNA transportador de triptofano;

Y: RNA transportador de tirosina.
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1. INTRODUCAO

1.1. Abelhas da tribo Meliponini: aspectos gerais.

As abdhas da tribo Mdiponini pertencem a familia Apideg, subfamilia Apinee
(Michener, 2000). E um grupo bastante antigo, havendo féssds datados do perfodo
cretéceo (135 a 65 milhdes de anos atrds). Acredita-se que 0 grupo possa s ainda mais
antigo devido a sua didtribuicdo geogréfica Segundo Silvera et al. (2002), estas abelhas
etéo presentes em todas regifes tropicas do mundo, bem como nas regides
ubtropicais do hemidfério sul. Portanto, a origem dessas adbdhas sia anterior a
separacdo dos continentes, quando etariam  digtribuidas por toda Gondwana (Roubik,
1989; Camargo e Pedro, 1992; Vdthuis, 1997).

N&o h&d um consenso na literatura a respeito do nimero de espécies que conditui
esa tribo vito que novas descrigbes sGo publicadas freqlientemente. Sabe-se que ha
mais de 300 espécies didribuidas na regido neotropicd (Vdthuis 1997). Edas abehes
sd0 conhecidas como “abelhas sem ferrdo” devido ao faio das fémeas goresentarem o
ferrdo e edruturas associadas extremamente reduzidos (Michener, 2000). As espécies
vaiam muito de tamanho e todas goresentam comportamento eussocid, embora
dgumas espécies como as do género Lestrimditta sgam cleptobidticas (Sivera et al.,
2002).

Diversos subgtratos s80 usados para nidificagdo. A grade maioria das egpécies
utiliza cavidades pré-existentes como ocos de avores, tocas vazias, ninhos de passaos,
termiteiros abandonados ou ativos Ha ainda egpécies que congréem ninhos expostos
gpoiados em gahos de avores e em frestas de rochas (Kar e al., 1996; Vdthuis, 1997;

Michener, 2000). A edreita rdaco de tais abelhas com seu meio é perturbada em razéo



da degradecdo do ambiente pdo desmaamento, uso indiscriminedo de  defensvos
agricolas e queimadas.

Do ponto de viga econdmico, 0s mdiponinios podem ser mangados para fins de
producéo de me e subprodutos. O vaor comercid do me de Tetragonisca angustula
(jaa) chega a ser de oito a dez vezes maor que o de Apis melifera (Noguera-Neto,
1997). A mdiponicultura € uma prdica comum no Brasl. Pesquisadores vém
incentivando 0 mango de epécies regionais como forma de consarvacdo das espécies
nativas bem como fonte dternativa de renda para familias carentes da zona rurd (Kerr,
1996; Ker et al, 1996; NogudraNeto, 1997). Aidar (1996) defende que a
mdiponicultura deva s usada para promover a polinizagdo de plantas cultivadas como
no caso do morango (Fragaria vesca L.), que pode ter sua producdo mehorada com
auxilio de abedhas da espécie Nannotrigona testaceicornis (irai) em casas de vegetacéo
(Bego et al., 1989).

As abdhas tém fundamentd pape ecoldgico, pois auam na polinizecdo cruzada
de espécies vegetals nativas, promovendo a producéo de sementes. De acordo com Kerr
et al. (1996) os mdiponinios seriam responsaves pda palinizacdo de 40 a 90% das
avores nativas, dependendo do ecosssema Ha dados de que no cerrado, 60 a 75% das
espécies vegetas sgam polinizadas por abdhas sem faréo (Silberbauer-Gottsberger e
Gottsherger, 1988). Segundo Michener (2000) a conservacdo de muitos habitats
depende, sobretudo, da conservacdo das populagbes de abelhas, pois caso contr&io, a
reproducdo de grande parte dos dementos da flora pode ficar severamente limitada
Devido a grande importancia ecoldgica e econdmica das abehas sem ferréo, edas tém
Sdo objelo de etudo em v&ios nives hioldgicos como Taxonomia Etologia

Morfologia e Genética



1.2. O género Partamona Schwarz (1939)

O génao Partamona compreende 33 egpecies e goresenta ampla digtribuicdo
geogrdfica, sendo encontrado do sul do México aé o sul do Brasl (Pedro e Camargo,
2003).

Edtas abelhas ocorrem em florestas, cerrados, cagtinga, regides montanhosas,
cordilheiras andines e centro-americanas, chegando a aé mas de 2000 m de dtitude.
Segundo Pedro e Camargo (2003), os hébitos de nidificacdo sfo diversficados havendo
epécies adaptadas a0 ambiente antropico, observadas freqlentemente em vasos de
plantas e frestas de paredes, enquanto outras B0 termitéfilas obrigatdrias. A populacéo
nos ninhos de Partamona varia entre 1.000 e 3.000 individuos adultos (Michener, 1946
apud Camargo e Pedro, 2003). Essas abehas gpresentam comportamento agressivo
atacando massvamente o invasor com mordidas, enroscando nos cabelos e entrando nos
ouwvidos de quem chega perto da entrada do ninho.

O génao Partamona vem sendo amplamente estudedo em nivd morfoldgico,
tendo sua taxonomia Sdo revisada por Pedro e Camargo (2003). Em nive etolGgico,
edudos de aividade de voo foram redizados por Azevedo (1997) em P. hdleri;
também foram observados os padrBes de comportamento de podura, oviposcdo e
gorovisonamento (POP) para P. hdleri, P. aff. nigrior, P. mulata, P. aiylae, P 9.1, P.
$p.2 e P. vicina (Azevedo e Zucchi, 2000). Em nive citogenético foram estudadas oito
espécies, todas apresentando 2r=34 cromossomos: P. pearsoni, (Tardho, 1973), P.
seridoensis (mencionada como aff. nigrior) (Brito, 1998) P. mulata, P. aiylag P. vicina
e P. nhambiquara (mencionada como Partamona p.) (Brito-Ribon et al., 1999) e P.

peckolti (Brito et al., 2003). Para P. hdleri, foi obsarvado um sstema de cromossomos



upranumerarios, dém dos 34 do complemento normd, variando de 0 a 4 tato inter-
colonia quanto intraccol6nia (Codta et al., 1992; Brito et al., 1997; Brito, 1998; Toda et
al., 1998).

Andisess filogenéticas e biogeogréficas foram redizadas por Pedro e Camargo
(2003). Os autores gpontaram, no entanto, uma grande dificuldade em se propor uma
hipbtese filogenética consstente devido a escassez de caracteres morfolOgicos, passives
de codificacdo e polarizagdo. Em um outro trabadho, Camargo e Pedro (2003) ressdtam
que as expécies de Partamona sio muito semdhantes quanto a morfologia e padréo de
cores das abdhas adultas, tendo sSdo importante a indusGo de dados de hébitos de
nidificacdo e dributos da edrutura da entrada dos ninhos para o reconhecimento das
egpécies. Apesy dessa homogeneidade entre as espécies de Partamona, Pedro e
Camargo (2003) asociaram eventos de digungbes e quebras geogréficas a origem dos
grandes grupos filogenéticos do género: hilineata/epiphytophyla, musarum testacea,
nigrior e cupira Tas eventos e quebras foram sugeridos incidmente por Camargo
(1996), a patir da revisio de dados dos tracados biogeogréficos de Aparatrogina e
Paratrigona (Camargo, 1996) e Geotrigona (Camargo e Moure, 1996), como um
possivel moddo que explicaria a diversdade aud de Mdiponini na regido neotropicd.
Seriam edtes:

1 - Um primero grande evento de vicaidncia teria dividido a regido que va do
aul do Méico a0 sul da Améica do Sul em duas grandes &eas faunigticass NW
(noroete da América do Sul, Améica Centrd e sul do México) e SE (Sudeste da
Américado Sul).

2 - Outros dois eventos de vicaridncia anda teriam ocorrido na regido NW

dvidndo-a em trés regides, noroete na Amazbnia (NAmM), oeste da Amazbnia



(SWAmM) e pecifico (Chocd-CA) compreendendo o sul do Méico a0 sudoete do
Equedor;

3 - No tracado SE, um evento de vicaidncia podeior teria isolado a porcéo
abaixo dos rios Maderae Amazonas (SEAm) da porcéo Atlantica (Atl.).

Azevedo (2001) também redizou andises filogendticas paa 0 género
Partamona, usando caracteres comportamentas. Nesse estudo foram andisadas as
sequéncias de eventos do POP de nove espécies de Partamona. No entanto, os dados
também s modraan homogéneos e consequentemente, nd informativos para um
maior detdhamento das rdagbes filogenéticas entre as espécies, tendo Sdo possive,

entretanto, confirmar a monoafilia do grupo.

1.2.1. Partamonamulata (Moure in Camargo, 1980) E P. helleri
(Friese, 1900)

As expécies estudadas no presente trabaho gpresentam diferentes distribuicOes
geogréficas, ndo havendo sobreposi ¢éo entre estas.

P. mulata (Figura 1, A e B) era destrita inicidmente como endémica da regido
de Cuidbad no edado de Mao Grosso (Camargo, 1980), porém, os esforcos de captura
das duas Ultimas décadas modraram que sua distribuicdo geogréfica € bem mais ampla,
podendo ser encontrada no Cerado do sudoeste brasleiro (Mao Grosso e Mao Groso
do Sul), Pantand Mato-grossense e nas savanas da Bolivia (Pedro e Camargo, 2003).
Eda é uma expécie temitdfila obrigadria, ocupando termiteiros epigeos do tipo
“murundu’ ou asociados a avores (Camargo e Pedro, 2003).

P. hdleri (Figura 1, C e D) € uma espécie amplamente distribuida, ocorrendo ao

longo de toda Mata Atlantica Segundo Pedro e Camargo (2003), pode ser encontrada



dede o nordeste de Santa Catarina até a regi& de Sdvador na Bahia. A oeste, chega até
o vde do S0 Fancisco em Minas Geras, na regido dos cerados. Os hébitos de
nidificacdo de P. hdleri sdo badtante diversficados Em aess livres de influéncia
antropica, sfo encontrados ninhos em ocos de &vores, asociados a raizes de epifitas,
ocupando ninhos abandonados de passaro graveteiro (Phacdlodomus p.), e aé ninhos
totdmente livres, goenas gooiados sobre gdhos de avoress Em &eas urbanes,
encontramos essas abelhas sob beirais e cumeeiras de casas, em méguinas abandonadas,
em vans de plantas e em fredas de paredes (Camargo e Pedro, 2003). Segundo
Camargo e Pedro (2003), esta € a Unica egpécie do sudeste brasileiro que néo nidifica
€m associacao com termiteiros.

Apesr de o0 género Partamona ter ddo dividido morfologicamente em cinco
clados, hilineata/epiphytophyla, musarum, testacea, nigrior e cupira, a didribuicdo de
dgumas espécies destes grupos ndo corresponde a0 cinco tragados  biogeogréficos
propostos por Camargo (1996). Um exemplo € o cao de P. mulata e P. hdleri, ambas
reunidess no grupo cupira e digribuidas em tragados biogeogréficos diferentes, CSE e
Atl, respectivamente.

Atuamente, varios autores tém proposto hipteses para a ocupagdo das &ess de
digribuicBo das espécies com base em genedogia de genes do DNA mitocondria
(DNAmt), rdacionando-as com eventos paeodiméicos e paeogeogréficos (Lunt et al.,
1998; Lenk et al., 1999; Ress et al., 2001; de Brito et al., 2002; Goropashnaya et al.,
2004; entre outros).

Escolhemos estudar P. mulata e P. hdleri pela diferenca na digtribuico geogréfica das
mesmas, a primera de didribuicdo redrita a0 sul de Mao Grosso e norte do Mato

Groso do Sul, e a segunda com didribuicio ampla, a0 longo da Mata Atlantica, do sul



da Bahia @é o norte de Santa Caaina. A andise populaciond de ambas espécies, com
base em marcadores moleculares, nos permitira comparar a diversidade genética das
egpécies e veificar a possivel rdacdo da variacdo encontrada com suas distribuicOes

geogréficas.

Fobar Sylvin Marin MATSUESL

Figura 1. Operdias e entradas de ninhos de Partamona mulata (A e B); Partamona
helleri (C e D).




1.3. Marcadores moleculares em estudos populacionais

Os primeiros trabahos redizados sobre genética de populagbes eram baseados
em polimorfismos de caracteres morfoldgicos, com observecdo da segregecéo de
fenGtipos Em vida disso, poucos organismos podiam ser estudados como:  humanos,
Drosophila e milho. Tais caracteres gpresentam baixo polimorfismo e diferentes tipos
de herancall menddiang, quantitativa, interagdes génicas[], e por isw, foram
subdtituidos por uma cdase de macadores desenvolvida na década de 1960, as
izoenzimes.

Pogteriormente, marcadores moleculares de DNA foram tomando espago nes
publicacbes sobre genética populeciond. Isto porque o0 DNA pode s extraido de
quaquer organismo, mesmo preservado em condigbes precaias (Dowling et al., 1996;
Parker et al., 1998). Como s andisa 0 gendtipo (DNA) e ndo o fendtipo (proteina), o
polimorfismo detectado é maior.

Véias s as abordagens para acessar a variacdo do DNA. A comparacdo entre
sequéncias de DNA oferece dta resolucdo e fornece dados que podem ser convertidos
em edimaivas de divergéncia de sequéncia Esta variacdo pode ser também estimada
indiretamente pela comparacdo de fragmentos de DNA separados por detroforese,
verificando-se 0 polimorfismo de tamanho e nimero destes, técnica esta chamada de
RFLP (palimorfismo de tamanho de fragmentos de restricéo).

A origem do DNA a s andisado por RFLP pode s nucleer ou de genomas
citoplasméticos como o DNA mitocondrid (DNAmt). Este genoma agpresenta dta taxa
de mutacido em rdacdo ao DNA nucler (Brown et al., 1979, o que implica em dto
nivd de polimorfismo intra-especifico. O RFLP do DNAmMt vem sendo amplamente

utilizado em estudos populecionais e tem fornecido informacOes acerca de biogeografia,



digpersio, fluxo génico, colonizagdp e edruturacéo de populagbes (Arias e Infante-
Maachias, 2001).

A descricdo de marcadores moleculares baseados na PCR (eacdo em cadeia da
polimerase) tas como RADP, PCR+RFLP, microssatdlites, entre outros, aumentou a
eficdéncia de deteccdo de polimorfismos no nivd do DNA, traduzida em reducéo do
tempo de execucdo dos experimentos, do seu cuso e da sua complexidade (Matioli e
Passos-Bueno, 2001). Tas marcadores tém s modrado efetivos na amodragem de
numerosos locos polimorficos a partir de peguenas quantidades de DNA  (Dowling et
al., 1996).

Em vida de caracteridticas mencionadas como: fécil extracdo a partir de tecidos
preservados e dto polimorfismo, utilizamos marcadores de DNA na investigagdo das
edruturas populacionas de Partamona heleri e P. mulata. Escolhemos andisar o
polimorfismo de marcadores do tipo RFLP do DNAmMt e microssadites pdo fao de
que o primeiro permite inferéncias higtdricas acerca da colonizacdo das aress
geogrdficas onde as egpécies ocorrem, e 0 segundo, a andise da dindmica populaciona

nostempo atuais. As caracteriscas de ambos marcadores s20 detalhadas a seguir.

1.3.1. DNA mitocondrial Animal

O DNA mitocondrid animd € gerdmente uma molécula crcular, de tamanho
vaidve entre organiamos (14 a 42 kb em animas). Bastante econdmico, pois néo
apresenta espagadores entre genes, introns ou regides repetitivas, com raras excegdes
(Wolgenholme, 1992).

Na grande maoria dos genomas mitocondrias estudados, o contelido génico

condse em dois genes paa as subunidades ribossdmicas (12S e 16S), 22 paa RNAs



trangportadores (tRNA) e 13 genes paa enzimas envolvidas na fosforilacdo oxidativa
as subunidades da citocromo oxidase (1, Il, II), citocromo b, as subunidedes 6 e 8 da
ATPase e as sate subunidades da NADH desdrogenase. Possui ainda uma regido
conhecida como D-loop (em vertebrados e equinodermas) ou regido rica em A+T (em
invertebrados), que exibe grande variacdo de tamanho entre os organismos, a qud
contém regifes putativas de controle da replicacdo e transcricio do  DNAmt
(Wolgtenholme, 1992).

A heanca do DNAmMt é materna, embora aguns poucos casos de heranca
biparentd tenham sSdo observados em moluscos (Wolstenholme, 1992). Degta forma,
mutagdes acumuladas ndo o dispersas por melo de recombinagédo (Avise et al., 1987).
Td caracteristica permite que diferencas acumuladas entre matrilinees sgam  usadas
parainferéncias de genedogias de genes.

Outra caracterigtica importante do DNAmt € a sua dta taxa de evolucdo. Ha
autores que rdldam gque a taxa de evolugdo de dguns genes mitocondriais € @rca de 10
vezes maior do que a obsarvada em determinados genes nucleares de cOpia Unica
(Brown et al., 1979; Vawter e Brown, 1986). Eda dta taxa de mutacdo deve-se ao fato
da molécula de DNAmMt estar expoda aos metabdlitos resultantes dos processos que
ocorrem dentro da organda, como a fosforilacdo oxidativa, e austncia de sstema de
reparo eficiente (Wilson et al., 1985).

O polimorfismo mencionado nNéo s resume a subgituigdes ou indels de bases
nitrogenadas, mas também compreende as trandocagfes de genes, mais comuns entre os
tRNAs (Woldenholme, 1992, Dowling e al., 1996; Silvesre et al., 2002). Segundo
Boore e al. (1995), mudancas na ordem génica do DNAmMt <o filogeneticamente

informativas e tém sdo usadas em estudos de Sstemética molecular de invertebrados.
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A combinagdo das caracteridicas mencionadas, heranca materna, eevada taxa
de mutacéo e rddiva facilidade com que o DNAmt pode ser isolado e andisado tornou
a andie dete genoma uma ferramenta importante para etudos acerca da dindmica
populaciond, filogenia e relagbes genética e biogeogréficas entre egpécies (Avise et al.,
1987).

O estudo do DNAmt permite abordegens que podem s asam exemplificadas
andises populecionas e filogenéticas, por meo de mapeamento de redricio ou
sequiienciamento, como redizado paa o diptero Ceratitis capitata (McPheron et al.,
1994); andise de introgressio de hapldtipos mitocondrias em zonas de conteto entre
espécies, como observado em coiotes em rdacdo ao lobo cinza na América do Norte
(Lehman et al, 1991); verificacdo de introdugbes e reintroducbes de espécies de
importéncia econdmica, como moscas da familia Tephritidee nos Estados Unidos, inssto
praga que utiliza polpa de frutas para oviposcéo e desenvolvimento de larvas (Mexner
et al., 2002; Slva et al., 2003); conhecimento das edruturas genéticas das populagdes
para formulacdo de edratégias de conservacdo de espécies amesgadas de extingéo,
como redizado para a gazda, na Ardbia Saudita (Gazella saudiya) (Hammond et al.,
2001); conhecimento das estruturas populacionais e proposicao de eventos histéricos,
como as glaciagbes do Pleistoceno, paa compreensio da digtribuicio da variabilidade
aud. Ege Ultimo tipo de abordagem € o mas freglente na literatura, € vem sendo
redizado para vérias espécies como o gafanhoto Chortippuus parallelus na Europa
(Lunt et al., 1998); peixes da esgpécie Coregonus . na Dinamarca (Hansen et al.,
1999); em tatarugas Emys orbicularis na Europa (Lenk et al., 1999); em besouros do
género Nesotes nas llhas Candrias (Ress et al., 2001); en Drosophila buzzatti no Brasl

(de Brito et al., 2002); em espécies de formiga Formica pratensis e F. lugubris) na
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“Eurddd’ (Goropashnaya et al, 2004); em populagdes de borboletas da espécie
Polyommatus bellargus no Reno Unido (Harper et al., 2004); entre vérios outros.

Muitos trabdhos também abordam as rdagbes filogenéticas com base na
vaiacdo do DNAmt, tato em nivd intra quanto inter-populaciond, corrdacionando-as
com as didribuicdes geogréficas dos clados. Juntos estes dementos condituem a
filogeogrefia (Avise e al., 1987; Avise, 2000). Segundo Avise (2000), as populagdes
naurais podem ser classficadas em diferentes categorias filogeogréficas, facilitando a
compreensdo acerca da dindmica populaciond e dos padrbes de disperséo e colonizagéo
nas &reas de distribuicéo das espécies. SAo cinco categorias:

- Caegoria |: Hagpldtipos mitocondriais didtintos ocupando regifes geogréficas
Sseparadas  (doparia) dentro da didribuicio geogréfica da espécie A
principd explicacdo para ede padréo envolve a exigéncia de bareras ao
fluxo génico, extrinsecas e duradouras. Outra posshilidade seria extinggo de
hepldtipos  intermedi&ios em  eypédes amplamente  didribuidas, com
cgpacidade de dispersio (e fluxo génico) limitada. Pa exemplo, na borboleta
tropicd Heliconius erato, uma separacdo basd na avore de genes de
DNAmMt (datada de cerca de 1,5 a 2 milhbes de anos) disingue populagdes
didgribuides a lete e a oete da cadea montanhosa dos Andes (Brower,
1994).

- Cdegoria _II:  Pronunciades  descortinuidades  filogenéticas  entre  os
hepldtipos, com as principas linhagens co-didribuidas em uma grande &ea
Neste caso, podem ter ocorrido zonas secundarias de contato ou, barreiras
intrinsecas (como  isolamento  reprodutivo)  entre  espécies  Smpétricas

relacionadas. Em moluscos das espécies Cepa nemoralis e Helix aspersa



(Thomaz et al., 199), populagdes locas co-especificas freglentemente
goresentam hgpldtipos  mitocondriais  com  divergéncia de  sequéncia
excedendo a 10% (compardvel a distancias obtidas para taxons didintos
como géneros ou familias).

Categoria_Ill: Maoria dos hepldtipos edretamente rdacionados, anda que
isolados geograficamente. A explicacdo mas provavd paa td padrdo
envolve fluxo génico higoricamente limitado entre populagbes em espécies
nédo subdivididas por bareras duradouras a digperséo. Portanto, mutagOes
recentes edtariam confinadas a subgrupos na didribuicdo da espécie Na
formiga Solenopsis invicta, a limitada movimentagdo das rainhas, ao inves de
uma barera ambienta duradoura a0 fluxo génico, pode contribuir com a
diferenciacdo regiond, observada nas freqiéncias dos hapldtipos de DNAmt
(e também de dozimas e marcadores microssatdites) em populagbes suk
americanas (Ross et al., 1997).

Caegoria 1V: Populagbes com hapldtipos edtreitamente  relacionados  sem
nenhum isolamento geogréfico. Td com na categoria Ill, a auséncia de
bardras a digpersio seria a principd  explicacdo para este padrdo, porém
neste caso o fluxo génico entre populacdes teria sdo intenso. Um exemplo
interessante € o0 dos gdafanhotos migratdrios Melanoplus  sanguinipes.
Conhecidos por sua grande mobilidade a0 longo da digribuicio geogréfica,
goresentaram pouca ou henhuma diferenciacdo entre hgpldtipos de DNAmt
entre populagBes didribuidas no Canadd e nos Edados Unidos (Chapco et

al., 1992).

13



- Caegoria V: Eda categoria € intermedi&ia entre as 1l e IV. Envolve
linhagens freqlientes amplamente  didribuidas  juntamente com  haplétipos
exdusvos, locdmente didribuidos. Nivels intermediaios de fluxo génico
entre populagdes geogréficas seriam a mehor explicacddo para este padréo.
Td como na categoria Ill, possivels genGtipos ancestrais ocorreriam em uma
ampla &ea, enquanto que td como na categoria IV, novas mutagbes néo
teriam ainda se disseminado a0 longo da digtribuicdo geogréfica da espécie.
Sggundo Avise e al. (1987) os srem humenos podem s incluidos na

categoriaV.

De acordo com Avise et al. (1987), faores higtoricos biogeogréficos, ecologias
contemporéneas e comportamento de organismos  tém  desempenhado  importantes
papés na compreensdo das edtruturas genéticas das espécies e levaram a proposicio de
hipGteses filogeogréficas. HipGteses importantes para avdiagdo das populagbes tém sSdo
propodtas & medida que novas metodolgias moleculares tém s tornado  disponiveis.
Hipoteses como:

a) A maoria das espécies € composta de populagbes cujos membros ocupam

diferentes ramos de uma avore filogenética intra-especifica;

b) Espécies com limitada egtrutura populaciond filogeogréfica tém historias de
vida que levam a dispersio e ocupacdo de aress livres de bareras ao fluxo
génico;

c) Grupos mondfiléticos didinguidos por grandes intervdos  filogendticos

normamente surgem de barreiras a0 fluxo génico, extrinsecas e duradouras.
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Essa hipotese tem corol&ios importantes que também sarvem como

predicoes para futuros testes:

1. A medida que o tempo de isdlanento aumenta, 0 grau de concorddncia
filogeogréfica entre diferentes genedl ogias de genes também aumenta;

2. As locdizagbes geogréficas de gaps filogeogréficos sGo concordantes
entre espécies,

3. Intervdos  filogendticos  entre  eypécies SO geograficamente
concordantes, com  fronteras  entre  provincias  zoogeogréficas

tradicionalmente conhecidas.

Sggundo Avie et al. (1987), a evoucdo das egpéces ndo pode mas ser
completamente entedida sem referéncias & edtruturac@o  filogeogréfica  intra-especifica,
uma vez que muitas espécies ja se modraram fortemente estruturadas filogeneticamente
por meio de estudos de DNAMt. As caracteridicas dessa molécula a tornam uma fonte
importante de dados cujo conhecimento por meio da pesquisa, de acordo com Moritz et
al. (1987), representa uma poderosa fusfo entre a biologia molecular e evolutiva, entre

abordagens empiricas e tedricas.

1.3.2. microssatélites

Os micossadites sfo marcadores moleculares  neutros,  condituidos  de
pequenas sequéncias de 1 a 6 pares de bases repetidas in tandem os quas tém dSdo
descritos em todos os organismos aé hoje andisados (Hancock, 1999).

De acordo com Goldgein e Schidtterer (1999), os microssatélites podem ser

dasdficados como: 1 — perfeito se a seqiéncia de bases é repetida sem interrupgles
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(CACACACACA); 2 — imperfeito se uma ou mais repeticies apresentam uma base que
ndo s encaxa na edrutura repetitiva (CACATCACACA); 3 — interrompido se ha
insercdo de um pequeno NUmero de bases que ndo e encaixam na estrutura repetitiva
(CACACATTCACATTCA); 4 — composto quando dois ou mas microssatdites es@o
justapostos (CACACACAGTGTGT).

Os diferentes delos sfo caracterizados pelo comprimento exato em pares de
bases de um fragmento obtido por meo de PCR, usando para isso primers que
flanqueiam a regido das repeticdes in tandem A obtencdo de primers para amplificacéo
de microssatdites conditui-se no maor desdfio paa a utilizacdo deste marcador
molecular (Queler et al., 1993; Matioli e Passos-Bueno, 2001; Zane et al., 2002). Para
0 desenvolvimento de primers homoespecificos, ha a necessdade de se condruir uma
biblioteca gendmica da egécie e redizar a varedura dos cdones com sondas
complementares & repeticbes. Por exemplo, Jones et al. (2003), redizaram a varredura
de 336 clones e obtiveram gpds vaios pasos de refinamento da procura, gpenas 13
pares de primers para locos microssatdites de uma espécie de lagosta (Homarus
americanus).

Entretanto, a utilizacd de primers desenvolvidos para outra epécie, de
preferéncia mas proxima taxonomicamente possivel daguela de interesse, pode ser uma
edfratégia para inicdar um edudo antes de se invedir na condrucdo de primers
especificos (Queller et al., 1993, Parker e al, 1998). Porém, devese saber que a
utilizacBdo de primers heteroespecificos pode incorrer no gparecimento de aeos nulos,
pois qualquer mutacdo que ocorra na sequéncia de DNA complementar aos primers
pode inibir ou impedir completamente a ligagdo destes, resultando tanto em reducéo

como em perda completado produto de PCR (Cdlen et al., 1993).
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Em populagbes naturals, o polimorfismo de locos microssatdlites € consegiéncia
de novas mutagOes, deriva genética e de sdecdo em regifes cromossdmicas ligadas
(Schidtterer e Wiehe, 1999). Dois moddlos sdo descritos para explicar o modo de
mutacdo nos microssatdlites: 1 — “crossing-over” desigud por ero no emparehamento
dos cromossomos homologos na préfase | da meiose, 0 que incorreria em dteracdo no
nimero origind de repetigdes nas cromdides envolvidas com a troca (Smith, 1976); 2 —
“escorregdo” da DNA  polimerase durante a replicacd do DNA, que acaretaia a
diminuicdo ou 0 aumento de repeticies.

Devido a dta vaiddlidade, os microssaédites condituemse em marcadores
nucleares confiaveis para tetes de identidade, mapeamento génico e linkage (revisado
por Egoup et al., 1993). Ainda, por ser um macador codominante, ede € uma
ferramenta Util para estudos populacionais, principdmente em espécies que tenham, por
exemplo, baixa variabilidade em estudos com dozimas (Estoup et al., 1995).

Andises populacionais vém sendo amplamente redizadas por meio da andlise de
polimorfismo de microssatdlites em todos os grupos de animas Exemplos podem ser
citados como: diferenciacdo de populacBes de besouros Pogonus chalceus em que os
autores compararam dados de dozimas com microssaélites e verificaram, com ambos
marcadores, grande isolamento das populacbes Atlanticas em rdacdo & populagdes do
Mediterréneo (Dhuyvetter et al., 2004); em populagbes de peixes da espécie Salveinus
alpinus, a qud ea condderada geneticamente depauperada em edudos populacionas
anteriores, foi obsarvada dta vaiabilidade genética (at€ 49 ddos em um loco) e
estruturacdo em lagos da regido dos Alpes, na Europa (Brunner et al., 1998); em um
trabdho redizado com o anfibio Litoria aurea, na Audrdia, Bumns e al. (2004)

encontraram dta diversdade genética e edtruturacdo entre as populagbes dessa espécie
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de rd, e sugeriram a preservacdo de aress continuas de habitats para a conservagdo da
espécie em aves foi observado isolamento da populacdo espanhola da espécie Ficedula
hypoleuca, em redacdo & populagbes da Replbica Tcheca e Noruega, causada
provavemente pela presenca dos Alpes que conddiria em barera ao fluxo génico
(Haavie et al., 2000); em mamiferos podemos cditar um estudo redizado com bdeias
corcundas em que populagdes da regido do Alasca e da Cdiférnia mostraram-se
diferenciadas mas com certo nive de fluxo génico via machos (Baker et al., 1998).

Atudmente, varias publicagbes tém ressdtado a posshilidade de interpretagtes
errbness de dados populacionals em vida de ndo haver um moddo consolidado para
evolucdo dos microssadites (Baoux e LugortMoulin, 2002; Edoup et al., 2002). Ha
uma clase de moddos (“modeo de duss fases’; “stepwise mutation mode” (SMM);
“generalized mutation model” (GSM); “K-allde modd” (KAM)) que prediz que deos
microssatélites podem mutar em direcio a edtados aédicos ja presentes na populacio e,
portanto, podem gea homoplasas de tamanho (individuos que patilham ddos
idénticos em estado, porém ndo por herangad). HA um outro moddo, “moddo de ddos
infinitos’ (IAM), em que uma mutacdo envolve quaquer nimero de repeticbes in
tandem e sempre resulta em estado délico ndo encontrado previamente na populagio. A
fim de contornar ese problema, Bdoux e Lugon-Moulin (2002) propdem que diferentes
métodos edtatidicos de edimativa de diferenciaco de populagdes, 0s quais assumem
diferentes moddos de evolugdo, sgam usados para comparacdo critica e interpretacdo
cuidadosa dos resultados.

Os microssatdites também podem s usados num outro tipo de abordagem: o
esudo de parentesco e paenidade. Segundo Parker et al. (1998), os microssadites

goresentam  vantagens sobre outras técnicas para estudos de parentesco entre individuos
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de uma populagdo por fornecerem informagbes sobre locos individuas o0 que permite
cdculos de fregiéncias déicas e também, por exibirem dtos niveis de diversdade
génica e consequentemente atos niveis de polimorfismo.

De acordo com Avie (1994), estudos de parentesco (a proporcdo de genes
idénticos por heranca) surgem em praticamente todas discussdes sobre espécies socias,
em gue morfologias e comportamentos peculiares poderiam ter evoluido sob influéncia
de sdecdo de paentes (kin selection) ou inclusive fitness (valor adgptativo de um
individuo que envolve a média de sucesso reprodutivo proprio e de seus parentes). No
ca0 de edudo de parentesco, para que dois individuos retirados ao acaso de uma
colbnia sgam irmdos completos estes devem: 1 - exibir no méximo trés delos por loco
no caso de especies heplo-dipldides como os Hymenopteray 2 - exibir ddos em
freqiéncias condgtentes com a trangmissfo vinda somente de dois paentas 3 -
patilhar dgum ddo que foi observado no edudo da populacdo; 4 - exibir com
freqgiéncia excesso de individuos heterozigotos com rdacdo & freqiéncias ddicas
eperadas na coorte; 5 - exibir vdores de parentesco genatipico proximo a 0,5 (0,75 no
can dos Hymenoptera); 6 - dta varidncia em freqUéncias déicas entre coortes, 7 -
grandes diferencas nas freqgliéncias genctipicas entre coortes (Avise, 1994).

Ege tipo de invetigacdo tem sSido fregliente na literatura, como por exemplo, 0
estudo da edtrutura genética de populacBes e de parentesco em coldnias de cupins no
Jpdo (Vago et al, 2003), que mosrou que a fundagdo de ninhos aconteceu

provavelmente por acasdamento de fundadores aados gparertados.
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1.4. DNA mitocondrial e microssatélites em estudos com abelhas

Entre os Apidee, 0s estudos envolvendo a andise do DNAmMt 2o recentes. Estes
S redringem quase na totdidade & abelhas do género Apis sendo A. mellifera a Unica
espécie cujo genoma mitocondrid jA foi totdmente seglenciado (Crozir e Crozier,
1993). Os polimorfismos detectados no DNAmMt deste género se modtraram excelentes
marcas para caracterizacdo genética de: populagbes (Sheppard et al., 1991, Estoup et
al., 1995; Shanuntavong et al., 1999; Franck et al., 2000; De La RuUa et al., 2001);
subespécies (Arias e al., 1990; Ganery e al., 1992, Arias e Sheppard, 1996; Sheppard
et al., 1996 e 1997; Mexner et al., 2000) e epécies (Ganery et al., 1991 e Arias ¢ al.,
1996). Edtudos filogenéticos com base no DNAmt (Arias e Sheppard, 1996, Garnery e
al., 1992) tém confirmado os ramos evidenciados por meio da morfometria (Ruttner et
al., 1978): A [0 subespécies africanas; M [0 subespécies do norte da Europa e norte da
Africa; C 0 subespécies encontradas no leste da Europa e norte do Mediterraneo; e O [
subespécies que ocorrem no Oriente Médio.

Em Médiponini, andises de DNAmMt vém sendo ampliades pela publicacdo de
caacterizagbes dete genoma em diferentes espécies como redizado por Slvesre
(2002), em que foram sequenciados 14.442 dos 18500 pb do genoma mitocondrid de
Melipona bicolor. Foranm andisados a ordem génica, caracteridicas dos produtos
génicos, edruturas secundarias dos tRNAS e viés para bases adenina e timina Esses
dados introduziram um novo modeo para comparagdo entre as abedhas sam ferrdo, pois
edudos anteriores sempre ussvam 0 DNAmt de Apis como base Além da
caacterizacdo dese genoma, Silvedre (2002) desenhou 44 primers que facilitaram a
amplificacdo do DNAmMt de mdiponinios Caracterizagbes por meio de RFLP também

vém sendo redizadas e mapas de redtricdo j4 foram descritos para cinco espécies de
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Plebeia (P. droryana, P. emerina, P. remota, P. saiqui e Plebea p.) (Francisco e al.,
2001) e sds expécies de Melipona (M. bicolor, M. compressipes M. melanoventer, M.
guadrifasciata, M. rufiventris M. subnitida) (Weinlich et al., 2004). Esses mapas tém
Sdo usados em abordagens filogenéticas, como redizado por Arias e al. (2003)
incuindo a espécie Schwarziana quadripunctata. Esses dados também podem ser (teis
em abordagens populacionals como redizado com Plebeia remota (Francisco, 2002) e
M. g. quadrifasciata e M. g. anthidiodes (Moretto e Arias, comunicagdo pesod). Tas
resultados tém pemitido a verificacdo de varidbilidade genética em todos os nives,
intergenérica, inter e intraespecifica (Slvestre et al., 1999, Francisco et al.,, 2001,
Francisco, 2002 e Wanlich et al., 2004).

Para a espécie P. remota, em especid, Francisco (2002) verificou isolamento
entre quatro populagbes estudadas, com raro compatilhamento de hapldtipos. Ainda,
foi observada grande digténcia genética entre trés populagbes em relagdo a uma outra
populacdo proveniente de Prudentdpolis (PR), 0 que pode ser interpretado como um
indicio de que estgja ocorrendo processo de especiacdo nessas abelhas.

Andisss de locos microssatédlites também tém sdo redizadas em adhas paa o
entendimento das rdagles de parentesco e edruturas populacionals. Estes estudos se
tornaram possives a patir da descricdo de primers flanqueadores de regides
microssatdlite para Apis mellifera e Bombus terrestris (Estoup et al., 1993), Melipona
bicolor (Peterset al., 1998) e Scaptotrigna postica (Paxton et al., 1999a).

Populagbes de Apis mellifera foram estudadas por Franck et al. (1998, 2000 e
2001), e linhagens evolutivas ja destritas com base na morfologia (Ruttner, 1998) e no

DNAmMt (Arias e Sheppard, 1996) foram confirmedas.
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Dados de Bombus foram obtidos por Widmer et al. (1998) que recondruiram a
higtéria da colonizacdo das ilhas Canaias e da Madera por B. terrestris, com base em
dados de microssatdlitess para B. pascuorum, Widmer e Schmid-Hempd (1999),
observaram i solamento parcid entre populagdes dividas pelos Alpes.

Em Mdiponini, ha gpenas um esudo populaciond bassedo em  marcadores
microssatélites (Francisco, 2002). Nesse estudo, foram andisadas quatro populacbes de
Plebela remota provenientes de diferentes locaizagBes geogréficas. Parand (Curitiba e
Prudentdpolis), Séo Paulo, e Santa Caaina Foi observada edtruturacdo entre as quatro
populagdes, concordante com os dados para DNAmMt jA mencionados. O autor também
compara resultados de diferenciacdo genctipica andisando um ou cnco individuos por
ninho para quatro amostras, duas de Cunha (SP) e duas de Prudentopolis (PR). Duas
amodras, uma de cada edado, eram mantidas no meipon&io do Laboratdrio de abehas
da USP em Sho Paulo, enquanto que as outras duas eram mantidas em seus estados de
origem. Os resultados foram contrestantes, pois a andise com cinco individuos resultou
em diferenciacdo genctipica entre as quatro amodras, e a andise com um individuo por
ninho diferenciou gpenas as colbnias provenientes de locas digtintos. Esses dados
modtram que a indusio de individuos dtamente aparentados nas andises incorre em
interpretagOes errbneas da estrutura genética das popul agoes de abelhas.

O paentesco entre abedhas de uma mesma colénia tem s tornando um
importante tema de edudo. Acedita-s2e que as diferencas obsarvadas em
comportamentos entre abelhas do género Apis e de mdiponinios como oviposScéo por
oper&ias e dedruicdo de ovos podos por outras operdias, rituas de oviposicao,
tolerdncia a rainhas novas, escolha da rainha que deve abandonar o ninho (rainha mée

ou ranha virgem) e toleréncia a progénie de mechos, filhos de operarias, pdas irmés, se



devam a diferenca no nimero de acasdamentos da rainha, via sdecdo de parentesco
(Peters e al., 1999). Dados de contagem de espermatozéides em espermatecas de
ranhas, bem como a observecdo de que rainhas goresentam o agpareho reprodutor
masculino acoplado a0 seu corpo gpds a copula, levou os pesquisadores a acreditarem
gue em Mdiponini a ranha copule uma Unica vez durante sua vida (Kerr et al., 1962; da
Slva et al., 1972). Dados obtidos por meio de andise de dozimas em Plebeia droryana
reforcaram essa hipétese (Machado et al., 1984).

Com objetivo de tedar essa hipotese, Paxton et al. (1999b) estudaram as
relacbes de parentesco em Melipona beecheii e Scaptotrigona postica. Os autores
encontraram mais de trés deos de microssadites nas amodras de abdhas coletadas de
uma mesma coldnia, 0 que os levou a airmar que ambas egpécies o fecundadas por
mas de um macho. Gendtipos discordantes com a hipdtese de monoandria também
foram encontrados em Plebela remota (Francisco, 2002). No entanto, 0 autor acredita
que igo e deva a presnga de campeires de outros ninhos ou subdtituicio recente de
ranha. Em contraste com os dados de Paxton et al. (1999b), Peters et al. (1999)
obtiveram coeficientes de parentesco “r” entre 0602 a 0855 paa treze espécies
pertencentes a 10 génercs digintos de Mdiponini (indusve Melipona e Scaptotrigona),
os quas faam condderados dtos e indicativos de que as operd&ias das colbnias so
irmas completas, filhas de um mesmo casd.

O presente trabaho apresenta 0 emprego de andises moleculares do DNAmMt e
de locos microssadites em egpécies do género Partamona com  objetivo de
proporcionar um mehor entendimento das rdagbes genéticas entre populacbes naturas.
O edudo da edruturacéo genética de P. mulata e P. hdleri nos permitiu inferir sobre

eventos higdricos que teriam influenciado a filogeografia das populagbes, e sobre a
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relacdo entre a degradacdo das dreas de ocorréncia destas (Cerrado e Mata Atléantica,
respectivamente) eo status geneético de suas popul agles.

Paa a redizacéo dese trabdho populaciond foi necessiia inicidmente uma
caacterizacdo dos marcadores moleculares que seriam empregados. Sendo assm, oS
mapas de redtricdo parciais para 0 genoma mitocondrid de P. mulata e P. hdleri foram
obtidos e os ddos dos locos de microssadlites seqlienciados. A caracterizacdo dos
genomas mitocondrials das duas egpécies resultou em uma publicacd na revisa
Apidologie (Anexo 1) e os resultados, bem como a metodologia das andises de

sequienciamento dos microssatélites estdo descritas no anexo 2.
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2. OBJETIVOS

O presente trabaho gpresenta 0 edudo populaciond de duss epécies do género
Partamona: P. mulata e P. heleri. O principd objetivo foi comparar as possivels
relagbes entre didtribuicdo geogréfica e variabilidade genética das espécies e, com base
na freqiéncia de hepldtipos e ddos de microssadites, inferir sobre a dindmica
populaciond e biologia de cada espécie.

Paraatingir ta objetivo, tinhamos especificamente as metas de:

1. Condruir o magpa de redric2o e locdizar 0s genes principas do genoma mitocondria
das duas espécies (P. hdlleri e P. mulata);

2. ldentificar os hgplGtipos mitocondriais exisentes ao longo da digtribuicdo geogréfica
de cada egpécie e inferir as possivels corrdagtes (haplétipos versus biogeogrefia)
com a colonizagdo e dispersio de ambes;

3. Veificar as rdagbes genéticas e filogenéticas entre os hgpldtipos mitocondriais
encontrados,

4. Andisar regibes de DNA microssatdlite em ambas espécies e respectivas populagdes
e redizar as mesmas corrdagbes acima referidas (item 2), agora utilizando um
marcador de origem nudesr;

5. Verificar possive fluxo génico entre popul agdes;

6. Em havendo fluxo génico, se este ocorre igud mente via fémea e viamacho;

7. Veificar quantos machos fecundam as rainhas de ambas espécies;

8. Fndmente veificar a possive influéncia entre digtribuicdo geogréfica regtrita (P.
mulata) e ampla (P. helleri) na dindmica populeciond dessas duas espécies, com

base nos marcadores molecul ares determinados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Bioldgico

Foram coletados 50 individuos em média, de 58 colénias de Partamona mulata e
de 47 de Partamona helleri, provenientes de véias locdidades no Brasl (Tabda 1,
Figuras 1 e 2). As colonias, provenientes de Vigosa e Porto Firme (MG), foram
coletadas no Apiaio da Universdade Federd de Vigosa |a mantides desde 1990. Em
S0 Palo, uma colénia mantida no meiponaio do Laboradrio de Abdhes da
Universdade de Sfo Paulo também foi amostrada Todas as outras colonias de P.
helleri e de P. mulata foram coletadas na netureza.

As abdhas coletadas em S2o Paulo foram mantidas a -80 °C aé a extragdo de
DNA. As abdhas coletadas nas outras locdidades foram trazidas em nitrogénio liquido
e depois armazenadas a -80 °C até o momento da extracdo de DNA.

Os expécimes foram identificados peda Dra Slvia Regina de Menezes Pedro
(FFCLRP/IUSP) e depositados na Colecdo do Depatamento de Biologia da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP.

A denominacgo das populagdes ao longo do texto serd como se segue

P. mulata:
. Poc: colbnias provenientes de Poconé— MT;

Cac: coldnias provenientes de Caceres — MT;

Cba: colonias provenientes de Cuiaba— MT;

Sal: coldnias provenientes de Santo Antonio do Leverger — MT;
Cgd: colonias provenientes de Campo Grande— MS

P. hdleri:
- SC: col6nias provenientes de Blumenau e Luiz Alves— SC;
SP: colbnias provenientes de Séo Paulo e BiritibaMirim — SP;
M G: colbnias provenientes de Vigosa, SSo Migud do Anta e Porto Firme- MG,
ES: col6nias provenientes de Coldina— ES;
BA: colonias provenientes de [lhéus e Coaraci — BA.
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Tabda 1. Locas de coleta, procedéncia e nimero de colbnias amostradas de P. mulata

eP. helleri.
. No. deninhos Coordenadas
Espécie Local de Coleta amostrados Geogr 4ficas

Caceres— MT 13 S16°11 /W57 40
Cuidbd— MT 12 S15°23 W 55° 59

P.mulata |Poconé—MT 14 S16°18 /W 56° 31
Santo Antonio de Leverger — MT 6 S15°45/ W 55° 39
Campo Grande — MS 13 S20°28 /W 54° 37
Blumenau — SC S26°55 /W4 03
LuisAlves— SC S26°35 /W 48° 50
BiritibaMirim — SP 2 S23°36 /W 45°59
SéoPallo - SP 11 S23°32 /| W 46°38

P hdleri |Porto Firme—MG S20° 40/ W 43° 05
Vigosa— MG S20° 45/ W 420 52
S%0 Migud do Anta— MG S20°042 | W 42° 43
Coldina— ES 9 S1° 23 /W 4P 41
IIhéus— BA 1 S14° 47 | W 3 10
Coaraci — BA 2 S14 4 /W 3P 27
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Figura 2. Mgpa pacid da América do Sul apresentando os locas de coleta de P.
mulata (A) e P. helleri (@) em diferentes estados brasileiros.
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3.2. DNAmMt

3.2.1. Extracao de DNA

Para as andlisess do DNAmt, o DNA totdl foi extraido do torax de dez individuos

de cada colonia de P. mulata e P. helleri pdo mé&odo TNE Corex (Sheppad e

McPheron, 1991). O protocolo utilizado foi 0 seguinte:

1. Macerar os térax de dez individuos em 1 ml de tampd A (10 mM Tris pH 7,0; 60
mM NaCl; 5% sacarose; 10 mM EDTA) em tubo Corex;

2. Adiconar 1 ml do tampd& B (300 mM Tris pH 7,0; 1,24% SDS, 5% sacaross 20
mM EDTA; 0,8% DEPC);

3. Incubar ostubas por 15 minutos em gdo;

4. Adicionar 1 volume de fenol equilibrado misturando gentilmente;

5. Incubar ostubos por 3 minutos em gelo;

6. Centrifugar a7.000 rpm* por 5 minutosa4 °C;

7. Tranderir 0 sobrenadante para um outro tubo corex limpo e adicionar 1 volume de
fenol/cloroformio (24:1 dcool isoamilico). Usar um vortex paramisturar bem;

8. Repetir 0 pas0 6;

9. Trandferir 0 sobrenadante para um outro tubo Corex limpo e adicionar 1 volume de
coroférmio (24:1 dcoal isoamilico). Usar um vortex paramisturar bem;

10. Reytir 0 pas0 6;

11. Trandeir 0 sobrenadante para um tubo Corex limpo e dgliconizado e adicionar 1
volume de TE 1X (10 mM Tris 0,1 mM EDTA), 5% de volume de acetato de sodio

3M pH 7,0 e10 ml de etanal 100% a -20 °C. Incubar a-20 °C por 2 hores,

12. Centrifugar a12.000 rpm® por 30 minutosa4 °C;

1 Centrifuga Jouan MR23i, rotor de angulo fixo modelo AM.SOC.13.
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13. Descatar 0 sobrenadante e dissolver o precipitado com 1 ml de TE 1X. Adicionar

50 il de acetato de sodio 3 M pH 7,0 e 10 ml de etanol 100% a-20 °C. Incubar
novamente a -20 °C por 2 horas,

14. Repstir 0 paso 12;

15. Descatar 0 sobrenadante e lavar o precipitado com 3 ml de etanol 70% a-20 °C;

16. Centrifugar a12.000 rpm’ por 10 minutosa4 °C;

17. Descatar cuidadosamente o etanol 70% e secar 0 precipitado em bomba de vécuo
por 5 minutos,

18. Disolver o precipitado em 100 nl de TE 1X;

19. Armazenar o DNA a-20°C.

3.2.2. PCR+RFLP do DNAmMt

Para amplificacdo do DNAmt de Partamona foram usados primers. universas
paa insgtos (Smon et al., 1994); derivedos de Apis melifera (Hdl e Smith, 1991; Arias
et al., 1998) e de Melipona bicolor (Francisco et al., 2001; Slvedre, 2002) (Tebda2).

As reagbes de PCR foram redizadas em volumes de 50 nl finas contendo: 325
nl de &ua deonizada, 5 nl de tampd de PCR 10x; 5 nl de ANTPs 2 mM cada; 1,5 nl
de MgCl, 50 mM; 1,5 nl de cada primer 20 nM; 05 ni da extracdo de DNA e 25 U de
Taqg DNA polimerase (Invitrogen). As reagcOes de PCR foram precedidas de um passo de
desnauracéo a M4 °C por 1 minuto seguindo-se 35 a 40 ciclos de desnauragéo 94 °C
por 1 minuto, andamento por 1 minuto e vinte segundos e eongacdo a 64 °C por 1
minuto. Ao find desses cicos, um passo extra de dongacéo a 64 °C por 10 minutos foi
efetuado. A temperdura de andamento e 0 nimero de cicos foram gudados paa

agqud es pares que amplificaram bandas inespecificas dém da banda correta.

L_ Centrif uga Jouan MR23i, rotor de angulo fixo modelo AM.SOC.13.



Quaro regibes mitocondriais de P. mulata e P. hdleri foram amplificadas O
COll; ATP8, ATPS6; cytB, ND1; COIll, ND3[, as quas foram submetidas a digestbes
smples e duplas com sais enzimas de restricéo (tabela 2) para obtencdo dos haplGtipos
mitocondrias. As digetGes foram montadas com 5 U de enzima e 2il do respectivo
tampdo, e 3 ou 5il do produto da PCR, num volume find de 20 il. Os tubos foram
incubados pda noite a 37 °C. Digestdes duplas foran executadas com objetivo de
mapeamento dos Sitios de restricdo nos fragmentos. Estas foram redizadas como duas

digestdes s mples intercaadas por uma precipitacdo como se seguel

1. Rdirar a diget@ do banho-maria 37 °C e adicionar 1,1il EDTA 02 M pH 80, 2 il
acetato de sodio 3M pH 7,0 e 1001 | etanol 100% a -20 °C;

2. Incubar o tubo a-20 °C por duas horas,

3. Centrifugar a14.000 rpnf por 30 minutos a4 °C;

4. Descatar o sobrenadante e adicionar 100 i | de etanol 70% a-20 °C;

5. Centrifugar a14.000 rpm? por 10 minutos a4 °C;

6. Descartar 0 sobrenadante e secar 0 precipitado em bomba de vacuo por 3 minutos,

7. Ressuspender o predipitado em 17,5 ul de &gua deionizada e acrescentar 5 U de
enzimae 2 i do tam@o de atuacéo especifico;

8. Incubar adigestéo pelanoite em temperatura adegquada para atuacdo daenzima
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As bandas resultantes de digestGes de fragmentos de PCR foram visudizadas em

gel de agaose 2%, corado com brometo de etideo, em trandluminador UV e

fotografado com filme polaroide 667.

Tabda 2. Condigbes de PCR e pares de primers usados para amplificacédo do DNAmt
de Partamona paa 0 PCR+RFLP. Sio modrados contelido génico por regido; (Cf)
Comprimento do fragmento em pares de bases, (Ta) Temperatura de andamento em °C
e enzimas Uutilizadas para digest@o dos fragmentos.

Primers prci;n?SZis Cf (pb) Ta(nimero deciclos) Erréitrpiz;;ge Zeg;eir)? rr?(la?:
P. mulata P. hdleri

COl —IIF COll 900  43(40x) 435(35x) Clal, Dral, b
mtD18 Fbal e Hinf | a
mD19  ATP8,ATP6 1100 42(35x) 42(35x)  Dral e Hinf | a
Seqll c
mtD26 cytB, ND1 1700 42 (35%) 42 (35x) Dral, Haelll e a
mtD30 Hinf | a
5612R COlll,ND3 1200 44 (35x) 43 (40x) Dral, Hindlll e d
tPheF Hinf | d

a—Smonetal. (1994); b —Hdl and Smith (1991); ¢ —Silvestre (2002); d — Francisco et al. (2001).

3.2.3. Analises estatisticas
Os diferentes pefis de diget@ obsavados foram dedgnados por leras.
Hapldtipos mitocondriais de P. mulata e P. helleri foram composos por meo da

justaposi¢éo dedtas | etras.
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Optourse por trabadhar com padrbes de bandas geradas por enzimalfragmento,
pois ndo foi possivel mapear Sitios de rediricdo para as enzimas Dra | e Hinf | em dguns

dos fragmentos andisados.

Utilizando o pecote de programas REAP (“Redriction Enzyme Andyss
Package’) v4.0 (McElroy et al., 1992) foram redizados diversos cdculos com o
programa D, a digéncia genética entre os hapldtipos (d) (Ne e Tgima, 1981; Ne e
Miller, 1990); com o DSE, o ero padréo dessas edimativas (Ne e Tgima, 1983; Nd,
1987); com o programa DA, o indice de diversdade haplotipica (h) (Ne, 1987), os
vadores de diversdade nudectidica dentro de cada populacdo ( 8) e de divergéncia de
sequéncia de nucleotideos entre todos os pares de populagbes (8) (Ne e Tgima 1981,
Ne, 1987); com o programa MONTE, a heterogeneidade das freqliéncias haplotipicas

entre as amodras, testada através da smulagdo Monte Carlo (Roff e Bentzen, 1989).

O prograna ARLEQUIN Vv2000 (Schneder et al., 2000) fo utilizado para
redizar 0 teste exato, em conjunto com o0 méodo da cadeia de Makov (Raymond e
Rousset, 1995 Goudet et al., 1996), com a findidade de se verificar diferencas entre as
populagbes baseando-se nas fregiéncias heplotipicas. Com 0 mesmo  programa,
redizaramse cdculos paa andise da edrutura populeciond das duass espécies
empregando-s¢ a andise de varidncia molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992 e
também o indice Fst entre pares de populagbes, o qud, pode s usado como uma
edimaiva da digéncia genética entre das. A dgnificancia de todos esses vdores foi
tetada aravés de testes ndo paraméricos de permutacédo (a = 0,05) (Excoffieret al.,

1992).



O programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Andyss) v2.1 (Kumar et
al., 2001) foi utilizado para inferir as relagbes entre os hapldtipos do DNAM, através de
um fenograma, segundo 0 méodo de Evolugdo Minima (Rzhetsky e Ne, 1992), a partir
da mariz dos vdores de d. Fenogramas também foram condruidos para inferir as

relagdes entre as cinco popul agdes estudadas com base nos vaores de d e de Fsr.

O prograna NETWORK 4106 (www.fluxus-engineering.com) foi utilizado
para condruir redes de inter-rdacdo entre hgpldtipos atribuindo-se 0 mesmo peso paa

OS caracteres.

3.3. Microssatélites
3.3.1. Extracao de DNA
Para os testes das condigdes de PCR (temperaiura de hibridagdo dos primers e
nimero de cdcos), o DNA gendmico de um individuo de cada espécie foi extraido
Seguindo o protocolo de Walsh et al. (1991) que consiste em:
1. Adicionar um torax de abelhaa400 nl de solucdo de resinachelex 10%;
2. Incubar o tubo a56 °C por 30 minutos,
3. “Vortexa” por 10 segundos;
4. Incubar em &guafervente por 5 minuos,
5. “Vortexa” por 10 segundos;
6. Centrifugar por 3 minutos a 14.000 rpm* em temperatura ambiente;
7. Usar 0 sobrenadante para reacoes de PCR;

8. Estocar a-20 °C.



3.3.2. PCR de microssatélites

Foran testados primers derivados de Apis mellifera (Edoup et al., 1993),
Bombus terrestris (Etoup et al., 1993), M. bicolor (Peters et al., 1998) e Scaptotrigona
postica (Paxton et al., 1999a), sumarizedos natabela 3.

As reagdes de PCR foram redizadas em volumes de 10 ni finas contendo: 5,6
n de égua deonizeda; 1 nl de tampd de PCR 10x; 05 nl de dNTPs 2 mM cada, 0,3 ni
de MgCl> 50 mM; 02 nl de cada primer 20 nM; 2 nl da extracdo de DNA (de um tota
de 400 nl) e 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen). As reagdes foram submetidas a
um passo de desnaturacdo a 93 °C por 4 minutos sguindo-s2 35 a 45 ddos de
desnaturacdo 93 °C por 40 segundos, hibridagdo dos primers por 50 segundos e
extensio a 72 °C por quarenta segundos. Ao find desses cidos, um passo extra de

extensdp a 72 °C por 5 minutos foi efetuado.



Tabeda 3. Primers derivados de Apis mellifera (A), Bombus terrestris (B), M. bicolor (Mbi) e
Scaptotrigona postica (T), tesados para a amplificagdo de locos microssatdlites em P. mulata e
P. helleri, respectiva repeticéo e referéncia. Cf: comprimento do fragmento.

Primers ge(ggo Repeticio Referéncia
Al4 215 (CTM)13..(CGTY a
A28 122-145 (CCT)GCT(CCTH(CT)5TT(CT a
A 88 138-154 (CT)TC(CCTT)ACTTT)...(GGAY, a
B124 212-262 (CTETCCTCTTC...(CT)uCCTC a
Mbi1l 152 (GC)s..(GGCT)s(ACC)sATC(GCC)s b
Mbi28 108 (TCC)ACC(TCO)s b
Mbi32 154 (GGA) {GGAGAA) 5 b
Mbi33 140 TTC(TTC),TCTTCC(TCT),(TCO)s b
Mbig8 94 (GAAA),GGAAG(AAAGA) (AAGGA) ,AAAGAAAC(GAG), b
Mbi201 152 (CTT)CTC(CTT)CCT o(CTT), b
Mbi215 92 (TTO)s b
Mbi218 131 (CTT)(TCT), b
Mbi232 128 (CT )1 b
Mbi233 119 (GAA) 15 b
Mbi254 213 (AAG)1, b
Mbi256 127 (AGA), b
Mbi259 13 (AGG)(AGA)s(GGA):GAA(GGA) b
Mbi278 113 CTT(CTC),CTTCTCTGCTTCC b
Mbi305 106 (TCT)oCCTTCG(TCT)ACAT)s(CAG)(CAT)A(CCT)s b
Mbi522 136 (TCT)(CTT)2(CCT)(CTTC)(TGCLTGT(TGC) b
T135 120-132 (CThs c
T332 109-131 (CTh c
T4171 100-132 (CTho c
T7.5 76-104 (CTho c
T840 124-138 (CThs c

a— Estoupetal. (1993); b — Peters et al. (1998); ¢ — Paxton et al. (19994).

3.3.3. Visualizacao dos fragmentos

Os microssadlites amplificados foram submetidos a detroforese em gd de
poliacrilamida néo desnaurante, 165 cm x 145 cm. Paa confeccdo dos gés 5,6%
foram usados 400 il de persulfato de ardnio 10%; 20il de TEMED (GIBCO) e 40 ml
da solucdo estoque de pdiaxilamida 100 ml TBE 10X, 140 ml de acrylamide

ReadySol DNA/PAGE 40% Plus One®, 760 ml de &gua deionizada Para confeccéo de
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gés %, mudou- goenas a Dlucdo estoque de paliacrilamidac 100 ml TBE 10X, 225

ml de acrylamide ReadySol DNA/PAGE 40% Plus One®, 760 ml de &gua deionizada.

Usou-se marcador de peso molecular 10 pb ladder para edimativa do tamanho dos

fragmentos. Para os locos mais polimorficos, PCRs dos diferentes ddos observados

também eram gplicados no gd, para maor precisio na genctipagem dos individuos A

revelacdo dos gésfoi redizada como se segue

1. Colocar 0 gd em 200 ml de solugio fixadora (20 ml de eanol 100%; 1 ml de Adido
Acético Glacid e 179 ml de &gua detilada) por 20 minutos,

2. Colocar o gd em solucdo de AgNOs (0,3 g e AgNOs; 50 ml de solucéo fixadora e
100 ml de &gua dedtilada) por 10 minutos,

3. Lavar o gd em 200 ml de &ua destilada por 2 minutos,

4. Coocar o gd em 200 ml da solugdo revdadora (6 g de NaOH; 600il de
formadeido 37% e 200 ml de &gua degtilada) por aproximadamente 10 minutos;

5. Lavar o gd em &guadedtilada por 10 minutos;

6. Colocar 0 gd novamente na oluggo fixadora por no minimo 10 minutos.

3.3.4. Analise estatistica

Para a composcdo dos dados de microssadlites, um individuo por ninho de P.
mulata e P. hdleri foi genctipado para os diferentes locos microssatdlites. Os deos de
microssatdlite verificados foram representados por leras ou nimeros na construgdo das
meétrizes de gendtipos, necessrias para cd culos empregando-se programeas estatisticos.

O tegte de equilibrio de Hardy-Weinberg, exao de Fisher, teste U (para verificar
exes0 ou deficiéncias de heterozigotos), diversdade génica, desequilibrio de ligacdo,

taxas de heterozigose (H), fregiéncia déica e diferenciacdo populaciond (délica e

37



genatipica), Fst (corrdacdo entre dois aelos retirados ap acaso de sub-populagdes com
relacdo a dedos amostrados ao acaso da populagéo totd), foram caculados usando-se 0
programa GENEPOP v3.3 (Raymond e Rousset, 1995b).

Os programas BIOSYS — 2 (Swofford e Sdander, 1997) e MEGA 2.1 (Kumar et
al., 2001) foram utilizados para, respectivamente, cdculo da edimetiva da digénca
genética entre populaghes e congrucdo de fenograma pdo méodo de Evolucdo Minima
(Rzhetsky e Nei, 1992).

O teste de Mantd para verificagdo da corrdacéo das disténcias genéticas versus
a digéncda geogréfica foi redizado usando o programa MANTEL FOR WINDOWS

(Cavalcanti, 1989).

3.3.5. Estudo de parentesco

Para a redizacéo de estudos sobre 0 parentesco, escolhemos duas colbnias de
cada populecio de ambas egpécies. Foram amodrados 10 individuos de cada colbnia
Foram andisados trés locos microssatdites, Mbi278, T3-32 e T4-171 para P. mulata e
Mbi215, Mbi278, e T4-171 paraP. helleri.

A visudizacdo dos fragmentos foi redizada, td como descrito no item 3.3.3, em
géis de poliacrilamida 9%.

A andise do nimero de possivels acasdamentos das rainhas de Partanona foi
redizada com o programa MATESOFT  (www.zi.ku.dk/popecol/personal/JRPederson/MateSoft.htm).
O grau de parentesco (p) foi caculado segundo a formula [p= 0,5(1/pe)] de Hamilton
(1964), onde pe é o numero de patriliness efetivas 0 qua foi edimado peo software

MATESOFT, com base na identidade dos ados e suas fregliéncias observadas para

toda a populagéo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Amplificacdo de Microssatélites de P. mulata E P. helleri

Dos 25 pares de primers tedtados, 9 agpresentaram resultados satisfatorios para
Partamona mulata: sete ddes com primers derivados de M. bicolor (Mbi28, Mbi32,
Mbi201, Mbi215 Mbi218, Mhi278, Mhbi522) dois derivados de Scaptotrigona postica
(T3-32 e T4171) (Figura 3). Paa P. hdleri foram amplificados 10 locos nove com
primers derivados de M. bicolor (Mbill, Mbi28, Mhi32, Mhi33, Mhi201, Mhi215,
Mbi218, Mhi278 e Mbi522) e um de Scaptotrigona postica (T4-171) (Figura 4). Os
comprimentos dos fragmentos obtidos e as adgptagbes das condigdes de PCR redizadas,
como temperaturas de hibridacdo dos primers e nimero de cidos utilizados, estéo
sumarizados natabda 4.

Os resultados de microssatdites gpontam maior Smilaridade entre os genomas
de ambas expécies de Partamona com M. bicolor, viso que o maior nimero de locos,
foram amplificados com primers derivados deta egpécie O mesmo ja foi evidenciado
para Plebeia remota por Francisco (2002), em que primers derivados de Apis mellifera e
Bombus terrestris (tabda 3) ndo amplificaeam bandas satifatdrias para  estudo

populaciond.
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Tabda 4. Locos de microssadites amplificados nes egpécies P. mulata e P. heleri Ta:
Temperatura de hibridacdo dos primers (com nimero de ciclos entre paréntess); Cfe:
Comprimento esperado do fragmento (pares de bases) de acordo com aliteratura; Cfo:
comprimento do fragmento (pares de bases) obsarvado por seqUenciamento. Pm: P.
mulata; Ph: P. helleri. (-): Néo houve amplificacZo.

Loco (ci;:IE:)CPm (dzlf; :)Cph Cfe (pb) Cfo(pb)Pm  Cfo(pb) Ph
Mbill %5 (309 55 (309 152 137 137
Mbi28 60(309 60 (309 108 105 105
Mbi32 65 (30 65 (309 145 140 140
Mbiz3 65 (309 65309 140 141 141
Mbi201 65 (40) 65 (309 15 126 126
Mbi215 65 (309 €5 (309 92 95 83/95
Mbi218 65 (309 65 (309 131 21 21
Mbi278 65 (309 65 (309 13 104 106
Mbi522 65 (39 64 (459 136 135 135
T332 65 (30 100131 93

T4171 55 (409 55 (409 100-132 104 104




Figura 3. Fracionamento em gd de poliacrilamida 5,6% dos fragmentos amplificados
em Partamona mulata. 1: Mbi28. 22 Mbi32 3. Mbi201. 4: Mbi215. 5: Mbi218. 6:
Mbi278. 7. Mbi522. 8 T3-32. M : Marcador molecular 10pb ladder (* 100pb).

Figura 4. Fracionamento em gd de poliacilamida 56% dos fragmentos amplificados
em Partamona helleri. 1: Mbill 2 Mbi28. 3: Mbi32 4. Mbi201l. 5. Mbi33. 6:
Mbi215. 70 Mbi218. 8 Mbi278. 9T4-171. M: Marcador molecular 10pb ladder

(*100pb).
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4.2. Analises populacionais
4.2 .1. Partamona mulata

4.2.1.1. PCR+RFLP do DNAmt

Descricédo e frequéncias de haplétipos mitocondriais

Foram andisadas cinco populagbes de P. mulata coletadas em Mato Groso e
Mao Groso do Sul totdizando 58 colonias Cac (14), Poc (13), Cha (12), A (6) e
Cgd (13) (Tabda 1). Foram utilizados os paes de primers COI-IIFmtD18;
mtD19/Sgll; mtD26/mtD30 e 5612R/tPheF para amplificacdo de regides do DNAmt
resultando em fragmentos de 900; 1.100; 1.800 e 1.200 pb, respectivamente. Néo foram
observadas diferencas nos tamanhos dos fragmentos amplificados entre as diferentes
colonias.

No totd foram andisados 27 sitios de restricdo. Os ditios de restricdo de Dra |
dos fragmentos mtD26/mtD30, mtD19/Seqll e 5612R/APheF, ndb puderam ser
mapeedos. Portanto, a andise do DNAmt foi redizada com base no padréo de bandas
gerado, e ndo por andise de mapas ¢ restricdn. O perfil de digestdo de cada fragmento
obtido por enzima utilizada foi desgnado por uma letra (Figura 5). Os tamanhos dos
bandas geradas podem s vigtos na tabda 5. No caso do fragmento COI-IIFmtD18, os
tamanhos das bandas obtides gpds a digestéo foran edimados por seglienciamento
(Anexo 1). Hapldtipos compostos foram daborados a partir da justaposicio dessas letras
para ambas egpécies. Foram obtidos gpenas dois hepldtipos (HOL e HO2) didintos para

P. mulata (Tabela 6).
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Figura 5. Fracionamento em gd de agarose 2% contendo os perfis de digestdo de fragmentos de DNAmt
de P. miata. As enzimas usadas para digestéo dos fragmentos estéo discriminadas por raa D: Dra l; C:
Cla I; F Fba I; Ha Hae Ill; Hd: Hind Ill; Hf: Hinf I. Excetuando o perfil da raia 3 (Bm), todos os perfis
obsarvados foram designados como Am (Tabda 5). n: Fragmento néo digerido. M: marcador de peso
molecular 100 pb ladder . Os tamanhos das bandas marcadoras mais fortes estdo descritos adireitado gel.



Tabela 5. Fragmentos obtidos, em paes de bases por melo de PCR+RFLP de regides
mitocondrials amplificadas de P. mulata, codificados como presenca (1) ou auséncia (0). Enzimaes

usadas. | — Dral; Il = Hinfl; 111 = Cla|; Fbal ; Haelll; Hind 1. (Frag.: Fragmentos).
I
COI-lIF/ mtD18Dra | mtD26/mtD30 Dra | mtD19/Seqll Dral 5612R/tPheF Dra |
Frag.* Am Bm Frag. Am Frag. Am Frag. Am
560 0 1 650 1
336 1 0 900 1 400 1 200 1
224 1 0 310 1 200 1 175 1
178 1 1 300 1 150 1 100 1
137 1 1 50 1 100 1 50 1
56 1 1
* Tamanhos observados pelo seglienciamento.
I
COHIF/ mtD18 Hinfl mtD26/mtD30 Hinfl mtD19/Seqll Hinfl 5612R/tPheF Hinfl
Frag.* Am Frag. Am Frag. Am Frag. Am
567 1 900 1
270 1 520 1 1000 1 900 1
64 1 300 1 200 1 300 1
30 1

* Tamanhos observados pelo seglienciamento.

COI-lIF/f mtD18Cla COI-lIF/ mtD18Fba | mtD26/mtD30 Hae Il 5612R/tPheF Hind Il
Frag. Am Frag. Am Frag. Am Frag. Am
900 1 600 1 1800 1 1000 1
300 1 150 1

Tabda 6. Hapldtipos mitocondriais de P. mulata obtidos pea composicZo de perfis de digestéo de

fragmentos amplificados.

COI-lIF/ mtD18 mtD26/ mtD30 mtD19/ Seq 11 5612R / tPheF
Hapldtipo  Dral Hinfl Fbal Clal Dral Hinfl Haelll Dral Hinfl Dral Hinfl Hindlll
HO01 A A A A A A A A A A A A
H Q02 B A A A A A A A A A A A




O haplétipo HO1 foi observado nas cinco populagbes estudades, tendo Sdo o
mais freqiente, ocorrendo em 57 das 58 colbnias andisades. O Unico hapldtipo

excdusvo observado nesta egpécie foi HO2, ocorrendo agpenas em uma colbnia de

Campo Grande (Figura 6).
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Figura 6. Magpa pacid da regido CentroOeste do Brasl goresentando a distribuicéo
dos hepldtipos mitocondriais de P. mulata, em propor¢éo, em seus locas de coleta Em

verde HOL; em laranja HO2.



Divergéncia de seqliéncia, diversidade haplotipica e nucleotidica

Uma médriz binaia para presenca (1) ou auséncia (0) de bandas foi gerada a
patir dos dados da tabda 5. A patir desta matriz foi possivd cdcular a estimativa de
divergéncia de sequéncia (d) para os dois hgpldtipos de P. mulata. O vaor (d) foi de
0,27% e o ero padréo de 0,43%, ou sga bem maor que a distdncia caculada Portanto
pode-se concluir que as colbniass amodradas de P. mulata Sfo praticamente idénticas
com relacdo asr egifes do DNAmt andisadas.

A diferenca entre os dois hepldtipos é a presencalauséncia de um ditio de
resricédo Dra |, no fragmento COI-IIFmtD18. Devido a essa peguena diferenca, os
indices de diversdade haplatipica (h) e nuclectidica (p) foram iguas a O para todas
populagbes com excecdo de Cgd, que goresentou 0,1594 (ero padrédo 0,09448) e
0,000447, respectivamente. Esses vdores redfirmam a baxa vaiabilidade intra-

especifica com rel aco &s regides mitocondriais analisadas.

Estruturacéao populacional

Apesar da notdria ndo subdivisio das populagdes, os indices de divergéncias de
sequéncia () e Fst foram cdculados (Tabela 7). Os vaores de Fsr, igud a 0 para todos
0s pares de populagbes de P. mulata andisadas, confirmam que ndo ha edtruturacéo
entre edas. Devido a esses resultados ndo foi possive, nem necessio, obter
fenograma a partir das distncias genéticas entre hapl tipos de P. mulata.

A Andix da Vaidncda Moecua (AMOVA) modrou, como esperado, maor
vaor intrgpopulacbes do que interpopulagbes, ja que quaro das cinco populagies

apresentaram gpenas um haplGtipo (Tabela 8).



Tabda 7. Vdores de divergéncia de sequéncia de nucleotideos (d) (abaixo da diagond)
e edimdiva de Fst (acima da diagond), entre pares de populagdes estudadas de P.
mulata.

Cac Poc Cba S Cgd
Cac 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Poc 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Cha 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
S 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Cad 0,0000 0,0059 -0,0064 -00651

Tabda 8. Reaultados da Andise de Vaiancia Molecular (AMOVA) em P. mulata. P:
probabilidade de se obter um vaor de f maior do que o observado.

Componenteda

P Variancia % do total P f
variancia
I nter populacional -0,0005 -1,06 -
Intrapopulacional 00513 101,06 0,7683 -0,0106
' ’ (0,0123) '

NUmero de Permutagdes: 1023; a = 0,05. (entre paréntesis: erro padréo)

4.2.1.2. Microssatélites

Dados populacionais para dbehas da tribo Médiponini S0 escassos. Ha gpenas
um trabdho com Plebeia remota, redizado por Francisco (2002). Além da andise
populaciond, o autor também comparou 0s resultados obtidos quando a amodragem era
redizada com um, ou cnco individuos por colbnia Francisco (2002) concluiu que a
utilizacdo de individuos aparentados paa compor o conjunto de dados de uma
populacdo influenciava o0 resultado das andises edtaidicas, sugerindo que a utilizacdo
de agpenas um individuo por colénia fornecia resultados mas confidveis Desta forma
dminuem-se também os gedos com materid, 0 tempo para obtencdo dos resultados e
principdmente, a quantidade de materid biologico necessaria. Outros autores também
tém utilizado edratégia em edtudos de egpécies sodias usando goenas um
individuo por ninho, como: em abdhas do género Apis (Estoup et al., 1995 e 199%;

Franck et al., 2000 e 2001; Sttipraneed et al., 2001), em cupins (Vargo et al., 2003) e
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em formigas (Ross et al., 1997, Goropashnaya et al., 2004; Vignier et al., 2004).
Asam, sguindo a sugestéo de Francisco (2002), utilizamos um individuo por colénia
para a obtencéo de dados de microssatélite de P. mulata.

Foram estudados nove locos para a andise das cinco populagbes de P. mulata,

totalizando 58 individuos Cac (13), Poc (14), Cba(12), S (6) eCgd (13).

Distribuicdo alélica e genotipica

Dos nove locos estudados, quatro locos apresertaram um Unico delo (Mbi2g,
Mbi32, Mbi215 e Mhi218), trés locos goresentaram um segundo ddo (Mbi201, Mbi278
e Mhi522) e gpenas dois locos goresentaram mais que dois ddos, T3-32 com quatro e
T4-171 com sdis. As figuras 7 a 9 agpresentam os delos obsenedos em P. mulata. A
figua 10 agoresenta a proporgédo dos deos por populagdo em cada loco. Aldos
exdusvos foran observados paa o loco Mhi278, ddo B (Fgura 7D), o qud foi
obsarvado agpenas na populacdo de Céceres, e para 0 loco T4-171, ddo E, em Cuiaba
(Figura8). As frequiéncias ddlicas podem ser vidtas natabela 9.

As populaghes que apresentaram 0S maiores nUmeros de gendtipos diferentes
foram as de Poconé (Poc) e Céceres (Cac) com 22 cada A primera goresentou oito
gendtipos heterozigotos enquanto que a segunda gpresentou nove. As populagbes de
Campo Grande (Cgd) e Cuidbad (Cba) agoresentaram 21 gendtipos didintos, dentre os
guais nove eam heterozigotos para a primera e oito paa a segunda Por fim, a
populacdo de Santo Antbnio de Leverger (Sd) goresentou 14 gendtipos com cinco em
heterozigoze (Tabedla 10). Taxas de heterozigoze [(Ho = obsarvada, He = esperada de
acordo com equilibrio de Hardy-Weinberg, e Hn = néo tendenciosa (Nei, 1978)] podem

s obsarvadas natabela 9.



Figura7.

Gendtipos de locos
microssatélite
obsavados em P
mulata. Gés  de
poliacrilamida 5,6%
contendo  fragmentos
amplificados de
locos  microssatdite.
A)l - Mbi 28, 2 -
Mbi 32; 3 - Mbi 201,
4 - Mbi 215; 5 - Mbi
218. B) 1 — Mbi 201
C) 1le2-Mh 522
D) 1e2- Mhb 278
M : marcador de pex
molecular 10 pb,
sendo a banda mais
forte ade 100 pb.




Figura 8. Fracionamento em gd de poliacrilamida 9% de fragmentos amplificados do
loco microssdtélite T3-32 de P. mulata. A, B, C e D: ddos obsarvados na composicio
dos gendtipos. 1 e 3: Marcador de peso molecular 10pb ladder, sendo a banda mas
forte ade 100 pb.

Figura 9. Fracionamento em gd de poliacrilamida 9% de fragmentos amplificados do
loco microsdtdite T4-171 de P. mulata. A, B, C, F e G: ddos obsavados na
composicao dos gendtipos. M: marcador de peso molecular 10 pb ladder, sendo a banda
mais forte a de 100 pb.
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Figura 10. Proporcdo entre delos microssatdites encontrados em P. mulata nos
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diferentes locos edudados. Eixo X: locas de coleta (ver Tabda 1). Eixo Y: quantidede
de ddos Locos A) Mbi 28, B) Mbi 32, C) Mbi 201; D) Mbi 215; E) Mbi 218; F) Mbi
278; G) Mbi 522; H) T3-32; I) T4-171.
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Tabela 9. Fregiéncias délicas e taxas de heterozigoze observada (Ho), esperada sob o
equilibrio de Hardy-Weinberg (He) e ndo tendenciosa (Hn) por loco e por par de populagdes de
Partamona mulata. (n): nimero de aelas amostrados por loco e por populacéo.

Locos Alelos (pb) Cac Poc Cha S Cad
n=26 n=28 n=24 n=12 n=26

Mbi201 A (126) 1,0000 1,0000 0,9170 1,0000 0,9615
B (134) 0,0830 0,0385

Ho 0,0000 0,0000 0,1530 0,0000 0,0000

He 0,0000 0,0000 0,1590 0,0000 0,0000

Hn 0,0000 0,0000 0,1670 0,0000 0,0000

Mbi278 A (106) 0,8460 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
B (104) 0,1540 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Ho 0,3080 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

He 0,2600 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Hn 0,2710 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Mbi522 A(132) 0,7690 1,0000 0,8460 1,0000 0,8460
B (134) 0,2310 0,0000 0,1540 0,0000 0,1540

Ho 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

He 0,3550 0,0000 0,2780 0,0000 0,2600

Hn 0,3690 0,0000 0,2900 0,0000 0,2710

T332 A (96) 0,4620 0,2860 0,5000 0,1670 0,0770
B (9%9) 04230 0,3570 04620 04170 04230
C (%) 0,1150 0,3210 0,0380 04170 0,3080
D (84) 0,0000 0,0360 0,0000 0,0000 0,1920

Ho 0,5380 05710 0,2500 0,5000 0,9230

He 0,5950 0,6810 0,5380 0,6250 0,6830

Hn 0,6180 0,7060 0,5620 0,6820 0,7110

T4171 A (104) 0,3850 0,1070 0,1670 0,1920 0,0000
B (106) 0,0000 0,2140 0,0420 0,0000 0,1670
C (108) 0,1540 0,2500 0,2080 0,5000 0,1670
E (110 0,0000 0,0000 0,0420 0,0000 0,0000
F(112) 0,1920 0,2860 0,5000 0,2310 0,5000
G (105) 0,2690 0,1430 0,0420 0,0770 0,1670

Ho 0,6150 0,6430 0,5000 1,0000 0,4620

He 0,7190 0,7780 0,6740 0,6670 0,6540

Hn 0,7480 0,8070 0,7030 0,7270 0,6800



Tabela 10. Gendtipos encontrados por loco andisado de P. mulata. N = nimero total de
individuos andisados por locdidade.

Loco Gendtipo ocalidades
Cac (N=13) Poc(N=14)  Cba(N=12) _ Sd (N=6) Cgd (N=13)

Mbi28 AA 13 14 12 6 13
Mbi32 AA 13 14 12 6 13
Mbi215 AA 13 14 12 6 13
Mbi218 AA 13 14 12 6 13
Mbi201 AA 13 14 10 6 12

AB 2 1
Mbi278 AA 14 2 6 13

AB 4
Mbi522 AA 10 14 10 6 11

BB 2
T332 AA 3 2 5

AB 4 4 2 2 1

AC 2 1 1

AD 1

BB 3 2 4 1

BC 1 2 1 1 5

BD 5

cC 2 2 1
T4171 AA 3 1 1 1

AC 1 1 2

AF 1 1 1

AG 2 1

BB 1

BC 1

BF 5 2

cC 1 2 1

CF 1 1 2 2

EF 1

FF 4

FG 3 2 2

GG 1 1




Diversidade génica

Cada uma das cinco populacBes estudadas apresentou vaor de A (nUmero de
ddos médio por loco) em torno de 20. Apesar deta homogeneidade no vdor de A,
observou-se diferenca entre as porcentagens de locos polimdrficos (PLP) por populac&o
tendo sdo a maor em Cac (50,0), e as menores Poc e Sal (25,0). Nenhuma populacéo
apresentou diferencaem PLP dependo do critério utilizado, 95 ou 99% (Tabda 11).

A maor taxa de heterozigoze (He) foi observada em Cac e a menor em S, o
que pode s aribuido a0 baxo nimero amodrd da Ultima A taxa de heterozigoze
observada (Ho) foi a menor entre as trés cdculadas, excetuando SAl. A taxa de
heterozigose néo tendenciosa (Hn) de Ne (1978) se goroximou dos vaores da taxa de
heterozigoze esperada (He) de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.
Verificamos também que o erro padrdo das taxas de heterozigoze € dto, em torno de
50% do vaor edimedo, o que pode edar rdacionado com baixa porcentagem de locos
polimérficos estudados.

Tabela 11. Resumo da variagdo gendtica para cada populacdo de P. mulata. N: nimero

amodrd médio, A: nimeo médio de ddos por locos. PLP. porcentagem de locos
polimdrficos (nUmero entre paréntess: erro padréo).

Cac Poc Cba S| Cad

N 13(0,0) 14(0,0) 12(00) 6(00) 13(0,0)

A 19(04) 1,9(06) 2,1(0,6) 1,6 (04) 19(0,5)
PLP (95%) 50,00 25,00 50,00 25,00 37,50
PLP (99%) 50,00 25,00 50,00 25,00 37,50
Ho média 0,183 (0,094) 0,152 (0,100) 0,115 (0,065) 0,188 (0,132) 0,173 (0,121)

Hemédia 0,241 (0,103) 0,182(0,120) 0,205 (0,095) 0,161 (0,106) 0,200 (0,107)
Hn média 0,251 (0,108) 0,189 (0,124) 0,214 (0,099) 0,176 (0,115) 0,208 (0,111)




Equilibrio de Hardy-Weinberg

Quando todas as populagdes foram consideradas como uma Unica, o vaor de =+ 2
fo de 689, com 26 graus de liberdade, 0 que forneceu um P = 0,0000. Portanto, as
cinco populagbes Ndo se comportam como uma Unica populagdd panmitica, ndo estando
em equilibrio de Hardy-Weinberg. Estudando as populagbes separadamente, gpenas SA
gpresentou P > 0,05 (Tabela 12).

Para verificar s 0 desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg das populactes de P.
mulata estd relacionado com exceso ou deficiéncia de heterozigotos, foi redizado o
tete “U” (Rousset e Raymond, 1995), em que a hipitese dternativa (H1) € déficit de
heterozigotos para P < 005. Observamos deficiéncia de heterozigotos na populacdo Poc
paa os locos T3-32 e T4171 e anda paa todas as populagdes, para as quas foi
possivel cacular o valor de P, em rdacéo ao loco Mbi522 (Tabea 13).

Tabela 12. Teste de probabilidade para a veificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg
nos locos e populagdes. G.l.: Graus de liberdade. (Erro padréo entre paréntesis).

Loco Cac Poc Cba Sal Cgd <7 a.l. P
) - 10000
Mbi201 o )
. 1,0000
Mbi278 60000
_ 0,0012* 0,0052* 0,0052*
Mbi522 00000 - 00000 ) ooy 4 6  00000*
06851
: 02875 08930 03074 00734
382 (00000)  (0oo00)  (00000)  (00000)  (0ooogy 7 10 010%
03378 01650  03%9 0584 00723
T4t (00000)  (00020) (00015  (00000)  (00000) &9 10 ooy
7 163 107 175 34 210
al. 8 4 8 4 6
p 00382 00301 00252 04880  00018*
*P <005



Tabda 13. Tedte paa veificagdo de desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg por
deficiéncia de heterozigotos (Rousset e Raymond, 1995). (Erro padréo entre paréntesis).

L oco Cac Poc Cbha S Cqd

- - - 1,0000 - -
Mbi201 (0,0000)

- 1,0000 -

Mbi278 (0,0000)

. 0,0012* - 0,0052* - 0,0052*
Mbi522 (0,0000) (0,0000) (0,0000)
T332 03709 0,0418* 00577 02958 09469

(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)
T4-171 01452 0,0182* 0,0852 1,0000 00917
(0,0000) (0,0002) (0,0008) (0,0000) (0,0000)

*P <005

Desequilibrio de ligacéao

Testes exatos de desequilibrio de ligacdo foram redizados para os pares de locos
de todas populagbes. Veificou-s2 que todos os pares de locos em todas populagdes
goresentaram P > 005, o que ggnifica que todos estes sGo herdados de modo
independente em cada populacdo (Tabea 14). O tete exao (Méodo de Fisher) foi
redizado para os pares de locos para todas as populagbes com se fossem uma Unica
Verificamos que esses sfo0 herdados de modo independente visto que os vdores de P

foram maiores que 0,05 para todos pares de locos (Tabea 15).

57



Tabela 14. Vdores de P para veificacdo de desequilibrio de ligagdo entre pares de
locos em cada populac@o. Vaores entre paréntess: erro padréo.

Par es de locos Cac Poc Cba S Cqd
i i 01536
Mbi201 / Mbi278 ; ] o
Mbi201 / Mbi522 - 02948 . 1,0000
(0,0002) (0,0000)
1 i 014%5 _ 1,(m)
Mbi27g/Mbis2 - <O 00000
Mbi201 / T3-32 ; } 1,0000 ) 1,0000
(0,0000) (0,0000)
Mbi278/T3-32 04378 ] 1,0000
(0,0004) (0,0000)
Mbis2/T3-32 03076 ] 1,0000 ] 06807
(0,0004) (0,0000) (0,0005)
j 1,0000 . 03077
Mbi201 / T4-171 ; ] S i
: 05468 05391
Mbi27g/T4-171 - B ] 05000
Mbi52/T4-171  OA60 ] 10000 ] 1,0000
(0,0006) (0,0000) (0,0000)

03109 06482 0478 1,0000 06151
13-32/T4171 (0,0014) (0,0020) (0,0015) (0,0000) (0,0016)
(-) Locos com apenas um delo.

Tabela 15. Vdores de P para cada par de locos para todas populaghes para teste de
verificagéo de desequilibrio de ligagdo (Méodo de Fisher). G.l.: graus de liberdade.

2

Pares de locos i gl P
Mbi201/Mbi278 3,747 2 0,15359
Mbi201/Mhi522 2,443 4 0,65487
Mbi278 / Mbi522 1,400 4 0,84416

Mbi201/T3-32 0,000 4 1,00000
Mbi278/T3-32 1,652 4 0,79942
Mbi522/T3-32 3,127 6 0,79277
Mbi201/T4-171 3,902 4 0,41940
Mbi278/T4-171 2,443 4 0,65487
Mbi522/T4-171 1531 6 0,95739
T332/ T4-171 5,661 10 0,84293




Diferenciacao populacional

Os vdores da edimaiva de diferenciacéo populaciond Fst foram diferentes de
zero, 0 que indica que hd edruturacdo entre as populagbes (Tabela 16). Porém os
vadores foram baixos de 00188 a 00851, modrando que a baixa vaiabilidade
encontrada nos locos estudados incorre em  edruturagdo  gpenas  discreta, pois a
probabilidade de que dois ddos retirados ap acaso de sub-populagbes sgam idénticos €
dta

Tabela 16. Edimativa de Fsr , entre pares de popul agdes estudadas de P. mulata.

Cac Poc Cha S Cad
Cac
Poc 00592
Cha 00188 00349
S| 00851 00392 0,030
Cqd 00738 002% 0077 00413

Foram redizados testes para verificacdo de diferenciacdo populeciond ja que
eta ndo s comporta como uma populagdo panmitica A hipdtee nula foi: “a
digribuicio ddica € idéntica entre as populagdes’.

Quando o teste foi redizado com todas as populagbes como uma Unica,
obtivemos +? de 4302684 com 10 graus de liberdade, o que fomeceu P = 0,0000.
Asim, a hipdtese nula foi rgetada gpesar do loco Mbi201 ter gpresentado P > 0,05
(Tabda17).

Alguns pares de populagfes diferiram quanto a didribuicdo dos ddos dos locos
Mbi278, Mbi522, T3-32 e T4-171, pois goresentaram vaores de P < 0,05 (Tabela 18).

Entretanto, quando os paes de populagcbes foram testados com todos os locos
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andisados em conjunto, os pares que agpresentaram vaores de P < 005 ou sga que
diferiram quanto a didribuicdo ddica foram: Cba/Poc; Cac/Poc; Sal/Cac; Cgd/Poc;

Cgd/Cba e Cgd/Cac (Tabela 19).

Tabela 17. Vdores de P resultantes de teste de diferenciacéo addica para cada loco.
Vdores entre paréntesis. erro padréo.

Loco P

04082

Mbi201 (00037)
. 0,0807*
Mbi278 oot
. 0,0341*
Mbi522 o008
T3-32 8%%%
T4-171 %ﬁ

*P <005 ’



Tabela 18. Vaores de P resultantes do teste de diferenciacéo déica por loco para cada par de populagBes de P. mulata. Valores entre

paréntess: erro padréo.

Locos CbalPoc Cad/Poc Cac/Cba Sal/Poc Sal/Cba Sal/Cac sal/Cgd Cgd/Poc Cod/Cba Cgd/Cac
ooy 020 _ 0,48987 _ 1,00000 _ 1,00000 047919 1,00000 1,00000
(0,00198) (0,00155) (0,00000) (0,00000) (0,00183) (0,00000) (0,00000)

woiorg | 048%0 0,04803* 0,35143 _ 1,00000 0,28789 _ _ 1,00000 011241
(0,00179) (0,00119) (0,00197) (000000)  (0,00218) (0,00000) (0,00178)

bss | O 0,00043¢ 0,72954 _ 0,28501 0,15050 0,28857 0,04789* 1,00000 0,72332
(0,00116) (0,00062) (0,00197) (000229)  (000190) (0,00201) (0,00125) (0,00000) (0,00167)

rag 0028 0,15750 0,70448 082130 0,00783¢ 0,06194 0,39640 010164 0,00013¢ 0,00245*
(0,00195) (0,00467) (0,00272) (000314)  (000062)  (0,00202) (0,00443) (0,00304) (0,00008) (0,00050)

capy 02865 0,01524* 0,01195* 0,76022 052426 0,00937* 0,01550¢ 005173 0,05159 0,02722*
(0,00596) (0,00133) (0,00135) (000359)  (000565)  (0,00095) (000113) (0,00244) (0,00314) (0,00162)

P <0,05
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Tabela 19. Teste de diferenciacéo délica para cada par de populagBes envolvendo todos
oslocos. (g..): graus de liberdade.

Par de populacdes +2 g.l. P
CbalPoc 20816 10 0,0224*
Cac/Poc 27464 8 0,0006*
Cac/Cbha 13704 10 01869
Sal/Poc 0942 4 0914
SAl/Cha 13502 10 0,1969
SA/Cac 21,182 8 0,0067*
Sal/Cyd 12670 8 01237
Cgd/Poc 18,045 8 0,0209*
Cgd/Cba 23825 10 0,0081*
CgdCac 24,250 10 0,0069*

*P<005

Ainda com objetivo de veificae o nivd de diferenciacdo populaciond, foram
redizados testes de diferenciagdo genotipica em que a hipdtese nula era “a digribuicio
genctipica € idéntica entre as popul agdes’ .

Obsarvando a tabda 20 verificamos que gendtipos dos locos Mbi201 e Mhi522
estéo digribuidos de forma idéntica entre as populagbes viso que apresentaram vaores
de P > 005. Ainda foram redizados cdculos congderando pares de populagbes por
loco edtudado. Observamos diferenciagdo genctipica entre dguns pares de populagdes

paraos locos Mbi278, T3-32 e T4-171 vido que gpresentaram P < 0,05 (Tabda 21).
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Quando condgderamos todos 0s locos juntos, os paes de populagdes que se

modraram didintas quanto a didribuicio dos gendtipos foran Cac/Poc; Sal/Cba;

Sal/Cac; Cgd/Cba (Tabela 22).

Tabda 20. Teste de diferenciaco genotipica para cadaloco estudado de P. mulata.

L ocos P
Mbi201 03098 (0,0004)
Mbi278 0,0253* (0,0002)
Mbi522 025% (0,0004)
T3-32 0,0032* (0,0001)
T4-171 0,0110* (0,0002)

*P < 0,05.



Tabela 21. Vaores de P resultantes do teste de diferenciacio genctipica por loco para cada par de populagdes de P. mulata. Valores
entre paréntesis: erro padréo.

Locos Cba/Poc Cac/Poc Cac/Cha Sal/Poc Sal/Cba Sal/Cac Sal/Cgd Cgd/Poc Cogd/Cba Cgd/Cac
Mbi201 0,22221 ] 0,48012 ] 0,54375 ] 1,00000 0,48161 1,00000 1,00000
(0,00020) (0,00017) (0,00014) (0,00000) (0,00016) (0,00000) (0,00000)
Mbi278 0,48131 0,04077* 0,32222 ] 1,00000 0,25533 ] ] 1,00000 0,09574
(0,00016) (0,00011) (0,00023) (0,00000) (0,00020) (0,00000) (0,00016)
\bi22 0,22202 0,09788 1,00000 ) 0,54400 0,315% 0,54387 0,22202 1,00000 1,00000
(0,00020) (0,00016) (0,00000) (0,00014) (0,00021) (0,00014) (0,00021) (0,00000) (0,00000)
S 0,06002 0,24267 0,72845 0,86441 0,04122¢ 0,14257 0,24559 0,11260 0,00058* 0,00112*
(0,00025) (0,00048) (0,00031) (0,00027) (0,00016) (0,00030) (0,00042) (0,00032) (0,00002) (0,00003)
- 0,43417 0,03203* 0,02723¢ 0,71719 0,51432 0,01353 0,02772¢ 0,09756 0,13501 0,05589
(0,00065) (0,00020) (0,00019) (0,00043) (0,00053) (0,00011) (0,00018) (0,00037) (0,00041) (0,00027)

* P<0,05.



Tabela 22. Teste de diferenciagdo genotipica para cada par de populagdes envolvendo
todos os locos. (g.l.): Graus de Liberdade.

Par de populagdes +2 g.l. P
CbalPoc 14,776 10 0,1404
Cac/Poc 20,706 8 0,0080*
Cac/Cha 11573 10 03146
Sal/Poc 1344 8 0,099
SAl/Cha 18910 10 0,0414*

SA/Cac 24,060 10 0,0074*

Sal/Cgd 0,956 4 09163

Cgd/Poc 10,144 10 04280

Cgd/Cba 1753 0,0250*

Cyd/Cac 11,197 01907
*P<006.

Distancia genética entre populacdoes

Paa mehor avdiar a diferenciagio entre as populagbes, a distncia genética

“Chord” de Cavdli-Sforza e Edwards (1967) foi cdculada para cada par dedtas (Tabda

23). Os vdores da digancia “Chord” (Tabela 23) foram utilizados para a consrugéo de

fenograma baseado no méodo de Evolugdo Minima (Figura 11).

Tabela 23. Vdores de digéncia gendtica entre os pares de populaghes de P. mulata de
acordo com Cavalli-Sforza e Edwards (1967).

Populacéo Cac Poc Cba S| Cad
Cac -
Poc 0,2070 -
Cba 01530 01610 -
S 0,2470 01110 01950 -
Cgd 01970 01840 01890 02130 -




O fenograma oltido pea digancia “Chord” goresnta uma maior  proximidade
entre as populagbes Sal/Poc, Cba/Cac. A populacdo Cgd aparece isolada num outro
ramo, porém mais préxima do segundo par de populagBes citado. O teste de Mantd
mogtrou que ndo ha rdacdo entre as digéncias gendticas, tanto “Chord” (P= 0,8086)

guanto Fst (P = 0,8903), e as disténcias geogréficas entre as popul agies.

Cac

Cha
Cgd

Poc

0.02

Figura 11. Fenograma obtido pdo méodo de Evolucdo Minima a partir dos vadores de
digéncia genética obtidos de acordo com Cavali-Sforza e Edwards (1967) relacionando
as cinco populages de P. mulata: Poc, Cba, Cac, Sal e Cgd.



4 _2 2. Partamona helleri

4.2.2.1. PCR+RFLP do DNAmt

Descricado e frequéncias de haplotipos mitocondriais

Para P. heleri, foram amodrados ninhos de cinco populagbes. SC (N=10); SP
(N=13); MG (N=12); ES (N=9); BA (N=3). Os mesmos fragmentos de DNAmt
edudados paa P. mulata foran andissdos COI-IIFmMD18;, mtD19/Seqld,;
mtD26/mtD30 e 5612R/tPheF, cujos tamanhos foram 900; 1.100; 1.800 e 1200 pb,
respectivamente para todas as colbnias. Tas fragmentos foram digeridos com enzimas
de restricéo tal como descrito natabda 2.

No totd foram amodrados 28 dtios de restricio. Td como em P. mulata, os
ditios de redricdo Dra | sO puderam ser mgpeedos para o fragmento COI-IIFmtD18,
por seqienciamento. Andisamos os pefis de digetdo, desgnados por letras, e
codificamos as bandas obsarvadas (Figuras 12 e 13). Os tamanhos dos fragmentos
gerados podem ser vidos na tabela 24. Hapldtipos compostos foram eaborados a partir
da justaposi¢éo dessas letras (Tabela 25).

Foram obtidos dez hgpldtipos didintos para P. hdleri (Tabdla 25 e Figura 14). A
populacdo SP foi a que a apresentou maior nimero de hepldtipos didintos, cinco,
enquanto que M G goresentou trés e as outras gpenas dois cada uma. O hapldtipo mais
freqiente em P. hdleri foi HO6 o qua ocorreu em 23% das colbnias estudadas. Os
menos freqlentes foram HO4 e H10, ocorrendo em apenas uma coldnia cada. Haplétipos
excdusvos foram observados nesta espécie trés em SP (HOL, HO8, H10); um em MG

(HO9); um em SC (HO05) e dois em BA (HO3 e HO4). A populacio SP foi agquda que

67



goresentou 0 maior nUmero de haplétipos digintos tendo compartilhado dois com ES

(HO2 e HO7) e com MG (H02). A populacio BA foi a unica que ndo compartilhou

hapl étipos (Figura 14).
COHIF/mtD18 mtD26/mtD30
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Figura 12. Fracionamento em gel de agarose 2% contendo os perfis de digestéo dos fragmentos
COI-1IF/mtD18 e mtD26/mtD30 de P. helleri. As enzimas usadas para digestdo dos fragmentos
exdo discriminadas por raia D: Dral; C: Clal; F: Fbal; Ha Haelll; Hf: Hinf I. Os perfis de
digestéo observados foram denominados por letras (Ah. Bh ou Ch). n: Fragmento néo digerido.
M : marcador de peso molecular 100 pb ladder. Os tamanhos das bandas marcadoras mais fortes
esd0 descritos adireitado gdl.
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Figura 13. Fracionamento em gel de agarose 2% contendo os perfis de digestdo dos fragmentos
mMtD19/Seqll e 5612R/tPheF de P. hdleri. As enzimas usadas para digestéo dos fragmentcs
exd0 discriminadas por raa D: Dra |; Hd: Hind IlI; Hf: Hinf I. Os perfis de digestdo
observados foram denominados por letras (Ah, Bh, Ch, Dh). n: Fragmento n&o digerido. M :
marcador de peso molecular 100 pb ladder. Tamanho das bandas marcadas com asterisco em

pares de bases: M ;: 600 e M,: 500.

— 2072pb

—— 600pb



Tabela 24. Fragmentos obtidos, em pares de bases, por meo de PCR+RFLP de fragmentos mitocondriais de P. helleri, codificados como

presenca (1) ou auséncia (0) entre diferentes padrdes. Enzimas usadas. | - Dra I; Il - Hinf I; 11l - Cla I; Fba |l ; Haelll; Hind Ill. (Frag.:
Fragmentos).
COHIF/mtD18Dra | mtD26/mtD30 Drall mtD19/Seqll Dra | 5612R/tPheF Dral
Frag.* Ah Bh Ch Frag. Ah Bh Frag. Ah Frag. Ah Bh Ch
753 1 0 0 650 1 0 0
616 1 1 0 900 1 1 500 1 380 0 1 0
336 0 0 1 400 0 1 200 1 280 0 1 1
224 0 0 1 300 1 0 150 1 250 0 0 1
178 1 1 1 200 1 1 100 1 200 1 1 1
137 0 0 1 100 1 1 100 1 1 1
56 0 0 1 50 1 1 1

PR PR OORO

* Tamanhos observados pel o seqlienciamento.
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COHIF/mtD18 Hinf mtD26/mtD30 Hinfl mtD19/Seq11 Hinfl 5612R/tPheF Hinfl
Frag.* Ah Frag. Ah Bh Frag. Ah Frag. Ah Bh
566 1 900 1 1 900 0 1
331 1 520 1 1 1000 1 650 1 0
31 1 300 1 0 200 1 300 1 1

180 0 1

* Tamanhos observados pel o sequienciamento.

COHIF/mtD18 Cla | COHIF/mtD18Fball mtD26/mtD30 Hae llI 5612R/tPheF Hind Il

Frag.* Ah Frag. Ah Frag. Ah Frag. Ah
745 1 650 1 1800 1 1050 1
182 1 280 1 150 1

* Tamanhos observados pel o seqiienciamento.
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Tabela 25. Hapl6tipos mitocondriaisde P. helleri obtidos pela composicéo de perfis de digestéo de fragmentos amplificados.

COI-11F/ mtD18 mtD26/ mtD30 mtD19/ Seq 11 5612R / tPheF
Haplotipo Dral Hinfl Fbal Clal Dral Hinfl Haelll Dral Hinfl Dral Hinfl Hind Il

H 01 B A A A A A A A A B A A
H 02 C A A A A A A A A C A A
H 03 C A A A B A A A A B B A
HO4 C A A A B B A A A B B A
H 05 A A A A B A A A A A A A
H 06 A A A A A A A A A A A A
H 07 A A A A A A A A A B A A
H 08 A A A A A A A A A C A A
H 09 A A A A A A A A A D A A
H 10 B A A A A A A A A C A A
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Figura 14. Mapa pacid da coda do Brasl gpresentando a digtribuicdo dos haplétipos
mitocondriais de P. hdleri, em proporcéo, em seus locais de coleta Na legenda cada cor
representa um dos hapl 6tipos referidos natabela 25.
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Divergéncia de sequiéncia, diversidade haplotipica e nucleotidica

Os hepldtipos encontrados em P. helleri diferem entre § pela presenca ou
auséncia de uma a cinco bandas nos padrGes de restricdo, de modo que os vaores de
divergéncia de segiiéncia de nucleotideos entre pares de hapldtipos (d), edimados com
base na andlise intraespecifica de presencalauséncia de bandas, variaram de 0,19 a
154% (Tabeda 26). Entre hepldtipos de populagies diferentes a etimativa d vaiou de
0,10 a1,20%.

Tabela 26. Porcentagem de divergéncia de seqiiéncia de nucleotideos entre pares de
hepldtipos de P. helleri (d) (abaixo da diagond) e erro padréo (acima da diagond).

HO1 HO2 HO3 HO04 HO5 HO6 HO7 HO8 HO09 HI10

HO1 0,56 0,88 1,09 0,93 0,60 0,38 0,53 0,47 038
HO02 0,47 0,66 0,92 0,99 0,71 0,56 0,66 0,62 0,66
HO3 0,88 0,35 0,67 118 0,99 0,88 094 0,92 094
HO04 1,18 0,65 0,27 0,96 1,18 1,09 114 113 114
HO5 0,80 108 154 119 0,71 0,85 0,85 0,81 0,93
HO6 051 0,80 123 154 0,31 0,47 0,47 0,39 0,60
HO7 0,19 0,47 0,87 118 0,59 0,29 0,38 0,27 0,53
HO8 0,39 0,68 1,09 1,40 0,59 0,29 0,19 0,47 0,38
HO09 0,29 0,58 1,00 131 0,50 0,20 0,09 0,29 0,60

H10 0,19 0,68 1,09 1,40 0,80 0,51 0,39 0,19 051

Os indices de diversdade haplotipica (h) caculados para cada populacéo,
indicam haver vaiabilidade genética intrapopulaciond com média de 055. A média do
indice de diversdade nudectidica (0,0021) indica que os diferentes hapldGtipos o
pouco divergentes entre s (Tabela 27). A interrdlagdo entre os hapldtipos pode ser vida
no fenograma obtido pdo méodo de “Evoucio Minimd utilizando-se os vdores de
(d), o qud ilustra as possives digéncias gendticas entre os hagplGtipos de P. hdleri
(Figura 15). Uma rede de inter-relagbes entre hapldtipos foi também obtida pdo méodo
de “Reduced Medid (Banddt et al., 1999) combinado com “Media Joining” (Forster et

al., 2001) (Figura 16).
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Tabela 27. NUmero de hapldtipos encontrados e vaores de diversdade haplotipica )
non-selfing e nudeotidica (p) para cada uma das populagdes de P. helleri.

Populacéo N° de haplétipos h p

sC 2 05263 00017
(0,0363)

P 5 06769 00023
(0,0835)
05652

MG 3 oo 00025
04706

ES 2 o8 00023
05333

BA 2 caro 00018

— 05545 00021

Media 28 (0,0012) (0,0000)

H10
HO8
HO7
HO09 T
HO6
HO5 HO02
HO HO3

0,002

Figura 15. Fenograma obtido pdo méodo de Evolugdo Minima a patir de d,
relacionando todos os hapldtipos obtidos nas cinco populagdes de Partamona helleri.
Hapldtipos na cor rosa Santa Caaina, vermeho: Sio Paulo;, azul: Minas Geas,
verde: Bahia Cinza: MG, ES, SP, violeta: MG e SC; preto: P, ES
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Figura 16. Rede de inter-rdlacbes entre hgpldtipos de P. helleri. Ramos lisos indicam
um ditio diferente entre hgplétipos. Barras indicam nimero de diferencas entre os
padrbes de bandas observados. Hapldtipos na cor rosa SC; vermeho: SP, azul: MG;
verde: BA; cnza: MG, ESe SP, violeta MG e C, preto: SPeES.
Estruturacao populacional

Os vdores obtidos para o indice de divergéncia de seqiiéncia de nuclectideos (d)
mostram que as populagbes mais proximas sio MGESC, enquanto que as mais distantes
sf0 BA/SC. O mesmo pode s verificado quando s andisa as digéncias genéticas
comparando eses dados com base em (d) (Tabda 28) e no Fsr (Tabea 29) o que
podemos obsarvar nos fenogramas de mesma topologia pdo méodo de “Evolucéo
Minima' (Figura 17). Os vdores de Fst foram dgnificativos para todos os pares de
populagdes, pois o vaor de P foi < 0,05 para as comparagies redizadas. Isso dgnifica
que h& edruturacdo entre as populagbes, porém eda seria muito discreta devido aos

baixos vaores esimados variando de 0,3173 a0,8714 (Tabda 29).
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Tabela 28. Vdores de divergéncia de sequéncia de nuclectideos (d) entre pares de
popul agdes estudadas de P. helleri.

C SP MG ES BA
SC
SP 00041
MG 00010 0,0017
ES 00057 00015 00031
BA 00120 00078 0,009 0,0042

Tabela 29. Vdores de edimdiva de Fst (abaxo da diagond) e de P (acima da
diagond) com ero padréo entre paréntess, entre pares de populagbes estudadas de P.
helleri.

C P MG ES BA
< - 0,0000* 0,0000* 0,0000* 0,0000*
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)
- 0,0000¢ 0,0000¢ 0,0090*
SP 06464 (0,0000) (0,0000) (0,0091)
- 0,0000¢ 0,0180*
MG 03173 04483 0000 il
ES 07365 04037 05730 - 0,0000*
(0,0000)
BA 08714 07665 08220 06447 -
*P<005
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Figura 17. Fenogrames obtidos pedo méodo de Evolucdo Minima relacionando as
cinco populagdes de P. hdleri, SC, SP, MG, ES, BA. A: Fenograma a patir dos vaores
de d. B: Fenograma a partir dos vaores de Fsr.
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Outro clculo de diferenciacdo populaciond redizedo foi o teste exao baseado
nes freqiéncias heplotipices. Todos os pares se modraram  diferenciados  viso que
gresentaram vaores de P<0,05 (Tabda 30). Essa diferenciacéo também foi confirmada
pda didribuicdo de Monte Calo que indicou heterogeneidade dgnificaiva des
freqUéncias hapl otipicas entre os pares de popul agdes (P = 0,0000).

Segundo os resultados obtidos pea andise de vaidncia molecular (Tabda 31),
62,30% da vaiabilideade totd do DNAmMt de P. helleri estd didtribuida entre as
populaghes edudadas. 10 ggnifica que a probabilidade de que dois individuos
retirados a0 acaso da populacéo totd sgam corrdacionados, ndo € maor que 62,30%.
Isso indica edtruturacdo entre as populagBes estudadas, 0 que ja poderia ser admitido
goenas observando o0 grande nimero de hepldtipos exclusivos encontrados, sete dos 10
encontrados.

Tabela 30. Vdores de P de acordo com o teste exao de diferenciacéo entre os pares de
populacéo de P. helleri. (Entre paréntess. erro padréo).

SC SP MG ES BA
SC
0,0000*
P (0,0000)
0,0166* 0,0000*
MG (0,0033) (0,0000)
ES 0,0000* 0,0012* 0,0000*
(0,0000) (0,0010) (0,0001)
BA 0,0035* 0,0089* 0,0076* 0,0091*
(0,0010) (0,0016) (0,0020) (0,0018)
*P <005

Tabela 31. Resultados da Andise de Vaiancia Molecular (AMOVA) em Partamona
helleri. P: probabilidade de se obter um vaor def maior do que o observado.

Componente da

. Varidncia % do total P f
variancia
I nter populacional 1,8144 62,30
Intrapopulacional 1,0980 37,70 0,0000 0,62230

NUmero de Permutagdes: 1023; a = 0,05



4.2.2.2. MICROSSATELITES

Td como redizado para P. mulata, a obtencdo de dados de microssatdlites para
esudo populaciond de P. helleri se deu com a utilizacdo de um individuo por colénia
Foram esudados nove locos para a andise das cinco populagbes de P. helleri,

totdizando 47 individuos SC (N=10); SP (N=13); M G (N=12); ES (N=9); BA (N=3).

Distribuicao alélica e genotipica

Quatro locos goresentaram gpenas um ddo (Mbi28, Mbi33, Mhi201 e Mhi522),
quatro locos goresentaram um segundo ddo (Mbi32, Mbi2l5, Mbi218 e Mhi278) e
gpenas um loco goresentou mais addos, T4-171 com quatro. As figuras 18 a 20 e a
tabda 32 agoresentam os deos observados em P. helleri. Aldos exdusivos foram
observados para 0 loco Mbi32 (B) e Mbi218 (B) em (MG); T4-171, (D) en SPeddo E
encontrado gpenas na populagéo da Bahia (BA) (Figuras 18 a20 e Tabda 32).

As populagBes que gpresentaram oS maiores numeros de gendtipos foram as de
(SP) e (MG) com 15 e 14, respectivamente. Ambas goresentaram quatro  gendtipos
heterozigotos. As populagdes de (ES) e (BA) gpresentaram 12 gendtipos cada, com trés
gendtipos heterozigotos. Por fim, a populacéo de (SC) que gpresentou 12 gendtipos com
dois em heterozigoze (Tabela 33).

As frequéncias aédlicas e taxas de heterozigoze (Ho = obsarvada, He = esperada
de acordo com equilibrio de Hardy-Wenberg, e Hn = néo tendenciosa (Ne, 1978)

podem ser observadas natabela 32,
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Figura 18. Feadonamento em gd

de poliacrilamida 5,6%

de microssatdites

amplificados de P. helleri correspondentes aos locos 11 Mbi28, 22 Mbi201, 3 Mbi33.

4 Mbi215.

M:

Macador molecular  10pb

ladder  (*100pb).

correspondentes & bandas observadas est@o descritos acima das mesmes.

Os gendtipos

Figura 19.
Fracionamentoem
géisde
poliacrilamida 9%
de microssatédlites
amplificados de P.
helleri.

A) Mbi32,

B) Mbi 278;
CMbi 522;
D)T4-171.

M : Marcador
molecular 10pb
ladder. (* : 100ph).
Gendtipos
correspondentes &
bandas observadas
estdo descritos
acimadas
mesmas. (Na
figuraA, as
bandas acima da
barrasio
inespecificas).
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Figura 20. Proporcdo entre ddos microssadites encontrados em P. hdleri nos
diferentes locos estudados.  Eixo X: locais de colea (ver Tabea 1). Eixo Y: quantidade
de deos Locos A) Mbi 28; B) Mbi 32, C) Mbi 33; D) Mbi 201 E) Mbi 218, F) Mbi
522, G) Mbi 215; H) Mbi 278; 1) T4-171.
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Tabela 32. Fregiéncias dédicas e taxas de heterazigoze obsarvada (Ho), esperada sob o
equilibrio de Hardy-Weinberg (He) e ndo tendenciosa (Hn) por loco e por par de populagbes de
Partamona helleri. (n): nimero de e os amostrados por loco e por popul acéo.

L ocos Aleos (pb) SC SP MG ES BA
n=20 n=26 n=24 n=18 n=6

Mbi32 A (140) 1,0000 1,0000 09167 1,0000 1,0000
B (138) 0,0000 0,0000 0,0833 0,0000 0,0000

He 0,0000 0,0000 0,1530 0,0000 0,0000

Hn 0,0000 0,0000 0,1590 0,0000 0,0000

Ho 0,0000 0,0000 0,1670 0,0000 0,0000

Mbi33 A(141) 1,0000 0,9615 1,0000 1,0000 1,0000
B (134) 0,0000 0,0384 0,0000 0,0000 0,0000

He 0,0000 0,0740 0,0000 0,0000 0,0000

Hn 0,0000 0,0770 0,0000 0,0000 0,0000

Ho 0,0000 0,0770 0,0000 0,0000 0,0000

Mbi215 A (95) 0,7000 0,3846 0,4583 0,1667 1,0000
B (88) 0,3000 06154 05417 0,8333 0,0000

He 0,4200 0,4260 0,4970 0,2780 0,0000

Hn 0,4420 0,4430 0,5180 0,2940 0,0000

Ho 0,0000 0,4620 0,5830 0,3330 0,0000

Mbi218 A (118) 1,0000 1,0000 0,8333 1,0000 1,0000
B (121) 0,0000 0,0000 0,1667 0,0000 0,0000

He 0,0000 0,0000 0,2780 0,0000 0,0000

Hn 0,0000 0,0000 0,2900 0,0000 0,0000

Ho 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Mbi278 A (104) 0,0500 04231 0,6250 0,3839 0,5000
B (102) 0,9500 0,5769 0,3750 06111 0,5000

He 0,0950 0,4480 0,4690 04750 0,5000

Hn 0,2000 0,5080 0,4890 05030 0,6000

Ho 0,2000 0,3850 0,7500 0,7780 0,3330

T4-171 A (104) 0,5000 04231 0,5000 0,5000 0,3333
C (112 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
D (105) 0,0000 0,0769 0,0000 0,0000 0,0000
E (118) 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1667

He 0,4250 0,5650 0,4970 0,4940 0,6110

Hn 05210 0,5880 0,5180 05230 0,7330

Ho 0,9000 1,0000 09170 0,8890 1,0000
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Tabela 33. Tipos de gendtipos encontrados por loco andisado e suas ocorréncias entre
as popul agdes estudadas. N = nimero tota de individuos andisados por locdidade.

L ocalidades
Loco Gendtipo
SC (N=10) P (N=13) MG (N=12) ES(N=9) BA (N=3)
Mbi28 AA 10 13 12 9 3
Mbi32 AA 10 13 10 9 3
AB 2
Mbi33 AA 10 12 12 9 3
AB 1
Mbi201 AA 10 13 12 9 3
Mbi215 AA 7 1 2
AB 6 7 3
BB 3 6 3 6 3
Mbi218 AA 10 13 10 9 3
BB 2
Mbi278 AA 3 3 1
AB 1 5 9 7 1
BB 9 5 2 1
Mbi522 AA 7 12 12 7 3
77 3 1 2
T4-171 AC 10 11 12 9 2
CE 1
CD 2
Total de
12 16 14 12 12
gendtipos

* ??. ndo foi possivel genotipar



Diversidade génica

Cada uma das cinco populacBes estudadas agpresentou vaor de A (nUmero de
ddos médio por loco) em torno de 14. Apesar desta homogeneidade no vaor de A,
obsarvou-se  diferenca entre as  porcentagens de locos polimorficos  (PLP)  por
populacdo. A maor porcentagem foi observada em MG (5556) e a menor em BA
(22,22). A baixa porcentagem de locos polimdrficos observada na populacio BA pode
ser reflexo do baxo nimero de coldnias amostradas (N=3). Apenas a populagdo SP
goresentou diferencaem PLP dependendo do critério utilizado, 95 ou 99% (Tabda 34).

A maor taxa de heterozigoze (H) foi observada em MG e a menor em SC. A
taxa de heterozigoze observada (o) foi a maor entre as trés caculadas, exceto para a
populacdo SC. A taxa de heterozigose ndo tendenciosa (Hn) de Ne (1978) s
goroximou dos vaores da taxa de heterozigoze esperada (He) de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 34).
Tabela 34. Resumo da variacdo genética para cada populacdo de P. hdleri. N: nimero

amodrd médio. A: nimero médio de dedos por locos. PLP. porcentagem de locos
polimérficos. (nUmero entre paréntesis: erro padréo).

SC SP MG ES BA

N 9,7 (0.9 129(01) 12,0 (0,0) 88(0,2 30(00)

A 1,33(0,.17) 1,56 (0,24) 1,56 (0,18) 1,33(0,17) 1,33 (0,24)
PLP (95%) 33,33 33,33 55,56 33,33 22,22
PLP (99%) 33,33 44,44 55,56 33,33 22,22
He méia 0112(0066)  0173(008l) 0,210 (0,076) 0,139 (0,072) 0,123 (0,082)
Hn média 0118(0070)  0179(0085) 0219 (0,079) 0,147 (0,076) 0,148 (0,099)
Ho média 0111(0099  0214(0115) 0269 (0,125) 0222 (0,121) 0,148 (0,113)




Equilibrio de Hardy-Weinberg

Quando todas as populagdes foram consideradas como uma Unica, o c? (754),
com 18 graus de liberdade, forneceu um P = 0,0000. Assm, conduimos que as cinco
populagbes ndo etd em equilibrio de Hardy-Weinberg, pois néo se comportam como
uma Unica populacdo panmitica Td resultado ja era esperado visto a grande digénca
geogréfica que separa as popul agdes.

Estudandose as populagbes separadamente, apenas ES e BA goresentaram P >
0,05 0 que sugere que ambas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabda 35). No
casn da amodtra coletada na Bahia, 0 baixo nimero de colénias andisadas (N=3) ndo
nos permite concluir que esta sga a redidade da populacdo da regidn. O aumento da
amostragem naregido € necessario e pode modificar este resultado.

Para verificar s 0 desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg das populactes de P.
helleri etd rdacionado com excesso ou auséncia de heterozigotos, foi redizado o teste
“U” (Roust e Raymond, 1995), em que a hipbtee dterndiva (H1) & déficit de
heterozigotos para P < 005. Obsarvamos deficiéncia de heterozigotos na populaco SC

parao loco Mbi215 eainda, en M G parao loco Mbi218 (Tabela 36).



Tabda 35. Tete de probabilidede para a verificagdd do equilibrio de Hardy-Weinberg
nos locos e populagdes. G..: Graus de liberdede.

L oco sC P MG ES BA +° a.l. P
Mbi32 ) 1,0000 ) ) ]
(0,0000)
Mbi215 ~ 00031* 10000 10000 10000
(0,0000)  (0,0000)  (0,0000)  (0,0000) 116 8 01722
Mbi218 i i 0,0062* i ) -
(0,0000)
Mbi278 ) 05736 0,0922 01765 1,0000
(0,0000)  (0,0000)  (0,0000)  (0,0000) 93 8 0,3138
T4-171 0,0069* 00017 00019 00105~ 1,0000 444 10 00000*
(0,0020)  (0,0015)  (0,0000)  (0,0000)  (0,0000)
- 215 13,8 275 12,6 00 75,4
g.l. 4 6 10 6 4 18
P 0,0003* 003140  0,0022* 0,0503 1,0000 0,0000"
* P<0,05

Tabda 36. Tese paa veificacdo de desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg por
deficiéncia de heterozigotos (Rousset e Raymond, 1995).

Loco SC SP MG ES BA
Mbi2 1,0000
(0,0000)
Mbi215 0,0031* 0,6347 0,8548 1,0000
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)
Mbi218 - - 0,0062* -
(0,0000)
Mbi278 0,3634 1,0000 1,0000 0,6000
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)
T4-171 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
(0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,0000)
*P <005
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Desequilibrio de ligacao

Testes exatos de desequilibrio de ligacéo foram redizados para os pares de locos
de todas populagdes. Verificou-se que os pares de locos nas populagdes gpresentaram P
> 005 exceo os paes Mbi215Mbi278 na populacédo SP e Mbi215Mbi218 na
populacdo M G (Tabela 37). O teste exato (Méodo de Fisher) foi redizado para os pares
de locos para todas as populagBes com se fossem uma Unica. Verificamos que esses S0
herdados de modo independente vido que os vaores de P foram maores que 0,05 para

quase todos pares de locos, excetuando o par Mbi215/Mbi218 (Tabela 38).

Tabela 37. Vdores de P para veificacdo de desequilibrio de ligacdo entre pares de
locos em cada populacéo.

Paresdelocos SC SP MG ES BA
Mbi32/ Mbi215 - - 0,8489 - -
Mbi32/Mbi218 - - 0,3081 - -
Mbi32/ Mbi 278 - - 0,5563 - -
Mbi32/ T4171 - - 0,8489 - -
Mbi33/Mbi215 - 0,5150 - - -
Mbi33/ Mbi278 - 0,8078 - - -
Mbi215/Mbi218 - - 0,0479* - -
Mbi215/ Mbi278 0,2912 0,0053* 0,6244 04914 -
Mbi215/ T4-171 0,6438 - 04920 0,7357 -
Mbi218/Mbi278 - - 03828 - -
Mbi218/ T4-171 - - 0,1576 - -
Mbi278/ T4-171 0,1448 - 08704 05472 -

(-) Locos com gpenasum ado. * P<0,05.
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Tabela 38. Vaores de P para cada par de locos para todas populagOes para teste de
verificacdo de desequilibrio de li gagéo (Método de Fisher). (g.l.): graus de liberdade.

Diferenciacéo populacional

Pares de locos c 2 g.l. P
Mbi32/Mhbi33 0,05 1 08304
Mbi32 / Mbi215 0,25 1 0,6190
Mbi32/ Mbi218 0,19 1 0,6632
Mbi32 / Mbi278 2,27 1 01319
Mbi32/ T4171 0,14 3 0,9865
Mbi33/ Mhi215 0,12 1 0,7266
Mbi33/ Mbi218 0,09 1 0,7594
Mbi33/ Mhi278 0,10 1 0,7518
Mbi33/ T4171 0,07 3 0,9952
Mbi215/ Mbi218 4,97 1 0,0258*
Mbi215/ Mbi278 0,04 1 0,8360
Mbi215/ T4-171 1,58 3 0,6646
Mbi218 / Mbi278 041 1 0,5201
Mbi218 / T4-171 2,64 3 04504
Mbi278 / T4-171 2,64 3 04511
* P<0,05

Os vdores da edimdiva de diferenciacdo populaciond Fst foram diferentes de

zero, 0 que indica que ha estruturacéo entre as populagdes, exceto para 0 par BA/ES

que apresentou vaor negaivo (Tabda 39). Os vdores encontrados foram baixos, de -

0,0010 a 0,3496, o que indica edruturacdo discreta entre as populagles, provavemente

devido abaixa variahilidade obsarvada nos | ocos estudados.

Tabela 39. Edimativa de Fsr ertre pares de populagdes estudadas de P. helleri.

S SP MG ES BA
SC
SP 01912
MG 01184 00174
ES 0,234 00706 0,0062
BA 0,349 00722 00179 -0,0010




Foram redizados testes para veificacdo de diferenciagdo populaciond ja que
etas ndo s comportam como uma populacdo panmitica O primero teste redizado foi
o de diferenciacio ddica em que a hipétese nula era “a didtribuicéo adica € idéntica
entre as populagdes’. Quando o teste foi redizado com todas as populagbes como uma
Unica, obtivemos +? de 359631 com 12 graus de liberdade, 0 que forneceu P = 0,0003.
Desta forma, a hipétese nula foi rejeitada apesar das colbnias terem sido consideradas
indisinguives andisando-se a didribuicdo déica dos locos Mbi32, Mhi33 e T4171 (P
> 0,05) (Tabea0).

Alguns pares de populagdes diferiram quanto a didtribuicdo dos dedos dos locos
Mbi215, Mbi218, e Mhi278, pois goresentaram vaores de P < 0,05 (Tabda 41).

Ainda, quando os paes de populegbes foram testados com todos os locos
analisados em conjunto, trés pares de populagies diferiram quanto a didribuicio adica,

pois goresentaram valores de P<005: SC/M G ES'SC e BA/SC (Tabda42).

Tabela 40. Vdores de P resultantes de teste de diferenciagdo déica para cada loco.
Vdores entre paréntess. erro padréo.

Loco P
. 0,2661
Mbi32 (0,0004)
. 1,0000
Mbi33 (0,0000)
. 0,0028*
Mbi215 (0,0006)
. 0,0029*
Mbi218 (0,0002)
. 0,0015*
Mbi278 (0,0003)
06241
T4-171 (0.0015)

* P<(,05.

89



Tabela41. Vdoresde P resultantes do teste de diferenciaco adlica por loco para cada par de populagdes de P. hdlleri. VVaores entre paréntesis: erro padréo.

Locos

MBI03

2

Mbi033

Mbi215

Mbi218

Mbi278

T4-171

MG/SP

022513
(0,00020)
1,00000
0,00000
0,77503
(0,00019)
0,04608
(0,00012)
0,17104
(0,00032)
0,56592
(0,00031)

MG/SC

0,49251
(0,00016)

0,13483
(0,00027)
0,11383
(0,00017)
0,00010
(0,00001)

1,00000
(0,00000)

MG/ES

0,49825
(0,00015)

0,05742
(0,00018)
012224
(0,00017)
021183
(0,00029)
1,00000
(0,00000)

MG/BA

1,00000
(0,00000)

0,06103
(0,00014)
0,55688
(0,00014)
0,65971
(0,00018)
026383
(0,00033)

SP/ISC

1,00000
(0,00000)
0,04237*
(0,00016)

0,00581*
(0,00005)
067887
(0,00032)

SP/IES

1,00000
(0,00000)
0,18159
(0,00028)

1,00000
(0,00000)
0,67681
(0,00031)

SP/BA

1,00000
(0,00000)

0,14237
(0,00019)

1,00000
(0,00000)
0,28447
(0,00046)

SC/ES

0,00131*
(0,00002)

0,01646*
(0,00008)

1,00000
(0,00000)

SC/BA

0,00401*
(0,00004)

0,02771*
(0,00009)

0,35389
(0,00037)

ES/BA

0,54658
(0,00015)

0,66540
(0,00018)
0,36709
(0,00034)

*P <0,05.



Tabela 42. Teste de diferenciacdo délica para cada par de populagbes envolvendo todos
oslocos. (g..): graus de liberdade.

Par de PopulagBes c? gl. P
SP/IMG 11,807 12 046127
SC/MG 21,734 8 0,00053*

SC/SP 14,248 8 007552
ESIMG 14,315 8 007391
ESSP 4,675 8 0,79165
ESSC 18935 4 0,00081*
BA/MG 9,923 10 044723
BA/SP 7515 8 048226
BA/SC 13472 6 0,03612*
BA/ES 4120 6 0,66039
"P<005

Também foi redizado o tete de diferenciagBo genctipica entre populagdes em
gue a hipétee nula foi: “a distribuicBo genctipica € idéntica entre as populagbes’ a qua
deve ser aceitacaso P >0,05.

Obsarvando a tabela 43 verificamos que os locos Mbi32, Mbi33 e Mbi218 estéo
digribuidos de forma idéntica entre as populages vito que gpresentaram vaores de P
> 0,05. Ainda, foram redizados cdculos consderando pares de populagbes por loco
estudado. Observamos diferenciacdo genotipica entre aguns pares de populagdes para
oslocos Mbi215 e Mbi278, pois gpresentaram P < 0,05 (Tabda 44).

Quando consderamos todos os locos juntos, a maoria dos pares de populagbes

* modrou idéntica quanto a didribuicio dos gendtipos. Dos dez pares de populacies
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andisadas, goenas trés ¢ modraram  didintos genctipicamentee SC/MG, ES/SC e

BA/SC (Tabda 45).

Tabeda 43. Teste de diferenciacdo genotipica para cadaloco estudado de P. helleri.

L ocos P

Mbi32 0,2248 (0,0004)
Mbi33 1,0000 (0,0000)
Mbi215 0,0076* (0,0001)
Mbi218 0,2248 (0,0004)
Mbi278 0,0006* (0,0000)
T4-171 0,0219* (0,0002)

*P<005
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Tabela 44. Vdoresde Presultantes do teste de diferenciacio genotipica por loco paracada par de populagdes. Vaores entre paréntesis: erro padrao.

Locos MG/SP MG/SC MG/ES M G/BA SP/SC SP/ES SP/BA SC/ES SC/BA ES/BA
VBlo3 02200 048034 048554 700000
> (000021)  (000016) (000016)  (0,00000)
_ 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000
Mbi033 ; ; - - - ;
(0,00000) (000000)  (000000)  (0,00000)
pogs 0775 0,20583 0,04997* 0,05928 0,09835 0,19566 0,11066 0,01419* 0,06994 0,50034
|
(0,00019) (0,00029) (000016)  (000017)  (0Q0024)  (000027) (00002  (0,00009) (0,00014) (0,00015)
_ 0,22009 048033 048563 1,00000
Mbi218 - - - ; - ;
(0,00020) (0,00017) (000016)  (0,00000)
b 015 0,00002* 0,06610 0,59107 0,01685* 1,00000 1,00000 0,00545* 0,07358 1,00000
' (0,00025) (0,00000) (000013)  (000029)  (000009)  (000000)  (000000)  (0,00005) (0,00018) (0,00000)
ey 04T 0,19980 048598 0,49347 0,21098 0,23073 0,25019
) (0,00016) ) ) (000019)  (000017)  (000016)  (0,00031) ) (0,00019) (0,00019)
* P< 005,
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Tabela 45. Teste de diferenciagdo genctipica para cada par de populagdes envolvendo
todos os locos. (g.l.): Graus de Liberdade.

Par de populacdes +2 g.l. P
SPIMG 11,807 12 04613
SC/IMG 20,734 8 0,0005*

C/IsP 14,248 8 00755
ESMG 14,315 8 00739
ESSP 4,675 8 0,7916
ESSC 18935 4 0,0008*
BA/MG 9,923 10 04472
BA/SP 7515 8 04822
BA/SC 13472 6 0,0361*
BA/ES 4,120 6 06604
*P<005.

Distancia genética entre populacoes

Para mdhor avdiacdo da diferenciacdo entre as populagdes, a disténcia genética
“Chord” de Cavdli-Sforza e Edwards (1967) foi caculada para cada par destas (Tabea
46). Os vdores de digéncia “Chord” foram utilizados para a congrucdo do fenograma
bassado no méodo de Evolucdo Minima (Figura 21). O teste de Mantd mosrou que
ndo hé redacdo entre as digdncias genéticas, tanto “Chord” (r = 0,664; P = 0,9606)

quanto Fst (r = 0,720; P = 0,9742), e as disténcias geogréficas entre as popul agdes.



Tabela 46. Vdores de digénda genética entre os pares de populagBes de P. helleri de
acordo com Cavalli-Sforza e Edwards (1967).

POPULAQAO SC SP MG ES BA
% -
SP 0,151 -
MG 0,183 0,142 -
ES 014 0,084 0,137 -
BA 0,250 0,168 0,212 0,131 -
SP
MG
ES
—
BA  om

Figura 21. Fenograma obtido pdo méodo de Evolugdo Minima, a patir dos vaores de
digncia genética obtidos de acordo com Cavdli-Sforza e Edwads (1967),
relacionando as cinco populagdes de P. helleri: SC, SP, M G, ESe BA.
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4.2.3. ANALISE GERAL DOS DADOS POPULACIONAIS

4.2.3.1. Partamona mulata

423.1.1. DNAmt

As enzimas que reconhecem sequéncias de ses pares de bases foram
empregadas nos diferentes fragmentos amplificados de P. mulata seguindo o mapa de
restricdo obtido na caracterizacdo do DNAmMt (Anexo 1). As enzimes Fba |, Cla I, Hae
1l e Hind Il ndo evidenciaram polimorfismos de tamanhos de fragmentos nes regides
COI-COIll  (COI-IFmtD18), ATP6ATP8 (mtD19/Seqll), CytB-ND1 (5612RAPhef),
COI11-ND3 (mtD26/mtD30).

As enzimas de cate freqlente, Dra | e Hinf I, também n@ evidenciaram
polimorfismo de heplGtipos entre colbnias de P. mulata, com uma Unica excegdo na
colonia denominada M47, em que o fragmento COI-IIF/mtD18 gpresentou padréo
dternativo com a enzima Dra | (Figura 5). Td diferenca entre padres de bandas
ocorreu pela perda de um sitio de restricio em rdacéo ao hapldtipo predominante, o que
foi veificado pda andise da seqiéncia do fragmento. Assm, agpenas dois haplGtipos
foram observados para a espécie, HOL em 57 colénias, e HO2, obsarvado gpenas em
umacolénia de Campo Grande— MS

Em consegiiéncia dessa auséncia de polimorfismo haplotipico tanto intra quanto
inter populagdes, um panorama Muito daro do satus da variabilidede genética de P.
mulata nas &ess amodtradas pode ser observado na figura 6. As andises edatidticas
confirmaram a evidente homogeneidade das populagbes edudadas. A diversdade
heplatipica (h) apresentou vaores muito baixos (0 a 0,1594), vido que apenas dois
haplétipos foram detectados. A divergéncia haplotipica entre pares de populagbes ()

também foi muito baixa indusve com vdores negativos pois goenas uma coldnia de



Campo Grande goresentou 0 hepldtipo  dternativo. Em  Apis cerana  também foi

obsavedo vaor de diversdade heplotipica h=0 em uma populacio da ilha Phuket

(Shanuntavong et al, 1999). Os autores podtulaam que a baxa variabilidade

heplotipica tenha ocorrido por eféto fundador, em que a ilha teria Sdo colonizada por

popul agdes com baixiss ma diversidade heplotipica

P. mulata ocorre em &ess de cerado e pantand, as quas tém sdo
sgtematicamente modificadas pelo desmatamento para a abertura de aess de plantio ou
de pasto paa criacdo de gado. Nesses casos, quando 0 solo ndo é adeguadamente
tratado, os termiteros afloram nas &ess de pasto, 0 que incorre em ambiente propicio
paa enxameagem e instdaci de abdhas termitdfilas como P. mulata. Areas como
edas foran amodradas durante as coletas, em que ninhos foram encontrados muito
proximos uns dos outros. Seria esperado que ndo observassemos diferencas no DNAMt
destes ninhos pois a matrilinea provavelmente seria a mesma. Entretanto, populagtes
distantes 100, 300 e até 600 km apresentaram o mesmo hapl 6tipo.

Ese resdltado indui P. mulata na categoria V propogta por Avise (1994), em
gue linhagens freqlientes e amplamente digtribuidas ocorrem juntamente com haplétipos
exclusvos. Ege padrdo filogeografico pode ser reflexo de duas opgdes na higtéria
evolutiva dessas popul agies.

- A exédie teia passado por um afunilamento popdaciond, 0 que teria diminuido
muito o tamanho efetivo das populagdes, e a recolonizagdo das &ess teria ddo
iniciada por uma populacdo com baixa variahilidede haplotipica ou;

- Divergéncia recente de uma espécie ancestrd, ndo tendo havido tempo suficiente

para acimulo de mutagdes entre popul agdes isoladas.
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Resultado semelhante a0 obtido para P. mulata foi obsarvado para a espécie de
formiga Diacamma indicum por Vignier et al. (2004). Os autores seqlenciaram 675
pares de bases de individuos provenientes de sete populagdes do sul da india e uma do
Si Lanka Apenas um Unico hgpldtipo foi observado entre as populagbes andisadas.
Apesy de ndo haver evidéncias higtdricas, os autores acreditam que td auséncia de
polimorfismo entre as populagbes de D. indicum se deva a ocorréncia de afunilamentos
populacionais com extinggo de populagdes e recolonizacdo das &ress.

As mudangas climaicas ocorrides na Améica do Sul durante os ciclos de
glaciagbes do Peisoceno podem ter contribuido para a diminuicdo da variabilidade
genética das populagbes de P. mulata. Segundo Ab'Saber (1979), em funcdo da
extensito em sentido sul-norte da corrente  Falklands-Malvinas, houve condigbes para
filtragem da umidade procedente do Atlantico. Isso criou uma faixa semi-&ida desde o
Urugua e Rio Grande do Sul a@é o sul ou centro da Bahia Is0 teria propiciado a
expansid de vegetacdo tipica de caatinga, restringindo a cobertura vegetd do tipo
cerrado e floresta a ilhas de vegetacdo. Essa contracdo das &eas de cerrado pode ter
contribuido para extingdo de populagdes de P. mulata e confinamento de outras a essas
ilhas de vegetecdo. Durante o fim do Terdaio inferior, um conjunto de mudancas
integradas na por¢do central do Brasl como o nive tectdnico do territdrio, a ingadacdo
de dimas tropicas e subtropicas Umidos ou subimidos e a inddacdo de sSsemas
hidrogréficos  contribuiram para circunstricdo de uma aplanecdo  chamada  de
pedeplanicie cuigbana ou pediplano cuigbano (Ab'Saber, 1988). A recolonizacdo da
aea de digribuicio ocupada audmente por P. mulata pode ter ocorrido ao find do
Utimo periodo glacid datado de 13 a 20000 anos quando a umidade e temperatura

permitiram a expansio das coberturas vegdlais adaptadas a essas condigdes. E possive



que populagBes com variabilidade heplotipica reduzida pela fragmentacdo das aess de
carado tenham s digpersado a patir do pediplano cuigbano, e colonizado a&ess em
torno do Pantand cuja formac@o geoldgica € mais recente, datada do Holoceno.

Diminuicio de vaiabilidade gendica dribuida a deriva genética poderior a
afunilamentos populacionals tém gdo redaados em populagbes naturas como em
populacdes insulares de Bombus terrestris (Estoup et al., 1996), em lambaris da epécie
Astyanax scabripinis (Moysts e Almeida-Toledo, 2002), em anfibios da egpécie Litoria

aurea (Burns et al., 2004), entre outros.

4.2.3.1.2. MICROSSATELITES
Variabilidade genética

A andise dos locos microssadlites mostrou haver baixo polimorfismo em P.
mulata. Quatro locos agpresentaram um Unico ddo (Mhi28 Mhbi32, Mhi215, Mhbi218),
trés locos gpresentaram um segundo deo (Mbi201, Mbi278, Mhi522) e em apenas dois
locos foram encontrados mais de doisddos (T3-32 e T4171) (Figura 10).

O loo T332 goresentou quatro delos, 0 que € interessante vito que gpenas
para Scaptotrigona postica, egpécie a partir da qua os primers foram desenhados, foram
observados mas que dois ddos, totdizando cinco (Paxton et al., 1999a). Para Plebeia
remota, Ledrimditta limao, S pectoralis S tubida, foram obsarvados dois ddos e
para Nanotrigona sp. e Trigona nigra gpenas um (Paxton et al., 1999 Francisco,
2002).

Outro loco ja estudado em outros Mdiponini € Mbi215, que para P. mulata
goresentou gpenas um ddo td como para Melipona quadrifasciata, Tetragona clavipes
e Scaptotrigona postica. Por outro lado, o loco Mbi278 agpresentou um segundo dedo td

como em Tetragona clavipes e Scaptotrigona postica, sendo menos polimérfico em



Partamona do que na espécie para qud foi descrito, Meipona bicolor com cinco ddos
(Peters et al., 1998) e paraPlebeia remota com sais ddos (Francisco, 2002).

O baxo poimofismo foi evidenciado pdo nimero médio de ddos (A) e
porcentagem de locos polimérficos (PLP) nas populagbes, os quais gpresentaram baixos
vaores (Tabda 11). As taxas de heterozigoze (Tabela 11) foram menores do que as
observadas por Francisco (2002) para P. remota, provavelmente porque, apesar do autor
também ter usado primers heteroespecificos, este obteve PLPs bem maores (42% e
71%) do que os de P. mulata.

Esse resultado pode ser devido atrés fatores:

1 — O nimero amostral ndo foi o suficiente para deteccdo de maior niumero de
alelos;

2 — Homoplasias de tamanho de fragmentos ou a ocorréncia de aldlos nulos (pelo
uso de primers heteroespecificos), nos teria levado a subestimar a variabilidade
genética de P. mulata. Eda posshilidade é red vito que quaquer mutacdo que ocorra
na sequéncia de DNA complementar aos primers pode inibir ou impedir completamente
a a ligacdo, resultando tanto em reducdo como em completa perda do produto de PCR
(Cdlen et al.,, 1993). Sttipraneed et al. (2001) abordam o0 aswunto comparando O
nimero de ddos por loco microssadite amplificados com primers de A. melifera em
A. mdlifera e A cerana, 0 qud foi maor na primera No caso das homopladas,
mutagdes de ponto na seqliéncia do microssadlites que néo incorram em diferenca no
tamanho dos fragmentos néo terian Sdo detectadas. Tas problemas podem  ser
contornados no futuro pea condrugdo de uma hiblioteca gendmica de Partamona, ou

sequienciamento de todos os a e os observados,
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3 P. mulata de fato apresenta baixa variabilidade genética nos locos
microssatélites estudados. Essa suposicdo SO podera ser testada com 0 uso de primers
homoespecificos nas mesmas populacBes e comparacdo dos dados com os obtidos no

presente traba ho.

Estruturacéo populacional

Foi obsavado que populagdes de P. mulata compartilham ddos nos locos
polimorficos, tendo ddo observado apenas dois exdusivos, no loco Mbi278 em Céoeres
(106 - A), e no loco ®-171 em Cuiaba (110 - E) (Figura 10). Edta pode ser a razéo da
discreta estruturacdo encontrada entre as populacles, vito os baixos vaores de Fsr
(Tabela 17), o que poderia ser indicio de que hga fluxo génico entre as popul agies.

Pelos dados obtidos com o DNAmMt e microssatdites, ndo é possive afirmar s
h& fluxo génico entre populacBes de P. mulata por meio de gpenas um dos Sexas, ou via
machos ou via fémess, pois hd compartilhamento de hepldtipos e delos microssadites
entre edtas. Porém, sabe-se que em Mdiponini, as rainhas virgens deixam seus ninhos
de origem acompanhadas de dgumas oper&ias para ocupar um novo ninho ja iniciado
por outras operaias. Essa comunicacdo entre ninho antigo e novo pode durar um longo
periodo, aé s8s mexes em Partamona orizabensis (Wille e Orozco, 1975), o que
impede a digpasio de fémess a longas digéncias em rdacddo ao ninho origind. Por
outro lado, acredita-se que dispersio dos machos sga ampla, os quais voam e formam
agregados na frente de ninhos novos, com ranhes virgens, a@é o momento do voo
nupcid. Paxton (2000) observaram para Scaptotrigona postica que 0s machos de um
agregado andisado eram  provenientes de colénias diferentes viso que o grau de

parentesco entre estes era muito baixo (g=0,009).
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Apesy do compatilhamento de dedos observado, as andises eddidicas
mostraram que as populagbes de P. mulata ndb se comportam como uma Unica, pa
mitica. Quando andisamos as populacfes separadamente, apenas uma e encontrava em
equilibio de Hardy-Weinberg (Tabela 12). Td desvio s deve a ddficiéncias de
heterozigotos em adguns dos locos estudados. A edruturagdo entre as  populagdes,
mesmo que discreta, foi evidenciada pda diferenciacéo nas didribuiches dos ddos e
gendtipos entre dguns pares de populagbes (Tabelas 17 a 22). Dentre as populagdes
com didribuicio ddica idéntica, o par Sal/Cba agpresentou, em contraste, diferenciacéo
genatipica No entanto, observando a tabda 10, vemos que em rdacdo aos locos T3-32
e T4-171 ha dm diferenca na didribuicdo de gendtipos entre Sal/Cba. A tabda 22
mostra, por sua vez, que a probabilidade de se retirar a0 acaso dois gendtipos dessas
duas populagbes e estes ndo serem idénticos é 4,1%, bagtante dta gpesar do nivel de
sgnificancia estabelecido em 5%. Possvemente este desvio possa edtar relacionado
com o baixo niimero amodtra da populacio Sal (N=6).

A edimdiva de digéncia genética “Chord” de P. mulata variou de 0111 a
0,247. O fenograma obtido a partir desses vdores goontou uma maor proximidade
genética entre populagdes de Poc/SaAl, CbhalCac, e Cgd isolada destes pares (Figura 11).
No caso da populacédo Cgd, a maior digéncia genética em reacéo & outras populacies
gra esperada visto que eta era a mais distante geograficamente. Entretanto, o teste de
Manted gpontou ndo corrdacdo entre digdncias genéticas e geogréficas, pois as
populagbes (Cac) e (Sa) estdo mas proximas geograficamente (30 km) do que Cac e
Cba (300 km) ou Sl e Poc (130 km) (Figuras 6 e 11).

A baxa edruturacdo observada entre as populagbes de P. mulata ndo esta

necessriamente relacionada com fluxo génico entre edtas. Segundo Sakin (1987),

102



extingdes freglentes e recolonizagbes podem explicar baixa diferenciacdo entre
populagies se a média de tempo que uma populagio perssge em uma &ea for menor
gue o tempo necessario para que hga oscilacéo randémica das freqliéncias génicas entre
as geragies até a fixacdo de delos. Kawata (1997) smulou a fragmentacdo de uma area
hipotética em 16 menores com corredores de intercomunicacdo entre estes e observou
perda na vaiabilidade genética da populacdo virtud logo nas primeras geragies.
Eventos de fragmentacdo de populagbes e recolonizagbes sfo amplamente descritos na
literatura Na formiga D. indicum indices de baxa variabilidede genética foram
observados gpds a andise de 11 locos microssatélites como, por exemplo, média de
ddos por loco (A) de 15, porcentagem de locos polimorficos de 36%, heterozigoze
média obsarvada (Ho) igud a 025 (Virginier et al., 2004). Entretanto, o Fst gpontou
dta edruturacdo entre as populagbes (045), judificada pdos autores como sendo
resultado de diferenciacdo genética entre populagbes promovida peda fragmentacdo de
hebitats. Nesta Stuagdp, populagbes com nimeros efetivos pegquenos edtariam mais
jeitas aos efdtos da deriva gendtica A baixa vaiabilidade genética e edruturacéo
entre as populagdes de P. mulata observadas por meio da andise dos locos
microssatdlites, S50 mais um indicio de que a egpécie pode ter passado por isolamento
de populacBes devido a fragmentaco das &ess em que edas edtdo didribuidas pela
contracdo e expansdo de aess secas e aidas durante os ciclos de glaciacbes do

Pleistoceno.

103



4.2.3.2. Partamona helleri

4.2.3.2.1. DNAmMt

Em oposcio ao que foi obsarvado para P. mulata, as enzimas de corte
freqiente, Dra | e Hinf |, foram eficazes em evidenciar polimorfismo de haplétipos
entre colonias de P. heleri. Para o fragmento COI-lIIF/mtD18 foram observados trés
padrdbes com Dra |; paa mtD26/mtD30 e mtD19/Segll, dois padres em cada
fragmento tanto para Dra | quanto para Hinf | e no fragmento 5612R/tPheF, quairo
padrdes com Dra | e dois com Hinf | (Fguras 12 a 13 e Tabda 24). A combinacéo
destes padrdes, denominados por letras, resultou na composicdo de dez haplétipos
digintos (Tabela 25).

A didribuicdo dos hepldtipos entre as populagbes mostrou que a Unica
populecio diferenciada € a BA, pois foi a Unica que nd compartilhou hapldtipos
(Figura 14). Entretanto, € possivd que iss0 s deva a0 baixo nimero de colonias
amodradas (N=3). Nas outras populagdes também foram observados hapldtipos
exdusvos dém dos compatilhedos A Unica excegdo foi ES que goresentou gpenas
dois haplGtipos, também obsarvadosem SP (Figura 14).

Os vaores de divergéncia de segliéncia de nucleotideos ¢l) foram usados para a
condrucdo do fenograma da figura 15. Observamos um ramo compreendendo oS
haplétipos da regido sudeste-sul HO5, HO06, HO08, H09, H10, um outro ramo
compreendendo HO3 e HO4, do norte da didribuicio, e hapldtipos intermediarios a estes
dois ramos, HO1, HO2 e HO7. Na rede de inter-rdacdo entre hgplGtipos (Figura 16)
obsarvamos que a maor proximidade genética entre os hegpldtipos HO02, HO3, HO4,
(ES/BA) e HO5, HO6 e HO9 (M G/SC) sio concordantes com o fenograma da figura 15.

A diferenca esta nas inter-rdagbes entre os hapldtipos HO1, HO7, HO8 e H10, todos
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observados na populagdo de Séo Paulo, os quais foram agrupados em dois outros ramos.
Sggundo Dowling et al. (1996), o hapldtipo que contém 0 maor nimero de sStios de
restricdo (neste caso 0 maior nimero de bandas) seria 0 mais primitivo, pois acredita-se
que a probabilidade de se perder um sitio de restricdo por mutacdo é maior do que a de
ganhar. No caso de P. hdleri, o hegpldtipo que goresentou maior nimero de bandas foi
HO4. Entretanto egte foi observado apenas na populacdo BA, a qud s mostrou mais
digante geneticamente das demais (Figura 15). E possivd que o hapldtipo ancestrd
dagueles observados para P. helleri néo tenha Sdo amodrado ou anda, que ete tenha
e extinguido.

A dversdade haplatipica (h) média (0,5545) (Tabda 27) € compardvel com a
observada em P. remota por Fancisco (2002), que andisando todo o0 genoma
mitocondrid desta espécie com 14 enzimes de redricdo, obteve 15 hepldtipos e
divasdade heplotipica média h = 05476. JA o vdor de diversdade nudeatidica
(00021) foi bem menor do que de Plebeia (0,0082), provavedmente pelo nimero
diferente de enzimas utilizadas para as andises.

A vaidncia populaciond obtida pda andise de vaidnda molecular (AMOVA)
mosrou que esta € maor dentro das populagdes. Os dados da populagdo de Séo Paulo
provavelmente B0 0s principais responsivels vido que esta compreendia metade dos
hepldtipos obsarvados. Entretanto, o vdor f s (0,6230) indicou que goesar de haver
muitos haplotipos compartilhados, ha de fato estruturacéo entre as populages. O “Teste
Exao” e “Monte’, modraam também que edatigicamente as populagbes o
diferenciadas.

A exdudvidade de metade dos hegpldtipos observados ja era indicio de que as

populaches estéo pacidmente diferenciadas. Os vadores de divergéncia haplotipica
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interpopulaciond (d) foram baixos (Tabda 28). No entanto, os vadores de Fsr indicaam
esruturacdo  pronunciada (Tabda 29). Apesr de apresentarem escdas  diferentes,
fenogramas obtidos com base nos vaores de d e Fst apresentaram a mesma topologia
(Figura 18).

Sabendo-se que as fémeas de Partamona sfo filopdtricas, e que ndo se afastam
mas do que aguns metros do ninho m& quando ocorre enxamesgem, a hipdtese de que
o compatilhamento de hepldtipos por aud fluxo génico via fémea é badante
improvave. O mesmo tipo de dado foi obtido para P. remota (Francisco, 2002) em que
populagbes de Sfo Paulo e Parand compartilharam hapldtipos. Este autor refutou a
hipdtese de migracéo de rainhas entre populagdes e propds que o trangporte de colbnias
por meio da acdo humana estivesse interferindo na estrutura genética das popul agoes.

No caso de Partamona, tad proposicdo se modra pouco provave, pois estas
abdhas ndo sfo criadas por mdiponicultores. 190 € devido a sua dta agressvidade e a
qudidade duvidosa do me, uma vez que edas dbdhas sfo freqlentemente observadas
coletando fezes de animais. Portanto, a estrutura haplotipica das populagdes de P.
helleri estudadas indica que edas edtiveram interligadas no passado. A fragmentagdo da
Mata Atléntica em periodos de congricdo de vegetacdo durante as glaciagbes do
Peistoceno pode ter isolado as populagbes de P. helleri em refigios de mata. Acredita
% que a medida que os dimas secos litoréneos do sul do Brasl aingiram o sudeste, as
florestas Atlanticas da Serra do Mar teriam perdido sua continuidade no sentido base
topo reduzindo-se a reflgios na testada superior das escarpas € em aguns espordes e
macicos cogteiros, mais Umidos peda eventud acdo de chuvas orogréficas (Ab'Saber,
1979). O acimulo de mutagdes no DNA mitocondria nessas populagbes isoladas teria

dado origem aos novos hapl étipos exdusivos.
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Caso a retropicdizacdo na América do Sul tenha ocorrido no sentido contrério
da desertificagdo, ou sga, no sentido norte/sul, é possvel que tenha ocorrido
movimentacdo de populagdes de P. helleri no mesmo sentido. Iso porque observamos
que o hapldtipo HO2, 0 mas proximo geneticanente dos hepldtipos do sul da Bahia
(Figuras 15 e 16) e o mas freglente da populacdo ES, também foi encontrado nes
populaces de MG e SP. Ainda o haplétipo HO6, o mas freqiente de MG, foi
encontrado no extremo sul da distribuicéo de P. helleri em SC.

Ede tipo de argumentacdo tem Sdo usado para explicar a proximidade genética
entre hgpldtipos geogreficamente disantes em vaias egpécies, principdmente pda
possived expansio de populagBes a partir de reflgios pleisocénicos. Um exemplo seria
0 do gafanhoto Chortippus parallelus na Europa, em que populagbes do norte da Franca
s modraram gendlicamente mais proximas a populagbes dos Bacas do que ajueas da
Espanhaou Itdia (Lunt et al., 1998).

Para a digribuicdo de hapldtipos observada em P. hdleri nfo é possived induir a
epécie em uma Unica categoria filogeogréfica de Avise (1994). Ido porque td como na
caegoria Ill, a maoria dos hapldtipos é edreitamente rdacionada (vito os baixos
vadores de d na tabea 26), e 50% destes sGo exclusvos. Entretanto, outros 50% dos
hapldtipos sfo edreitamente relacionados e partilhados entre dgumas populagBes, como
na categoria IV. Avise (2000) conddera que uma distribuicdo de haplétipos que
combine as categorias |1l e IV pode ser consderada como pertencente a categoria V. No
ca0 de P. hdleri ndo hd um hapldipo que estga didribuido em todas regifes
amodtradas, portanto néo é possivel classficalanacategoriaV.

E posivd ettfo que tenha havido no passado fluxo génico limitado entre

populagbes, com a possve migracdo de dgumas populagbes no sentido norte/sul,
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porém o tempo em que edas ediveram iladas teria Sdo o suficiente para a evolucio

de hapldtipos exdusivos locamente.

4.2.3.2.2. MICROSSATELITES

Variabilidade Genética

A andise da edrutura populaciond de P. heleri com base nos microssadites
evidenciou baixo poimorfismo td como obsavado paa P. mulata. Quatro locos
goresentaram gpenas um ddo (Mbi28, Mbi201 e Mbi522), cinco goresentaram um
sgundo ddo (Mbi32, Mbi33, Mhi215 Mhi2l8 e Mhi278) e agpenas um loco
goresentou mais de dois ddos, T4171 (Tabda 32).

Aldos exdudvos foram obsarvados paa o loco Mhi32 (B) e Mhi218 (B) em
M G. Também foram observados para 0 loco T4171, (D) em SP e (E) em BA (Figura
20 e Tabda 32). Exdudvidade de ddos é uma evidénda de baixo fluxo génico entre
populagdes. Portanto, gpenas pda obsarvagdo da didribuicio dos addos podemos
verificar a exiséncia de estruturagéo entre as popul agoes.

Comparando os dados de P. helleri com os de outros Meiponini, observamos
gue para dguns locos estudados com primers desenhados para Melipona bicolor, como
Mbi33 e Mhi522, o baxo polimorfismo encontrado seria esperado, vido que ndo mas
gue dois ddos foram encontrados em M. quadrifasciata, M. bicolor, Plebeia remota, S
postica e Tetragona clavipes (Peters et al., 1988; Paxton et al., 1999a; Francisco, 2002).
No entanto, andisando o loco esudado com primers de Scaptotrigona postica (T4-171),
P. helleri apresentou 0 maior nimero de aelos (quatro), pois outras abelhas sem ferrdo
como S tubida, Lestrimditta limao, Melipona beechel, Nanotrigona ., Trigona nigra

apresentaram até dois alelos para este loco (Peters et al., 1988; Paxton et al., 1999a).
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A média de ddos por loco A) de P. hdleri variou de 1,33 a 1,56. Eda média de
menos de dois ddos por loco se deve a0 grande nimero de locos com gpenas um ado.
Consglientemente, a porcentagem  de locos polimorficos por  populagdo  também
goresentou vaores baixos (22,22 a 5556%). Comparando tais dados com os de Plebeia
remota (Francisco, 2002), em que a PLP das populagbes variou de 42 a 71%,
observamos que a variabilidade genética de P. hdleri é menor. Uma outra possihilidade
€ a de que os primers heteroespecificos usados tinham menor homologia de seqliéncia
com o genoma de Partamona, e nossos dados foram resultantes de adelos nulos. As
taxas de heterozigoze média (Hn) de P. hdleri (Tabda 34) foram menores do que as
observadas para P. remota, 0 que cetamente foi influenciado pelo baixo nimero de
locos polimorficos As hipGteses levantades paa o baixo polimorfisno de locos
microssatélites de P. mulata também se adequam para P. helleri:

1- baixo numero amostral;

2 - aldos nulos: a hipdtese de deos nulos S5 poderd ser testada através o desenho de
primers especificos de Partamona, como jaressatado para P. mulata;

3 - baixa variabilidade genética é possivd também que a variabilidade genéica nos
locos andlisados sga de fato limitada

Baxa vaidilidade gendtica de locos microssatdites ja foi obsearvada em
populagbes da peninsula Ibé&rica em Apis mdlifera (Franck et al., 1998). Os autores
acreditam que ese resultado se deva pela recente colonizacdo da &ea a patir de
populagbes que tenham se expandido a partir de refigios plestocénicos. Esta hipotese
foi reforcada apela comparacdo com populagfes africanas que aoresentaram  maior
vaiadilidade genética O continente africano segundo oS autores, teria passado  por

dteragbes diméticas bem menos rigorosass do que a Europa durante os cidos de
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glaciacd do Quaternario. Desta forma, as populaghes estariam etabdecides |a h&4 mas
tempo do que as populagbes europdas, tendo havido maior acUmulo de mutaghes e
surgimento de novos deos

Foi detectado desequilibrio de ligagdo entre os locos Mbi215 e Mbi218 tanto na
andise em conjunto quanto nas populagdes separadamente. Ja o par de locos Mbi215 e
Mbi278, em desequilibrio na andise em conjunto, ndo gparecem ligados na andise por
populacdn. Segundo Jones et al. (2003), esse tipo de resultado pode edtar reacionado
com baxo nimero de individuos amodrados de uma populacéo. Para testar tad hipGtese

€ entéo necessrio coletar mais colbnias e repetir o teste.

Estruturacao populacional

As populagBes de P. helleri ndo podem ser consderadas com uma unica de
cruzamentos ap acasn, Vido que estas ndo etdo em equilibrio de Hardy-Weinberg
quando andisadas em conjunto (Tabda 35). Ede é mas um indico de edruturagéo
entre as populagdes. Quando andisadas separadamente, apenas as populacdes de ES e
BA etdo em equilibrio. O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg se deve a déficit de
heterozigotos, para aguns dos locos estudados, nas populagdes (Tabda 36).

As andises de edruturacdo populeciond confirmaram que as populagbes est@o
diferenciadas pois os vdores de Fsr, agpesar de muito inferiores aqudes obtidos para o
DNAmt (Tabela 29), foram diferentes de zero e os vaores de P foram dgnificaivos
para todos os pares de populacbes. Quando a andlise de diferenciacdo populaciond foi
redizada peda compaacdo da didribuicio ddica entre os paes de populagdes,

verificamos diferencas entre os pares SCM G, SC/ES e SC/BA. Os mesmos pares de



populacdes se mostraram diferenciados quando a andise foi redizada a regpeto da
digtribuicgo dos gendtipos (Tabdas 42 a 45).

Os vdores da digéncia “Chord” foram baixos tendo sdo o maor observado
entre SC e BA, 0 que esta de acordo com a digribuicdo geogréfica das mesmeas (Tabela
46). Porém a menor digéncia observeda, entre as populagbes SP/ES (0,084), indica
imposshilidade de edruturacdo das populagbes em concorddncia com as digéncias
geogréficas entre estas, 0 que foi confirmado pelo teste de Mantel (P=0,9606).

Os vdores da digancia “Chord” entre pares de populagbes foram utilizados para
a congrucdo de um fenograma (Figura 21). Observamos que a topologia deste € idéntica
& obsarvadas nos fenogramas obtidos com os vaores de d e Fst do DNAMt de P.
helleri (Figura 17). BA e ES compatilhando um ramo, SC e M G compartilhando outro
rano e SP em ramo isolado. Esse resultado modra que gpesy do baixo polimorfismo
encontrado nos locos microssatdlites, etes sSO consstentes com outro  marcador
molecular.

E interessante notar que apesar da baixa diversdede gendica e a fraca
edruturacdo entre as populagdes de P. hdleri, a populagio BA gpresentourse
diferenciada das demais tanto com rdacd a0 DNAMt quanto aos locos microssadites,
goesy do pequeno numero amostrd (N=3). Esta gpresentou haplGtipos exclusvos e um
ddo no loco T4-171 ndo obsavado em nenhuma outra populagio. E possivel que esta
populacdd estda mesmo isolada das demais ha mas tempo. Segundo Amorim e PFires
(1996), eventos de vicaiancia teriam levado a divergéncia de espécies na América do
Sul ndo sH por eventos principals como a separacdo da regido amazbnica do restante do
Bresl pea presenca de mares epicontinentas mas também, eventos paeodiméticos

mas recentes datados do find do periodo Cenozbico, teriam separado regifes de



endemismos de espécies. Um desses eventos, que 0 autor supde ter ocorrido entre o
Eoceno e o Oligoceno, teria promovido o isdlamento entre &ess de endemismos do
sudeste brasileiro de outra érea compreendendo o Espirito Santo e 0 sul da Bahia Essa
hipétese poderia explicar a maior diferenciagdo da populagido da BA em rdagio &
demais estudadas. Dados semehantes foram observados em populacBes da espécie de
formiga Formica pratensis na Eurdsa (Goropashnaya e al., 2004). Eda egpécie
goresentou 26 hgpldtipos os quais foram agrupados em dois clados pea divergéncia
nucleotidica, em concordéncia com a distribuicdo geogréfica destes, (A) hapldtipos do
oete e (B) hapldtipos do leste. Os autores postularam que td digtribuicdo filogeogréfica
sga indicio de que a recolonizacdo da Eurdsa, go0s as Ultimas glaciagbes do
Pleistoceno, tenha ocorrido a partir de dois refugios digtintos.

De acordo com Smonsen e al. (1998), baixa diferenciacdo genética entre
populagies pode s explicada por dois mecanismos 1) inicidmente haveria uma
grande populacio ocupando a a&ea de didribuicBo geogréfica, panmitica com fluxo
génico entre populagbes de locdidades diferentes e a fragmentagdo dos hébitats isolaria
a populacio em peguenas sub-populagbes impedindo o fluxo génico entre edas.
Portanto, a diferenciacdo das populagbes observada nos dias auas seria causada pelo
efeito fundador e deiva genéica nestas sub-populagtes resultantes da fragmentacdo da
populacdo inicid; 2) a digribuicdo da variacdo genética poderia refletir uma dta taxa de
migracéo entre populagbes, mas néo téo dta a ponto de resultar em totad homogeneidede
gendtica das populagbes, uma posshilidade embasada pela corrdacéo entre disténcias
gendticas e geogréficas.

Smonsen e al. (1998) estudaram populacdes de bifdos africanos, e verificaram

dados semehantes aos de P. hdleri, baixa vaiabilidade genética, fraca estruturacéo



interpopulaciond e ndo corrdacdo entre digdncias genéticas e digtancias geogréficas. O
autor acredita que a primeira hipdtese acima descrita seria a melhor explicacdo para os
resultados obtidos paa a egpécie (Syncerus caffer). Ido porque esta epécie teria
passado por um afunilamento populaciond recente tanto pela agdo humana por meio da
fragmentacdo de seus habitals, quanto por uma epidemia que diziimou 10.000 animais
para cada sobrevivente.

A exemplo do bifdo africano, fatores néo evolutivos podem edar influenciando
a edrutura genética das populagbes de P. hdleri. O desmatamento da Mata Atlantica no
Ultimo século reduziu a cobertura vegetd a cerca de 7% do que havia na época do
descobrimento do Bresil, o que vem promovendo a fragmentecdo de aess e

conseqlientemente o isolamento entre populagdes.

4.2.3.3. COMPARACAO INTERESPECIFICA
4.2.3.3.1. DNAmMt

A combinagdo da PCR com RFLP foi primaro redizada por Saki et al. (1985).
O un de primers para regides especificas do genoma faz com que os fragmentos
andisados ndo sgam andnimos. Dedta forma, a comparacdo das bandas entre individuos
de uma populagdo torna-se mais precisa aumentando a probabilidede de que bandas de
mesno tamanho sgam homdlogas Apesyr do nivd de polimorfismo ser menor em
rdacédo ap RFLP, pda reducio da andise a pate do genoma, esa metodologia tem sido
empregada com sucesso em estudos populacionas (Lovette et al., 1999; Mamuris et al.,
2001; Perwitasari-Fajdlah, 2001; Ittig et al., 2002, Papasotiropoulos et al., 2002; ertre

outros).



A andise do DNA mitocondrid de P. mulata e P. helleri foi redizada com base
nos padrbes de bandas PCR+RFLP e ndo por Sitios de restrico, pelo fato de que os
stios de Dra | e Hinf | ndo puderam ser mapeados em todos fragmentos estudados. A
co-migragdo de bandas de tamanho pegueno (100 a 50 pb) em fragmentos como
5612R/tPheF (Figuras 5 e 13) ndo permitiu a visudizago de todas bandas geradas e
conseqlientemente, a redizacdo de duplas digestbes ndo produziram resultados que nos
permitissem inferir corretamente a poscdo dos Stios A utilizagd de géis de
poliacrilamida poderia sar uma dterndiva para a visudizacdo de fragmentos de
tamanho pequeno. Entretanto, a utilizacd de primers heteroespecificos incorreu na
amplificacdo de bandas inespecificas, Nndo observaveis em géis de agarose, porém muito
bem rexlvides no gd de poliacrilamida, as quas s confundian com as bandes
esperadas, dificultando a andlise dos resultados. Desta forma, a bandas consderadas nes
andises edatisticas foram apenas agudas visiveis em géis de agarose 2%, mesmo que
ta procedimento incorresse em subestimacéo da variabilidade genética

O PCR+RFLP de quaro fragmentos do DNAmMt das espécies estudadas
evidenciou caracterigticas interessantes dos genomas mitocondrials de ambas como, a
presenca de sitio Cla | no fragmento COI-IIFmtD18 de P. heleri e austncia deste em
P. mulata. Ainda, Sitios de redtricdo se mostraram caracteristicos para Mdiponini como
Bcl I, Clal, Haelll e Hind Ill, pois se gpresentaram monomorfic os em ambas espécies.
Mostrou-s2 também que o Stio Cla |, do fragmento mtD7/COI-IIR, € redmente
diagnddtico do género em rdagdo a outros Mdiponini como Plebeia (Francisco et al.,
2001) e Méipona (Weinlich et al., 2004), os quas ja tiveram os dtios de restricdo

mapeedos, tal como discutido na publicagdo (Anexo 1, item 2).
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A vaiddlidade heplotipica fol discrepante vido que P. mulata apresentou
goenas dois hepldtipos enquanto que P. helleri goresentou dez, mesmo tendo ddo
estudado um menor nimero de coldnias. Outro aspecto é que os hapldtipos de ambas
espécies 0 epécie-especificos, com divergéncia de segiiéncia de nucleotideos entre
pares de hapldtipos (d) variando entre 1,44% a 2,19% interespécies. A figura 22 iludtra

adigéncia genética observadas entre os hapl étipos de P. mulata e P. helleri.

HO
HO6
Ho9 H02
HO7
HO1 AN
HO8
H10 HO3

HO4
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Figura 22. Fenograma obtido peo méodo de Evolugéo Minima a partir de vaores de d,
rdacionando todos os hapldtipos obtidos nas 10 populegbes de Partamona. H:
haplétipos de P. helleri; M: haplétipos de P. mulata.



O edudo evolutivo do género Partamona redizado por Pedro e Camargo (2003)
goontou gque eventos de vicaridncia na regido neotropicd, datadas do periodo Cretéceo,
podem explicar a divergéncia de dgumas espécies. Como por exemplo, a separacéo das
espécies dos grupos hilineata/epiphytophyla  didribuides nas regides da América
Centrd, na regid dos Andes e sudoeste da Amazonia (Choco-CA e SWAmM) das
demais regifes da América do Sul (Figura 23-1). Nesta &ea, um evento de diguncéo
trans-/cisandina  teria separado  podteriormente as teras do oeste do Equador aé o
México, isolando as espécies do grupo bilineata no componente Chocd-CA (Fgura 23-
2). Uma outra diguncdo bastante evidente teria separado a porcéo aléantica (Atl) das
demais regides (NAm e SEAm), a qua teria ocorrido por conexdes aqudticas entre as
becias do Parnaiba e Parana no Cretdceo médio segundo Amorim e Pires (1996) (Figura
23-3). Dedta forma, a separacdo de P. hdleri, digtribuida na porcéo atlantica, em rdacéo
& expecies didribuidas na porgdo denominada como SEAM (sudeste da Amazbnia) por
Camargo e Pedro (2003), seria antiga Com relagdo & aess NAm e SEAm (onde P.
mulata esa distribuida), Camargo e Pedro (2003) afirmam que ndo ha dados suficientes
gue possam esclarecer os endemismos ai observados. A discrepante diferenca entre as
variabilidades haplotipicas observadas entre P. mulata e P. hdleri corroboram que a

primeira € uma espécie bem mais recente que a segunda
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Figura 23. Mapa pacid da Améica do Sul goresentando parte dos componentes
biogeogréficos que integram a regid Neotropicad (Revisasdo por Camargo e Pedro,
2003). NW: noroeste da Améica do Sul; SE: Sudeste da América do Sul. SWAm:
sudoeste da Amazonia; Choco-CA: noroeste dos Andes aé o Panamg NAM: norte dos
rios Negro e Amazonas — créon Brasl/Guianas, SEAM: regido a0 aul dos rios
MadeiralAmazonas, incluindo todo o Brasl centrd e nordete, a@é o noroeste da
Argenting;  Atl.: regido dlantica, Bahia a0 Parand Linhas pontilhadas apresentam
principas eventos de vicaiancia podulados como possives responsivels  pdas
diguncBes obsarvadas entre os grupos de Partamona, em ordem crescente do mas
antigo paa 0 mas recente segundo Camargo e Pedro (2003). Elipses: Tracados
biogeogréficos principais da Améica do Sul. NW: tracado noroeste; SE: tracado
sudeste.
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Segundo Pedro e Camargo (2003) um dos maores problemas para uma andise
filogenética consgtente do género Partamona reside na fdta de caracteres morfolOgicos
informativos. Td dificuldede é refletida no dadograma obtido para as 33 egpécies do
género peos autores em que os dados permitiram goenas a identificacdo de cinco
dados mondfiléicos principas testacea, bilineata/epiphytophyla, musarum, nigrior e
cupira. Neste Ultimo estd0 incluidas as egpécies estudadas no presente trabaho.
Pogteriormente, estes autores obtiveram um cladograma com relagBes interespecificas
mehor resolvidas utilizando dados de aquitetura de ninhos (Camargo e Pedro, 2003).
Um dessss caracteres foi 0 subgtrato de nidificacdo: associacdo ou ndo de ninhos com
termiteiros. Esse tratamento resultou na hiptese de moncdfilia paa as egpécies
termitdfilas (como P. mulata). Excetuando as epécies didribuidas a oete dos Andes e
na regid sudoeste da Amazbnia (SWAmM), as demas espécies de Partamona s80
termitofilas. A Unica excecdo € P. helleri, endémica da regido sudeste brasleira, que
nidifica em uma ampla vaiedade de subdraos dexde fredas de paredes aé ninhos
livres condruidos de baro. Td observacdo resultou na hipdtese de que P. heleri
conditui-se em um ramo basd, irmé de todas as egpécies temitdfilas (Camargo e
Pedro, 2003). Os dados de DNAmt evidenciaram a digéncia filogenética entre P. helleri
e P. mulata, vigo os vdores de d. Além disso, os dados se modtraram informeativos para
futuras andises filogenéticas entre as outras espécies de Partamona, 0 que pode definir
mehor as reagbes inter-epecificas observadas nos cladogrames obtidos por meio das
andises morfolgicas e comportamentais.

Os indices de diversdade haplotipica e nudectidica (pdg. 46 e Tabda 27)
modiraram edtaigicamente que a variabilidade genética das duas epécies difere, sendo

menor em P. mulata do que en P. hdleri. Td dferenca pode estar relacionada com a



digribuicio geogréfica des egpécies bem mas ampla en P. helleri do que em P.
mulata. No entanto, os dados de paeobiogeografia e as diferencas comportamentas
entre as eypécies indicam que a divergéncia de P. hdleri das demas espécies

termitdfilas € antiga, 0 que torna a conclusio a respeito desta questéo ndo resolvida.

4.2.3.3.2. MICROSSATELITES

A diferenca interespecifica refletida no DNAmt também foi observada nos locos
microssatdlites Aldos espécie-especificos foram obsarvados para P. nmulata nos locos
Mbi201 (134), Mbi278 (106), Mbi522 (132) e T4-171(106, 108, 110) e paa P. helleri,
Mbi32 (138), Mbi215 (88), Mbi218 (118), Mbi278 (102) e T4-171 (118).

Uma comparacdo entre os indices edtatigicos obtidos para as duas espécies, bem
como para Plebeia remota (Francisco, 2002) e Apis cerana (Sittipraneed et al., 2001)

podem ser observados natabda 47.

Tabela 47. Comparagdo entre resultados de andises edatidticas populacionais entre

Apis cerana (Sttipraneed et al., 2001), Plebeia remota (Francisco, 2002), P. mulata e P.
helleri. * Média

A. cerana Plebeia remota P. mulata P. heleri
o
N© amostral 257 71 58 47
N.° delocos
estudados 12 7 9 9
A* 5a93 19a26 20 133al56
PP+ 42,86 a71,43% 25a50% 22,22 a55,56%
Ho* 0,18a041 0,153a0,302 0,176 a0,251 0,118a0,219
EHW N&o parrmixia N&o pan-mixia N&o pan-mixia N&o pan-mixia
F Altamente Estruturacdo Estruturacdo
st estruturadas discreta discreta
(Chord) -0,020a0,04 0,119 a0,242 0,111 a0,247 0,084 20,350




Podemos veificar que os indices de variabilidade gendética como nimero médio
de ddos por loco (A), porcentagem de locos polimérficos (PLP), heterozigose média
(Ho,) ndo diferem de forma dgnificativa entre as duas espécies de Partamona. Porém
comparando dados com os de P. remota, Unico mdiponinio estudado em nivel
populaciond a@é o presente, a vaidlidade de ambas egpécies € menor. E em
comparacdo com A. cerana, a vaiabilidade é de fato baxa Essa diferenca pode estar
relacionada com o0 maior nimero amostra das outras espécies em comparagdo com as
Partamona. Nos trés estudos foram usados primers heteroespecificos, porém para A
cerana, 0S primers eram de uma outra espécie do mesmo género (A. mellifera). Isto
pode ter contribuido para a dta variabilidade genética encontrada em vista da menor
probabilidade de obtencZo de ddos nulos.

Néo foi possive rdacionar a variabilidede genética de locos microssadites
observada em P. mulata e P. hdleri com a &ea de distribuicdo geogréfica das espécies.
Apesar de P. mulata apresentar-se digtribuida em uma aea menor do que P. hdleri, a
variabilidede genética de ambas foi amilar. A baixa variabilidede encontrada em ambes
espécies pode estar relacionada com a intensa degradacdo de seus hébitats, do cerrado
para a abertura de areas de producéo agricola ou de pastagens, e da Mata Atlantica para
exploracio de madeira e pelo crescimento de &ess urbanas. E necessiio investigar,
porém, se a baixa diversdade genética observada se deve a homoplasas de tamanho de
delos ou ddos nulos 0 que SO poderd s exclarecido com a obtencdo de primers
especificos para Partamona. Apesy de discreta, detectou-se estruturagdo entre as
populagbes de ambas espécies indusve com a presenca de delos exdusvos em
dgumas populaghes. IS0 sugere que as extingbes locais de populagbes ameacam o

patrimonio genético de P. mulata e P. helleri.



4.3. RELAGCAO DE PARENTESCO

Segundo Wilson (1971), paa uma egpecie ser condderada socid esta deve
goresentar as seguintes caracterigticas. cooperacdo e cuidado com os jovens, divisio de
trabdho, com operaias edérds trabdhando em beneficio dos reprodutivos,
sobreposicédo de geragbes. O dtruismo reprodutivo teria ddo facilitado pela dterada e
assmétrica relacdo genética entre parentais e a prole, e entre os irmédos. 1sO se deve ao
sgema hgplo-dipldide de determinacdo do sexo dos Hymenoptera, em que oper&ias
filnes de acasdamento monogdmico da rainha patilham ¥de seus dedos. Portanto,
operarias partilham mais genes com as irmas do que com possives filhos o que aumenta
0 inclusive fitness das mesmeas.

Entretanto esta hipdtese se torna pouco sustentada quando se consdera que
fémess reprodutivas possam ser multi-fertilizades (poliandri@) €lou quando multiplas
ranhas pdem ovos num mesmo ninho (poliginid). Nesses casos, a média gendtica de
parentesco entre oper&ias de uma colbnia é dramaicamente diminuida (Avise, 1994).
No caso de egpécies que goresentam poliandria como Apis mellifera, uma série de
conflitos intracolénia € obsarvada como por exemplo o worker policing (policiamento
de podura de ovos de operarias por outras operarias). Acredita-se que em abelhas sem
ferrdo a ranha sga fertilizada por gpenas um macho, uma vez que estas abelhas néo
goresentam tais conflitos intracolénia Em vida dessa peculiaridede, pesquisadores tém
* interessado em identificar geneticamente a redagdo de parentesco entre abelhas de
uma mesma colonia de Mdiponini (Peters et al., 1999; Paxton et al., 1999b; Francisco,

2002).



O codficiente de parentesco € a corrdacdo entre o vador genético de dois
individuos quasquer e foi inicidmente definido por Wright (1922). O estudo da rdacéo
de parentesco foi redizado para P. mulata e P. hdleri, por meio da genotipagem de dez
individuos de dez coldnias digintas de cada egpécie. Foram andisados os locos Mhi278,
T3-32 e T4-171 de P. mulata, duas colénias por populacdo Cac; Poc; Cha; Sal; Cgd)
e em P. hdleri, foram edudados os locos Mhi215 Mbi278 e T4-171, também duas
colénias por populacdo (SC, SP, MG, ES e BA). Os gendtipos obtidos podem ser vistos
nes tabeas 48 e 49. Em P. mulata, todos os ddos encontrados ja haviam Sdo
detectados na andlise populeciond (Tabdas 9 e 48). Paa P. hdleri, no entanto, foi
detectado um ddo do loco T4-171 (B) que ndo havia Sdo obsarvado na populacéo

(Figura 24, Tabelas 32 e 49).

Figura 24. Facionamento em gd de poliacrilamida 9% de fragmentos amplificados do
loco T4-171 de P. hdleri, colénia PhO1l. M: marcador de peso nolecular 10 pb ladder.
(*: 100pb). Os gendtipos correspondentes & bandas observadas est@ descritos acima
das mesmeas.



Tabda 48. Gendtipos obsarvados para os locos Mbi278, T3-32 e T4-171; nimero de
patriliness edimadas e grau de parentesco obsarvado entre individuos de uma mesma
colbniade P. mulata.

Col6nia Individuo  Mbi278 T3-32 T4-171 Patrilineas Parentesco

1 AA cc GF

2 AA cC GF

3 AA BC GF

4 AA BC GF

MO04 5 AA BC GF
6 AA BC GF 1 0,75

7 AA BC GF

8 AA BC GF

9 AA BC GF

10 AA cc GF

1 AA AB GG

2 AA AB GG

3 AA AB GF

4 AA AB GF

M08 5 AA AB GF
6 AA AB GF 1 0.75

7 AA AB GF

8 AA AB GG

9 AA AB GG

10 AA AB GG

1 AB AB AG

2 AB AB AH

3 AB AB AH

4 AB AB AH

M34 5 AB AB AH
6 AB AB AG 1 0.75

7 AB AB AH

8 AB AB AH

9 AA AB AH

10 AA AB AH

1 AB BB GF

2 AB BC GF

3 AB BC FF

4 AB BC GF

M49 5 AB BC GF
6 AB BC GF 1 0.75

7 AB BC GF

8 AB BC FF

9 AB BC FF

10 AB BC GF

1 AA AB BF

2 AA AB BF

3 AA AB BF

4 AA AB BF

M12 5 AA AB BF
6 AA AB BF L 0.75

7 AA AB BF

8 AA AB BF

9 AA AB BF

10 AA AB BF




Tabela 48. Continuacéo.

Colonia  Individuo  Mbi278 T3-32 T4-171 Patrilineas Parentesco

1 AA BC cC
2 AA BC GC
3 AA cc GC
4 AA BC GC
M15 5 AA BC GC
6 AA cc GC 1 0.75
7 AA BC GC
8 AA cc GC
9 AA cc GC
10 AA cc GC
1 AA AB GF
2 AA BC GF
3 AA BC GF
4 AA BC GF
M33 5 AA AB GF
6 AA BC GF ! 0.75
7 AA AB GF
8 AA AB GF
9 AA AB GF
10 AA AB GF
1 AA BC CF
2 AA BC CF
3 AA AB CF
4 AA AB CF
M44 5 AA AB CF
6 AB BC CF 1 0.75
7 AB BC AF
8 AB AB AF
9 AB BC AF
10 AA BC CF
1 AA BC AC
2 AA BC cc
3 AA BC cc
4 AA BC AC
M46 5 AA BC AC
6 AA BC cc ! 0.75
7 AA BC cc
8 AA BC AC
9 AA BC cc
10 AA BC AC
1 AA BC AF
2 AA BB AF
3 AA BB AF
4 AA BC AC
M55 5 AA BB AC
6 AA BC AF 1 0.75
7 AA BC AC
8 AA BB AC
9 AA BC AF
10 AA BC AF




Tabela 49. Gendtipos obsarvados para os locos Mbi215, Mbi278 e T4-171; nimero de
petrilinees etimadas e grau de parentesco observado entre individuos de uma mesma
colGniade P. helleri.

Colénia Individuo  Mbi215 Mbi278  T4-171  Patrilineas Parentesco
AB AA AC
BB BB BC
BB BB BC
BB BB BC
AC
BC
AC
BC
BC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC

PhO1

Ph02 1 0,75

Ph06 1 0,75

Ph22 1 0,75

Ph29
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BB
BB
BB
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Tabea 49. Continuagéo

Colonia  Individuo  Mbi215 278 T4-171 Patrilineas Parentesco
1 BB BB AC
2 AA BB AC
3 AA BB AC
4 AA AB AC
Ph30 5 AA AB AC
6 BB BB AC z 05
7 AA BB AC
8 AB BB AC
9 AB AB AC
10 AB AB AC
1 BB BB AC
2 AB AB AC
3 BB AB AC
4 BB AB AC
Ph32 5 BB AB AC
6 BB AB AC 1 0.75
7 AB BB AC
8 AB BB AC
9 AB AB AC
10 AB BB AC
1 BB AB AC
2 BB AB AC
3 BB AB AC
4 BB AB AC
Ph35 5 BB AB AC
6 BB AB AC 1 0.75
7 BB AB AC
8 BB AB AC
9 AB AB AC
10 AB AB AC
1 BB AB CE
2 BB AB CE
3 BB AB BC
4 BB AB CE
Ph40 5 BB AB CE
6 BB AB CE 1 0.75
7 BB AB BC
8 BB AB BC
9 BB AB BC
10 BB AB BC
1 AB AB AC
2 AB AB AC
3 AB BB AC
4 AB AB AC
Ph47 5 AB AB AC
6 AB BB AC 1 0.75
7 AB BB AC
8 AB AB AC
9 AB AB AC
10 AB BB AC




Apenas observando os gendtipos de P. mulata j& podemos conduir que um
unico macho fertilizou as rainhas desta expécie Td condusio vem da obsarvagcédo de no
maximo trés dedos por colénia para todos os locos esudados, um do macho hemizigoto
e outros dois da ranha heterozigota, como por exemplo, na col6nia M55 proveniente de
Campo Grande (Tabela 48).

Para P. mulata, foi observada gpenas uma patrilinea em todas col6nias, com 5%
de probabilidede de se acetar essa hipitese e edta ser incorreta Portanto, nas dez
colonias andisadas, osindividuos apresentaram r = 0,75 (Tabea 49).

Td como para P. mulata, P. helleri apresentou no ma&ximo, trés addos por
colénia (Tabeda 49). No entanto, adgumas colbnias agpresentaram  gendtipos ndo
concordantes com a hipdtese de monoandria, ou sga que apenas um macho teria
fecundado a rainha, como: PhO1 (Mhi278), Ph29 (Mbi215) e Ph30 (Mhbi2l5) (Tabda
49). Paa que gpenas um macho tivese fecundado a rainha, deveriamos observar pelo
menos um ddo comum a todos os individuos andisados para 0 mesmo loco. s
porque, sendo hemizogotos, os machos doam sempre 0 mesmo ddo paa sus
descendentes. O grau de parentesco destas colbnias foi entdo cdculado em 0,5, pois
foram edimadas duas pdrilineas responsaveis pelos gendtipos observados. Todas as
outras col6nias gpresentaram gpenas uma patrilineae r =0,75.

Estudos de parentesco foram redizados em abdhes da tribo Méiponini  por
Peters et al. (1999). Edtes autores verificaam para 13 espécies dos géneros
Legtrimdlita, Melipona (trés espécies), Nanotrigona, Paratrigona, Partamona, Plebeia,
Scaptotrigona (duas espécies), Schwarziana, Tetragona e Trigona, que gpenas um
macho havia fecundado as rainhas dagquelas epécies, visto que todas gpresentaram grau

de paentesco em torno de 75%. Edes autores foram os primeiros a utilizarem



marcadores microssatdites em Partamona (P. aff. cupira) e andisando 12 colonias
provenientes do Panama encontrarlam no maximo dois dedos por loco e grau de
parentesco de 80% entre as operérias.

Caso redmente gpenas um macho fecunde a rainha de Partamona como sugere
Peters et al. (1999), uma possive explicacéo para a presenca de gendtipos discordantes
com a hipdtese de monoandria em P. hdleri seria a recente subgtituicdo da rainha. Por
exemplo, na colonia Ph29, para o loco Mbi215 (Tabea 49), a primera ranha poderia
s AB e ter ddo fecundada por um macho B, originando uma prole composta por
oper&rias AB ou BB. Se a rainha antiga tivesse sdo subdtituida por outra rainha AB que
tenha ddo fecundada por um macho A, veriamos na prole individuos AA ou AB.
Assm, durante atransi¢éo, observariamos oper&ias AB, BB e AA naprole,

A indusio de meachos na amodra também poderia produzir td resultado.
Entretanto, uma rigorosa triagem das abdhas foi redizada antes da extragdo de DNA
paa a composicdo dos grupos, 0 que descata essa hipdtese. Uma outra possibilidade
seria que individuos de colbnias diferentes tivessem Sdo coletados como sendo de um
mesmo ninho. Na tentativa de evitar esee problema, as coletas foram redizades
cgpturando-se individuos que saiam de dentro dos ninhos em decorréncia de uma
perturbacddo provocada. No entanto, esse procedimento néo inviabiliza necessariamente
td possbilidede

Paxton et al. (1999b) identificaram até duas possiveis patriliness em Melipona
becheei e aé sais em Scaptotrigona postica e propds que a poliandria tavez sga uma
caracterigica amplamente difundida entre os Mdiponini. Os autores embasaram ta
dfirmacdo citando as obsarvagbes de Imperatriz-Fonseca e al. (1998) de muitiplos

acasdlamentos em Tetragonisca angustula registrados em video, e refutando variavels



que possam levar a um reconhecimento de fadsa poliandria em ninhos de adhas sem

ferréo como:

1 Entrada de abdhas de outros ninhos nas colbnias regetaram a hipltese porque
verificaam mas de uma patrilinea também em abehas provenientes de um favo de
S postica e ndo SO nos adultos,

2. Aldos nulos ndo deveriam ter ddo observados vido que a maoria das abdhas
andisadas era heterozigota;

3. Subdituicdo recente de ranha seria possive, porém edas vivem um tempo muito
longo, bem maior do que sues filhas operé&rias.

Paxton et al. (1999b) também citam a presenca de conflitos, caracterigticos de
epécies polidndricas, entre operaias de M. subnitida, observados por Koedam et al.
(1998), para corroborar sua hipdtese de que multiplos acasdamentos sgam comuns em
Mdiponin. Em Partamona, interagles entre oper&ias e destas com a rainha foram
andissdas por Azevedo e Zucchi (2000). N&o foram observados comportamentos
agressvos entre as nove epecies estudadas, incluindo P. mulata e P. helleri.

Segundo Ross (2001), a poliandia seria sdletivamente favorave para as colbnias
de Hymenoptera viso que o aumento da vaiabilidade genética acentuaria a divisio de
trabadho ou a resgéncia a paradtas, ou minimizaria os efdtos ddetérios da producéo de
machos estéreis (dipldides). De acordo com Wienasz et al. (2004), o efeito de miitiplos
acasdamentos no fendtipo das colbnias teria um beneficio maerid para a rainha, em
gue 0 aumento da variabilidade genética entre as oper&rias aumentaria as chances de
sobrevivéncia da colénia, resultando em maor tempo de vida e maor Sucesso

reprodutivo.



Acreditamos que antes de afirmamos que de fato ha mditipla fecundagdo de

ranhas de P. helleri, sga necesskio um edudo mas amplo com a transferéncia de
colbnias para caixas de obsarvacdo, amosragens periddicas durante um longo periodo e

marcacéo da rainha para acompanhamento de possivel subgtituicéo.



5. Conclusodes

Com bases nos objetivos propostos para 0 presente trabadho e nos resultados

obtidos das andises populacionaisde P. mulata e P. helleri, € possivel conduir que:

1. A técnica de PCR+RFLP foi eficiente para 0 mapeamento dos sitios de restricdo no
genoma mitocondrid de P. mulata e P. helleri (Anexo 1). Os mapas parcias obtidos
poderdo servir futuramente para comparacOes interespecificas e desta forma
contribuir paa o mehor entendimento das reagbes interespecifices do género

Partamona e entre os Mdiponini em gerd;

2. O PCR+RFLP também foi eficiente na identificacdo de heplGtipos mitocondriais em
P. mulata e P. hdleri. A baixa diversdade heplotipica de P. mulata pode estar
relacionada com aunilamentos populacionais recentes e colonizacdo de &ess a
patir de um Unico reflugio, possvemente a patir do pediplano cuidbano. Em P.
helleri foram identificados dez hepldtipos digribuidos de forma descontinua a0
longo da didribuicdo geogréfica A digribuiciio filogeogréfica destes hapldtipos
sugere que as populagies desta espécie estiveram em contato no passado e que a
fragmentacdo das &eas no periodo glacid teria isolado populagbes, que acumularam
mutagdes no DNAmt dando origem a hapldtipos locais exdusvos. A disperso de
heplétipos também pode ter ocorrido no sentido norte-sul gpds a Ultima glaciacdo do

Pleistoceno vigo o compartilhamento de um haplétipo por trés popul agdes,
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3. O fluxo génico em P. mulata ou ocorreu via fémea ou a egpécie € muito recente
vigo que as populaghes = goresentaram indiferenciadas com base no DNAmMt. Em
P. hdleri postulou-se que se ha migracéo nos dias auas entre populagies este deve
ser via machos, pois as populagbes estdo diferenciadas em nivel de DNAmt e pouco
edruturadas com base nos microssatdites 0 que é prontamente observave pea

comparacao entre os indices de Fst do DNAmMt e microssatdlites,

4. As vaiabilidades geréticas de P. mulata e P. helleri diferiram quanto ao DNAm,
porém foram muito semehantes quanto aos locos microssadites Néo foi possive
concluir se a diferenca no tamanho das distribuicbes geogréficas de ambas espécies
tem rdacdo com ede resultado. A obtencdo de primers homoespecificos para
Partamona pode auxiliar no refinamento desses dados, pois pode responder s a
baixa varidbilidede genética encontrada nas espécies é devido a ddos nulos ou s 0
tamanho das &ess de didribuicdo, bem como a degradacdo das coberturas vegetais

em suas aess de endemismo, estéo afetando de fao a edtrutura genética das

popul agdes destas espécies,

5. Em P. mulata foi possivdl observar que gpenas um macho fecundou as rainhas das
colbnias edudadas indicando que esta eg¥cie € monodndrica Entretanto, em P.
helleri foram obsarvadas duas parilinees em dgumas colbnias. Acreditanos que um
edudo mas gorofundedo deva ser redizado para a confirmacdo da possive
poliandria desta egpécie, com acompanhamento de colbnias a fim de se testar a

hipGtese de subgtituicéo recente de rainhas.



6. RESUMO

O género Partamona compreende 33 espécies, didtribuidas do sul do México a0
aul do Brasl. O géneo tem ddo amplamente estudado em diferentes nives
citogendtico, etologico e morfddgico. O presente trabaho teve como objetivo contribuir
com dados moleculaes paa o conhecimento do grupo, redizando estudos
populacionas por meo da caacterizagdo do DNA mitocondrid por PCR+RFLP e da
andise de regifes de microssatdites do DNA gendmico de duas espécies P. mulata de
digribuicdo redrita a0 sul de Mao Grosso e norte do Mao Grosso do Sul, e P. heleri
de digribuicdo mais ampla, do sul da Bahia a@é Santa Cataina Foram detectados
gpenas dois hapldtipos em P. mulata, os quais difeiram entre S por gpenas um dSitio de
resricdo. As andises edatidicas demongraram ndo haver edruturacdo entre as
populaches sugerindo que edta espécie possa ter passado por recente afunilamento
populaciond. Em P. hdleri foram observados dez haplétipos sendo dguns exdusivos e
outros compartilhados. Andises edatidicas agpontaram dta edruturagdo entre as
populaghes e a digribuicdo filogeogréfica observada sugere um possivel isolamento por
fragmentagd da Mata Atléntica durate o Pedoceno. A andise dos locos
microssatdlites mostrou  baixa varidbilidade genética em ambas egpécies e disreta
edruturacdo entre as populagdes, ndo reecionada com a distribuicdo geogréfica das
mesmas. 190 pode ser consequiéncia de migracdo de machos entre populagbes viso que
as ranhas sfo filopdricas ou, fragmentacdo dos habitals pela rgpida degradacdo do
carado e da Maa Atlatica ou por ddos nulos causados pedo uso de primers
heteroespecificos. A andise de parentesco entre abelhas de um mesmo ninho gpontou a
exigéncia de apenas uma pdrilinea em P. mulata sugerindo moncandria para eta
espécie. Foram encontradas duas parilinees em dgumas colénias de P. helleri, o que
pode s resultante de fecundacdo por mais de um macho ou subgtituicdo recente da
ranha A caacterizacdo parcid do DNAmMt de duas espécies de Partamona podera
contribuir em estudos filogenéticos tanto do género quanto de outras espécies de
Mdiponini. A andise populaciond mogrou 0 dSatus da vaiabilidade genética das
egpécies, suas possivels higtorias evolutivas e a possive rdacdo desta com degradacéo
dos ambientes onde estas est8o distribuidas.



/7. ABSTRACT

The Partamona genus comprises 33 species didributed from south Mexico to
south Brazil. This genus has been sudied a different levels cytogeneticd, ethologicd
and morphologicd. This work amed a to contribute with molecular data for the
knowledge about the group peforming a populaion study employing the PCR+RFLP
of mDNA, and andyds of microsadlite loc from nucdeer DNA of two gpecies P.
mulata which is digributed in south Mao Grosso and north Maio Groso do Sul, and P.
helleri which geographic digribution is wider, from Santa Caarina to southern Bahia It
was detected two heplotypes in 58 colonies of P. mulata, each one differing by one
sngle redriction dSte The datidicd andyses indicated no differentiation  among
populations suggesting that the species could have passed through a recent populationd
bottleneck. It was observed ten haplotypes in 47 colonies of P. helleri, some exclusve
and othes shaed among populdions Saidicd andyss pointed high populaion
differentiation and the obsaved phylogeography didribution suggested a possble
recent isolaion probably by Atlantic Foret fragmentation during the Plestocene. The
microsatdlite andyss showed low genetic vaidbility in both species and discrete
population dructuring, not reladed to the geographic didribution. This might be
conseguence of migraion of mdes, snce the queens are highly phylopatric, or habitat
fragmentation by degradation of savanna and Atlantic fores aress, or null dldes caused
by the use of heterospecific primers. The rdatedness invedigation reveded only one
pariline in nex maes of P. mulata tha suggests monoandry for this species. It was
found two parilines in P. hdleri that can be resulted from more than one mating or
recent queen replacement. The partid characterization of the mtDNA of two Partamona
goecies can contribute to further phylogenetic dudies among bees of this genus or
anong other Mdiponini species. The populaiond andyss dhowed the genetic
vaidbility datus of the gpedes their putative evolutionary hisories and the possble
rddion between the results and the environmenta degradaion in their digtribution

areas.
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ANEXO 1



CARACTERIZAGCAO DOS MARCADORES MOLECULARES : PARTE |

1. MAPEAMENTO DE RESTRICAO DO DNAmt

Com o objetivo de caracterizark 0 DNAmt de P. mulata e P. hdleri, foram usados
primers para amplificacd deste genoma por meo de PCR: universas para insfos
(Smon et al., 1994), derivados de Apis mellifera (Hdl e Smith, 1991; Arias et al., 19998)
e de Medipona bicolor (Francisco et al., 2001; Silvedre, 2002). Inicdamente foram
testados os 10 pares de primers que amplificaam com sucesso o DNAmt de Plebeia
(Francisco et al., 2001). Para as regides do DNAmMt ndo amplificadas com estes primers,
foram testadas outras 116 combinagbes (Tabela 50). As reagbes foram montadas e
redizadas com o diclo basico ta como descrito nasecéo 3.2.2.

Os fragmentos obtidos foram estudados por meio de digestbes com enzimas de
resricdo e seqUenciamento. Os dados obtidos permitiram a construgdo de mapas de
restricdo parcias e adiciondmente o seqlienciamento da regido entre os genes COI e
COll de P. mulata e P. hdleri. Esses resultados foram aceitos para publicagéo na revista
Apidologie. Assm, a metodologia empregada em ambas epécies para amplificacdo do
DNAmMt, os magpas de redtricdo, 0 seglenciamento pacid e a discussio destes
resultados, podem ser vistos na publicaggo incluida no presente anexo.

A andie e discussio das sequéncias dos fragmentos amplificados com os

primers COI-lIF/mtD18 podem ser vistas na publicacéo e no item3 do presente anexo.



Tabela 50. CombinagBes de primers e temperaturas de hibridaco dos primers tedtadas para regides do
DNAmMt de P. mulata e P. hdleri ndo amplificades com os pares usados em Plebeia (Francisco et al.,
2001). Cf — comprimento do fragmento; Ta— temperatura de hibridacéo dos primerstestada.

Qer_ms_ PrimAer_l Cf (pb) Ta (°C) Ref_eréncia
principais (RECEICEY eperado (Primer 2)
mtD19 AMB 8 1623 42 a
b Segll 1200 42 e
Seql7 889 42 e
AMBS8 42 a
Seq42 mtD22 1815 42 b
a Seqll 1248 42 e
Seql7 42 e
ATPase 6/ 8 AMBS8 1519 42 a
colll AMB7 mtD22 1711 42 b
a Segll 1144 42 e
Seql? 785 42 e
AMBS 1126 42 a
Segll 751 42 e
Seql0 Seql9 1600 42 e
e TPheF 2145 42 d
mtD22 1318 42 b
36224 mtD22 600 42 b
7960F 1366 42 a
8467F 1873 42 a
AMB10 821 42 a
AMB12 2268 a2 a
Seq25 Seg23 1528 415e42 e
e Seq34 1006 45e42 e
Seq37 2740 42 e
tHisF 1906 42 a
7960F 1366 42 a
8467F 1873 42 a
ND5 AMB10 821 42 a
tArgR AMB12 2268 42 a
a Seg23 1528 42 e
Seq34 1006 42 e
tHisF 1906 42 a
tPheF 1110 42 d
7960F 1115 42 a
8467F 1622 42 a
AMB10 570 415e42 a
tPheR AMB12 2017 415e42 a
a Seq23 1277 42 e
Seg34 755 415e42 e
tHisF 1655 42 a




Tabela 50 . Continuagéa

(Rﬂémgéa) Ta(c) ?Perfﬁrnzr]cé?
7960F 90 42 a
B467F 1467 415e42 a
AMBI0 415 415e42 c
SeqBL AMB12 1862 415e42 c
e Se23 1122 415e42 e
Seq 600 22 e
tHisF 1500 415e42 a
SegpoF 2300 42 e
7960F 660 42 a
B46TF 1167 42 a
AMB12 1562 415e42 c
AMB11 ND4F 2700 42 e
c 37 2035 22 e
Se23 82 415e42 e
ND5 Seoh 00 415e42 e
tHisF 1200 415e42 a
7960F 360 415042 a
8467F 867 415642 a
AMB12 1262 415e42 c
miD23 1735 415e42 b
Seq35 ND4F 2400 415e42 e
e Se3 52 415e42 e
SepPoF 42 e
Seq7 1735 415e42 A
tHisF 900 415e42 a
8467F 267 42 a
AMB12 662 22 c
AMB14 2200 22 c
8200R miD23 1135 42 b
a ND4F 1800 415642 e
SegpoF 1400 42 e
ND4F 1500 42 e
ThisR miD23 835 415e42 b
NDS/ND4 a SepoF 1100 415642 e
Se37 1100 415e42 A
Seq36 ND4F 1400 42 e
e Seqa7 635 42 e
{ThrF %67 42 a
mD27 2100 22 b
MtD24 ND4F 700 22 e
b Seg32 2048 42 e
SeR9 1782 42 e




Tabela 50. Continuagén

Reta s rrimez SO0 TacO) | (e s
11781F 2181 42 a
AMB14 817 42 c
AMB16 2258 42 c
mtD27 1835 42 b
ND4/ND6 mtD28 2284 42 b
Seg29R ND4F 400 42 e
e Seg2 1783 42 e
Seq39 1517 42 e
Se6 1100 42 a
Segd7 1300 42 e
11781F 1780 42 a
AMB14 400 42 c
AMB16 1850 42 c
mtD27 1400 42 b
Seq33 mtD28 1880 42 b
e S 1380 42 e
Seg39 1110 42 e
ND6 Seq46 700 42 e
Seqd7 900 42 e
AMB16 1400 42 c
mtD27 1000 42 b
S0 38 mtD28 1400 42 b
e Se32 1000 42 e
Seg39 900 42 e
COB, ND1 M th26 mtD30 1700 42 b
mtD35me * 42 a
AMB24 Seg8 * 42 e
. (o} mtD36R &3 42 b
Regido AMB23 * 42 c
Controle mD35 * 42 e
(A+T) mtD35me * 42 a
MtD3 S8 * 42 e
b mtD36R * 42 e
AMB23 * 42 c

a desenhado no laboratdrio; b: Simon et al. (1994); c: Arias et al. (1998); d: Francisco et al.
(2001); e Silveste (2002). *: Cf desconhecido.
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Mitochondrial DNA characterization of two Partamona species

(Hymenoptera, Apidae, Mdiponini) by PCR+RFL P and sequencing.

Brito, Rute Magdh&es and Arias, Maria Crigina Depatamento de Biologia, Indituto

de Biociéncias, USP, Séo Paulo, SP, 05508-090, Brezil.

ABSTRACT

We characterized the mitochondrid DNA of two dingless bee species of the
genus Partamona. Partid redtriction maps were obtained based on digestion of PCR
amplified fragments with 8 redriction enzymes. Usng Melipona bicolor mtDNA
seguence as a modd, we were dble to amplify 12120 bp of P. mulata and 10300 bp of
P. hdleri, dbout 655% and 55.7% of ther mitochondrid genome, respectivey. The
digegtion assays showed 16 redriction dtes for P. mulata and 20 for P. hdleri, some of
which were exclusve to the genus and others shared with other Mdiponini species. The
man mitochondriad genes could be mapped and through sequencing andyss we
verified that the intergenic region that occurs between the genes CO | and CO Il in Apis

is absent in Partamona.

Partamona/ M eliponini / mtDNA /pcr+rflp / resriction map
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1. INTRODUCTION

The tribe Mdiponini is composed of dingless bees which ae didributed in the
tropicd and southern subtropica aress of the World. The number of species is not well-
defined dthough Michener (2000) estimated the occurrence of severd hundred. Their
ecologicd role as naturd pallinators is unquestionable, and some Species have been
domesticated for commercid honey production (Nogueira-Neto, 1997).

This tribe presents a great diverdty of nest architecture, intra colony populaion Sze,
habitat, morphology and behavior. The recently revised genus Partamona comprises 33
species and is broadly didtributed, being found from southen Mexico to southern Brezil
(Pedro and Camargo, 2003). A number of morphologicd, ethologicadl and cytogenetica
andyses have been used to infer evolutionary reaionships within the group (Brito-
Ribon et al., 1999; Azevedo and Zucchi, 2000; Brito et al., 2003; Pedro and Camargo,
2003). As a resllt 4 mgor phylogenetic groups have been defined within the genus:
bilineata/epiphytophyla, musarum, nigrior and cupira (Pedro and Camargo, 2003). The
induson of nest architecture informetion improved the resolution of the phylogenetic
rlaionships within the cupira group, in which only P. helleri does not build nests
asociated with termites, thus being podtioned as Sster species (Camargo and  Pedro,
2003).

Mitochondrid DNA (mtDNA) andyss has been used widdy in dudies of
populaion dynamics, biogeography and genetic rdaionships among species (Avie et
al., 1987). However, for dingless bees these studies are only beginning, with just a few
species bedonging to the genera Plebela and Melipona having been dudied so far

(Francisco et al., 2001; Francisco, 2002; Slvedre et al., 2002, Weinlich et al., 2004).
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This present work reports the patid characterizetion of the mitochondrid genome
for two Partamona species of the cupira group: P. helleri (Friese) that has a large
geogrgphica  didribution (from south to northeestern Brazil in the Atlantic Forest) and
P. mulata (Moure) that is redricted to “cerrado” (savanna like) aress in centrd western
Brazil. Also, dthough they bdong to the same species group (cupira), P. hdleri is not

associated with termite nests.

2. MATERIALSAND METHODS

Individuds from one naturd nest of Partamona mulata and one of P. helleri
were collected, respectively, in Poconé MT (16° 18 LS, 56° 31' LW) and Vicosa MG
(2045 LS, 42 52 LW), Brazil, and used for the mtDNA analyses.

Totad DNA was extracted using ten thoraces per tube following the methodology
of Sheppard and McPheron (1991). For the mtDNA amplification, primers desgned for
Apis mellifera (Hal and Smith, 1991; Arias et al., 1998), Melipona bicolor (Silvedre,
2002) and others insects (Smon et al., 1994) were tested in a totd of 116 combinations
The PCR reactions were peformed in 50 M, contaning 0.5 M of DNA extraction, 5 m
of 10 X PCR buffer, 1.5 M of each primer (20 MM), 5 M of dNTPs (2 mM each), 1.5 M
of MgC, (50 mM) and 25 U of Tag DNA polymease (Invitrogen). The PCR
amplifications followed the conditions dexcribed dsewhere (Francisco et al., 2001).
However the annediing temperature and the cycle number were adjusted for each primer
combingtion to improve the reaction specificity (Table 1). The PCR products 10 M of
eech reaction, were submitted to eectrophoresis on 0.8% agarose gels. The gels were
daned with ehidum bromide, visudized and photographed under UV light with

Polaroid film.
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Digesions of PCR fragments were caried out usng 13 diffgent redriction
enzymes Bcl I; Bgl Il; EcoR I; EcoR V; Hae lll; Hindlll; PstI; Pwu ll; Sca |; Xbal;
Xho | (Boehringer Mannheim Biochemica); Cla | (Gibco BRL) and Nde | (New
England Biolabs). The reactions were prepared with 3 to 5 M of the PCR amplified
DNA ad 5 U of redricion enzyme following the manufactures indructions, and
incubated overnight. For double digesions, the DNA was fird digested overnight with
one enzyme, precipitated, and then digested with the second enzyme.

The fragment amplified with the primer par COI-IIFmtD18 from both species
(see Table | in Reaults) was cloned and sequenced. The cdoning was carried out usng
the M-13 vector (pGEM T-Easy - Promega) and the sequencing reactions were
peformed usng a Big Dye Teminaor kit (Applied Biosysem), according to their
repective  protocols. The dngle drand fragments originated were andyzed by an
automated sequencer ABI-PRISM 310 (Perkin Elmer), and sequence dignments were
performed with the programs Generunner V3.00 (Hastings Software) and MultiAlign

54.1 (Corpet, 1988).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Mitochondrial DNA fragments of Partamona mulataand P. helleri

From the 116 primer par combingions, 17 miDNA regions amplified in P.
mulata and 13 in P. helleri. Figure 1 presents the amplified fragments and ther
pogtions in compaison to the M. bicolor mtDNA genome (Silvestre, 2002). Some
amplified regions overlgpped. Table | summarizes those daa and dso the PCR

conditions determined for each primer pair.
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The sum of the fragments amplified, discounting overlgpping dretches, is about
12120 bp for P. mulata and 10300 bp for P. heleri. Assuming that Partamona mtDNA
has the same genome size (18500 bp) as M. bicolor and other Mdiponini (Francisco et
al., 2001; Silvedre, 2002, Fernandes-Sdoméo et al., 2002, Waeinlich et al., 2004), we
were able to amplify 65.5% and 55.7%, respectively (Figure 1).

Some MtDNA regions did not amplify even usng severd primer combinations
and modificaions in the PCR conditions. One of the man regions absent in our mep
(Figure 1) corresponds to the region encompassing the genes ND5 and ND4, dthough a
short incomplete fragment was obtained for P. mulata. We believe that sequencing the
adjacent regions and designing specific primers for Partamona mtDNA would be the
best drategy for further sequencing atempts. A second area of absence in our map
correponds to the A+T rich region, or control region, the Sze of which is quite difficult
to esimate since no data have been obtained for any Mdiponini speciesto date.

The dzes of the amplified fragments were Smilar to expected, according to the
M. bicolor mtDNA sequence (Silvestre, 2002) (Table 1), suggesting that the Partamona
mitochondrid genome has the same man gene order. However, the Partanona
fragment amplified by the primes mtD2/mtD9 was 200bp less than in Melipona
bicolor. This region comprises the ND2, 5 CO | and severd tRNA genes. Transfer RNA
genes ae more likdy to undergo trandocations in the mtDNA genome than protein
coding genes, a suggestion supported by the finding that a least 8 tRNA trandocations
have been reported between A mdlifera and M. bicolor mtDNA (Slvedre, 2002
Slvedre et al., 2002). Thus this phenomenon may be quite frequent in bees and explain
the length differences obsarved, snce this mtDNA region comprises severd tRNA

genes. This needsto be further investigated by sequencing.
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As described for Plebeia (Francisco et al, 2001) and M. bicolor (Slvedtre,
2002), the Partamona species did not have an intergenic region between the COl and
COIll genes. The absence of the intergenic region in P. mulata and P. hdleri was
inferred initidly by a fragment length, that was 300 bp shorter than thet described in A
mellifera (but smilar to those obsarved in Plebela and Melipona). This region weas
sequenced from both Partamona species (GenBank accesson numbers AY 497503 and
AY497504), and a totd of 924 bp was digned. The smilarity level between P. heleri
and P. mulata was estimated at 95.15% and 17 transversons, 23 trangtions and 5 inddls
were veified. Sequence comparison between P. mulata and M. bicolor showed 90.7%
amilaity, 57 transversons, 23 trangtions, and 6 indds and with P. helleri 92.1%
gmilaity, 48 transvasons, 22 trandtions and 3 indds The nucleotide sequence
corresponds to the 3 COI, tRNAM and 5COIl genes, and no single nudeotide was
found between the tRNA™* and 5 COIl genes, which would characterize the intergenic
region. In A. mellifera this region was firs described by Crozier et al. (1989), and later
Cornuet et al. (1991) verified thet it hes a high levd of length variaion among A
mellifera subspecies (ranging from 200 to 650 bp). Moreover, Cornuet et al. (1991)
proposed that this region may function as an extra mtDNA origin of replication, based
on its secondary gtructure. The lack of an intergenic region in Plebeia (Francisco et al.,
2001), Melipona (Sivedre, 2002, Wanlich et al., 2004) and Partamona (present work)

suggests thet it is a conserved evolutionary characteristic among the stingless bees.
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3. 2. Partial restriction maps of Partamona mulata and P. helleri

Of the 12 redriction enzymes used on dl fragments, three EcoR V; Sca |, ad
Xho 1) did not cut in ether species The enzyme Pwu |l was tested only on the
MtD36/16SR fragment and no cdeavage was observed. Sixteen redriction dtes were
detected in P. mulata and 20 in P. helleri, correponding to 94 and 118 base pars
respectively. Patid redriction maps are shown in Figure 1. Some redriction Stes were
found only in Partamona and nat in Melipona and Plebeia. These induded: Bgl 1I; Cla
[; Hind Ill; Nde I, in fragment Il (COI-COIl) (Figure 1); Bcll; Bgl Il; Pst 1 in IV
(COIlI/ATPae 6 and 8) and Nde | in XIV (cytB and ND1). Moreover, some of those
above mentioned Stes were exclusve for P. hdleri; such as Bgl Il and Hind Il in 11;
and Bgl Il in 1V (Fgure 1). However, redriction Ste differences that appear fixed must
be considered premature until surveys of population samples are completed.

Comparing our results to MtDNA redriction magps previoudy described for A
mellifera (Crozier and Crozier, 1993), Plebeia (Francisco et al.,, 2001) and Melipona
(Waeanlich et al., 2004), we verified that some redriction Sites seem to be very conserved
within corbculate bees, such as Bcl | stes in fragment 11; EcoR | and Clalin XIV ad
Pst Iin XV (Figure 1).

Some redriction Stes were shared exclusvely among bees from the tribe
Mdiponini such as Cla | ste in fragment 111 (but not in Melipona rufiventris and P.
mulata); Hind Il in fragment VII except for Melipona melanoventer and M. rufiventris
and Hae Il in fragment XVII. We dso found Partamona stes that were shared with
one other species or genus. Bel | and Nde | in fragment 111 with A mellifera; Nde | in
fragment IV with Plebeia except Plebela saiqui; and one Cla | dte on fragment ||

shared only with Plebeia sp.
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The PCR+RFLP technique employed here provides the firds molecular
characterizetion of the mitochondriad genome of Partamona species. We were able to
show tha, in spite of Tag polymerase erors, it is possble to use this technique to map
redriction dtes as an dternative to Southern blot procedures. This PCR based method
has some clear advantages over Southern blot mapping, as the latter can require a probe
with high specificity, condderably more sample DNA to conduct the redtriction
digedions and more time and labor. Tag polymerase erors ae easly resolved by
repesting doubtful results digesting PCR products from different reactions or even
digegting other fragments tha overlgp with the susgpect one The potentid of
PCR+RFLP to assess gendtic variability has been demondraied in various dudies on
birds, lagomorpha, rodents, primates and fishes (Lovette et al., 1999; Mamuris et al.,
2001; Pewitasari-Fargdlah, 2001; Ittig et al., 2002, Pepasotiropoulos et al., 2002). We
plan to further use this technique to andyze mitochondrid haplotypes in  populaion
genetics sudies of the Mdiponini.

The data obtained here conditutes the fird sep toward hgplotype recognition thet
will be usgful in population genetic sudies of Partamona heleri and P. mulata. The
vaigbility found in the miDNA of these species dso suggeds tha this methodology can

be usad to invedtigate phylogenetic relati onships within and among Partamona groups
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5. GENERAL SUMMARY

The genus Partamona comprises 33 gpecies and is broadly distributed, being found from
southern Brazil and Paraguay to Peru and southern Mexico (Pedro and Camargo, 2003). Evolutionary
inferences in this group of bees have been attempted, athough the low level of variability found has
dlowed only the designation of mgor phylogenetica groups within the genus. However, mitochondria
DNA (MmtDNA) andyses have been used in studies of genetic reationships among species belonging to
the tribe Mdiponini, and have shown variability a intergeneric, interspecific and intraspecific levels. The
objective of this present work was to characterize the mitochondridd DNA of two gingless bee species of
the genus Partamona. Using the M. bicolor mtDNA sequence as a modd, we were able to amplify 12120
bp of P. mulata and 10300 bp of P. heleri mtDNA, which means about 65.5% and 55.7% of their total
mitochondriad genome, respectively (Teb. | and Fg. 1). Absence of an intergenic region between the
cytochrome oxidase | (COI) and cytochrome oxidase Il (COIl) genes was confirmed by sequencing. The
lack of the intergenic region in Partamona and other Mdiponini bees suggests that it is a conserved
evolutionary characteritic among gingless bees. Partia  redtriction maps were congructed by the
digestion of PCR amplified fragments using 8 redriction enzymes. The digestion assays showed 16
redriction sites for P. mulata and 20 for P. hdleri (Fig. 1), some gtes being redtricted to the genus and
others shared with other Méliponini species. We bdlieve that the mtDNA molecular analyses will provide

additional datato better establish the genetic relationship within and among Partamona species.

169



6. REFERENCES
Arias M.C, Francisco F.O., Slvesre D., Wenlich R, Sheppad W.S. (1998) UtilizacGo de pares de
primers especificos para amplificagdo integrd do genoma mitocondrid de abehas Apis mdlifera

Anaisdo Il Encontro Sobre Abehas, Ribeiréo Preto, Brasil, p. 271.

Avise JC., Amold J, Bdl RM., Bermingham E., Lamb T., Niegd JE., Reeb CA., Saunders N.C. (1987)
Intraspecific  phylogeography: The mitochondrid DNA  bridge between population genetics and

systematics. Ann. Rev. Ecol. Syst. 18, 489-522.

Azevedo G.G, Zucchi R. (2000) Reagdes eologices entre Partamona Schwarz e Parapartamona
Schwarz (Hymenoptera, Apidae, Mdiponinag). Anais do IV Encontro Sobre Abedhes, Ribeiréo Preto,

Bradl, 258-264.

BritoRibon R.M., Miyazawa C.S., Pompolo S.G. (199) Firs Karyotype characterization of four species
of Partamona (Friese, 1980) (Hymenoptera, Apidae, Meliponinae) in Mato Grosso state — Brazil,

Cytohios 100, 19-26 .

Brito RM., Caixeiro A.P.A., Pompolo SG., Azevedo G.G. (2003) Cytogenetic data of Partamona peckolti
(Hymenoptera, Apidae, Mdiponini) by C banding and fluorochrome staining with DA/CMAz and

DA/DAPI, Genet. Mol. Biol. 26, 53-57.

Camargo JM.F,, Pedro SRM. (2003) Médiponini neotropicas o género Partamona Schwarz, 1939
(Hymenoptera, Apidae, Apinae) —bionomiae biogeografia. Rev. Brasil. Entomoal. 47: 311-372.

Cornuet J-M., Garnery L., Solignac M. (1991) Putative origin and function of the intergenic region

between COI and COII of Apis mellifera L. mitochondriad DNA, Genetics 1128, 393-403.

Corpet F. (1988) Multiple sequence dignment with hierarchica clustering, Nucl. Acids Res. 16, 10881-

10890.

170



Crozier RH., Crozier Y.C. (1993) The mitochondriad genome of the honeybee Apis mdlifera complete

seguence and the genome organization, Genetics 133, 97-117.

Crozir RH. Crozier Y.C, Mackinlay A.G. (1989) The CO-I and COIl region of honeybee
mitochondrial  DNA: evidence for variation in insect mitochondrid evolutionary rates, Mol. Biol.

Eval. 6, 399-411.

Femandes-Sadomdo T.M., Muro-Abad JI., Campos L.A.O., Arajjo EF. (2002) Mitochondriad and
nuclear DNA characterization in the Meipona species (Hymenoptera, Meliponini) by RFLP analysis,

Hereditas 137, 229-233.

Francisco F.O. (2002) Diversdade genética de populagBes da abeha sem ferrdo Plebeia remota andise
do DNA mitocondrial e microssatdlitess MSc thess, Ingituto de Biociéncias, Universdade de Séo

Paulo, Sfo Paulo, SP.

Francisco F.O., Silvestre D., Arias M.C. (2001) Mitochondrid DNA characterization of five species of
Plebda (Apidae: Meiponinag): RFLP, restriction maps and phylogenetic inferences, Apidologie 32,

323-332.

Hal H.G., Smith D.R. (1991) Didinguishing Africen and European honeybee matrilines usng amplified

mitochondrial DNA, P.N.A.S. 88, 4248-4552.

Ittig REG., Theler GR., Gadend CN. (2002) A contribution to the subgeneric systematics of
Oligoryzomys (Rodentia, Muridee) from Argentina by means of PCR+RFLP patterns of mitochondrid

DNA, Biochem. Syst. Ecal. 30, 23-33.

Lovette 1.J, Bermingham E., Rdwer S, Wood C. (1999) Mitochondria redtriction fragment length

polymorphisn (RFLP) and sequence vaiation among closdy related avian species and the genetic

characterization of hybrid Dendroica warblers, Mal. Ecal. 8, 1431-1441.

171



Mamuris Z., Sfougaris A.l.,, Stamatis C. (2001) Genetic structure of Greek brown hare (epus europaeus
populetions as reveded by mDNA RFLP-PCR andyss implications for conserving genetic diversty,

Biol. Conserv. 1001, 187-196.

Michener, C.D. (2000) The Bees of the World, The Johns Hopkins University Press, Batimore, MD,

USA.

NogueraNeto, P. (1997) Vida e Criacdo de Abehas Indigenas Sem Ferrdo. Noguerapis, Séo Paulo-SP,

Brazil.

Papasotiropoulos V., KlossaKilia E., Kiliss G., Alahiotis S, (2002) Genetic divergence and phylogenetic
rdationships in grey mullets (Teleostei: Mugilidae) based on PCR-RFLP andyss of mtDNA

segments. Biochem. Genet. 40, 71-86.

Pedro SRM. Camago JM.F. (2003) Médiponini neotropicas. o género Partamona Schwarz, 1939

(Hymenoptera, Apidae). Rev. Bras. Entomal. 47, 1-117.

Perwitasari-Fargdlah D. (2001) Genetic characterization of longtaled macagues (Macaca fascicularis)

on Tabuan idand, Indonesia, Primates 42, 141-152.

Sheppard W.S.,, McPheron B.A. (1991) Ribosoma DNA diversty in Apidae, in: Smith D.R. (Ed.),

Diversity in the Genus Apis, Westview Press, Oxford, pp. 89-102.

Slvesre D. (2002) Seglenciamento e andiss do genoma mitocondrid de Meipona bicolor

(Hymenoptera, Apidae, Médliponini), MSc thess, Indituto de Biociéncias, Universdade de Séo Paulo,

S2o Paulo, SP.

172



Slvesre D., Francisco F.O., Weinlich R.,, Ariass M.C. (2002) A scientific note on mtDNA gene order

rearrangements among highly eusocia bees, Apidologie 33, 355-356.

Smon C., Frai F., Becknbach A. Crespi B., Liu H., Flook P. (1994) Evolution, weighting, and

phylogenetic utility of mitochondrid gene sequences and a compilation of conserved polymerase chain

reaction primers, Ann. Entomal. Soc. Am. 87, 651-701.

Wenlich R., Francisco F.O., Arias M.C. (2004). Mitochondrid DNA redriction and genomic maps of

seven species of Melipona (Apidae: Mdiponini), Apidologie 35, 365-370.

173



FIGURE LEGEND

Figure 1. Linearized redriction maps, PCR-amplified regions for Partamona mulata and P. hdleri and
the man gene postions, using the Medipona bicolor mitochondrid genome as a guide Amplified
fragments are represented by bars and roman numbers (see Table ). Regions not amplified are
represented by dotted lines. The A+T rich region and tRNAs were not represented. B, Bcl I; G, Bd II; C,
Ca I; E, BEoR I; A, Hae lll; D, Hind Ill; N, Nde I; P, Ps I. Itdic letters represent restriction Sites
consarved between both species. ND2, NADH dehydrogenase subunit 2; COI, cytochrome c oxidase
subunit 1; COII, cytochrome ¢ oxidase subunit 2; 8, ATP Fy synthase subunit 8; 6, ATP F, synthase
subunit 6; COIll, cytochrome ¢ oxidase subunit 3; ND3, NADH dehydrogenase subunit 3; ND5, NADH
dehydrogenase subunit 5; ND4, NADH dehydrogenase subunit 4, ND6, NADH dehydrogenase subunit 6;
cytB, cytochrome B; ND1, NADH dehydrogenase subunit 1; 16S, large subunit ribosoma RNA; 12S

smdl subunit ribosoma RNA.
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Table I: PCR conditions and primer pairs that resulted in amplification of Partamona mtDNA. Gene content per region,
fragment length (FI) in base pair (bp) expected (according to Meipona hicolor) and observed, anneding temperature At) in

Cesus degrees and (number of PCR cycles) are shown. (-): Not amplified.

Fragment Fl (bp) FI (bp) Primer
Primers Principal genes At (n° of cycles)
(seeFig. 1) expected observed reference

P. mulata P. hdleri

I mtD2 ND2, COl 2200 435 (45x) 43 (45x) 2000 a
mtD9 a

I mtD7 COl, coll 1600 435 (45X) 47 (35) 1600 a
COI-lIR b

I COI-IIF COl, Coll 900 43 (40X) 435 (35x) 00 b
mtD18 a

\Y; mtD19 ATP8, ATP6 1100 42 (35X) 42 (35X) 1200 a
Segll c

v Seq10 ATP8, ATP6 751 42 (35X) 42 (35) 800 c
Seqll c

Vi Seqe4 colll 600 42 (35X) - 600 c
mtD22 a

Vil 5612R COIll,ND3 1100 44 (35x) 43 (40x) 1100 d
tPheF c

VIl Se35 ND5, ND4 900 415 (35x) - 200 c
tHisF ¢

IX SR ND4 400 42 (35X) 42 (35X) 400 c
ND4F c
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Tablel: Cont.

Fragment Fl (bp) Fl (bp)
Primers Principal genes At (n° of cycles)
(seeFig. 1) expected observed

P. mulata P. hdleri

X miD24 ND4 667 42 (35%) 42 (35%) 700
ND4F
XI Seq38 ND6 1400 42 (35X) - 1200
AMB16
Xl S8 NDS6, cytB 1400 42 (35X) 42 (35X) 1400
mtD28
Xl Se38 ND6 1000 42 (35X) - 1100
mtD27
XIV mtD26 cytB, ND1 1700 42 (35X) 42 (35X) 1700
mtD30
XV 165F 165 800 435 (35X) 43 (35X) 800
MEL 3
XVI 165F 165 600 42(3BX)  42(35X) 600
165R
XVII mtD36 165/12S 1800 53 (35x) 53 (35x) 1800
165R

a- Smonetal. (1994); b - Hal and Smith (1991); ¢ - Silvestre (2002); d - Arias et al. (1998).



3. SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO DNAmMt DE P.mulata E P.helleri.

Andisndo-se as seqiéncias de amino&cidos a partir da tradugcdo das duas
sequiéncias de nudeotideos obtides (GenBank: AAR99479; AAR99480; AAR99481,
AAR99482), obsarvou-£ que 0 gene para citocromo oxidase | agpresentou dois codons
de parada seguidos (TAA) em P. mulata, enquanto que em P. hdleri este codon é
incompleto, do tipp TA (Fgura 25). Td diferenca ocorre exatamente na regido néo
emparehada entre as duas sequéncias (Figura 25). Codons de parada andmalos jé foram
descritos em Apis mellifera por Crozier e Crozier (1993), para os genes COIl e COll.
Cbdons de parada incompletos também j& foram observedos em Drosophila yakuba,
tato T como TA (Clay e Wolgenholme, 1985) bem como em mamiferos, aves,
equinodermos e nemédodas (Woldenholme, 1992). Em humanos Ojda e al. (1981)
demostraram que poliadenilacdo postranscriciond  completava os codons de  terminacéo
incompletos apGs a divagem do RNA policigronico transcrito. Como tais codons de
terminacdo so difundidos entre grupos téo diversos, acredita-2 que 0 surgimento do
mecanismo de divagempoliadenilacdo sga muito antigo na evolugdo da mitocondria
dos Metazoa (Wolstenholme, 1992).

O tRNA da leucina das duss espécies de Partamona foi comparado com a
seqiéncia de Melipona bicolor (Slvestre, 2002) e verificamos que as diferencas etéo
locdizadas em regifes de fita smples na edrutura secundaia (Figuras 25 a 28).
Obsarvamos modificagfes idénticas em ambas espécies na dca dihidrouridina (D), uma
transvers®do (TU A) e um indel; no braco do anticddon, uma transicio (AU G) e ainda,
no braco TYC uma transversio (TU A). Observamos porém, uma modificaggdo em P.
mulata em rdacd a Médipona bicolor que ndo ocorre em P. heleri, uma transverso

(CU A) no braco do anticddon, o que torna este braco diferente entre as duas epécies
estudadas (Figura 28).
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3 QOI
I1 70
mul ata TCTATACCAC GACGITATTC AGATTATCCA GATTCATATT ATGGTTGAAA CTTTATTTCA TCTATAGGAT

helleri  TCTATACCAC GACGITATTC AGATTATCCA GATTCATATT ATTGITGAAA ATTTCA TCAATAGGAT

71 140
mul ata CAATAATTTC AATAAATAGA TTATTATTTC TTA ACTA CGAA AGATTTATAT CTAAACGATT
helleri  CTATAATTTC AATAAATAGA TTATTATTTC TTA ACTA TGAA AGATTTATAT CAAAACGATT

141 210
mul ata AA ATTT AAATTTCATC AATCATCACT TGAATGATTA AATAATTATC CACCATTTAA TCATATATGT
helleri AA ATTT AAATTTCATC AATCATCACT TGAATGATTA AATAATTATC CACC AA TCATATATGT

211 L RNA

mul ata AATGAAATTC CTTTATTAAT TATAAATAAA ATTAAAAATA TTTTTAATAA ATAATAAATT TAATA
helleri  AATGAAATTC CTTTATTAAT TATAAATAAA ATTAAAAATA TTTTCAATAA ATA - - - -[TT TAATATGCECA

5'GOIl
281 350
mil ata GAATAGTGCTHTTGAATTTAAIGATTCAAATANTAAAATTTATIATTTTTATTAIAAAATCTCAA CATGAAATAT
helleri  GAATAGIGCT TTGAATTTAA GCTTCAAATA TAAAATTTAT ATTTTTATTA AAAATCTCAA CATGAAATAT

351 420
mul ata ATTAACATTC CAAGATTCAA ACTCTTTCTA CICTGATAAT TTAATTTCAT TTCATAATTT TATTATAATA
helleri  AATTACATTT CAAGATTCAA ATTCTTTTTA TTCTGATAAC TTAATTTCAT TCCATAATTT TATTATAATA

421 490
mul ata TTCATTATTA TAATTATTTC ATTAACATTA TA ATTT TAGATATTAT ATTAAACAAA TATTTAAATC

helleri  TTTATTATTA TAATTATTTC ATTAACATTA TA ATTT TAGATCITAT ATTAAATAAA TACTTAAATC

491 560
mul ata TTTCATTATT AAAAAATCAT ACAATTGAAA TTATTTGAAC TTTAATACCT ATAATTATTT TATTAATAAT
helleri  TTTCATTATT AAAAAATCAT ACAATTGAAA TCATTTGAAC TTTAATACCA ATAATTATTT TATTAATAAT

561 630
mul ata TTGITATCCA TCATTAAAAA ATATTT CATTGACGAA ATATATAATC CATA C TATTAAACCA
helleri  TTGITATCCA TCACTAAAAA ATATTT TATTGATGAA ATATATAATC CATA C AATTAAAGCA

631 700
mul ata ATTGGICATC AATGATATTG ATCATATGAA TATCCAGAAT TTAATAATTA TGAAATTAAT TGT TATATAA

helleri  ATTGGTCATC AATGATATTG ATCATATGAA TATCCAGAAT TTAATAATTA TGAAATTAAT TGITATATAA

701 770
mul ata ATAATTATTT AAATATTAAT CAATTTCGAT TATTAGAAAC TGATAATCGA CTAATTATTC CATTTAAAAT
helleri  ATAATTATAT AAATATAAAT CAATTTCCAT TATTAGAAAC TGATAATCCGA TTAATTATTC CATTTAAAAT

771 840
mul ata TTCATTACCGA TTAATTG CATCAATTCGA TGITATTCAT TCTTGAACTA TTCAATC AGGAATTAAA
helleri  TTCATTACGA TTAATTG CATCAATTGA GGTAATTCAT TCATGAACAA TTCAATC AGGAATTAAA

841 910
mul ata GITGATGCCA TTCCTGGACG AATTAATCAA TTAAATTTAT TTTCTATTCG ACCAGGTTTA TA aGrc
helleri  GITGATGCTG TTCCTGGACG AATTAATCAA TTAAACTTAT TTTCTATQCG ACCAGGATTA T GGrce

911 929
mul ata AATGITCAGA AATTTGIGG
hel leri  AATGITCAGA AATTTGIGG

Figura 25. Alinhamento, obtido aravés do software MultiAlign (Corpet, 1988), entre
seqiéncias de Partamona mulata e P. hdleri locdizadas entre os primers COI-
[IF/mtD18 do DNAmt de ambas espécies. 1 a 263: regido 3 do gene COI; 264 a 268:
regigo espacadora; 269 a 334: tRNA"™ 335 a 929: regigo 5 do gene COIl. Regizo
marcada em amardo: duplo cddon de parada em P. mulata e incompleto de P. heleri.
Regigo macada em azul: segiiéncia do tRNA"Y. Subsiituicdes de bases estdo
destacadas em azul (basesC e A) epreto (bases T e G).
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Figura 26. Alinhamento, obtido aravés do software MultiAlign (Corpet, 1988), entre
sequiéncias de Partamona mulata e Mélipona bicolor (Sivestre, 2002) locdizades entre
0s primers COI-IIF/mtD18 do DNAmMt de ambas espéciesl a 265: regido 3 do gene
COl; 265 a 269: regido espacadora; 270 a 336: tRNA™; 337 a 931: regigo 5 do gene
COIll. Regid marcada em azul: seqiiéncia do tRNA". Subsituiges de bases estdo

1 — 7
ATATTC AGATTATCCT GATTCATATT ATTGITGAAA TATAATTTCA TCACTAGGAT
TCTATACCAC GACGITATTC AGATTATCCA GATTCATATT ATCGITGAAA CTTTATTTCA TCTATAGGAT
71 140
CTATAATTTC AATAAATAGA TTATTATTTA TAATATTTAT TATTTTTGAA AGATTAATAT CAAAACGATT
CAATAATTTC AATAAATAGA TTATTATTTC TTATTTTTAC TATTTTCGAA AGATTTATAT CTAAACGATT
141 210
TATTTTATTT AAATTTCATC AATCATCATT AGAATGACTA AATAATTATC CTCCATTTAA TCATATATGT
AATTTTATTT AAATTTCATC AATCATCACT TGAATGATTA AATAATTATC CACCATTTAA TCATATATGT
211 280
AATGAAATTC CTTTATTAAT AAAAAATAAA ATTAAAAATA TTTTTAATAA ATAAT- - - - T TAATATCECA
AATGAAATTC CTTTATTAAT TATAAATAAA ATTAAAAATA TTTTTAATAA ATAATAAATIT TAATATGCECA
281 5 COIB50
GATTAAGIGC TTTGAATTTA AATTTCAATT ATAAAATATA TAATTTTTAT TAAAAATTTC IAACATGAAAT
GAATA- GTGC TTTGAATTTA AGATTCAAAT ATAAAATTTA TA-TTTTTAT TAAAAATCTC AACATGAAAT
351 420
ATAATTTCAT TTCAAGATTC AAATTCATTA TATTCTGATA ATTTAATTTC ATTTCATAAT TTAATTATAA
ATATTAACAT TCCAAGATTC AAACTCITTC TACTCTGATA ATTTAATTTC ATTTCATAAT TTTATTATAA
421 490
TATTTATTAT TATAATTATT TCATTAACAT TATTTTTTAT TATTGATTTT ATATTTAATA AATTTTTAAA
TATTCATTAT TATAATTATT TCATTAACAT TATATTTTAT TTTAGATATT ATATTAAACA AATATTTAAA
491 560
TTTATCTTTA TTAAAAAATC ATTTAATTGA AATTATTTGA ACATTAATAC CAATAATTAT TTTATTAATA
TCTTTCATTA TTAAAAAATC ATACAATTGA AATTATTTGA ACTTTAATAC CTATAATTAT TTTATTAATA
561 630
ATTTGITATC CATCATTAAA AATTTTATAT TTTATTGATG AAATATTAAA TCCATACTTT TCTATTAAAA
ATTTGITATC CATCATTAAA AATTTTATAT TTCATTGAGG AAATATATAA TCCATATTTT TCTATTAAAG
631 700
CAATTGGTCA TCAATGATAT TGATCTTATG AATATCCAGA ATTTAATAAT TATGAAATTA ATTGITATAT
CAATTGGTCA TCAATGATAT TGATCATATG AATATCCAGA ATTTAATAAT TATGAAATTA ATTGITATAT
701 770
AAACAATTAT AATTATAAAA ATCAATTTCG ATTATTAGAA ACAGATAATC GATTAATTAT TCCATTTAAA
AAATAATTAT TTAAATATTA ATCAATTTCG ATTATTAGAA ACTGATAATC GACTAATTAT TCCATTTAAA
771 840
ATTTCATTAC GATTAATTGI ATCATCAATA GATGTAATTC ATTCTTGAAC TATTCAATCT TTAGGAATTA
ATTTCATTAC GATTAATTGI TTCATCAATT GATGITATTC ATTCTTGAAC TATTCAATCT TTAGGAATTA
841 910
AAGITGATGC AATCCCTGGT CGAATTAATC AATTAAATTT ATTTACAATC OGACCAGGAT TATTTTTTGG
AAGTTGATGC CATTCCTGGA CGAATTAATC AATTAAATTT ATTTTCTATT CGACCAGGTT TATATTTTGG
911 931
TCAATGITCA GAAATTTGIG G
TCAATGITCA GAAATTTGIG G

destacadas em azul (basesC e A).



3 COIl

1 70

nel i pona ATAT TCAGATTATC CTGATTCATA TTATTGITGA AATATAATTT CATCACTAGG
hel l eri TCTATACC ACGACGITAT TCAGATTATC CAGATTCATA TTATTGITGA AATTTTATTT CATCAATAGG

71 139
mel i pona ATCTATAATT TCAATAAATA GATTATTATT TATAATATTT ATTATTTTTG AAAGATTAAT  ATCAAAACG
hel l eri ATCTATAATT TCAATAAATA GATTATTATT TCTTATTTTT ACTATTTTTG AAAGATTTAT ATCAAAACG

140 209
mel i pona ATTTATTTTA TTTAAATTTC ATCAATCATC ATTAGAATCA CTAAATAATT ATCCTCCATT TAATCATATA
hel l eri ATTAATTTTA TTTAAATTTC ATCAATCATC ACTTGAATGA TTAAATAATT ATCCACCTTT TAATCATATA

210 279

nel i pona TGTAATGAAA TTCCTTTATT AATAAAAAAT AAAATTAAAA ATATTTTTAA TAAATAATTT AATATGECAG
hel l eri TGTAATGAAA TTCCTTTATT AATTATAAAT AAAATTAAAA ATATTTTCAA TAAATA- TIIT AATATGCECAG

280 5'COIl 349
nel i pona ATTAAGICCT TTGAATTTAA ATTTCAATTA TAAAATATAT AATTTTTATT AAAAATTTCA ACATGAAATA
hel leri AATA- GTCGCT TTGAATTTAA GCTTCAAATA TAAAATTTAT A TTTTTATT AAAAATCTCA ACATGAAATA

350 419
nel i pona TAATTTCATT TCAAGATTCA AATTCATTAT ATTCTGATAA TTTAATTTCA TTTCATAATT TAATTATAAT
hel leri TAATTACATT TCAAGATTCA AATTCITTTT ATTCTGATAA CTTAATTTCA TTOCATAATT TTATTATAAT

420 489
nel i pona ATTTATTATT ATAATTATTT CATTAACATT ATTTTTTATT ATTGATTTTA TATTTAATAA ATTTTTAAAT
hel l eri ATTTATTATT ATAATTATTT CATTAACATT ATATTTTATT TTAGATCTTA TATTAAATAA ATACTTAAAT

490 559
nel i pona TTATCTTTAT TAAAAAATCA TTTAATTGAA ATTATTTGAA CATTAATACC AATAATTATT TTATTAATAA
hel l eri CTTTCATTAT TAAAAAATCA TACAATTGAA ATCATTTGAA CTTTAATACC AATAATTATT TTATTAATAA

560 629

nelipona TTTGITATCC ATCATTAAAA A ATATT TTATTGATGA AATATTAAAT CCATAC CTATTAAAAC
hel leri TTTGITATCC ATCACTAAAA A ATATT TTATTGATGA AATATATAAT CCATAT CAATTAAAGC

630 699
nel i pona AATTGGTCAT CAATGATATT GATCTTATGA ATATCCAGAA TTTAATAATT ATGAAATTAA TTGITATATA
hel l eri AATTGGTCAT CAATGATATT GATCATATGA ATATCCAGAA TTTAATAATT ATGAAATTAA TTGITATATA

700 769

nel i pona AACAATTATA ATTATAAAAA TCAATTTCGA TTATTAGAAA CAGATAATCG ATTAATTATT CCATTTAAAA
hel leri AATAATTATA TAAATATAAA TCAATTTCGA TTATTAGAAA CTGATAATCG ATTAATTATT CCATTTAAAA

770 839
nel i pona TTTCATTACG ATTAATTGTA TCATCAATAG ATGTAATTCA TTCTTGAACT ATTCAATCTT TAGGAATTAA
hel l eri TTTCATTACG ATTAATTGIT TCATCAATTG ACGTAATTCA TTCATGAACA ATTCAATCTT TAGGAATTAA

840 909
nel i pona AGITGATGCA ATCOCTGGTC GAATTAATCA ATTAAATTTA TTTACAATCC GACCAGGATT ATTTTTTGGT
hel | eri AGTTGATCCT GITCCTGGAC GAATTAATCA ATTAAACTTA TTTTCTATCC GACCAGGATT ATTTTTTGGT

910 929
nmel i pona CAATGITCAG AAATTTGIGG
hel l eri CAATGITCAG AAATTTGIGG

Figura 27. Alinhamento, obtido aravés do software MultiAlign (Corpet, 1988), entre
seqliéncias de Partamona helleri e Melipona bicolor (Sivestre, 2002) locdizadas entre
os primers COI-IIF/mtD18 do DNAmt de ambas egpécies. 1 a 267: regido 3 do gene
COl; 268 a 325: tRNA"; 326 a 929: regifo 5 do gene COIl. Regido marcada em azul:
seqliéncia do tRNA ™. Substituices de bases estzo destacadas em azul.
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ANEXO 2



CARACTERIZACAO DOS MARCADORES MOLECULARES:PARTEII
1. SEQUENCIAMENTO DE LOCOS MICROSSATELITES
1.1. METODOLOGIA

Os locos utilizados para 0 esudo populaciond de P. mulata e P. heleri (Mbild,
Mbi28 Mhi32, Mbi33, Mbi201, Mbi218, Mhi215 Mbi278, Mhi522, T3-32 e T4171)
foram seglenciados a fim de se conhecer o tipo de repeticdo contida nas bandas
visudizadas nos gds de pdliacrilamida Os locos foram amplificados num volume find
de 50 il, utlizandose o DNA cheex de P. heleri como molde Aldos de locos
estudados apenasem P. mulata foram amplificados a partir do DNA desta epécie.

Os produtos das PCRs foram precipitados com 10 il de aceteto de adnia 5 M
e 100 il de etand absoluto, por 5 minutos em tempeaura ambiente Seguirse uma
centrifugeco a 12.000 rpm* por 5 minutos, a temperatura ambiente, descartando-se 0
sobrenadante posteriormente. O preciptado foi entdo lavado com etanol 70 % a -20 °C, e
centrifugado novamente por 5 minutos. O preciptado foi secado em bomba de vécuo e
ressugpendido em 10 il de TE 1X, dos quais 3 il foram submetidosa eetroforese em
gd de agaoxe 08% e corados com brometo de eideo para quantificacdo visud do
DNA.

As ligagbes foram montadas usando= o0 kit pGEM® T-easy Vector |
(PROMEGA): 1 m de T4-DNA ligese (kit); 1 il de vetor de donagem (kit); 50 ng de
DNA; e HO para complear o volume aé 10il. Seguiu-se entéo a incubacéo da ligacdo
a 4 °C pela noite. Apds ese periodo, a ligacdo foi estocada em freezer (-20° C) até o

momento datransformacao.

* — Centrifuga Eppendorf 5415 C, rotor de anhgulo fixo modelo F - 45- 18 - 11.



Céulas competentes de Escherichia coli, linhagem DH%, foram preparadas
pdo méodo destrito por Sambrook et al. (1989) e trandformadas com os plasmideos
recombinantes por meio da seguinte metodologia:

1. Incubar 100 il de c dulas competentes com 30 ng de plasmideo recombinante
(ligacdo) por 15 minutos em geo;

2. Incuber o tubo em banho-mariaa 37 °C por cinco minutos,

3. Tranderir rapidamente o tubo para o gelo e incubar por 15 minutos,

4. Adidonar 250 il de meio de cultura LB e incubar a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm
por uma horg;

5. Paguear as cdulas em meio LB-&gar com ampidlina e X-gd e incubar a 37 °C em
edufa pela noite;

6. Tranderir colbnias brancas (contendo plasmideo recombinante) separadamente para

tubos contendo meio LB e incubar pelanoite a 37 °C sob agitagéo de 250 rpm.

Os plasmideos recombinantes foram extraidos de colbnias postives, utilizando-
*£ 0 protocolo de miniprep descrito no menuad  “Automated DNA  Seguencing
Chemigry Guide’ da Perkin Elmer Corporation (http:/Aww.appliedbiosystems.com).

A verificacdo do sucesso da clonagem foi redizada pela diget@o dos plasmideos
com uma enzima que goresenta Sitios de redricdo flanqueando o Sitio de recombinacéo
do plasmideo M13, no caso a EcoR |. As digestfes foram montadas usando-s 1 il da
extracdo miniprep, 5 U de enzima, 2il de tan@o e &gua deonizada para completar o
volume de 20 il e poderiormente incubades por uma hora a 37°C. O tamanho,
concentragéo e a pureza do fragmento clonado foram observados em gd de agarose 2 %

corado com brometo de etideo e visudizado em transiluminador de luz UV.



Os fragmentos que goresentaram 0 tamanho esperado, 150 a 200 pb, foram
usados para a reagdo de seglenciamento: 2il do kit Big Dye Terminaor kit (App lied
Biosysem), 400 ng de DNA, 4 il de primer forward ou reverse do plasmideo M13, os
quais flanqueiam o ditio de clonagem. As reagfes de PCR de seglienciamento foram de
acordo com a recomendaco do fabricante (www.gppliedbiosystems.com).

Os fragmentos de fita smples resultantes foram andisados em  seqlenciador
automaico ABI-PRISVI 310 (Perkin Elmer) do Indituto de Biociéncias da USP. As
sequéncias foran  andisadas usandose os  programas TRACEVIEWER
(htp//ngschemimeedu),  GENERUNNER V300  (Hagings  Sdtware) e
MULTIALIGN 54.1 (Corpet, 1989). o) programa BLAST
(http:/Amww.nchi.nim.ningov/BLAST) foi  utilizado para veificagdo da smilaridade
entre as segUéncias obtidas e as demais seqiéncias de microssatdites de insetos

depositadas no GenBank.

1.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

O DNA de P. hdleri fo utilizado para amplificagdo dos locos Mbill, Mhi28,
Mbi32, Mbi33, Mbi201, Mbi218, Mhi215 Mbi278, Mbi52 e T4-171. O DNA de P.
mulata foi usado para amplificagdo do loco T332, 0 qud s foi amplificado com
SUCESSD para esta especie.

Os resultados dos seqienciamentos estéo agpresentados na figura 29. Nenhum
loco apresentou repeticdo do tipo “pefeitd’. Microssadites imperfatos, com bases

inseridas entre as repetigdes foram obsarvados nos locos Mbi215, Mbi522 e T3-32. Dois



locos gpresentaram microssatdlites compostos Mbi32 e T4-171. Todos os outros locos
gpresentaram repeticdes “interrompidas’.

Néo foram observados entre os locos seqienciados, repeticdes idénticas ajudas
descritas para as espécies a partir s quais os primers foram desenhados (ver Tabda 3).
Alguns locos gpresentaram repeticies semelhantes td como T3-32, que goresenta onze
repeticdbes CT tanto em Scaptotrigna postica (Paxton e al., 199989 quato em
Partamona. Porém, para a primeira espécie a estrutura da repeticdo é “perfeita’ (CT)y,
enquanto que na segunda € “interrompido” (CT)sAC(CT)7, td como observado para
Plebeia remota (Francisco, 2002). A maoria dos locos Mbi agpresentou a sequiéncia
bésica da repeticdo ta como descrito para Melipona bicolor: Mbill (AAC); Mbi28
(TCC); Mbi33 (TCC); Mbi201 (CTT); Mbi215 (TTC); e Mhi278 (CTT) (Fgura 29 e
Tabela 3). Entretanto, a estrutura das repeticbes (ndimero, interrupcdes, composicdo com
outras repeticies) é diferente. Por exemplo, o loco Mbi215 em M. bicolor (Peters et al.,
1998) e em P. remota (Francisco, 2002) é um microssatdlite perfeito (TTC)s , enquanto
gueem Partamona este se gpresenta interrompido (TTC)sGTC(TTC).

O loco Mhi32 goresenta uma seqliéncia semehante a estrutura de repeticdo de
M. bicolor (Tabea 3), detacada em verde na figura 29. Porém a regido que mehor
caracteriza esse loco como microssatélite € a sequéncia (AGT)2(AGCl. Por fim, o loco
T4-171 apresentou repeticdes (CT) como S. postica (Paxton et al., 1999a), porém
composto com repeticoes (AC).

As segiéncias foram submetides a0 BLAST  (http:/Avww.ncbi.nim.gov/BLAST)
e todas aqudas amplificadas com primers “Mhbi” gpresentaram dta Smilaridade com as

seqliéncias de microssatélite de M. bicolor.






Mbi 11

1 70
CGTTCGTTCT TCCCAATTGC ACGCGATTAT TATTTCGCGC GTGTACCGTG CCAAGAGAGA GACCAAAGTG
71 137

AATCCACGAG TCCGCGATAA ATCGCTACCA CCACCACCTT TACCACCGCC GCCGGTTAAA TTCGATC
Mbi28

1 70
TTTTATCGCT CCTATCCTCC CACCACATTC TCCCCCATCT CCTCCATTIC CTTCTTCTCC TCCCTTTCTA
71 105
TCTCCTACTC CCTTTC CACA CCGTCCTGTT GGATT

Mbi 32
1 70
CTTTATCCGG TGCGTCGAAA CTTTTGGTGC ACGTTCCCGG TAGTAGTAGC AGCAGCAGCG CGCGGAGCGG
71

140
CGGAGGAGTG GGGGTGCCAG AGAAGGAGAA GGCTTTCAGG CTCGTTCTTC CGGTGCAACA ACCCGGAATG

Mbi 33

1 70
ATCACCTAAC TTGGCATCCC TGCGGTATAC TTGTCGCGGC AGGGCACGCG GAGGA GTCCC TCTGCACCGA
71 141

ACCACCGTTT CTCCTCCTCT TCCTCCTCTT CCTCCTCCCT AGAAGACTCC CCCTCCTCTT GGCCCTTGATC
Mbi 201

1 70
GTTTAATCGC CCAAAGAGGC TGTTTCTCTT CTCCCTGTGC CCCCGGTCAC TCCGCTATIC GCCATTCGTG
71 126

GCTTCTTCTT CTITCCTTGT CGGGAATCTC TGCTGGTCGT GCTCCTTCTC GTCAAC

Mbi 215

1 70

AGAGACGAAA AGTGGCGG TG GTGGITCTTC TTCTTCGTCT TCTTTCACCA CGAAGTGGTA AACCACCCTA
71 95
GCCACAAATC TCTTCCGCCG CTATC

Mbi 218
1 70
CTCGACTTAA TTTCCATCGG CGGACCCGCC TTAATTGCAT CCTTTAATTT TTCTTCTTCT TTTTCTCTTT
71 121
CTTTCTTTTT TTTTTTTTIC ATTGTCGCCA CGC GGTCGCG ATTGAAATTG C
Mbi 278
1 70
GTTCGTGTTT CGTGGTGAAT GTCCTCGCGC CTTCTCCTCC TTTTATACTT CTTCTTCTTC TTCTTCGTCT
71 104
CTTTCGTCTT CTTCATCGTC AGAGTTCTCG CAACCCTTC
Mbi 522
1 70
CCCTGGACAA ATACAAACGT AAAATGTGTG CTGCCATIGC TGCTGCTGCT GTIGCTGCTG CTAACGACTG
71 135

TTTATCATTT CACGCAGTCA CGTTACTGAA CGAAAACGTT CGAAATTCGG AGAAGAGCAT TGTTC

T332

1 70

GCGGGAGGGA AAGTCCTCTC GCTGACGICT CTCTCACTCT CTCTCTCTCT CTGTGATCCC GCTCACGTCC
7 B3

TTTCCGCACG CCTGACGAAG ACG
T4-171

1 70
GGTGCCGTCC GAGTCATTAGCTCGAAAAAA GCCTAACTCTCTCTCTCTCT CCACACACACACACACACCT

71 104
CTAATTTCCA GCGTTCCCAT TTTTCACTGA TTCA

Figura 29. Segiéncias de locos microssadites amplificados de Partamona. Os
ndmeros indicam os tamanhos das seqiéncias em pares de bases Em cinza primers.
Em azul e vermdho: repeticdes microssadlites Em verde edrutura semehante a
repeticdo de M. bicolor. As seqiiéncias foram depostadas no GenBank sob 0s ndmeros
de acesy, regpectivamente AY866506, AY866507; AY866508;  AY866509,
AY866510; AY866511; AY866512; AY866513; AY866514; AY 866515; AY 866516.




